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Presentació i objectius 

Aquest treball es centre en el coneixement de l'estructura poblacional de tres 

especies piscícoles de la familia Scombridae, el bonítol {Sarda sarda), la 

bacora (Thunnus alalunga) i la tonyina {Thunnus thynnus) en la seva 

distribució de l'atlántic i el mediterrani. Les tres especies es caracteritzen per 

habitar les aigües pelágiques i, sobretot en cas de la bacora i la tonyina, per 

realitzar grans migracions. Les pesqueries de les tres especies son molt 

importants tant a nivell económic com de captures, el que está portant, en 

algún cas, a la sobreexpiotació del recurs pesquen 

A part de la propia importancia de saber quina és la possibie estructura 

poblacional de cadascuna de les especies, el coneixement de l'estructura 

poblacional pren un valor afegit quan s'estudien especies amb aquests 

nivells tant elevats de captures. 

A partir de la participació 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 collaboració amb 

altres investigadors, es van implementar al laboratori les técniques 

genétiques per poder estudiar la variabilitat mitocondrial com una eina per 

elucidar l'estructura poblacional d'aquestes i altres especies 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 

vii 



Presentado i objectius 

es va desenvolupar durant el període 1996-98. Aquest segon projecte es va 

centrar només en la biología, la pesca i la distribució del juvenils de tonyina. 

La disponibilitat de mostres i el coneixement adquirit amb la participació deis 

dos projectes ha permés configurar la base d'aquesta tesi. 

OBJECTIUS 

L'objectiu final d'aquesta tesi ha estat definir els possibles patrons 

d'estructuració pobiacional de les tres especies mitjangant l'estudi de la 

variabilitat de seqüéncia de la regió control del DNA mitocondrial. 

Per tal de poder complir aquest objectiu final s'han plantejat una serie 

d'objectiu parcials: 

• En primer terme s'ha avaluat quina és l'estructura i quins son els patrons 

d'evolució de la regió control del DNA mitocondrial, per així poder aplicar 

els métodes d'análisi mes adequats. 

• En segon lloc, s'ha utilitzat aquest coneixement per avaluar la 

diferenciado genética entre les mostres a cadascuna de les especies. 

• L'úitim objectiu ha estat interpretar els resultats en relació a la biología de 

les especies i els coneixements d'estudis previs. Així com també 

comparar i discutir les hipótesis proposades amb altres hipótesis tretes 

d'estudis relacionats. 

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

proposades teñen l'objectiu final d'ampliar el coneixement necessari per a 

aplicar una correcta gestió a les pesqueries d'aquestes especies. 

viii 
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1. Introdúcelo 

1.1. FAMILIA SCOMBRIDAE 

1.1.1. Característiques generáis I filogenia 

La familia Scombridae son pelxos teleostis marins de vida pelágica i amb 

una capacitat extraordinaria de natació i migració. Se' ls coneix com túnids, 

parauia provinent del mot grec "tuna" que significa rapidesa. Aquest nom 

sorgeix per ia gran velocitat que poden assolir quan neden. Aixó fa que 

desenvolupin uns muscles molt forts que des de la prehistoria ja eren molt 

apreciats com a font d'alimentació. A l'actualitat, continúen essent molt 

apreciats, suportant una de les pesqueries de mes importancia económica 

mundial. 

La familia deis escómbrids compren un total de 15 generes i 49 especies 

totes amb un eos fusiforme i una cua en forma de lluna. Malgrat que les 

relacions filogenétiques dins de la familia no está del tot clara, Carpenter et 

al. (1995) proposa la classificació amb dos subfamílies, Scombrinae i 

1. I N T R O D U C C I Ó 3 



1.1. Familia Scombridae 

Gasterochismatinae, I quatre tribus dins de la primera subfamilia, Scombrinl, 

Sardini, Thunnini, Scomberomorini com la mes adequada per a aquesta 

famí l i a (TAUU 1.1). La distribució geográfica 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 Ñauen, 1983). 

Dins de la familia deis escómbrids i mes concretament en els quatre generes 

de la tribu Thunnini es desenvolupa Tendotérmia (Carey & Lawson, 1973), 

característica única entre els teleostis. La capacitat d'augmentar la 

temperatura d'alguns órgans, que en algún cas pot portar a un augment de 

la temperatura del muscle fins a 21 °G, sobre la temperatura de l'aígua 

(Carey & Lawson, 1973), té un cost energétic elevat. Malgrat la despesa 

metabólica que representa l'endotérmia, aqüestes especies teñen certes 

T A U L A 1.1. Classificació de familia Scombridae segons Carpenter etal. (1995). Els números 
entre paréntesis indiques quantes especie pertanyen al genere. 

Phyllum V E R T E B R A T A 
Superclase Gnathostomata 

Serie Pisces 
Clase Osteichthyes 

Subclase Telostei 
Ordre Perciformes 

Familia Scombridae 
Subfamilia Scombrinae 

Tribu Scombrini 
Scomber (3) 
Rastrelliger (3) 

Tribu Sardini 
Sarda (4) 
Gymnosarda (1) 
CybmatxJa (1) 
Orcynopsis (1) 
Allothurjnus (1) 

Tribu Thunnini 
Auxis (2) 
Thunnus (7) 
Katsuwonus (1) 
Euthynnus (3) 

Tribu Scomberomorini 
Gramwatorcynnus (2) 
Acanthocybium (1) 
Scomberomorm (18) 

Subfamilia Gasterochismatinae 
Gastenxhisma (1) 
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1.1. Familia Scombridae 

avantatges selectivas respecte a les especies ecotdérmiques. Per exemple, 

poden ampliar el seu nínxol térmic i així poder expandir la seva área de 

distribució a aigües mes fredes (Block & Finnerty, 1994). A mes, l'endotérmia 

augmenta el rendiment deis muscles responsable d'impulsar les especies 

(Altringham & Block, 1997). 
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1.2. Genere Sarda 

1.2. GENERE SARDA 

1.2.1. Característiques generáis i distribució 

El genere Sarda Inclou quatre especies de distribució allopátrica (FIGURA 

1.1): S. sarda (Bloch, 1793), S. chiliensis (Cuvier, 1831), S. orientalis 

(Temmick i Schiegel, 1844) i S. australis (MacLeay, 1880). 

Els individus d'aquest genere es caracteritzen morfológicament per ser 

peixos relativament petits, generalment no superen els 70cm de longitud 

furcal, i amb un eos fusiforme. L'ámbit de les especies és clarament nerític 

amb una preferencia d'aigües de menys de 200 m de profunditat i amb un 

rang de temperatura de 12°C a 25°C (Yoshida, 1980). 

El genere Sarda és un escómbrid ectoderm amb certa una internalització del 

muscle vermell, pas evolutiu previ a l'endotérmia (Block etal., 1993). 

F I G U R A 1.1. Distribució mundial de les quatre especies del genere Sarda 
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1.2. Sénmm Sarda 

1.2.1. E l b®nfl©i {Saráa sarda), caracterfs iqy©s gañerais I bi©i©f ia 

El bonítol és una especie amb una colorado de dors biau fose amb unes 

bandes lonfttudinals más fosques i amb un ventre net de taques. El eos de 

bonítul és de forma fusiforme amb una longitud furcal que sol assolir el SS 

cm de longitud i un pes d'uns 2,5 kg (Collette & Chao, 1975, Rey et al., 1984) 

(F IGURA 1.2). 

FrauRA 1.2. Bonítol {Sarda sarda) 

Les dades creixement i l'edat de la maduresa sexual d'aquesta especie no 

están del tot clares. Segons Rey et al. (1984) en el Mediterrani i l'Atiántic est, 

el bonítol és madur sexualment al primer any de vida amb una talla de 37 

cm. En canvi, l'estudi de We Metrio et al. (1995) es proposa un creixement 

mes lent, i en conseqiéncia el peix assoliría la maduresa sexual al segon 

any de vida amb una talla d'uns 42 cm. 

El bonítol es troba sempre associat a ia plataforma continental i es distribueix 

en aigües tropieals i temperadas a llarg de les costes de l'oceá Atlantic, el 

mar Mediterrani i el mar Negre. A l'Atlántic oest s'han localitzat bonítols en la 

franja entre els 35®S i els 45°N al llarg de la costa del continent americá. 

L'área de distribució de l'Atlántic est és fins i tot una mica mes ampia, abrasa 
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1.2. Genere Sarda 

des de Sud-África (aproximadament a 34°S) fins prop d'Oslo (60°N). També 

es present a les liles Azores (F IGURA 1.1) (Collette & Chao, 1 9 7 5 ) . 

Dins del Mediterrani, zona de mostreig d'aquesta tes!, i al mar Negre la 

reprodúcelo del bonitol es dona entre la primavera i l'estiu en dues árees 

totalment separades: una a la vessant occidental del mar Mediterrani 

(Yoshida, 1 9 8 0 ; Rey etal., 1 9 8 4 ) ¡ la segona es localitza dins del mar Negre 

(Demir, 1 9 6 3 ) . 

El comportament migratori d'aquest especie está relacionat amb les árees i 

les époques de reproducció. La migració comenga un cop realitzada la fresa, 

part deis peixos que han realitzat la posta en el Mediterrani occidental surten 

a l'Atlántic per alimentar-se, l'altra fracció de la poblado es queda hivernant 

dins del Mediterrani. Els bonítols que realitzen la posta al mar Negre, a 

principis de tardor i després de la reproducció, surten a través del Bósfor i el 

mar de Mármara al mar Egeu per alimentar-se i passar-hi l'hivern. Una part 

de la població oriental Individus romanen dins del mar Negre i el mar de 

Mármara durant tot l'any (Demir, 1 9 6 3 ; Yoshida, 1 9 8 0 ; Rey etal., 1 9 8 4 ) . 
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1.3. Génem Thunnus 

1.3. G E N E R E THUNNUS 

1.3.1. Característiques generáis i filogenia 

El genere Thunnus está constituí! per set especies amb una distribució 

circumglobal: la tonyina 7. thynnus (Linné, 1758); la bacora, 7. alalunga 

(Bonnaterre, 1788); la tonyina d'aleta groga 7. albacares (Bonnaterre, 1788); 

el T. atiantlcus (Lesson, 1830); la tonyina d'ulls grossos, 7. obesus (Lowe, 

1839); 7. tonggol (Bleeker, 1851) i la tonyina del sud 7. maccoyn (Casteinau, 

1872). L'espécie 7. thynnus compren dues subespécies de distribució 

al-lopátriques: la tonyina de l'Atlántic T. t. thynnus (Linné, 1758) i la tonyina 

del Pacific, 7. f. orientalls (Temmick i Schiegel, 1844) (Gibbs & Collette, 

1967). 

En general totes les especies d'aquest genere son individus de talla gran, 

s'han arribat a mesurar tonyines de l'Atlántic de mes de 3 m de talla, (Satina, 

1993) amb un eos fusiforme adaptat per a un millor eficiencia a la natació 

(Weihs, 1989). Totes les tonyines teñen una colorado blava fosca a la meitat 

superior del eos I un color platejat a l'altra meitat (Gibbs & Collette, 1967). 

