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RESUM

L'alliberament al medi d’exemplars de races foranies esta deteriorant la integritat
genetica de les poblacions autoctones. Per poder millorar les estrategies de proteccio i
conservacié cal identificar si els individus que formen les poblacions naturals sén natius o
provenen d’aquests alliberaments. La truita de riu (Salmo trutta) és una de les espécies que
des de fa temps pateix les repoblacions. En aquesta espeécie és possible coneixer la informacié
genetica dels individus i estudiar els nivells d’introgressié de la poblacié produits per la
introduccié d’exemplars geneticament diferenciats. Es poden identificar i distingir genotips
diferents, i caracteritzar els nivells de diversitat genética (varietat d’al-lels i genotips presents) i

la seva distribucid.

En una poblacié gran, on hi ha aparellament aleatori i no hi ha mutacié, migracié ni seleccid,
les freqliéncies al-leliques i genotipiques arriben al cap d’una generacié a unes proporcions
estables. S’anomena I'equilibri de Hardy-Weinberg i és un model genétic crucial per la

conservacié de la diversitat poblacional i I’estudi genétic de les poblacions naturals.

En aquest estudi, es va caracteritzar la poblacié de les truites (Salmo trutta) del riu Ter
utilitzant 5 loci microsatel-lits i el locus de la LDH-C1. També es va comprovar el nivell
d’introgressié genética amb els individus del centre piscicola de la Generalitat de Catalunya a
Baga, utilitzats habitualment pels alliberaments de truita als rius catalans. Tanmateix, es va
estudiar la diferenciacié genética d’aquestes truites en relacid a una altra poblacié al riu de

Nuria, a la capgalera del Freser, que és el principal afluent del Ter.

Els resultats obtinguts mostraven que a la localitat del riu Ter només hi havia una poblacié de
truita i no presentava introgressidé genética. Per altra banda, i en relacid als individus del riu
Freser i de Baga, es va concloure que hi ha una significativa diferenciacié genética entre els
diferents grups estudiats. Aixi, els resultats van mostrar tres poblacions clarament
diferenciades: Ter, Nuria i Baga. Tot i aix0, alguns individus del riu Freser presenten traces
genéetiques de les altres poblacions. Resultat que, per una banda, suggereix que la poblacié
analitzada del riu Freser esta afectada pels alliberaments de truites del centre de Baga, i, per

I'altra, que hi ha contacte natural entre les poblacions de truites del Ter i del Freser.
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RESUMEN

La liberacidon al medio de ejemplares de razas fordneas estd deteriorando la integridad
genética de las poblaciones autdctonas. Para poder mejorar las estrategias de proteccion y
conservacién es necesario identificar si los individuos que forman las poblaciones naturales
son nativos o provienen de dichas sueltas. La trucha comdn (Salmo trutta) es una de las
especies que desde hace tiempo se ha visto afectada por las repoblaciones. En esta especie es
posible conocer la informacion genética de los individuos y estudiar los niveles de introgresién
de la poblacién producidos por la introduccién de ejemplares genéticamente diferenciados. Se
pueden identificar y distinguir genotipos diferentes, y caracterizar los niveles de diversidad

genética (variedad de alelos y genotipos presentes) y su distribucién.

En una poblacién grande, donde hay apareamiento aleatorio y donde no hay mutaciones, ni
migracion, ni seleccion, las frecuencias alélicas y genotipicas llegan, al cabo de una generacion,
a unas proporciones estables. Se denomina el equilibrio de Hardy-Weinberg y es un modelo
genético crucial para la conservacion de la diversidad poblacional y el estudio genético de las

poblaciones naturales.

En este estudio, se caracterizo la poblacidn de trucha (Sa/mo trutta) del rio Ter utilizando 5 loci
microsatélites y el locus de la LDH-C1. También se comprobd el nivel de introgresion genética
con los individuos del centro piscicola de la “Generalitat de Catalunya” emplazado en Baga, y
utilizados habitualmente para la liberacién de trucha en los rios catalanes. Asimismo, se
estudio la diferenciacion genética de estas truchas en relacidn a otra poblacidn en el rio Nuria,

en la cabecera del Freser, principal afluente del Ter.

Los resultados obtenidos mostraban que en la localidad del rio Ter solamente habia una
poblacién de trucha y no presentaba introgresién genética. No asi, y en relacién a los
individuos del rio Freser y de Baga, se concluyd que hay una significativa diferenciacién
genética entre los diferentes grupos estudiados. De este modo, los resultados mostraron tres
poblaciones claramente diferenciadas: Ter, Nuria y Baga. Sin embargo, algunos individuos del
rio Freser presentan trazas genéticas de otras poblaciones. Resultado que, por un lado, sugiere
que la poblacion analizada del rio Freser esta afectada por la liberacidon de truchas del centro
de Baga, y, por otro, que hay contacto natural entre las poblaciones de truchas del Ter y del

Freser.
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ABSTRACT

Releases of foreign specimens to wild populations is deteriorating genetic integrity of
native populations. Identifying whether the origin of the individuals in wild populations is
native or not, is crucial to improve protection and conservation management strategies. Brown
trout (Salmo trutta) is suffering such releases. In this species, it is possible to know the genetic
makeup of each individual and estimate the population levels of introgression caused by
genetically differentiated foreign fish. Genetic studies allow to identify and to distinguish the
different genotypes, the population level of genetic diversity (alleles range and present

genotypes) and patterns of distribution of genetic variability among populations.

In a large population, where there is random mating and no mutation, neither migration nor
selection, allele and genotype frequencies become stable in one generation. This is called the
Hardy-Weinberg equilibrium law, which is a crucial genetic model for the conservation of the

population diversity and the genetic study of natural populations.

By using genotype information at 5 microsatellite loci and at the LDH-C1 locus, the present
study characterized the brown trout (Sa/mo trutta) population in the upper reaches of the Ter
River. The level of genetic introgression (caused by releases of trout cultivated at the Baga
hatchery) was estimated. The Baga hatchery stock is used to reinforce wild populations in
Catalonian Rivers. Furthermore, we also studied the genetic differentiation of the Ter River
brown trout in relation to another population from the Freser River headwaters (the Nuria

stream), the most important Ter River tributary.