La filogenia del genere actualment está en una certa controversia (Collette, 

1999). E ls morfólegs han separat les tonyines en dos grups segons la seva 

distribució, el subgénere Noethunnus distribuít en aigües calentes del qual 

son membres la tonyina d'aleta groga {Thunnus albacares), el 7. tonggol i e l 

7. atiantlcus. La característica comuna d'aquest grup és la presencia 

d'intercanviadors de calor tant en el centre com en el lateral del muscle lent. 

La segona agrupado, el subgénere Thunnus, inclou: la bacora (7. alalunga), 

les dues subespécies de tonyina (7. thynnus thynnus i T thynnus orientalis) i 

la tonyina del sud (7. maccoyi). Totes aqüestes tonyines teñen preferencia 

per aigües mes fredes, i presenten una termoregulació mes complexa i 

efident (Gibbs & Collette, 1967, Collette, 1978). Una excepdó és la tonyina 
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d'ulls grossos {T. obesus), que comparteix prácticament el mateix nombre de 

carácters amb cada grup. Tot i aixó, aquesta especie s'ha classificat 

tradicionalment dins del grup Thunnus ja que es considera que els carácters 

compartits amb aquest grup son derivats degut a l'adaptació de viure en 

aigües mes fredes (Collette, 1978). 

Els estudis moleculars, tant els basats amb al loenzims com els basats en el 

mtDNA (DNA mitocondrial), coincideixen en l'origen monofilétic del genere 

Thunnus. Recentment, Alvarado Bremer et al. (1997), analitzant la variabilitat 

de seqüéncia de la regió control del mtDNA, descriuen l'origen monofilétic 

d'aquest genere i están d'acord amb els estudis basats en la classificació 

obtinguda per les dades morfológiques (Gibs & Collete, 1967; Collete, 1979). 

Una filogenia coincident del genere també s'ha obtingut mitjangant l'análisi 

d'al loenzims (Elliot & Ward, 1995), del citocrom b del mtDNA (Block et al., 

1993; Finnerty & Block, 1995) i també amb l'análisi de la seqüéncia del gen 

de l 'ATPasa mitocondrial (Chow & Kishino, 1995) 

Una controversia surt quan es vol definir la relació de les dues subespécies 

de T. thynnus. Mentre que tots els análisi mitocondrials suggereixen una 

llarga historia evolutiva d'aquestes dues subespécies (Chow & Kishino, 

1995; Alvarado Bremer et al., 1997), les análisi basadas en gens nuclears, 

com els al lozimics (Sharp & Pirages, 1987) o R F L P de la regió nuclear ITS1 

(Chow i Kishino, 1995), mostren que les dues subespécies son molt similars. 

1.3.2. La bacora {Thunnus alalunga) característiques generáis, 

distribució i biología 

Coincidint amb les característiques generáis de la familia, la bacora té un 

eos fusiforme molt hidrodinámic. Un tret peculiar d'aquesta especie és la la 

llargária de l'aleta pectoral, la qual pot superar el 30% de la longitud furcal, 

d'aquí surt nom 6'alalunga (aleta llarga) per a aquesta especie (Gibbs & 
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Collett©, 1975). La coloracié d'aquesta especie és similar a la descrita peí 

genere amb el d@rs bIau f©sc i el venfre ptatejat (Figura 1,3), 

F I S U R A 1 , 3 . Bacora (Thunnus afslunga) 

La bacora és una especie de mida mifana n© sol passar deis 12© cm de 

longitud furcal i un pes máxim de 40kg (Santiago, 1993). Reeentment, s'han 

constatat diferencies en eert parámetros biológics entre la bacora de 

l'Atíántic i la del Mediterrani (Santiag©, 1993; Ortiz de Zarate et al., 1 i96; 

Megalonofou, 2000). Per exemple, els individus atiántics poden arribar a 

viure fins ais 13 anys (Lee & Yeh, 1993) mentre que els del Mediterrani el 

seu máxim de vida está cap ais 9 anys (Megalonofou, 2000). Una altra 

característica diferent entre els individus mediterranis i atiántics és la iaxa de 

creixement, partir del primer any de vida, el creixement de la bacora de 

l'Atlántic és un 5 cm superior per any que la mitjana de creixement deis 

individus del Mediterrani (Santiago, 1993; Megalonofou, 2000). 

l lNTRQBUt^yvU 11 



1.3. Genere Thunnus 

F I G U R A 1.4. Distribució mundial de la bacora {T. alalunga) 

La bacora habita les aigües tropieals i temperades entre els 17°C a 21°C de 

tots els oceans i el mar Mediterrani. A l'Atlántic est es distribueix en la franja 

d'entre els 60°N fins aproximadament els 35°S de la punta de Sud-África. A 

l'Atlántic oest es troba des de sobre ais 40°N fins al sud de Brazil a uns 

32°S. En l'oceá índic la franja de distribució és mes estreta, entre els 10°N i 

els 32°S. En canvi, en el Pacific la distribució de l'espécie es torna eixamplar 

fins els 45°N a 45°S ( F I G U R A 1.4) (Gibbs & Collette, 1975). 

En l'área de l'Atlántic nord i el Mediterrani es coneixen dues árees de posta 

separades geográficament. Durant l'estiu la reprodúcelo de la bacora de 

l'Atlántic oest es dona al mar deis Sargassos (Beardsley, 1969 ; Koto, 1969). 

A l'Atlántic est, el Mediterrani és Túnica zona de reprodúcelo detectada fins a 

la data (Ortiz de Zarate & Gort, 1998). La reprodúcelo dins del Mediterrani es 

eoneentra a l'estiu (de juliol a agost) a llarg de tot el mar (Piccinetti & 

Pieeinetti-Mafrin, 1993; Piccinetti etal., 1996). 

1 2 T E S I D O C T O R A L 



1.3. Sérmre Thunnus 

Amb !@s dades deis ©studis de marcatge i les zones de pesca s'ha poguí 

conéixer a grans trets el régim migrateri d'aqyesta especie a i'Atlántlc (Bard, 

1981; Ortiz de Zarate & Cort, 1i©8). A l'hivern la bacora es concentra al 

voltaní de les illes Agores. Abans de l'época de posta, a la primavera, 

comenta e! moviment, una part de !a poblaeié, prinoipalment fownaáa per 

individus adults raigra en sentit oest per a realitzar la posta al maf d«ls 

Sargassos. L'altra part de la població, sobretot els individus joves, es dirigeix 

en sentit ©stfins a les costes del mar Cantábric i el Sud d'Wanda. ̂ Ma^fat la 

capacitat de migració d'aquesta especie, de tots els estudis de mareatge 

realitzats fins a la data només s'ha detectat un individu atlántic que hagi 

entrat al mar Mediterrani a través de l'estret de Gibraltar (Alónete & 

©elaporte, 197S). 

1.3.3. La tonyina {Thunus thynnus thynnus), caractepfsttques ienera ts , 

d istr ibució i b le logia 

La tonyina és l'espécie mes grossa de Mm lef tonyines, pot arribar a 

mesurar mes de 3 m i pesar 7 0 0 kg (Salina, 1ÍS3). Té un eos fusiforme-molt 

robust amb una coloraeió blava fosca a la part dorsal i un ventre gris platejat 

( F i G U R A 1.i). 

F I S U R A 1.5. Tonyina (Thunnus thynnus Ihyñnus) 
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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 ais 

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 l'Atlántic {Thunnus thynnus thynnus), es 

distribueix a l'oceá Atlántic, el mar Mediterrani (FIGURA 1.6). A la part est de 

l'oceá Atlántic, la seva distribució abrasa la franja de de 68°N (a les illes 

Lofoten) fins a al sud de les liles Cañarles (28°N), passant peí mar 

Mediterrani i el mar Negre. A l'altra de banda de l'Atlántic es localitza entre 

els 50°N de Terranova i el Labrador fins ais 10°N de les costes de Venezuela 

(Collette & Ñauen, 1983). 

F I G U R A 1.6. Distribució mundial de la tonyina (T. thynuus thynnus). 

Des de mitjans deis anys 50 es coneixen dues úniques árees de reproducció 

a l'Atlántic nord separades unes 4 000 milles náutiques (Rivas 1954). A 

l'Atlántic occidental la posta té lloc al Golf de Méxic i l'estret de Florida des 
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d'abril fins a fmals de juny (Rivas 1954; Ricliards, 1976). A l'Atlántic est la 

reproducció es dona dins del mar Mediterrani entre mitjans de juny i fináis 

d'agost, principalment localitzada a la cenca occidental (Piccinetti & 

Piccinetti-Mafrin, 1993; Piccinetti etal., 1996). 

La tonyina és possiblement l'espécie mes migradora de tots els túnids. A la 

fase juvenil ja és capa? de realitzar desplagaments des de l'área de posta 

del Mediterrani fins al golf de Biscaia a l'oceá Atlántic (Cort & Rey, 1984). La 

migració deis individus adults segueix un cicle anual similar a les dues 

vessants de l'Atlántic i Iligat a les arrees i époques de posta. A l'Atlántic 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 árees d'alimentació. A part 

d'aquest moviment, una part de la població d'aquesta banda de l'Atlántic es 

queda durant tot l'any dins del Mediterrani. A l'altra banda de l'Atlántic, i 

també a la primavera els individus es mouen cap al golf de Méxic i l'estret de 

Florida per a realitzar la posta. Quan arriba l'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 árees de posta, s'han observat migracions 

transoceániques que indicarien un cert intercanvi d'individus entre les dues 

árees. En una revisió deis estudis de marcatge, Turner (1999) proposa un 

taxa d'intercanvi entre les dues vessants atlántiques d'aproximadament un 

2%, taxa coincident amb l'acceptada per ICCAT (2000) com a base per a la 

gestió. 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 

migració transatlántiques. 
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1.4. IMPORTANCIA COMERCIAL I GESTIÓ DE LES PESQUERIES DE 

LES TRES ESPECIES 

Ja s'ha comentat la importancia comercial de les pesqueries actuáis de la 

familia Scombridae. Per exemple, a l'any 1998 totes aqüestes especies i 

juntament amb les anomenades similars a túnids van suportar unes 

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

A l'Atlántic, ia pesca industrial a gran escala d'aquestes especies va 

comengar fináis deis anys cinquanta, amb una expansió durant els anys 

eOmolt rápida de l'área de pesca, la capacitat de la flota i les captures. En les 

etapes iniciáis les captures van disminuir bruscament, tot i que és un fet 

relativament normal en les pesqueries acabades de comengar, la 

preocupado sobre la possibie sobrexplotació del recurs portar va portar a la 

creació de l'ICCAT (acrónim de International Comission forthe Consen/ation 

of Atlantic Tunas) l'any 1966. A partir d'aquest moment, aquest órgan 

internacional és el responsable de proposar les mesures de gestió peis 

túnids i les especies afins ames de ser responsable de la recollecció de 

dades de pesqueríes i científiques. 

1.4.1. El bonítol 

De les tres especies estudiades el bonítol és el que presenta uns nivells mes 

baixos de captures. Malgrat no ser una especie important económicament a 

nivell mundial, a nivell local és l'espécie objectiu de la pesquería. 