Results showed that there is only a single brown trout population at the studied Ter River
location. This population did not present any genetic introgression. In relation to the Freser
and Baga fish, it was concluded that there is a significant genetic differentiation between the
different studied trout collections. Thus, results showed three clearly differentiated
populations: Ter, Nuria and Baga. In spite of this, some individuals from Freser River have
genetic traces from the other populations. This finding indicated that the analysed trout
population in the Freser River was affected by released Baga trout, and, on the other hand,

that there is natural contact between Ter and Freser brown trout populations.

Mercé Molas i Soler 4
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Introduccio

L'alliberament al medi d’exemplars de races foranies esta deteriorant la integritat
genetica de les poblacions autoctones. Per poder millorar les estrategies de proteccid i
conservacié cal identificar si els individus que formen les poblacions naturals sén natius o
provenen d’aquests alliberaments. La truita de riu (Salmo trutta) és una de les espécies que
des de fa temps pateix les repoblacions, ja que s’alliberen exemplars criats a piscifactories per
reforcar el nombre d’individus a les zones on se’n permet la pesca. En aquesta especie és
possible coneixer la informacié genética dels individus, identificar si es tracta d’hibrids, i, si és
aixi, estudiar els nivells d’introgressié de la poblacié produits per la introduccié d’exemplars
geneticament diferenciats (Sanz et al., 2008). Aquests estudis permeten identificar i distingir
genotips diferents, i caracteritzar els nivells de diversitat genetica i la seva distribucié entre les
poblacions. La diversitat genética és la varietat d’al-lels i genotips presents a un grup que s’esta
estudiant (poblacid, espécies o grup d’especies). Per tal de caracteritzar I'extensié de la
diversitat genética s’utilitza la diversitat al-lélica, la mitjana del nombre d’al-lels per locus o els

nivells d’heterozigosis.

En el cas d’'una poblacié gran, on hi ha aparellament aleatori i no hi ha mutacid, migracié ni
seleccid, les freqliencies al-léliques i genotipiques arriben al cap d’una generacid a unes
proporcions estables. Aquest equilibri s’anomena equilibri de Hardy-Weinberg i és crucial per
la conservacié de la diversitat poblacional i I'evolucié. Hi ha diversos factors que poden
influenciar les frequencies dels al-lels i genotips a una poblacié (Frankham et al., 2004).
L’equilibri de Hardy-Weinberg es pot presentar com un model matematic que relaciona les
freqliencies al-léligues amb les proporcions genotipiques esperades. En una poblacid que
s’aparella aleatoriament i on un locus amb 2 al-lels (A; i A;) presenta unes freqiiencies relatives
p i g (p+q=1), les frequiéncies genotipiques esperades pels genotips AjA;, AA; i AA; sén p’,
2pq i g°, respectivament. Aquestes freqiiéncies genotipiques de I'equilibri de Hardy-Weinberg
proporcionen una base per poder detectar desviacions de |'aparellament aleatori, permeten
modelar els efectes de I'endogamia (encreuament entre individus emparentats), i avaluar-ne
I’efecte de la seleccié. També permeten coneixer les forces responsables de la divergencia

genetica entre les poblacions.

Les proporcions genotipiques de I'equilibri de Hardy-Weinberg s’espera que es produeixin a
tots els loci, excepte als que estan localitzats als cromosomes sexuals. Per tenir I’equilibri de

Hardy-Weinberg assumim (Campbell & Reece, 2007):

e Tamany de la poblacié extremadament gran

Mercé Molas i Soler 6
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e Abséncia de flux genic o transferéncia d’al-lels entre poblacions

e Abseéencia de mutacions

e Aparellament aleatori o unié aleatoria de gametes.

e Abséncia de seleccid natural, ja que I'exit reproductiu i de supervivencia dels individus
gue tenen diferents genotips altera les proporcions genotipiques i les freqiencies dels

al-lels.

Per poder mesurar la diversitat geneética, actualment s’utilitzen técniques d’analisi del DNA,
com per exemple, els loci de microsatel-lits, els genotips dels quals s’obtenen per reaccions
PCR (Polymerase Chain Reaction) especifiques. Els microsatel-lits, sén marcadors genetics
altament polimorfics que presenten repeticions en tandem de 2 a 6 parells de bases de DNA
(Lagoda, 1996). La variacié genetica en molts loci de microsateél:-lits esta caracteritzada per la
preséncia de molts al-lels i una alta heterozigosi. Els microsatél-lits permeten determinar quant
temps fa que dues poblacions van divergir o estimar el flux génic entre poblacions que sorgeix
de la migracié i la dispersié dels exemplars (Ellegren, 2004). En els estudis genétics de les
especies de peixos, per detectar la introgressié d’exemplars de piscifactories a la poblacio

salvatge, normalment, s’utilitzen de 6 a 10 loci de microsatel-lits (Sanz et al., 2008).

El Laboratori d’Ictiologia Genetica de la Universitat de Girona (LIG), durant els ultims anys, ha
realitzat diversos estudis sobre les truites de riu, Salmo trutta. En aquests treballs del grup es
va estudiar la diversitat en les seqiéncies completes de la regié de control del genoma
mitocondrial per establir les relacions filogenétiques i la historia biogeografica de les
poblacions de truita als rius Mediterranis de la Peninsula Ibérica (Cortey et al., 2004). Més
recentment, el grup ha treballat en les relacions entre |'estructura de la poblacié de truites i les
seves relacions familiars al llarg del rius Mediterranis. Amb aquests estudis s’esperava veure
com la disposicio fisica d’individus emparentats influeix en el patrd de I'estructura genética de

la poblacio (Vera et al., 2010).

Una de les estratégies més esteses per augmentar la poblacié de truites a algunes regions
mediterranies és la introduccié al medi d’exemplars criats a piscifactories. Aquests
alliberaments provoquen introgressié genética a les poblacions de truites natives i posa en
perill la conservacid de I'espécie autoctona. Per tal de mantenir o millorar les poblacions de
truites silvestres, a proposta del LIG de la UdG, I'any 1997 la Generalitat de Catalunya va crear
una estrategia de gestid que consistia en establir refugis genétics de truites on es vetava
I'alliberament d’exemplars de piscifactories. Regularment, des del LIG, s’avalua I'estat
d’integritat genéetica de les poblacions de truita dins dels refugis quantificant els nivells

d’introgressié de peixos de piscifactoria. La comparacié dels nivells abans i després de la

Mercé Molas i Soler 7
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designacié del refugi, permet avaluar I’exit d’aquesta estratégia de gestid, per poder millorar la
gestié de les poblacions autoctones (Araguas et al., 2009). Tanmateix, per estandarditzar I’Us
dels microsatel:lits en I’avaluacié de la introgressid a les poblacions natives, el LIG va comparar
tant l'eficiencia de diferents metodes estadistics (STRUCTURE, NEWHYBRIDS, BAPS i

GeneClass), com la dels aloenzims i la dels microsatel-lits (Sanz et al., 2008).

Els cinc microsatel-lits que s’utilitzen en aquest estudi ja havien estat utilitzats al treball de
Sanz et al. (2008) per tal de detectar hibrids i introgressions a les poblacions natives. Des del
punt de vista genétic, el locus de la lactat deshidrogenasa ocular (LDH-C1) també té un interes
especial ja que permet avaluar I'impacte de la repoblacid a les poblacions natives i es pot co-
amplificar amb els loci dels microsatel-lits en una Unica PCR (Chat et al., 2008). Aquest locus de
la LDH-C1 és un marcador genetic que permet identificar truites natives i d’importacié de
centre Europa. Presenta dos al-lels, el 90 i el 100. El primer és un al-lel caracteristic de les
poblacions de truita del nord-est d’Europa, mentre que I’al-lel 100 ho és de les poblacions de
truita del sud-est d’Europa (Ferguson & Flemming, 1983). El polimorfisme és degut a una
mutacio puntual (A/G) que afecta a la primera base de I'exé 4. L’adenina esta present a l'al-lel
100 i la guanina al 90 (McMeel et al., 2001). Aixi doncs, les truites que presenten I'al-lel 100 es
consideren natives de la poblacid Iberica i les que presenten l'al-lel 90 provenen de

piscifactoria (Sanz et al., 2008).

Objectius

Using genetic diversity at 5 microsatellite loci and at the LDH-C1 locus, the main
objective of this research work is to characterize the brown trout population in the upstream
of the Ter River, to assess levels of introgression by released hatchery fish and to estimate
genetic divergence between these fish at the one inhabiting upstream stretches of the Freser

River, a Ter River tributary.

Mercé Molas i Soler 8
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Metodologia

1. Localitzacio de les mostres

A la Figura 1 es mostren els punts on s’han obtingut les truites per realitzar aquest
estudi: el centre piscicola de la Generalitat de Catalunya al costat del riu Bastareny situat al
municipi de Baga, el riu de Nuria (Nuria) al municipi de Queralbs i el riu Ter aiglies amunt del
municipi de Setcases. Al municipi de Baga, el centre piscicola de la Generalitat de Catalunya es
dedica a la cria de truites d’origen centre-europeu i genéticament diferents de les natives
(Sanz et al., 2008) amb la finalitat de repoblar els rius catalans. Les truites del riu de Nuria van
ser capturades a pocs metres de la desembocadura d’aquest riu al Freser. A la Figura 2 es pot
observar el curs que segueixen el riu Ter i el riu Freser. Tots dos rius neixen al Pirineu de

Girona, essent el Freser el principal afluent del Ter.
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Figura 1. Mapa de Google Earth (www.google.es/maps). Els punts blaus indiquen els llocs on es van capturar les

truites (Sa/mo trutta), a Baga, Queralbs (Nuria) i Setcases (Ter).
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Figura 2. Localitzacions geografiques de les mostres de truita (Salmo trutta) obtingudes. Les zones representades
amb un color més fosc sén les que formen part dels refugis genetics (Araguas et al., 2008). Els punts 1 i 2 son els

corresponents al riu Ter i al Freser (Nuria).

Les truites del riu de Nuria i del Ter es van capturar ’any 2014 gracies a la pesca eléctrica. Es la
tecnica més eficient per rius de poca fondaria, provoca pocs danys als peixos i permet obtenir
mostres representatives de tota la poblacid. Aquest metode consisteix en produir un camp de
corrent electric dins I’aigua, de manera que es provoca una paralisi al peix i és més facil la seva
captura amb salabres (Junta de Extremadura, 2014). Els exemplars sén anestesiats per a la
seva manipulacié amb metasulfonat de tricaina (MS-222). Un cop les truites havien estat
mesurades (per altres estudis que es fan al LIG) i s’havia obtingut |'aleta adiposa (veure Figura
3), es deixaven recuperar de I'anestésic i es retornaven al seu habitat natural. Les mostres del
centre piscicola de Baga es van capturar amb salabre des de la vorera de les piscines on es
crien al centre. El nombre d’exemplars caracteritzats de cada mostra, el lloc de captura i I'any,

es mostra a la Taula 1.

Mercé Molas i Soler 10
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Figura 3. Imatge de la truita de riu (Salmo trutta) (White, 2003). L’aleta adiposa (assenyalada amb la fletxa) és la que

s’ha utilitzat per fer I'analisi.

Taula 1. Mostres utilitzades per realitzar aquest estudi, lloc i any de pesca de les truites (Salmo trutta) i nombre

d’exemplars totals per cada mostra.

Mostra Lloc Any Nombre d’exemplars
Riu Ter Setcases (cami de Vallter) 2014 54
Riu Freser Queralbs (riu de Nuria) 2014 41
Baga Centre Piscicola de Baga 2003 96
2. Extraccié de DNA i obtencié del genotips