Les captures del bonítol en tota la seva área de distríbució van arribar un pie 

a l'any 1988 amb casi 50 000 tones. A partir d'aquest any les tenes 

desembarcades a l'Atlántic es va reduít mes de la meitat, en canvi en el 

Mediterrani els nivells de pesca s'han matingut constants. Actualment, tot i ia 

recuperado de la captura atlántica, el bonítol 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 mes del 70% de la 

pesca (ICCAT, 2000). Aquesta flota concentra al seva pesca el sud del mar 

Negre, al mar de Mármara i al nord-oest del mar Egeu (Oray & Karakulak, 

1997). 

ICCAT no proposa cap tipus de regulado peí bonítol en área de la seva 

distribució. Com a única norma de gestió, només proposa una regulado de 

tipus regional per a totes les tonyines petites, incloent-hi també el bonítol 

(ICCAT, 2000). 

1.4.2. La bacora 

De les tres especies estudiades, la bacora és la que presenta unes captures 

mes 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 l'oceá Pacific, les captures conjuntes de l'Atlántic i el 

Mediterrani son només un 30% de les captures mundials amb 

aproximadament unes 60 000 tones (ICCAT 2000). 

Dins de l'oceá Atlantic, ICCAT proposa la presencia de dos estocs separats, 

un al sud i l'altra al nord, per la línia 5°N. La separado en dos estocs es base 

en la manca de migradors entre les dues árees i amb zones de posta 

diferenciadas. Mes reeentment, i a partir del coneixement d'unes taxes de 

creixement diferents entre la bacora del Mediterrani i l'Atlántic nord, ICCAT 

també accepta el Mediterrani com un tercer estoc (ICCAT, 2000). 

Els nivells de pesca de l'Atlántic nord han tingut una tendencia decreixent 

des de mitjans deis anys 60, fins arribar a unes 25 500 tones a l'any 1998. 

Peí que fa al Mediterrani, les captures son molt menys important amb només 
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unes 2 500 tones a l'any 1998, pescades al 50 % entre la flota italiana i la 

grega. 

Peí que fa a les mesures de gestió, ICCAT no proposa cap mesura de 

regulado específica peí Mediterrani. En canvi, a l'Atlántic nord ICCAT 

recomana la redúcelo de les captures miíjangant una disminució del nombre 

de baixells, ja que actualment es creu que aquest estoc sembla estar per 

sobre els nivells máxims d'explotació (ICCAT; 2000). 

1.4.3. La tonyina 

En comparació a altres especies de Thunnus, la tonyina no té un nivell 

d'explotació tant important. Per exemple, el pie máxim de captures per a tota 

la seva distribució 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 mes 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 mes de 200 

$ per un quilo de tonyina ben conservada (FAO, 1997). 

V a ser la brusca reducció de les pesqueries de tonyina a l'Atlántic durant els 

anys seixanta que va portar a fundar l ' ICCAT l'any 1966. Les primeres 

actuacions de l'ICCAT, l'any 1974, van anar enfocades a regular les talles 

mínimes deis individus capturats. A partir de 1982, basant-se en el 

coneixement de les dues árees de posta I deis patrons migratoris, ICCAT 

proposa presencia de dos estocs separats peí 45°W a Atlantic nord. Per 

l'estoc oest, rápidament es van limitar el les captures a unes 2 500 tones 

anuals. En canvi, per l'estoc de l'Atlántic est, el qual també inclou el 

Mediterrani, no ha estat fins l'any 1994 que es van imposar les primeres 

mesures de reducció de les captures. Actualment, ICCAT limita les captures 

per a l'Atlántic est a 25 000 tones anuals, nivell ámpliament superat per les 

44 700 tones (any 1996) realment pescades (ICCAT, 2000). 
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Malgrat la regulado imposada, les captures de tonyina de l'Atlántic continúen 

augmentant. Durant els darrers deu anys (fins 1996, any que es disposen les 

ultimes dades fiables) els desembarcaments s'iían anat incrementant amb 

una mitjana d'un 15% anual. L'increment sobretot es dona a l'estoc de 

l'Atlántic est on la regulado és mes laxa I per tant permet capturar tonyines 

per sobre el nivell establert (ICCAT, 2000). Dins de l'Atlántic est destaca la 

pesca del Mediterrani amb casi un 85 % de totes les captures mundials. 

La sobrepesca de la tonyina l ia portat a una reducció molt drástica de la 

població. L'avaluació de l'estoc del 1997 a l'Atlántic oest va indicar que els 

Individus de edat 8 i superiors (individus reproductors) només son un 14 -

17% deis estimats per l'avaluació de l'estoc de l'any 1975 (ICCAT, 2000). 

Similarment, la població de principis deis anys 90 de l'Atlántic és un 50 % 

mes petita que l'estimada a mitjans deis anys 70 (Satina, 1993). 

1.4.4. La gestió de les pesqueries I raplicació de les eines genétiques 

Tal i com s'ha vist a l'apartiat anterior l ' ICCAT proposa el concepte d'estoc 

com la unitat de gestió de la pesca d'una especie determinada. La gestió cap 

aquest estoc ha d'anar encaminada cap un rendiment sostenible, amb un 

máxim de prodúcelo pero al mateix temps procurant el manteniment de la 

població a llarg del temps (Gulland, 1983; Lannan et al., 1989). La 

problemática sorgeix quan es vol definir quin son els limits d'un estoc i així 

poder-lo diferenciar per aplicar-li una gestió específica. A mes, en les 

especies marines els limits geográfics poc definits I la capacitat dispersiva 

incrementen la dificultat d'identificació de l'estoc. El problema s'agreuja quan 

és teñen proves clares d'una sobreexplotació del recurs pesquer sense cap 

cas a les mesures de gestió proposades o fins i tot sense cap mesura de 

gestió proposada. 
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La identificació del estocs de les especies marines ha estat un deis grans 

temes en la gestió pesquera. Reeentment, 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 

concluslons comunues que se'n por treure és que la definido d'estoc en les 

especies marines no está del tot clara, pero els estudis genétics aporten una 

molt informado valuosa per definir la possibie estructura d'estoc en les 

especies marines. 

En resum, es pot acceptar com a sinónim d'estoc el concepte de 

Management Unit (MU, unitat de gestió) proposat per Moritz (1994). els son 

definits com segments pobladonals d'una especie diferenciabies 

genéticament amb independencia de la técnica utilitzada i amb un flux génic 

mínim o nul. 
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1.5. L'EINA GENÉTICA UTILITZADA: LA VARIABILITAT DE SEQÜÉNCIA 

DE LA REGIÓ CONTROL DEL mtDNA 

Seguint el raonament anterior, els estudis genétics son molt importants per 

avaluar l'estructura d'estoc. Així dones, Telecció del marcador genétic a 

utilitzar és un pas crucial, i moltes vegades difícil de decidir, per a realitzar 

l'estudi i s'iía d'adequar ais objectius proposats. 

Idealment, el marcador genétic tía de presentar suficient variabilitat per 

poder inferir l'estructura genética a mes a mes i ia de presentar una iieréncia 

coneguda. A part, fia ser seleetivament neutra, ja que l'efeete de la selecció 

podría esbiaixar les análisis de la variado intraespecifica i restimació de la 

filogenia (Moritz & Hillis, 1996). Finalment, també tía de permetre analitzar 

gran quantitat d'individus per poder augmentar el poder de resoludó albora 

de detectar subestructuracions genétiques de les poblacions (Dizon et al., 

1995). 

L'estudi de la variabilitat de la seqüéncia de la regió control del mtDNA 

compleix aquests requisits: 

• La taxa de mutació del mtDNA és, en general, d'un ordre de magnitud 

mes alta que DNA nuclear. Per tant, en poblacions separades fa 

relativament poc temps poden observar-s'hi diferencies a nivell de 

seqüénda (Brown etal., 1983; Wiison etal., 1985). 

• És una molécula haploide, només s'hereta a través de la mare 

(Brown, 1983) i no presenta recombinadó (Avise, 1994). Per tant, la 

grandária pobiacional efectiva d'un gen mitocondrial és una quarta 

part de la d'un gen nuclear, i el fa molt mes sensible ais afectes de la 

deriva génica. Aixó comporta una fixaeió rápida de la diferenciado 

genética de dues poblacions reproduetivament aíllades (Birky et al., 

1989). 
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• Dins del mtDNA destaca el D-loop o regió control, la zona no 

codificadora mes gran del genoma mitocondrial. Aquest segment está 

poc sotmés a processos de selecció, per tant les mutacions 

s'acumulen molt mes en aquest segment que en qualsevol altre regió 

del mtDNA, i s'arriba a una taxa de mutació fins a cinc vegades mes 

gran que en la resta deis gens mitocondrials (Aquadro & Greenberg, 

1983) (vegeu capítol 2). 

• A partir de la incorporado de la reacció en cadena de la polimerasa 

(PCR; Polymerase Chain Reaction, Mullís et al., 1986; Saiki et al., 

1985; Saiki et al., 1988) i l'automatització de la reacció de 

seqüenciació (Sanger eí al., 1977), juntament amb el disseny de 

primers universals (Kocher et al., 1989; Lee eí al., 1995) ha permés 

analitzar mostratges de grandária elevada. 

D'altra banda, cal destacar l'homoplásmia del mtDNA, generalment només 

es troba un sol tipus de mtDNA dins de cada individu. Ara bé, l'heteroplasmia 

ha estat observada en váries especies (vegeu les revisions de Billington & 

Herbert, 1991; Meyer, 1993). 

Tot i aqüestes avantatges, les interpretacions basades en l'estudi del mtDNA 

s'han amb certes precaucions. L'heréncia materna d'aquest genoma implica 

que sense el coneixement del comportament i patró historie de l'espécie pot 

portar a concluslons errónies, per exemple en el cas d'espécies amb un 

comportament filopátric diferent entre els sexes (Grant eí al., 1999). 

L'estudi de la variabilitat de seqüéncia de la regió control del mtDNA és una 

eina que s'ha emprat amb molt d'éxit en una gran nombre d'espécies 

piscícoles marines, tant dins de la familia Scombridae com en especies de 

fora de la familia. Per exemple, l'estructura poblacional de l'emperador ha 

estat extensament estudiada al llarg de tota la seva área de distribució 
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mitjanpant aquesta técnica (Alvarado Bremer eí 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'aproximació 

per descriure l'estructura pobiacional de la tonyina d'ulls grossos {Thunnus 

obesus) en tota la seva distribució. Fins i tot, la seva utilitat s'tia demostrat 

en altres especies marines com la tortuga babaua {Caretta caretta; Encalada 

et al., 1998) i el cetaci, Marsopa comuna {Phocoena phocoena; Rosel eí al., 

1999). 
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1.6. ESTUDIS GENÉTICS POBLACIONALS PREVIS. 

Malgrat la seva importancia económica les estructurares poblacionals 

aqüestes especies no fian estudiades amb molta profunditat. El cas mes 

extrem és el del bonítol amb només el treball de Roberti et al. (1993). Peí 

que fa a les altres dues especies, tot i no ser molt nombrosos s'tian anat 

publicant diversos estudis des de els anys 60. A nivell mes general, com a 

mínim existeixen fins a tres revisions d'estudis poblacionals en diverses 

especies d'aquesta familia (Graves, 1995; Ward, 1995; Ward, 2000). 

Tal i com ja s'ha comentat, en el bonítol només s'ha publlcat un estudi 

pobiacional. Roberti eí al. (1993) estudien la variabilitat de seqüéncia de tres-

cents pb del gen del citocrom b del DNAmt per a tres localitats mediterránies, 

el mar Jónic (n = 37), el mar Egeu (n = 26) i el mar de Mármara (n = 31). Les 

seqüéncies deis noranta-quatre individus s'agrupen en set haplotipus amb 

un total de tretze posicions variables. De la compareció dos a dos de totes 

les tres mostres resulta una gran identitat genética entre les localitats del 

Jónic i l 'Egeu. En canvi, la mostra turca difereix significativament de les 

altres dues. 

Els primers estudis moleculars de l'estructura pobiacional de la bacora es 

van basar en l'estudi deis grups sanguinis (Suzuki, 1962; Fujino, 1970). 

Segons aquests estudis les mostres deis oceans Atlántic, Pacific i índic i el 

mar Mediterrani son genéticament diferents, fins i tot hi ha un inici de 

diferenciado entre les mostres del nord i el sud del Pacific. 

Graves & Dizon (1989) portaren a terme un estudi preliminar de R F L P de tot 

el genoma mitocondrial de la bacora. Els autors van comparar els patrons de 

restricdó d'una localitat al sud del pacífic (California; (n =12) i una segona 

situada al Atlántic Sud (Cape Town; n =11) sense trobar diferencies 

significatives. A una escala geográfica mes gran, Chow & Ushiama (1995) 
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analiízen un total de sis cents vint Individus de tretze mostres repartides per 

l'Atlántic (dues mostres), el Pacific (deu mostres) i el cap de Bona Esperanza 

entre l'oceá índic i TAtlántic. L'estudi deis patrons de restricció de dos 

endonucleases en el gen mitcondrial de l 'ATPasa mostra altes diferencies 

genétiques entre les mostres de l'Atlántic i les de Pacífic. En canvi, no 

s'observen diferencies genétiques intraoceánlques, ni dins del Pacific ni 

tampoc entre les dues mostres de l'Atlántic. 

Mes recentment mes; Yeh eí al. (1997) van analitzar la variabilitat de 

seqüéncia del tercer domini de la regió control del mtDNA de cinc individus 

de Sud África 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, Viñas eí al. (1999) amb un 

mostratge poc elevat de mostres al llarg de la costa atlántic i mediterránia 

observa una manca diferenciació entre totes les mostres, pero amb un nivell 

de variabilitat fins a deu vegades superior que el descrit per Yeh eí al. 

(1997). Dins del Mediterrani, Pía eí al. (1998), en un estudi a l lozimic de 

trenta cinc loci, no troben diferenciació genética entre una mostra del mar 

Jónic (n = 1 1 2 ) i una mostra del mar Egeu (n = 46). 

Els estudis genétics en la tonyina van comentar ais anys 70 utilitzant 

l'electroforesis de proteínes. Edmunds & Sammons (1973) a partir de les 

dades d'un sol locus polimórfic, SOD*, no van observar diferencies 

significatives entre una mostra de l'Atlántic est i una altra de l'Atlántic oest, 

ambdues de grandária elevada. E l mateix locus tampoc no va mostrar 

heterogeneítat en els 1056 individus mostrejats al llarg de tot l'Atlántic nord. 

Thompson & Contin (1980) tornen trobar el mateix locus polimórfic (SOD*), 

d'un total de 23 loci analitzats, amb freqüéncies no significativament diferent 

a les dues vessants de rAtlántic. 
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A partir deis anys 90 es publiquen una serie de nous estudis genétics sobre 

l'estructura d'estoc de la tonyina. Tot i no ser un estudi poblacional estríete, 

Carene eí al. (1996) analitza la variabilitat de seqüéncia de tres-cents parells 

de bases del gen mitocondrial del citocrom b de trenta-quatre individus 

mostrejats en dues localltats 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 posició nuleeotídica, i amb freqüéncia per 

a cadascun del haplotipus trenta-dos i dos individus respectivament. 

Posteriorment, Broughton & Gold (1997) publiquen l'únic estudi utilitzant 

microsatellits en la tonyina. Aquest també és rúnic treball que s'observa 

heterogeneitat entre dues mostres del mar Mediterrani, una al Golf de 

Taranto (mar Jónic; n = 12) I la segona al golf de Valencia (n = 8). Aquest 

resultats, pero, s'han de prendre amb precaució ja que raíllament entre 

aqüestes dues árees és molt improbable. 

També dins del Mediterrani, Pujolar eí al. (1998) no troba diferencies 

significatives en les freqüéncies allozímiques entre quatre localitats de la 

conca occidental de Mediterrani, costa espanyola del Mediterrani (n =98), 

golf de Lleó (n = 49), golf de Genova (n = 57) i golf de Taranto (n = 77). En el 

mateix estudi tampoc s'observen variacions significatives a l'afegir una 

mostra del mar Cantabrio a l'oceá Atlantic est(n = 49). 

Existeixen un parell d'estudis que mostren una certa heterogeneítat genética 

entre la vessant oriental i occidental de l'Atlántic. Pía eí al. (1998) observa 

una inversió de freqüéncia entre rAtlántIc oest i TAtlántlc est (golf de Biscaia i 

mar Mediterrani) de l 'allel mes comú de dos deis tres loci altament 

polimórfics {SOD-1* i G6PDH). Mes reeentment, l'estudi preliminar 

d'Alvarado Bremer eí al. (1999), en el qual s'estudia la variabilitat de 

seqüéncia de la regió control de setanta-tres individus del Mediterrani i 

seixanta-set del Atlantic nord-oest, observen una diferenciació genética entre 

aqüestes dues localitats. Ara bé, Bert Ely (comunicació personal) quan 
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augmenta la grandária 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 diferencies significatives entre 

l'Atlántic est i oest. 
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2 . ESTRUCTURA I EVOLUCIÓ DEL D-LOOP 

El gran éxit obtingut amb els estudis en la regió de control com a marcador 

genétic, ha deixat una mica de banda l'estudi de les estructures internes i els 

patrons de variabilitat d'aquest segment del mtDNA. L'objectiu d'aquest 

capítol és conéixer en profunditat l'estructura i el patró d'evolució de la regió 

control de les tres especies que s'analitzen en aquests treball i en general de 

tota la familia Scombridae. 

2.1. INTRODUCCIÓ 

La presencia d'un gran segment no codificador en el mtDNA que, excepte en 

algunes reorganitzacions géniques, está situat entre els gens que codifiquen 

peí tRNA'''^° i el tRNA''*'®, és una característica comuna de tots els metazous. 

En vertebrats, aquest segment se l'anomena indistintament D-loop o regió de 

control degut a la nansa de desplagament (D-loop) de tres cadenes que es 

forma al principi de la replicado de la cadena pesada (Brown et al., 1986), i 

per contenir els promotors de transcripció de les dues cadenes del mtDNA 

(Clayton, 1982; Chan & Clayton, 1984). 
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2.1.1. Estructura del D-loop 

En els mamífers, amb la base deis patrons de variabilitat de seqüéncia i 

composició nucleotídica, s'ha dividit la regió de control en tres dominis 

interns: el domini I o domini esquerre situat just corrent avall del gen tRNA^™, 

el domini II o domini central i el domini III situat a l'extrem 5, corrent amunt 

del gen tRNA^''^ ' (Brown et al., 1986; Saccone et al., 1991). El domini 

central está molt conservat a nivell de seqüéncia I presenta una alta 

composició de G C . En canvi, els dos dominis laterals son hipervariables i 

teñen un alt continguí d'AT. Addicionalment, dins de cadascun d'aquests 

dominis s'han identificat diversos blocs de seqüéncies conservats que 

semblen estar relacionats amb certes funcions del mtDNA. 

En el primer domini s'hi obsen/en una o mes copies de seqüéncies de 

finalització de la replicado de la cadena pesada (TAS, Termination 

Associated Sequences; Doda eí al., 1981). Sovint, aquest primer domini 

també presenta repeticions en tándem (VNTR, Variable Number of Tándem 

Repeats; Brown eí al, 1986; Fumagalii eí al., 1996). El conservat domini 

central conté, entre altres blocs de seqüéncia conservada, el bloc D (CSB-D, 

Conservad Sequence Block D-loop; Saccone eí al., 1991) que está involucrat 

en la replicado de la cadena pesada i la formado de la nansa de 

desplagament. Finalment, el domini III inclou la seqüéncia deis promotors de 

la transcripció de les cadenes lleugera i pesada (LSP, Light Strand Promotor, 

H S P , Heavy Strand Promotor, Saccone eí al., 1991). Aquest tercer domini 

també conté l'origen de replicació de la cadena pesada (OH) i tres blocs de 

seqüéncia conservada, CSB-1 , CSB-2 i C S B - 3 , que es creu que teñen 

funcions molt especifiques en la regulado de la replicació. 

En un estudi mes recent, Sbisá eí al. (1997) descriuen l'estructura 

comparada de la regió de control de 26 especies de mamífers de 10 ordres 

diferents. La principal aportado d'aquest treball és la identificado en el 
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domini I de dues noves seqüéncies finalitzadores de la replicació {ETAS 1 i 

ETAS; Extented Tenvination Associated Sequences) que inclouen les 

estructures T A S . Segons aixó, aquests autors també proposen una nova 

nomenclatura peis tres dominis de la regió control: el domini I ETAS, el 

consen/at domini II central i domini III C S B . 

Peí que fa ais peixos, fins a la data no hi ha cap estudi publicat sobre 

l'estructura general de la regió de control en tot aquest fílum. Només Lee et 

al. (1995) publiquen l'estructura interna del D-loop de vint-i-tres especies que 

representen sis famílies de peixos teleostis. D'aquesta revisió conclouen que 

l'estructura interna d'aquesta regió, si mes no en les zones conservades, és 

comparable a la préviament descrita peis mamífers. La discordanga mes 

important respecte a l'organització consens descrita en els mamífers és la 

manca de l'origen de replicació (OH) de la cadena pesada en la majoria deis 

teleostis. 

2.1.2. Evolució del D-loop 

Tot i l'existéncia deis blocs de seqüéncies conservades al llarg de tota la 

regió control, en general, es considera que la taxa de mutació és de cinc a 

deu vegades mes gran en aquest fragment que en la resta del mtDNA 

(Aquadro & Greenberg, 1983). Ara bé, tal i com s'ha descrit, la variació no es 

presenta de forma homogénia al llarg de tota la seqüéncia. Així, el domini 

central s'ha descrit com un deis fragments mes conservat del genoma tant 

en mamífers (Saccone eí al., 1991) com en peixos (Lee eí a/., 1995). La 

possibilitat que aquest domini central estigui Iligat a una certa funcionalitat 

dintre del metabolisme mitocondrial explicaria la restricció de la variabilitat 

present en aquest fragment. 