En aquest treball només s’han obtingut els genotips de les mostres del Ter. Per les
mostres dels altres punts s’han utilitzat els genotips ja disponibles al Laboratori d’Ictiologia
Genética de la Universitat de Girona. Per fer el genotipatge dels microsatél-lits primer es va
extreure el DNA utilitzant el procediment de Chellex - proteinasa K (Estoup et al., 1996), i
després es van amplificar 5 loci de microsatel-lits: SsaSL438, Ssa85, Str73, Str591, SsHaelll i el
locus de la LDH-C1. Tots ells estaven marcats amb un fluorocrom distintiu a I'extrem 5’ del
primer forward. Es va realitzar una PCR pel mix de primers dels 5 microsatel-lits i una altra pel
locus de la LDH-C1. En el cas dels microsatel-lits, la PCR multiplex (10 ulL) contenia 1uL de
I'extraccié de DNA, 5 uL de KitGoTaq 2x (Promega) (400uM dATP, dGTP, dTTP i 4mM de
MgCl,), mix de primers 10x (concentracid final SsaSL438, Ssa85, Str73, SsHaelll era 0,2 uM i pel
Str591 era 0,4 uM) i 3 pL d’aigua lliure de RNasa. Les condicions de la PCR eren les segiients:
inicialment es desnaturalitza el DNA a 94°C durant 2 minuts; a continuacié hi ha 35 cicles
(desnaturalitzacié a 952C 1 minut, alineament a 542C durant 1 minut i elongacié a 722C durant

1 minut), una elongacio final a 722C durant 15 minuts i, llavors, les mostres es conserven a 42C.

Merceé Molas i Soler 11
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La PCR per la LDH-C1 (10 ulL) contenia 1ulL de I'extraccié de DNA, 1 ulL de Buffer 1x, 0.3 ulL de
MgCl, (1.5 mM), 1 uL de dNTPs (200uM), 0.15 pL de primer F (0.15 uM), 0.1 pL de primer R
(0.1 uMm), 0.15 ulL de primer 90 (0.15 uM), 0.1 pL de primer 100 (0.1 uM), 6.1 pL d’aigua lliure
de RNasa i 1.3 uL de Tag Gold. El DNA inicialment es desnaturalitza a 942C durant 15 minuts; a
continuacié hi ha 30 cicles (desnaturalitzacido a 942C 1 minut, alineament a 552C durant 1
minut i elongacié a 729C durant 1 minut), una elongacié final a 722C durant 5 minuts i, llavors,

les mostres es conserven a 49C.

Per injectar a I'analitzador genétic, Applied Biosystems 3730 x| Genetic Analyzer, es preparen
les mostres a un volum final de 10uL en cada pouet (10 pL formamida, 0.25 pL marcador Liz,
1uL PCR mix, 1 uL producte de PCR LDH). Es centrifuguen 10 segons a maxima velocitat i es

posen al termociclador durant 3 minuts a 942C perqué es desnaturalitzi el DNA.

3. Identificacié de genotips i analisis estadistiques

El programa utilitzat per identificar els genotips dels individus a partir del
cromatograma obtingut a I’analitzador genétic és el software GENEMAPPER® (Applied
Biosystems). Per comprovar si es compleix I'equilibri de Hardy-Weinberg s’utilitza el test de
probabilitats exactes del programari FSTAT (Goudet, 2005). Aquest programa també
proporciona els estimadors de diversitat genética dins i entre les localitats estudiades. Per
detectar al-lels nuls, és a dir, al-lels que no es van amplificar a la PCR, s’ha emprat el programa
MICRO-CHECKER. Aquests al-lels poden provocar errors en els genotips i produir falses
desviacions de I'equilibri de Hardy-Weinberg, també poden esbiaixar I'analisi de diversitat

poblacional (Van Oosterhout et al., 2004).

Per tal de determinar quantes poblacions de truita hi ha realment a la mostra del riu Ter
s’utilitza el programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000). Aquest programa es fa servir també
per identificar la introgressid resultant de les repoblacions en el riu Ter, i per determinar les
diferéncies genétiques entre les tres mostres estudiades. Les opcions seleccionades a cada

analisi es detallen a continuacio.

En primer lloc es crea un New project, se selecciona el fitxer de dades que es vol utilitzar en
cada cas i el directori on es volen guardar els resultats. També s’introdueix el nombre

d’individus que hi ha a cada fitxer que s’analitzara, tal com es mostra a la Taula 2.
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Taula 2. Nombre total d’individus utilitzats per cada analisi realitzat amb el programa STRUCTURE i objectius per

cada grup d’individus.

Ter | Nuaria | Baga | Total Objectiu
Ter 52 - - 52 Unitats presents
Ter_Baga 52 - 96 148 Efectes de les repoblacions
Ter_Nuria_Baga 52 41 96 189 Divergencies entre les poblacions

A continuacid es configura el New Parameter Set. A la pestanya de Run Length: Length of
Burnin Period és 50.000 (correspon al nombre de simulacions que el programa fara abans de
processar les dades per minimitzar I’efecte de la configuracié d’inici) (Pritchard et al., 2000). El
Number of Bayesian Markov Chain Monte Carlo (MCMC) Reps after Burnin és 200.000, per
trobar aquest nombre de runs s’han realitzat diverses proves i s’ha determinat que aquest

ddna resultats consistents.
A la pestanya d’Ancestry Model:

e Ales analisis de Ter i Ter_Nuria_Baga: Use admixture model - Advanced = Configure
- seleccionar Separate Alpha for each Population. Els individus pot ser que tinguin
ancestres comuns com a resultat de la migracié o de l'alliberament d’exemplars.
L'individu i ha heretat alguna fraccié del genoma dels ancestres en la poblacid k.
L'output del programa ddéna I'estimacié d’aquestes proporcions per cada individu i la
mitjana de la localitat per a cada possible valor de k assajat (on k seria el nombre
possible de poblacions ancestrals) (Pritchard et al., 2000).

e A lanalisi de Ter_Baga: Use Population Information to test for migrants = Advanced
- GENSBACK:0 i MIGRPRIOR:0 , Admixture Model -> Configure -> seleccionar
Separate Alpha for each Population. Aquest model utilitza la informacié genética de la
mostra de Baga per catalogar els individus del Ter indicant per cadascun d’ells
I’estimacié de genoma originari dels exemplars del centre piscicola (Pritchard et al.,

2000).