Així dones, és en els dominis laterals on es presenta la majoria de variabilitat 

(Brown eí al., 1986). Tot i que la taxa d'evolució es defineix a partir de les 
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substitucions nucleotídiques, part de la variabilitat dins d'aquets dominis 

també ve donada per les repeticions en tándem (VNTR). Com a norma 

general i en els peixos en particular, les VNTR es presenten en llocs propers 

ais elements que regulen l'origen i finalització de la replicado de la cadena 

pesada. Aquesta posició fa suposar que les VNTR es generen a partir d'un 

aparellament no homóleg de les cadenes durant la replicado (Levinson & 

Gutman, 1987). Ames, la variabilitat de les V N T R és la causa principal de 

l'heteroplasmia intraespecífica (Árnason & Rand, 1992, Fumagalli et al., 

1996) i de la variado de la llargária total del mtDNA (Lee et al., 1995; Meyer, 

1993). 

La variabilitat de seqüéncia a nivell de substitucions nucleotídiques está 

clarament esbiaixada cap a una acumulado de transicions sobre les 

transversions, tal i com van descriure Moritz et al. (1987) amb dades 

empíriques. Segons aquest patró, a mesura que es van acumulant 

diferencies es pot arribar a un punt que les substitucions, i mes 

concretament les transicions, arribin a una saturado i tornin a mutar cap a 

una base que ja ho havien fet anteriorment (substitucions múltiples). En 

aquest punt, apareix el fenomen de l'homoplásia, on la taxa evolutiva, i en 

conseqüéncia la informado genética, está emmascarada per la les 

substitucions múltiples, agrupant-se seqüéncies similars pero que en realitat 

no están relacionades (Givnish & Sytsma, 1997). 

Els patrons de substitució mes senzills assumeixen que totes les posicions 

teñen la mateixa probabilitat de mutar seguint una distribució de tipus 

Poisson. Existeixen, pero, diversos estudis que demostren l'heterogeneítat 

de les substitucions al llarg de la seqüéncia de la regió control (Kocher & 

Wiison, 1991; McMillan & Palumbi, 1997; Wakeley, 1993). Kocher & Wiison 

(1991) demostren que el nombre de canvis per lloc en tota la regió control 

del mtDNA de l'home s'ajusta a una distribució binomial negativa. 

Posteriorment, Wakeley (1993) defineix que si el nombre de canvis s'ajusta 
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a una distribució binomia! negativa la taxa de substitució s'aproxima a una 

distribució tipus gamma. 

Tant el modeis d'estructura en tres dominis com el patró d'evolució del 

mtDNA explicat fins ara no ha estat mal definit en cap de les especies que 

s'estudien en aquest treball. Així, dones abans de procedir a una análisi de la 

variabilitat genética de cadascuna de les especies, aquest capítol pretén 

establir les característiques estructuráis i evolutives de la regió control. 
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2.2. MATERIAL I MÉTODES 

2.2.1. Seqüéncies disponibles 

Per a descriure l'estructura interna i els patrons d'evolució del D-loop s'ha 

comparat les seqüéncies de les tres especies estudiades en el present 

treball: el bonítol, la bacora i la tonyina. La seqüéncia completa de la regió 

control de les tres especies s'ha obtingut mitjangant els métodes generáis 

(apartat 3.2). Com única variado, albora d'obtenir la seqüéncia completa de 

la regió control, s'ha utilitzat una nova combinado de primers a la reacció de 

P C R : per l'extrem 3' s'ha utilitzat el mateix primer L15998 descrit en els 

materials i métodes generáis, en canvi per l'extrem 5' s'ha utilitzat el primer 

Fst que híbrida a la cadena lleugera del gen que codifica a TARNt*̂ ^®, situat 

just després de l'extrem 5' de la regió control. El producte de P C R resultant, 

d'uns 900 pb, s'ha seqüenciat peis dos extrems. Al final, s'han obtingut 

trenta-sis seqüéncies diferents de la totalitat de la regió control peí bonítol, 

cent set seqüéncies diferents per la bacora i vuitanta cinc seqüéncies 

diferents per la tonyina. 

Amb el propósit de definir una estructura i uns patró d'evolució mes general, 

s'ha indos dins de l'análisi d'aquest capítol la seqüéncia del D-/oop de 

VAcanthocybium solandri (número d'accés al GenBank AF197151), fins a la 

data rúnica seqüéncia de regió de control completa d'una especie de la 

familia Scombridae disponible a les bases de dades d'internet. 

2.2.2. Análisi de les seqüéncies 

Les seqüéncies de totes les especies utilitzades s'han alineat mitjangant el 

programa Clustal W (Thompson et al., 1994) amb una penalització deis 

indeis de 10, corregint per substitucions múltiples amb la distancia Kimura 2 

parámetres (Kimura, 1980) i un bootstrap de 100 repliques. El fitxer de 

sortida del Clustal W s'ha modificat a ull utilitzant l'editor de seqüéncies 

Bioedit (Hall, 1999). La predicdó de possibles estructures secundarles de la 
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regió control s'ha realitzat amb el programa MFOLD disponible a internet 

(Zuker, 1996) 

Tant la proporció de transicions / transversions (r) com la divergencia entre 

les regions controls de les diferents especies, mesurada per la proporció de 

canvis respecte el nombre de total de posicions (distancia p), s'han calcuiat 

en el programa M E G A (Kumar et al., 1993). El nivel! de variabilitat de les 

seqüéncies s'ha estimat mitjangant la diversitat nulceotídica {/r, Nei, 1987), 

definida com el nombre mitjá de diferencies nucleotídiques per lloc en el 

conjunt de les seqüéncies. 

Un bon sistema per mesurar del nivell de saturado de les seqüéncies, 

aprofitant la característica de la rápida acumulació de transicions sobre les 

transversions del mtDNA, és representar gráficament Tacumulació de les 

transicions sobre les transversions en les comparacions dos a dos de totes 

les seqüéncies (Kocher & Carleton, 1997). Addicionalment, l'efeete de la 

saturado deis canvis nucleotídics sobre la filogenia es pot mesurar a partir 

de l'índex de consisténda reescaiat (/c) i l'índex d'homoplásia (/« = 1- / c ; 

Farris, 1989). La variado d'aquests dos índexs va de O a 1, on un arbre 

filogenétic amb valor le igual a 1 es considera consistent i per tant no está 

afectat per l'homoplásia. El programa P A U P 4b (Swofford, 1996) utilitzant 

una reconstmcció filogenética basada en la máxima parsimonia (Kluge & 

Farris, 1969; Fitch, 1971) amb l'algorisme branch and bound permet calcular 

els índexs de consistencia i homoplásia de l'arbre resultant. 

Finalment, s'ha comprovat, utilitzant el programa Dambe (Xia, 2 0 0 0 ) , si les 

substitucions segueixen una distribució homogénia al llarg de les seqüéncies 

o si per altra banda teñen una heterogeneítat entre les diferents posicions 

seguint una distribució tipus binomial negativa. 
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2.3. RESULTATS 

L'alineament de la regió control de les quatre especies, en primer terme s'ha 

basat en la identificado deis blocs de seqüéncia conservada que es troben 

en els dos úlíims dominis. A partir d'aquí, s'han alineat els segments de 

seqüéncia variable. En el primer domini, tot i l'ajuda del programa informátic 

Clustal W, l'alineació ha estat mes complicada, principalment al voltant de la 

posició 200 on s'hi observa una gran variabilitat de seqüéncia. En una 

primera aproximado l'alineament interespecífic de la regió control permet 

definir els tres dominis i la llargária de tota la regió en cadascuna de les 

especies. Tot i que la divisló en tres dominis no tingui uns limits molt 

estrictes, facilita la compareció interespecífica de les estructures que es van 

trobant al llarg de la seqüéncia (F IGURA 2.1). 

2.3.1. Característiques generáis 

La llargária de la regió control en les quatre especies compren des deis 847 

pb del bonítol ais 889 pb de \'Acanthocybium solandrí, passant per 859 i 860 

pb de la bacora i la tonyina, respectivament. Aquests valors cauen dins del 

límit inferior del rang (856 - 1500 pb) descrit en peixos telesotis per Lee et al. 

(1995). Un deis factors que influeixen en la longitud del D-loop, i en definitiva 

de tot el DNA mitocondrial, és la presencia o no de repeticions en tándem en 

els dominis laterals (Meyer, 1993). En una cerca computacional, en cap de 

les quatre especies no s'han trobat les repeticions en tándem descrites per a 

mamífers i peixos (Árnason & Rand, 1992; Brown eí al., 1996; Faber & 

Stepien, 1998; Fumagalii eí al., 1996). En definitiva i com a característica 

general es pot considerar que el D-loop de la familia Scombridae no 

presenta repeticions en tándem. 
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T A U L A 2.1. Percentatges de bases i de composició G C per a la totalitat de la regió control i 
per a cadascuna de les especies en cada domin i . Tots els valors están en tant 
per cent. 

D-loop Domini I Domini II Domini III 

A T C G %GC A T C G %GC A T C G %GC A T C G %GC 

A. solandri 31.4 30.4 21.1 17.1 38.8 37.5 31.5 17.7 13.2 30.9 23.9 32.9 21.9 21.3 43.2 32.5 26.2 24.4 17.0 41.4 

S. sarda 32.3 31.4 21.8 14.4 36.2 41.1 29.3 19.6 10.0 29.6 24,7 34.3 21.7 1 93 41 31.8 30.3 24.3 13.5 37.8 

T. alalunga 31.8 31.0 22.1 151 37.6 39.2 30.2 20.8 9 7 30.5 25.5 32.1 21,2 21.2 42.4 30,9 30.5 24.5 14.1 38.6 

T.thynnus 31.5 30.7 21.9 158 37.7 38.7 31.7 192 10.5 29.7 25.2 31.1 21.9 21.9 43.8 31.1 29.3 24.8 14.8 39.6 

TOTAL 32.1 31.0 21.7 15,2 36.9 39,6 31,1 190 10,3 29,3 25,1 32,4 21,6 20,9 42,5 31.9 29.4 24,6 14,1 38,7 

Una de les característiques que permet dividir la regió control en tres dominis 

és l'heterogeneítat en la composició de bases (TAULA 2.1). En general, tot el 

D-Loop presenta una proporció molt alta d'A-T (63,1%) amb una freqüéncia 

per a cadascuna de les bases que difereix significativament de la que 

s'esperaria per l'atzar (x^; gdl = 3, p < 0,01). Quan s'observa cadascun del 

tres dominis per separat, l'alta proporció d'A-T está molt marcada en el 

domini I on aproximadament només el 10% de les bases son G. En canvi, el 

segon domini tot i que la proporció d'A-T encara és superior a les G-C , 

s'observa un augment de la proporció 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 tendencia d'un augment de la proporció d'A-T, en detriment de les 

G-C, pero sense arribar a les freqüéncies tan extremes descrites peí primer 

domini. 

2.3.2. Estructura del D-loop 

La comparació de les seqüéncies de les diferents especies permet identificar 

diversos motius de seqüéncia conservada al llarg de la regió control. En 

aquesta comparació s'ha continuat en la divisió de la regió control en els tres 

dominis préviament descrits. 
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Una característica comuna deis quatre D-loop és la manca de la seqüéncia 

de l'origen de repiicació de la cadena pesada (OH) . Resulíat concordant amb 

el trobat en altres peixos teleostis (Lee et al., 1995) i amb el genere 

Stizostedion (Faber & Stepein, 1998). La manca d'un origen de replicado en 

concret podria suposar diferencies en el mecanisme de la replicado en els 

peixos respecte la resta deis veri:ebrats. 

2.3.2.1. Domini I 

Per norma general, en el primer domini s'hí traben les senyafs de terminació 

de la síntesi de la cadena pesada, seqüéncies T A S formades peí 

pentanucleótid 5 ' -TACAT-3 ' (Doda et a/., 1981). En algunes ocasions, 

aquesta seqüéncia de cinc bases está associada, a poques bases de 

dsitáncia, a una seqüéncia complementaria, formant un motiu palindrómic de 

seqüénda 5'-TACAT(N)nATGTA-3' (Saccone et al., 1991; Shedlock et al., 

1992). Les seqüéncies palindrómiques permeten formar estructures 

secundáries estables que possiblement estiguin associades a la terminació 

de la replicado (Roa et ai, 1985; Saccone et al., 1991). 

En aquest estudi, per poder distingir correctament les possibles seqüéncies 

tipus T A S s'ha realitzat, a priori, un estudi del plegament deis primers 180 

nucleótids en cadascuna de les especies. En totes les especies s'han resolt 

estructures energéticament favorables amb valors negatius de Sg ( F IGURA 

2.2.). 

A partir de comparació de I'aliniament del D-loop i de les estructures 

secundáries s'han detectat dos motius tipus T A S compartits per totes les 

especies: TAS-1 i TAS-2. El primer element T A S está molt conservat a nivell 

de seqüéncia entre les quatre espédes, i presenta una gran similitud amb la 

seqüéncia consens T A S descrita anteriorment. El TAS-1 de la bacora és 
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sensiblement diferent al consens, en aquesta espéfce está format per dos 

elements separats 23 pb de seqüéncia complementaria, de les quals només 

el primer element forma part del TAS-1 consens. Peí que fa al TAS-2, tot i 

que la seqüéncia no está gaire conservada en les diferents especies i que té 

certes variacions respecte al T A S consens, en totes és responsable del 

manteniment d'estructura secundaria. Per exemple en l'A. solandri, el TAS-" 

també está format per dos elements de seqüéncia complementaria separats 

9 pb. El TAS-2 del bonítol també está format per elements separats, en 

aquest cas, per 29 pb. 

A part del dos T A S compartits per les quatres especies i de seqüéncia mes o 

menys conservada, existeixen altres seqüéncies que formen estructures 

secundáries i per tant possibles responsables de la terminació de la 

replicado. Per exemple, les dues tonyines, la tonyina vermella i la bacora, 

comparíeixen a f inid del domini I dues seqüéncies palindrómiques 

separades de pocs nucleótids (TAS-0). Cap a la posidó 125 de la seqüéncia 

del D-loop de les dues tonyines que correspon a la posidó 140 de l'A. 

solandri, es forma una nova estructura secundaria {TAS-3) pero de 

seqüéncia molt poc conservada entre les tres especies. En la tonyina 

vermella i la bacora, aquest motiu TAS-3 té prácticament la mateixa 

seqüéncia consens del T A S pero de forma invertida seqüéncia. El bonítol 

també presenta una nova estructura T A S , T A S - 3 del bonítol, totalment 

diferenciada. Finalment, entre el TAS-1 i el TAS-2 , el bonítol i la tonyina 

vermella presenten una nova seqüéncia que forma estnuctura secundaria. 
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c-1 TAS-1 
A - T 
T - A 
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G - C 
T ~ A 

£ c A. salandri 
T - A Dg = -23.3kcal 
A - T T ^ A 
T - A 1 C 
A - T TAS-2 c G a T A G T 

\ , T T ^ C A ^ A ^ \ 

T - A c T AOjk. * * 
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C A ft A A T A^ TAb-¿ T N , J , O A A C ' 
G C A ' , A TAS -3 G C A ' N * c e T ^ T T A ^ A 

O T ' A T 6 V T 
A T « . ^ C 

A C I- A A 
^ A l f 

T. alalunga T A 
A C I ' A T Og = -19.3kcal G 

e^^AA ' ^ ; > A 5 

TAS-1 A ' V 

C A ^« A T 

' . - - A C A 
TAS-1 ^ - ^ T ^ A T ^ , A^ 

í ^ . ' A A * ^ A 

TAS-0 ^cA^^v TAS.3 Og = -17.1 kcal 

TAS-1 \ \ J : ? A X , ^ G = ^ > * 

* A ^ ^ ' ' \ \ A " 
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= 's'=oV*°''ĉ  * >lV>7A,TAS-3 

T T A A 
A T 
T T 
A T 

C A 

. A W O C ' - T A S - O A G 
A 

F I G U R A 2.2. Estructures secundarles deis primers 180 nucleótids de les quatre especies. Les 
seqüéncies T A S están ressalíades amb negreta. 
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2.3.2.2. Domini II central 

Dins del domini central s'hi poden identificar tres blocs de seqüéncia 

conservada similars ais descrits en mamífers: C S B - D , C S B - C i C S B - B (Sbisá 

et al., 1997). A mes, Just a l'extrem 5' d'aquest domini també s'hi localitza la 

capsa G T G G G . 

Deis tres motius, el C S B - D és el primer que es localitza corrent avall i 

compren uns 27 pb (excepte en T. thynnus que té 26 pb). La característica 

mes remarcable d'aquest bloc és la gran homología de seqüéncia entre 

especies evolutivament molt llunyanes. Prácticament no s'hi observen canvis 

quan es comparen les seqüéncies de les especies de l'ordre perciformes 

disponibles fins a la data juntament amb representants deis ocells i mamífers 

(F IGURA 2.3). 

Continuant corrent avall dins del domini 11, a uns 37 pb del C S B - D , es troba 

ei bloc C S B - C d'una ¡largaria de 15 pb, uns 10 pb mes curt que el descrit 

peis mamífers. A uns 60 pb mes avall es troba el C S B - B , amb una longitud 

d'uns 25 pb, el qual prácticament está només composat per pírimidines. 

2.3.2.2. Domini III 

Al igual que el domini anterior, el domini de l'extrem 3' del D-loop es 

caracteritza per la presencia de diversos blocs de seqüéncia conservada. El 

primer bloc és el CSB-1 que en mamífers presenta la seqüéncia 5 ' -GACATA-

3' (Saccone et al., 1991; Sbisá et al., 1997). Dins del tercer domini de les 

quatre especies i aproximadament 75 pb corrent avall de l'origen d'aquest 

domini s'identifica un patró de seqüéncia similar al deis mamífers. Alguns 

autors postulen que en els peixos no es presenta aquest bloc de seqüéncia 

conservada (Lee etal., 1995; Faber & Stepien, 1998). 
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Especies CSB-D CSB-2 

A. solandrí GGCATTTGGT TCCT-ATTTC AGGTCCAT TTAAACCCCC C-TACCCCCC -
S. sarda 

T. alalunga 

...G.... S. sarda 

T. alalunga C. . . ...G. . . . 
S. sarda 

T. alalunga 

T. thynnus T. thynnus 

X. gladius 

Bathybates sp. 

..-G.. . . .A. X. gladius 

Bathybates sp. TA c 
X. gladius 

Bathybates sp. 

Champsochromis spilottiynchus .. ..C.. . . TA -A c Champsochromis spilottiynchus 

Cyrtocara moori .A ,c c Cyrtocara moori 

Haplochromis obesus A .A .c c Haplochromis obesus 

Lethrinops auritus C.... TA c Lethrinops auritus 

Lotjochilotes labiatus 

Lutjanus campechanus 

c.... A .A c Lotjochilotes labiatus 

Lutjanus campechanus ...G.... .A. 
Lotjochilotes labiatus 

Lutjanus campechanus 

Rhinogobius maculafaciatus ...G.... Rhinogobius maculafaciatus 

Stenogobius hawaiiensis ...G.... .A. Stenogobius hawaiiensis 

Stizostedin luciperca c... ...G.... .A. Stizostedin luciperca 

H O M E .A. ..C..•. c.. . ...GT. . . ce _ 

Alectoris r u fa (oceils) . C . - . C CGG-.. . . - C A . . . 7 7 ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? 

F I G U R A 2.3. A l ineado del C S B - D i el C S B - 2 en els perciformes, mamífers i ocells. En ocells 
el C S B - 2 no hi és present. Punts indiquen similitud amb la primera seqüéncia i guions 
insercions o deteccions. Números cl'accés a! Genbank de les seqüéncies: Safíiyísafes sp. U12556; 
Champsochromis spiíorynchus U12553; Cytocara moori U12554; Haplochromis obesus U12552; Lethrinops auritus 
U12552; Lobochilotes auritus U12550; Lutjanus campechanus AF23981; Rhinogobius maculafaciatus Y12832; 
Stenogobius hawaiiensis AF032789; Stizostedion lucioperca U90624;Home NC001807; Atecforís rufa AJ222740. 

Ei següent bloc corrent avall és el C S B - 2 amb una seqüéncia molt ben 

conservada entre les quatre especies. Aquest motiu está definit per una 

seqüéncia 5'-AT-3' envoltada per dos seqüéncies de poli C, i té exactament 

el mateix patró de seqüéncia per a les quatre especies (vegeu F I G U R A 2.3). A 

mes, similarment al CSB-D , l'aliniació d'aquest motiu entre els perciformes i 

mamífers s'observa que aquest motiu s'ha conservat al llarg de l'evolució, 

excepte en el ocells on no hi és present (Marshal & Baker, 1997; Randi & 

Lucchini, 1998). 

L'úitim bloc de seqüéncia consen/ada dins del D-loop és el C S B - 3 , localitzat 

entre el C S B - 2 i l'extrem 3' del D-ioop i situat relativament a la mateixa 

4 6 T E S I D O C T O R A L 



2 . 3 . Resultats 

posició que en mamífers. L'elevat grau de similitud d'aquest bloc entre les 

quatre especies difereix respecta a la poca conservado descrita per Lee et 

al. (1995) en els telesotis, fins i tot Johansen et al. (1990) descriuen la 

manca d'aquest motiu en el bacallá en el bacallá. 

Finalment, just a l'extrem 3' del D-loop s'hi localitza un element de seqüéncia 

relativament compartida per a les quatre especies (vegeu F I G U R A 2.1). La 

seqüéncia central dins d'aquest bloc (5'-ACATTAgTT-3') és similar a la 

seqüéncia del promotor de transcripció de Xenopus (5 ' -ACRTTATA-3' ; 

Boenhagen & Yoza, 1986) i prácticament igual a la descrita en salmónids (5'-

ACATTATR-3 ' ; Shedlock eí al., 1992). Ambdós treballs coincideixen a situar

lo al final de tot de la regió control. Així dones, si es té en compte la seva 

posició i el patró de seqüéncia es pot considerar que aquest element és el 

promotor bidireccional de la transcripció de les dues cadenes (Lsp, Light 

strand prometer, Hsp, Heavy strand promotor). Addicionalment, Clayton 

(1982) proposa que malgrat la certa variabilitat de seqüéncia, la selecció de 

la regió promotora depén del factor específic de seqüéncia mtTF 

{mitochondrial Transcriptional Factor) que reconeix específicament la 

seqüéncia central descrita anteriorment. 