A la pestanya Allele Frequency Model se selecciona Allele Frequencies Correlated quan
s’analitzen les dades del Ter, en aquesta situacid es considera que les freqiiéncies a les
diferents unitats poblacionals poden ser semblants (probablement per migracié o ancestres
comuns) (Pritchard et al., 2000). | s’escull Allele Frequencies Independent quan les freqiiéncies
al-leliques a les diferents poblacions sén diferents (Pritchard et al., 2000). Aquesta opcio és la

utilitzada quan s’analitzen les dades de Ter_Baga i Ter_Nuria_Baga.
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Finalment, a la pestanya Advanced, en el cas del Ter i Ter_Nuria_Baga, es mantenen les
opcions que presenta el programa per defecte. En canvi, per Ter_Baga també s’ha de
seleccionar Update allele frequencies using only individuals with POPFLAG=1 data, que en el
cas que ens ocupa, sén els exemplars del centre piscicola de Baga. D’aquesta manera, s’indica

al programa que és la mostra de referéncia a la que cal assignar o no els altres exemplars.

Per realitzar I'analisi, es configura un New job. Per tots els analisis s’han fet 25 iteracions. |, pel

qgue faalesk, pel Ters’hafetd’l a 4, pel Ter_Baga només k=2 i per Ter_Nuria_Bagad’l a6.

Un cop obtingudes les dades amb el programa STRUCTURE s’ha d’avaluar el valor de ki les
iteracions per determinar el nombre de grups genetics que més bé expliquen les dades. Per
fer-ho, s’entren els resultats del programa STRUCTURE a I'STRUCTURE HARVESTER (Earl et al.,

2012) (http://taylorQ.biology.ucla.edu/structureHarvester/) que es basa en el meétode

d’Evanno (Evanno et al., 2005). No obstant, aquest métode no és efectiu per determinar com a
millor opcid k=1, per tant, s’"ha de comprovar. Si la k resultant és 2, hauria de tenir associada
una millor probabilitat que k=1 en els resultats directes de STRUCTURE. Si no és aixi, i la millor
probabilitat és la de k=1, es determina que aquest és el resultat correcte, per tant, tots els

exemplars analitzats seran de la mateixa unitat genética.
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Resultats

Un cop obtinguts els genotips amb el software GENEMAPPER® (Applied Biosystems)
s’han eliminat de I'analisi els individus 25 i 36 del Ter, ja que no es van obtenir els genotips dels
loci analitzats a causa d’'una mala amplificacié a la PCR multiplex, probablement, com a
conseqliencia de la mala qualitat de I’extraccid. Per tant, dels 54 individus capturats

inicialment se’n descarten dos i es continua I’estudi amb 52 truites provinents del riu Ter.

1. Diversitat local

El programa FSTAT proporciona els estimadors de diversitat genéetica de les localitats
estudiades. A la Taula 3 es presenta el nombre d’al-lels resultants per cada poblacid i el total
d’al-lels detectats en el conjunt de les mostres. Aquest nombre esta influenciat pel tamany de
la mostra. Per tant, com que a Baga hi ha 96 individus, el nombre d’al-lels sera major que per

Ter i Nuria que n’hi ha 52 i 41, respectivament.

Taula 3. Resultats del programa FSTAT. Nombre d’al-lels per cada locus microsatél-lit i per la LDH-C1.

] . AL-LELS

TER NURIA BAGA TOTALS
SsHaelll 5 4 11 15
Ssa85 7 8 5 9
SsaSL438 4 6 5 6
Str591 3 4 4 8
Str73 2 4 4 4
LDH_C 1 2 2 2

Per aix0, per fer comparacions, és millor fer servir la riquesa al-lélica per cada locus (veure
Taula 4), aquest parametre teoric esta calculat a partir de les freqiéncies al-léliques de
mostres de la mateixa grandaria a totes les localitats. El locus SsHaelll és el que presenta la
major riquesa d’al-lels com a resultat de la diversitat present en els peixos del centre piscicola
de Baga. A les poblacions naturals el locus amb més diversitat al-lelica és el Ssa85. Pel que fa

als loci SsaSL438, Str591, Str73 i LDH-C1 la poblacié amb menys riquesa al-lelica és la del Ter.
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Taula 4. Resultats del programa FSTAT. Riquesa al-lélica per cada locus i poblacié. Esta basat en una mostra de 40

individus diploides.

TER NURIA BAGA TOTAL

SsHaelll 4.567 3.976 8.918 10.156
Ssa85 6.435 7.976 4.963 7.806
SsaSL438 4.000 6.000 4.992 5.930
Str591 2.784 4.000 3.607 6.124
Str73 2.000 3.951 3.998 4.000
LDH_C 1.000 2.000 1.965 2.000

2. Equilibri de Hardy-Weinberg

A la Taula 5 es pot observar la diversitat genética, estimada com la proporcid
d’heterozigots esperats en equilibri de Hardy-Weinberg, per locus i per cada poblacié
estudiada. El locus de SsHaelll és el que presenta una diferencia més considerable entre les
dues poblacions natives (Ter i Nuria) i la de piscifactoria (Baga). La LDH-C1 a la poblacié del Ter

no presenta cap heterozigot, mentre que a Nuria i a Baga si que n’hi ha.

Taula 5. Resultats del programa FSTAT. Diversitat genética per cada locus (rang entre 0i 1).

TER NURIA BAGA

SsHaelll 0.202 0.398 0.781
Ssa85 0.609 0.827 0.684
SsaSL438 0.696 0.739 0.689
Str591 0.346 0.585 0.234
Str73 0.404 0.277 0.553
LDH_C 0.000 0.200 0.061

Taula 6. Resultats del programa FSTAT. Fis per poblacio.

TER NURIA BAGA

SsHaelll -0.069 0.204 0.067
Ssa85 -0.264 0.027 0.056
SsaSL438 0.144 0.274 0.033
Str591 -0.021 0.102 0.022
Str73 0.141 0.121 0.002
LDH_C NA 0.878 -0.027
Mitjana -0.011 0.190 0.039
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A la Taula 6 es mostren els resultats de Fis per poblacid, i la seva significacid s’indica a la Taula
7. Fis és una mesura del desequilibri de Hardy-Weinberg. Quan Fis val 0, la poblacié compleix
les proporcions genotipiques esperades en I'equilibri. Els nombres negatius indiquen un excés

d’heterozigots i els positius un déficit.

Taula 7. Resultats del Test de probabilitats exactes dins de les mostres obtinguts amb el programa FSTAT. Els p-

valors significatius estan marcats amb un asterisc (*).