2.3.3. Patrons de substitució nucleotídica 

Per a la totalitat de la regió control els valors divergencia entre les especies 

van des d'un 7,6% entre les dues especies de Thunnus a un 24,2 % \'A. 

solandrí i la bacora (TAUI-A 2.2). Entre totes les especies les transversions 

superen en poc a les transicions (proporció transicions/transversions r = 0,8; 

T A U L A 2.3). 
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Taula 2,2. Proporció de transició/transversió i divergencia entre les especies. Els valors per 
sobre la diagonal corresponen a l'r i els de sota la diagonal a la divergencia 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 2,1 

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 freqüéncia de les dues pirimidines sumados 

és de casi un 53% (TAULA 2.3 i vegeu T A U L A 2.1). Un patró similar cap un 

esbiaixament d'aquest tipus de transido sense seguir la composició de 

bases també ha estat observat en cíclids (Parker & Kornfiled, 1997). Peí que 

fa les transversions, les substitucions si que semblen coincidir amb la 

composició de bases. Els canvis menys freqüents son els que hi está 

involucrada la guanina, on s'arriba a l'extrem de només sis substitucions 

transversionals tipus C o G . Aquest valor está en proporció amb la baixa 

freqüéncia de la suma de les dues bases. 

Patrons molt similars de la distribució de les transicions i transversions 

s'observen dins de les tres especies que es disposa la seqüéncia entera del 

D-loop per mes d'un individu (TAULA 2.3). En totes es coincideix amb el 

resultat observat en cíclids (Parker & Kornfiled, 1997), on el canvi mes 

freqüent és el T o C tot i no estar amb coincidencia amb la freqüéncia de les 

Tauu 2.3. Nombre de transicions i transversions en tot el D-loop en les quatre especies en 
conjunt i per a cadascuna de les tres especies que es disposa de mes d'una 
seqüéncia de D-loop per separat. 

r Transicions Transversions 

A o G T o - C A«^T A<-»C T o G C o G 

S. sarda 2,7 8 18 4 3 2 1 

T. alalunga 12,3 7 12 1 1 0 0 

T. thynnus 2,7 7 10 3 2 1 1 

Totes 0,8 25 40 44 20 13 6 
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bases. En les transversions, el mes sorprenent és la práctica inexistencia de 

canvis que afectin la guanina. 

Existeix una refació inversa entre el nombre de transicions i la divergencia 

entre les especies (vegeu T A U L A 2.2). Així per exemple, entre les especies 

mes properes, la íonyina i la bacora, hi ha mes del doble de transicions que 

de transversions, al contrari de ia comparado mes divergent entre la bacora i 

l'A. solandrí on les transversions superen en 1,25 vegadas a les transicions. 

La disminució de ['acumulado de les transicions a mesura que s'augmenta la 

distancia genética, es deu a la saturado d'aquestes substitucions per 

substitució múltiple i que porta a rhomoplásia. En totes les comparacions, 

excepte la comparació intragenérica deis Thunnus, es supera una 

divergencia del 15%, valor límit on es considera que per sobre aquesta 

divergencia la resolució filogenética está reduída per l'homoplásia (Moritz eí 

al., 1987). En les comparacions intraespecífiques s'observa un ciar augment 

de la proporció transicions/transversions respecte a les comparacions 

interespecífiques, amb el cas mes extrem de la bacora amb una relació 

12,3:1 (vegeu T A U L A 2.3). Els valors intraespecífics á'r son molt similars ais 

observats per diferents especies de tonyines (17,8 a 0,07; Aivarado Bremer 

eí a/., 1997). La gran diferencia entre la relació de transicions/transversions a 

nivell intraespecífic i interespecífic indica una saturado en la substitucions 

transicionals en aquest fragment mitocondrial en les comparacions entre 

especies. 

La representació de ['acumulado de les transicions sobre les transversions 

en la comparació de les quatre especies es pot interpolar una línia de 

regressió de segon ordre amb una r̂  = 0,9 (F IGURA 2.4a). La gráfica presenta 

una clara disminució de racumulació de les transicions respecte les 

transversions, inicialment la proporció transicions/transversions és de com a 

mínim 10:1. En canvi, en les comparacions mes divergents cau fms a una 

proporció 1:1 confirman! la saturado en i'acumulació de transicions. 
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Contráriament a aquest resulíats, la comprovació de la saturado en l'análisi 

filogenética basada en parsimonia de les quatre especies no sembla indicar 

que hi hagin nivells alts homoplásia (índex de consistencia, le = 0,91; índex 

d'homoplásia IH = 0,09; F IGURA 2.4b). L'augment artificial de 17c quan es 

treballa en grups de dades petites, de menys de set seqüéncies (Hauser & 

Boyajian, 1997), podria explicar la contradicció d'aquests resultats. És a dir, 

en l'análisi filogenética la poca homoplásia observada, i com a conseqüéncia 

la poca saturado, podria ser un error de ranálisi degut a que només s'ha 

realitzat en quatre especies i amb una seqüéncia per a cada especie. Tot i 

aquesta clara saturado del D-loop, la topología de l'arbre resultant concorda 

cíarament amb les relacions filogenétiques entre les quatre especies descrita 

tant per dades morfológiques (Collette eí al., 1984; Carpenter et al., 1995) 

com per dades moleculars (Finnerty & Block, 1995). 

•A. solandii 

X. gladius 

O 0.02 0,04 0,06 0,08 0.8 o,12 

F I G U R A 2.4. a) Gráfica de racumulació de les transicions sobre les transversions. b) Arbre de la 
máxima parsimonia de la regió control completa per les quatre especies. 

Tal i com es pot observar quan s'estudia l'estructura del D-loop, aquest 

segment té la particularitat d'acumular substitucions amb una gran variabilitaí 

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 especies. 

La disíribució de les posicions variables ai llarg de la seqüéncia no 

segueixen una distribució de Poisson, on totes les posicions teñen la mateixa 

probabilitat de canviar (x^ = 66,32, 5 gdl, P = 0,000). En canvl, la distribució 
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observada de les posícions variables sí que s'ajusta a una distríbució 

binomial negativa (x^= 8,92, 6 gdl, P = 0,178), on la taxa de variado entre les 

posidons segueix aproximadament una distribudó tipus gamma. La 

distribudó gamma es defineix a partir del parámetro 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 

especies en conjunt. El valor extremadament baix del parámetre a suggereix 

una alta taxa de variado entre les diferents posidons (Wakeley, 1993; Gu, 

Fu & Li. 1995). 

Tal i com s h a comentat anteriorment, una característica que permet 

delimitar els tres dominis, a part de la variado en la composició de bases, és 

la diferencia de variabilitat entre les regions. La representado gráfica deis 

llocs polimórfics a llarg del D-loop corrobora la separado en tres dominis del 

D-loop obsen/ats en l'análisi de l'estructura (F IGURA 2.5). En l'alineament 

interespecífic casi la meitat de les substitucions es troben en el primer domini 

20 -, 

tRNApro C S 8 - D C S B - C C S 8 - B 
I I I 

C S B - 2 tRNAphe 

3' 

T A S 
CSB-1 C S B - 3 Lsp-Hftp 

F I G U R A 2.5. Gráfica deis \\ocs variables al llarg de la regió control. 
L'esquema de baix representa els principaismotius de seqüéncia 
conservada que es troben dins de la regió control. 
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(44%) amb un nivell de variabilitat, descrit mitjangant la diversitat 

nucleotídica. similar a ta de la totalitat del D-loop ( T A U L A 2.4). La resta de 

variabilitat está repartida prácticament en igual proporció en altres dos 

dominis amb unes proporcions relatives deis tres dominis 2:1:1,2, amb una 

clara heterogeneítat de taxa de substitució entre els tres dominis. 

En les tres especies que es disposa el D-loop per mes d'un individu, la 

majoria de variabilitat está en el primer domini, en tots els casos supera el 

50%. Els dominis restants, el nivell de variabilitat baixa clarament. Com a 

patró general es podria dir que el segon domini és molt poc variable amb 

només un cinqué de tota la variabilitat del D-loop (vegeu T A U L A 2.4 i F I G U R A 

2.5). Aquest resultat concorda amb el resultat de Tanálisi de l'estructura, ja 

que és justament en aquest segment a on es troba el C S D - B , descrit com un 

deis blocs de seqüéncia mes ben conservats al llarg de l'evolució (Lee eí al., 

1995; Saccone et al., 1991). En el domini III la gran majoria de posicions 

variables es troben en les primeres 130 bases (vegeu F I G U R A 2.1 i 2.5), 

corrent avall d'aquestes posicions es troben la resta de blocs de seqüéncia 

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 l'estructura 

general del D-loop (Brown et al., 1986; Lee et al., 1995), pero similar al 

descrit en alguns mamífers com els carnívors i els cetacis (Sbisá et al., 

1997). 

J A U L A 2 . 4 . Percentatges de posicions variables i variabilitat (diversitat nucleotídica, :rr) en 
cada domini i per a la totalitat del D-loop en les quatre especies i en íes tres 
especies que es disposa de tot el D-loop per mes d'un individu. 

D-loop Domini 1 Domini II Domini III 

Pos. 
variables 

Pos. 
variables 

Pos. 
variables 

Pos. 
variables n 

S. sarda 103 0,043±0.001 55/54% 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% 0,056±0,002 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 0,114±0,09 103/44% 0.177±0,03 46/22,5% 0.072±0,005 56/27,5 0.092±0.007 
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2.4. DISCUSSIÓ 

2.4.1. Característiques generáis 

La llargária de les quatre regions controls és similar, i relativament curta en 

comparado a la observada en altres peixos. En el genere Thunr)us s'ha 

descrit la capacitat de mantenir una temperatura elevada d'alguns teixits 

respecte a la temperatura exterior (endotérmia; Altringham & Block, 1997 i 

referéncies a dins). L'endotérmia comporta una despesa metabólica alta, i 

per tant una taxa metabólica alta en aqüestes especies (Brill, 1996). Així 

dones, la no presencia de repeticions confirmarla la hipótesi de Rand (1993) 

on proposa que les repeticions en tándem dins del D-loop només es donen 

en especies amb una taxa metabólica baixa. La manea de repeticions en 

tándem en el D-loop del bonítol possiblement també estarla relacionat amb 

un ritme se substitucions alt, pero en aquest cas relacionat a un temps de 

generado mes curt que en aquesta especie, a la grandária mes petita i, 

igualment ais dos generes Thunnus, a la carácter clarament migrador (Mart;in 

& Palumbi, 1993). 

La proporció de les quatre bases en el D-loop está significativament 

esbiaixat per l'alta proporció d'A-T. Aproximadament el 65 % de les bases 

son A-T, nivell similar al descrit per altres peixos teleostis (Alvarado Bremer 

et al., 1997; McMillan & Palumbi, 1997; Parker & Kornifield, 1997; Zhu etal., 

1994) pero no tan extrem com el observat en la familia Scorpanidae amb 

casi un 75% d'A-T (Rocha-Olivares eí al., 1999). La gran diferencia en la 

composició de bases del D-loop indicaria en prineipi que aquesta regió no 

está sota els afectes de la selecció i per tant no té cap restricció albora 

d'incorporar mutacions. 