TER NURIA BAGA

SsHaelll 1.000 0.0611 0.1417
Ssa 85 0.9972 0.4194 0.2139
SsasL438 0.0611 0.0111 0.3417
Str591 0.7111 0.1917 0.4000
Str73 0.2750 0.2694 0.5861
LDH-C1 NA 0.0028* 1.000
Total 0.5972 0.0028* 0.1139

Els resultats dels test de probabilitats exactes del programa FSTAT només indica com a
significatiu el valor de Fis al locus de la LDH-C1 a la poblacié del riu Naria. Aquesta significacié
és important ja que fa que el test combinat amb tots els loci d’aquesta mateixa poblacié també
sigui significatiu. Es per aixd, que es pot determinar que la poblacié del riu de Nuria no

compleix amb alguna o varies de les condicions de I’equilibri de Hardy-Weinberg.

Taula 8. Resultats obtinguts amb el programa MICRO-CHECKER, els microsatél-lits (SsaSL438, Ssa85, Str73, Str591,

SsHaelll) per cada poblacié estudiada (Ter, Nuria i Baga). No: no presenten al-lels nuls. Si: presenten al-lels nuls.

TER | NURIA | BAGA
MICROSATEL-LITS
Str73 No No No
SsHaelll No No No
Str591 No No No
SsaSL438 No Si No
Ssa85 No No No

Per detectar al-lels que no s’han amplificat correctament amb la PCR (al-lels nuls) s’utilitza el
programa MICRO-CHECKER . A la Taula 8 es mostren els resultats obtinguts per cada mostra de

truites en relacid a si els microsatel-lits presenten al-lels nuls, o no. Només la poblacié de
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truites de Nduria presentaria al-lels nuls al locus SsaSL438, pero, tot i que aquest fet podria
provocar resultats significatius en els test de Hardy-Weinberg, en els analisis realitzats
anteriorment amb el programa FSTAT no s’ha vist aquest efecte i cal suposar que la freqliéncia

de I'al-lel nul és baixa.

3. Poblacio del Ter

A la Taula 9 es mostren els resultats obtinguts a I'STRUCTURE HARVESTER després de
carregar el fitxer del Ter resultant de les 25 execucions del programa STRUCTURE. Com ja s’ha
explicat anteriorment, 'STRUCTURE HARVESTER no pot decidir la k més petita ni la més gran
entre els valors assajats, que, en aquest cas, sén k=1 i k=4. El programa va donar com a resultat

k=2 ja que presenta un valor de Delta k més gran que k=3.

Taula 9. Resultats de I'STRUCTURE HARVESTER per la poblacid de truites del Ter. Es mostren els possibles nombres

de poblacions (k) que hi podria haver a la localitat del riu Ter.

K Reps Mean LnP(K) | Stdev LnP(K) Ln'(K) ILn"(K)| Delta K
1 25 -420.1400 0.4021 NA NA NA

2 25 -438.8440 13.8267 -18.704000 | 30.324000 | 2.193153
3 25 -427.2240 8.7932 11.620000 | 6.504000 | 0.739663
4 25 -422.1080 2.5604 5.116000 NA NA

Per tal d’evitar resultats erronis causats per aquestes limitacions es comprova manualment si
la k proposada presenta el Mean LnP(K) més gran. Ates que P(K) és un estimacié de la
probabilitat de que hi hagi aquella ki com més gran és el logaritme (Ln) de la probabilitat més
probable és aquell succés (Pritchard et al., 2000). Comprovant els Mean LnP(K) de la Taula 9,
es pot determinar que el més gran és -420.1400 i correspon a k=1. Per tant, només hi haura
una poblacié de truites al punt de mostreig del Ter. Aquest criteri també es pot visualitzar al
grafic que es mostra a la Figura 4, on hi ha la representacio grafica del Mean LnP(K) de la Taula

9 per cadascun dels valors de k que s’han avaluat amb el programa STRUCTURE.
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Figura 4. Grafic de la probabilitat de k amb la seva desviacio estandard. S’ha obtingut amb el programa STRUCTURE
HARVESTER.

En aquest estudi també es volia comprovar si la poblacid de truites del Ter estava influenciada
pels alliberaments de truites criades al centre piscicola de Baga. Per fer-ho, s’ha utilitzat el

programa STRUCTURE, pero executant uns altres parametres per poder determinar la

proporcié de genoma del centre piscicola que té cada un dels individus de la localitat del Ter.

Els resultats es mostren a la Figura 5.
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Figura 5. Estimacio de la proporcié de genoma natiu i de repoblacié dels individus capturats al riu Ter. Cada individu
esta representat per una linia vertical, amb longituds de colors proporcionals a cada cluster (k=2) indicat. Els
nimeros 1 i 2 corresponen a les poblacions de Ter i Baga, respectivament. Aquest grafic s’ha obtingut amb el

programa STRUCTURE i correspon a la millor execucié de les 25 assajades, amb un LnP(D) =-29985.5

Tal com es pot observar a la Figura 5, la poblacié 1, que correspon al Ter (vermell), és

clarament diferent a la poblacié 2, que correspon a Baga (verd). Les traces de Baga que es
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poden observar al Ter son residuals, i, per tant, no es consideren significatives. Aixi doncs, es

pot concloure que no hi ha influéncia de Baga sobre la poblacié de truites del Ter.

4. Diversitat poblacional i analisi de la diversitat

Els analisis de diversitat poblacional que es poden observar a la Taula 10, mostren la
mitjana d’heterozigosi observada per locus (Ho), I'esperada (Hs), la total (H;) i la diferenciacio
genetica entre poblacions (Gsr). Les dues primeres columnes, que son Ho i Hs, presenten uns
valors molt propers a tots els loci, per tant, I'heterozigosi observada és similar a I'esperada, fet

que esta d’acord amb els pocs desequilibris de Hardy-Weinberg detectats.

Pel que fa a la Gs; mesura la diferenciacidé genética entre les diferents poblacions estudiades i
permet incloure un nimero il-limitat d’al-lels per loci. Si el valor de Gs; és 0 indica que les
freqlencies al-leliques sén iguals a totes les poblacions, no hi ha hagut diferenciacié. Mentre

gue si una poblacio esta fixada amb al-lels diferents tindra un valor d’1 (Nei, 1978).

Taula 10. Resultats de I'Analisi de Diversitat Génica de Nei obtinguts amb el programa FSTAT. Ho: mitjana
d’heterozigosi observada per locus. Hs: heterozigosi esperada. Hy: diversitat total en el conjunt del territori. Ggr:

proporcio de diversitat resultant de la diferenciacié entre les poblacions analitzades.

Locus Ho Hs Hy Gst
SsHaelll 0.421 0.461 | 0.771 | 0.402
Ssa85 0.740 0.707 | 0.819 | 0.137
SsaSL438 0.600 0.708 | 0.791 | 0.105
Str591 0.369 0.388 | 0.717 | 0.459
Str73 0.381 0.412 | 0.699 | 0.411
LDH _C 0.029 0.087 | 0.461 | 0.812
Total 0.423 0.460 @ 0.710 @ 0.351

Aixi doncs, es pot determinar que els loci Ssa85 i SsaSL438 son els que presenten menor
diferenciacid entre les freqtiencies al-leliques de les tres mostres. En canvi, en el cas de
SsHaelll, Str591 i Str73 les freqiiéncies al-léliques sén altament diferents. En relacid al locus de
la LDH-C1, amb un valor de 0.812, es pot concloure que, generalment, les poblacions tenen
fixats al-lels diferents. De fet, els resultats obtinguts pels dos al-lels del locus de la LDH-C1, el
90 i el 100, demostren que a la poblacié del Ter I'al-lel 100 estava fixat amb una freqiiencia d’
1.000 i a la de Nuria amb 0.890, mentre que a Baga només presentaven aquest al-lel amb una

freqliencia de 0.032. Aix0 indica que al centre piscicola hi domina la preséncia de I’al-lel 90.

Mercé Molas i Soler 20



- Memoria Treball Final de Grau 2014/15 -

Finalment, per saber si els individus capturats a cada punt (riu Ter, riu NUria i Baga) provenien

de poblacions diferents s’ha realitzat un altre analisi amb I'STRUCTURE HARVESTER emprant el

fitxer obtingut del programa STRUCTURE, on es va utilitzar com a fitxer de dades inicial el que

hi constaven els individus de totes tres localitats (Ter, Nuria i Baga).

A la Taula 11 es mostren els resultats obtinguts a 'STRUCTURE HARVESTER. En aquest cas, la k

determinada pel programa és 2. A la Figura 6 es pot observar el grafic de Mean LnP(K) on

també es pot veure que k=2 és el resultat que millor explica aquestes dades.

Taula 11. Sortida de 'STRUCTURE HARVESTER per determinar quantes poblacions hi ha en el conjunt de mostres de

Ter, Nuria i Baga. Es mostren els possibles nombres de poblacions (d’1 a 6) que hi podria haver.

K | Reps | MeanLnP(K) | StdevLnP(K) Ln'(K) ILn"(K)| Delta K
1 25 -3329.3440 0.0507 NA NA NA
2 25 -2246.4160 0.3727 1082.928000 1267.468000 3400.837498
3 25 -2430.9560 704.6547 -184.540000 595.104000 0.844533
4 25 -2020.3920 7.9104 410.564000 362.004000 45.763166
5 25 -1971.8320 46.7419 48.560000 33.984000 0.727057
6 25 -1957.2560 8.4801 14.576000 NA NA
L(K) (mean +- SD)
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Figura 6. Grafic de la probabilitat de k amb la seva desviacié estandard. S’ha obtingut amb el programa I'STRUCTURE

HARVESTER.
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Figura 7. Estimacio de la proporcié del genoma dels dos clusters identificats per STRUCTURE a cadascun dels
individus analitzats. La proporcid esta representada per una linia vertical amb k colors diferents, la longitud de cada
color és proporcional a la proporcié de genoma de cada clister k. Els nimeros 1, 2 i 3 corresponen a les poblacions
de Ter, Nuria i Baga, respectivament. S’ha obtingut amb el programa STRUCTURE i correspon a la g_run_50 amb un

LnP(D) = -2245.8

Els individus del riu Ter i del riu de Nuria sén molt semblants entre ells i clarament diferents
dels que provenen del centre piscicola de Baga. A Nuria (grup 2) hi ha exemplars que
presenten parts del genoma provinents dels individus del centre piscicola, aixi doncs, es pot

determinar que és una poblacid afectada pels alliberaments.
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Discussio

La poblacié de truites del riu Ter i del riu de Nuria formen part dels refugis genétics
creats per la Generalitat de Catalunya des de I’'any 1997 (Araguas et al., 2008). Regularment,
des del LIG, s’avalua I'estat d’integritat genetica d’aquestes poblacions quantificant els nivells
d’introgressié de peixos de piscifactoria. Durant els anys 1993, 1999, 2004 i 2006 es van agafar
mostres de truites en unes mateixes localitats per tal d’analitzar la seva variacid genética.
Aquestes analisis es basaven en el locus LDH-C1 atés que permet distingir les poblacions de
truita natives (homozigotiques per I'al-lel *100) de les exdgenes que provenen de piscifactories
(on I'al-lel *90 esta practicament fixat) (Chat et al., 2008). Pel que fa a la poblacié de truites del
riu Ter, no es va detectar introgressio genetica del 1993 al 2006. En canvi, a les aiglies del riu
de Ndria, a partir de I'any 2004 es van comengar a detectar petits nivells d’introgressié de
peixos de piscifactoria (Araguas et al., 2008), i, deu anys més tard, s’han confirmat en aquest

treball.

Un dels objectius d’aquest treball era estudiar el nombre de poblacions que formaven les
truites de la localitat del riu Ter capturades I'any 2014. Gracies a les diferents analisis
realitzades, s’ha pogut determinar que al Ter només hi ha una poblacié de truites. D’altra
banda, també s’ha estudiat si aquesta poblacid presentava introgressié genetica d’individus
provinents del centre piscicola (Baga). S’ha conclos que les truites del Ter no presenten I'allel
LDH-C1#*90 i, per tant, no hi ha introgressié genetica d’exemplars de piscifactoria. Aixi doncs,
durant els ultims disset anys, les poblacions de truita en el refugi genétic del Ter no ha patit

alliberaments de truites de Baga, i sdn, basicament, poblacions natives.

Respecte a la caracteritzacié genética d’aquestes truites en relacid a altres individus del riu
Freser (Nuria) i del centre piscicola (Baga), les analisis realitzades amb el programa STRUCTURE
HARVESTER han mostrat la presencia de dues unitats genetiques clarament diferenciades: la
dels rius (Ter i Nuria) i la de Baga. Per tant, segons aquests resultats, es podria concloure que
les truites del riu Ter i del riu Ndria formen part d’una mateixa poblacié i no presenten
caracteristiques genétiques diferents. No obstant, estudis anteriors suggereixen que en els rius
de la conca Mediterrania, les truites presenten una diversitat fenotipica alta entre les
poblacions naturals (Sanz et al., 2002). Utilitzant arbres filogeneétics de la regié de control del
DNA mitocondrial es va veure que les truites provinents del riu de Nuria a Queralbs eren més
properes al llinatge anomenat Adriatic (per la seva abundancia en rius d’aquest mar), mentre

gue les truites del riu Ter ho eren del llinatge Mediterrani (veure Figura 8, Cortey et al., 2004).
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Figura 8. Llocs on es van obtenir les mostres de les truites del treball de Cortey et al. (2004) i distribucié dels
llinatges de truita als rius Mediterranis de la Peninsula Ibérica. La linia de punts indica la frontera entre els llinatges
Mediterrani (ME) i Adriatic (AD) tal com va suggerir Machordom et al. (2000). La mostra nimero 3 correspon al Ter i

la nimero 4 a Queralbs (Nuria).

Es per aquest motiu que, tot i haver obtingut dues poblacions resultants (rius i centre
piscicola), com que el nombre d’individus emprats per I'analisi divergeix (52, 41 i 96, a Ter,
Nuria i Baga, respectivament) s’ha realitzat una comprovacié del nombre de poblacions entre
els dos rius. S’han introduit les dades de Ter i Nuria al programa STRUCTURE i s’han analitzat
seleccionant les mateixes opcions que per Ter Nuria_Baga (explicat a 3. Identificacié de
genotips i analisis estadistiques, de I'apartat de Metodologia) amb uns valors de k d’1 a 4. Els

resultats obtinguts a I'STRUCTURE HARVESTER sdn els que es mostren a la Taula 12.

Taula 12. Sortida de 'STRUCTURE HARVESTER per determinar quantes poblacions hi ha en el conjunt de mostres de

Ter i Ndria. Es mostren els possibles nombres de poblacions (d’1 a 4) que hi podria haver.

K Reps | Mean LnP(K) | Stdev LnP(K) Ln'(K) ILn"(K)| Delta K

1 25 -1116.5960 0.0351 NA NA NA

2 25 -920.7520 0.2143 195.844000 | 122.452000 | 571.349565
3 25 -847.3600 12.9855 73.392000 25.704000 1.979433
4 25 -799.6720 1.1190 47.688000 NA NA
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Tal com es pot observar a la Taula 12, la k determinada pel programa és 2. Pero, per tal
d’evitar resultats erronis causats per les limitacions del programa, es comprova manualment si
la k proposada presenta el Mean LnP(K) més alt. Ates que aquest fet es compleix, es descarta
la possibilitat que hi hagi una sola poblacié i es valida el resultat. Aixi doncs, els individus del

Ter i de Nuria no formen una poblacid, siné que en formen dues de diferents.

El fet que a la Figura 7 el programa STRUCUTRE només hagi detectat dues poblacions (rius i
Baga) pot ser degut al nombre d’individus de Baga, ja que eren 96, aproximadament el doble,
gue a les mostres del Ter i de Nuria per separat. El programa, per defecte, ha agrupat les
poblacions en grups de mostres similars, de manera que, han quedat dos grans grups (Baga
amb 96 individus i Ter-Nuria amb 93) que han estat separats resultant-ne dues poblacions,
considerant que la principal divergéncia es trobava entre les truites natives dels rius i les de

Baga.

Com s’ha demostrat a la darrera analisi realitzada, les truites del Ter, del Freser (Nuria) i de
Baga formen tres poblacions diferents. A la Figura 9 es mostra el grafic corresponent, on es pot
observar que alguns individus del Ter tenen proporcions del genoma provinents dels peixos del
Freser i viceversa. | que, les truites del Freser (Nuria) continuen presentant nivells
d’introgressié genetica d’exemplars de piscifactoria, degut a alliberaments furtius durant els

ultims anys; fet que ja es va manifestar a I'estudi d’Araguas et al. (2008).
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Figura 9. Estimacié de la proporcié del genoma dels tres clusters identificats per STRUCTURE a cada un dels
individus analitzats. La proporcio esta representada per una linia vertical amb k colors diferents, la longitud de cada
color és proporcional a la proporcié del genoma de cada cluster k. Els nimeros 1, 2 i 3 corresponen a les poblacions
de Ter, Nuria i Baga, respectivament. Aquest grafic mostra els resultats obtinguts en la comprovacié del nombre de
poblacions de truita dels tres punts mostrejats (Ter, Nuria i Baga). S’ha obtingut amb el programa STRUCTURE i

correspon ala g_run_67 amb un LnP(D) =-2063.5
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Conclusions

The present study characterized the brown trout (Salmo trutta) population in the
upstream of the Ter River by using genotype information at 5 microsatellite loci and at the
LDH-C1 locus. Our results show that there is only a single brown trout population in the upper
reaches of the Ter River. To assess levels of hatchery fish (Baga) introgression another test was
done and the results proved that there was no introgression of Baga trouts. Therefore, the Ter
River basin is, since 1997, a “genetic refuge” which contributes to persistence of brown trout

wild populations.

Furthermore, we also studied the genetic differentiation of the Ter River brown trout in
relation to another population from the Freser River headwaters (the Nuria stream).
Estimation of genetic divergence among Ter River fishes, the ones inhabiting upstream
stretches of the Freser River (Ter River tributary) and hatchery fishes, showed that there are

three clearly differentiated populations: Ter, Nuria and Baga.

However, these results detect that some brown trout from Nuria River have genetic
characteristics from Ter and Baga fishes. This finding indicates that the analysed trout
population in the Freser River was affected by released Baga trout, and, on the other hand,

that there is natural contact between Ter and Freser brown trout populations.
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