La tendencia cap una disminudó de les G -C está molt mes marcada en les 

guanines, en tot el D-loop només 15% de les bases son guaninas. La 

disminució d' aquesta base encara está mes marcada en el primer domini on 
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s'arriba a l'extrem de menys del 10%. La proporció de guaninas, tot i ser 

baixa, és superior a la observada a les posicions quatre vegades 

degenerades d'alguns gens mitocondrials de peixos: per exemple, Kocher eí 

al. (1995) observen només un 4,5% de guaninas en el gen de la ND2 deis 

cíclids, i Martin (1995) un 2,5% de guaninas en el citocrom b de taurons. Si 

es suposa que aqüestes posicions degenerades realment no están sota cap 

afecte selectiu (Parker & Kornfield, 1997), el relatiu augment de les guaninas 

en el D-loop, i mes concretament en el domini central (amb casi un 21%), 

podria ser explicat per una certa constricció selectiva. 

2.4.2. Blocs de seqüéncia conserváis al llarg de la regió control 

Comengant peí domini 5', adjacent a l'RNAt"^^", els primers motius de 

seqüéncia mes o menys conservada son els elements TAS. Aquest elements 

semblen estar associats a la terminado de la síntesi de la cadena pesada 

(Clayton, 1982; Doda eí al., 1981; Sbisá eí al., 1997). Tal i com s'ha 

observat en els resultats, les seqüéncies palindrómiques T A S també están 

involucradas en la formado d'estructures secundarles estables, les quals 

també ajudarien a la fundó de terminar la replicado d'aquesta cadena 

(F IGURA 2.2; Doda eí al., 1981; Saccone eí al., 1991). La gran variado entre 

les especies deis TAS sembla indicar que la terminado de replicado 

depenent de les estructures T A S és específica per a cada especie (Madsen 

eía/., 1993). 

En els dos dominis restants s'hi observen, com a mínim, fins a sis blocs de 

seqüéncia similars ais deis vertebrats, que per ordre son: el C S B - D , C S B - C i 

el C S B - B peí domini central, i els C S B - 1 , C S B - 2 i C S B - 3 en el domini III. Tot 

i que les seves funcions no están molt clares (Kocher & Wiison, 1991), la 

seva conservado a llarg de l'evolució indicarla un paper important en el 

metabolisme mitocondrial. 
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En el segon domini destaca el C S B - D amb un patró de seqOéncia altament 

consen/at entre els deis perciformes, ocells i mamífers (vegeu T A U L A 2.3) tot 

i així, es desconeix quina és la seva funció exacta. Lee eí al. (1995) 

proposen que aquest element está involucrat en l'ancoratge de proteínes 

relacionados amb el metabolisme mitocondrial. Les particularitats, com la 

gran conservado de seqüéncia i la situado aproximada al centre del D-loop 

d'aquest bloc, han fet que sigui un lloc ideal per al disseny de primers 

(Alvarado Bremer eí al., 1995, Shields & Kocher, 1991). 

L'úitim de bloc situat en el domini central és el C S B - B on prácticament totes 

les bases son pirimidines. Aquest bloc és un possible lloc d'ancoratge de la 

proteina mtSSB, proteína amb una alta afinitat cap a les regions 

piridimídiques de cadena senzilla. A mes, aquesta proteína sembla estar 

involucrada en la regulado de la transcripció del DNA mitocondrial (Mignotte 

eí al., 1987). 

Totes aqüestes funcions descrites per al domini central explicarien una 

possible actuado de la selecció sobre aquest domini, que a la vegada 

explicaria l'augment de la proporció de les guanines descrit anteriorment. 

Deis tres blocs presents dins del tercer domini el CSB-1 és el de seqüéncia 

menys conservada entre les quatre especies, fins i tot no está present en 

algunas especies de peixos com els salmónids i el bacallá (Shedlock eí al., 

1992). Per altra banda, el C S B - 2 té una seqüéncia altament conservada, tant 

dins deis escómbrids com a llarg da tots els vertebrats, a excepció deis 

ocells que és rúnica classe que no hi és present (vegeu T A U L A 2.3; Marshall 

& Baker, 1997). La funció del C S B - 2 sembla estar Iligada amb el bloc de 

seqüéncia menys conservada C S B - 3 . La presencia conjunta deis dos blocs 

és un possible lloc de reconeixement de la RNAasa M R P , proteína 

involucrada en la generado deis primers de R N A necessaris per la replicació 

del DNA (Clayton, 1982). 
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L'análisi de l'estructura de la regió control de les cinc especies demostra que 

tot i la variabilitat de seqüéncia present en certes regions, s'hi pot identificar 

clarament els tres dominis i, a excepció de la seqüéncia de l'origen de 

replicado, s'han anat detectant els principáis elements observats en altres 

peixos i vertebrats, incloent-hi les seqüéncies que teñen fundó en la iniciado 

i terminació de la repiicació, llocs d'ancoratge de proteínes i promotors 

transcripcionals. Anant mes lluny, es podria dir que excepte en algún motiu 

de seqüéncia conservada que manca en alguna especie piscícola, 

l'estructura interna de la regió és exactament igual en tots els peixos i es 

podria agafar com a estructura consens resquema de la F I G U R A 2 . 5 . De fet, 

aquesta estructura no varia gaire de la descrita per a altres vertebrats. 

2.4.3. Patrons de substitució nucleotídica 

La regió control del DNA mitocondrial de les cinc especies presenta un 

complex patró de constriccions evolutives, amb un clara acumulado de les 

transicions sobres les transversions i amb una gran heterogeneítat en la 

probabilitat de canvi entre diferents posicions. Com es pot observar, 

l'acumuladó del nombre de transicions rápidament arriba a un estancament 

(saturado) en relació al nombre de transversions, i en conseqüéncia la 

divergencia entre seqüéncies está emmascarada per les múltiples 

substitucions. La saturado correspon al patró de substitució d'un 

acumulament de les transicions sobre les transversions obsen/ada en el 

DNA mitocondrial en general (Moritz et al., 1 9 8 7 ) i a la regió control en 

particular (Brown et al., 1 9 8 6 ; Shedlock et al., 1 9 9 2 ) . A mes, totes les 

distancies entre les especies son superiors al 1 5 % que a partir del qual es 

considera que ni el rellotge molecular ni la resolució filogenética son fiables 

(Moritz eí a/., 1 9 8 7 ) . 

Una possibie causa de la major quantitat de transicions és la possibie 

desaminació de les citosines, convertint-les en uracil, durant la replicado 
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d'una de les cadenes. L'uracil resultant comporta una incorporado 

d'adenines a la cadena germana i com a conseqüéncia porta a una transido 

a la mateixa cadena. Aquest mecanisme també podria explicar l'evolució cap 

a un DNA mitocondrial ric amb A i T. A mes, tot aixó es veuria afavorit per la 

manca d'eficiéncia en la replicado (Meyer, 1993). 

La clara saturado de la regió control en les comparacions interespecífiques 

suggereix que aquest fragment no és un bon marcador genétic per estudis 

filogenétics entre les cinc especies estudiadas. Aquest resultat concorda 

amb la manca de resolució d'estudis filogenétics en peixos (Lee et al., 1995) 

i mamífers (Saccone eí al., 1991). Ara bé, sí que s'ha demostrat l'utilitaí 

d'aquest fragment mitocondrial per resoldre relacions filogenétiques dins a 

una escala evolutiva mes baixa. Per exemple entre especies del genere 

Thunnus (Alvarado Bremer eí al., 1997), en el genere Percidae (Faber & 

Stepien, 1997), en el subgénere Sebastomus (Rocha Olivares eí al., 1999) 

entre altres. Tots aquests estudis coincideixen en estudiar especies dins d'un 

mateix genere I per tant amb una divergencia relativament petita que no 

comporta saturado. 

Peí que fa ais valors de diversitat intraespecífics de tot la regió D-loop cauen 

dins del rang descrit en tonyines utilitzant la mateixa metodología (;r= 0,017-

0,072; Alvarado Bremer eí al., 1997). Martin & Palumbi (1993) i Rand (1993) 

coincideixen en establir una relació que les especies amb taxes 

metabdiiques altes presenten taxes de substitució nucleotídica altes. En 

aquest sentit, tal i com s'ha explicat anteriorment, les tonyines i el bonítol 

están considerares especies amb una taxa metabólica alta. En relació en tot 

aixó, McMillan & Palumbi (1997) proposen una relació entre els valors de la 

proporció de transicions/transversions i la taxa de substitució en la regió 

control deis peixos. En els llinatges amb una taxa de substitució moderada i 

alta, les proporció de transicions/transversions va des de 10:1 a 28:1. En 

canvi, en els llinatges on el ritme de substitucions de la regió control és 
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similar al deis gens que codifiquen proteínes, la relació 

transicions/transversions cau fins a nivelís similars al 2 : 1 . Segons aixó, Taita 

proporció transicions/transversions intraespecífica observada en aquest 

estudi corrobora la idea de que especies amb taxa metabólica alta teñen 

taxes de substitució altes. 

La superior variabilitat del primer domini respecte ais altres dos dominis en 

totes les especies fa pensar que aquest fragment és un bon marcador per 

estudis poblacionals intraespecífics. Coincidentment, Aivarado Bremer et al. 

( 1 9 9 5 ) descriuen a l'emperador un patró similar de la distribudó de 

variabilitat a llarg tota la regió, on un 6 0 % de totes les posícions variables de 

la regió control están dins del primer domini. 

Els nivells de diversitat nucleotídica de les tres especies que es disposa el 

primer domini per mes d'un índividu (bonítol, bacora i tonyina vermella) son 

superiors ais descrits per la totalitat del D-loop per a cada especies (TAULA 

2 .5 ) . A mes, la relació transicions/transversions conjuntament amb el nivell 

de variabilitat per sota del valor límit del 1 5 % fa pensar que en aquest domini 

les transicions no están saturades en cap de les especies. Finalment, al igual 

que en la totalitat de la regió control totes les especies coincideixen teñir les 

substitucions del primer domini sota una distribudó binomial negativa, I no 

sota una distribudó de Poisson, amb una a extremadament baixa ( T A U L A 

2 .5 ) , similar a la calculada per Reeb et al. ( 2 0 0 0 ) per l'emperador del pacífic 

(a = 0 . 2 0 1 ) . El valor extremadament baix del parámetre a fa suposar una alta 

heterogeneítat en la taxa de substitucions entre posidons (Wakeley, 1 9 9 3 ; 

Gu, Fu & Li, 1 9 9 5 ) . Ara bé, aquesta heterogeneítat no afecta a l'análisi de les 

dades sempre i quan s'utilitzi un model de substitució que tingui en compte 

aquest factor (Kocher & Carieton, 1 9 9 7 ) . 
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T A U L A 2 . 5 . Proporció de transicions/transversions (r), variabilitat (^), resultat de l'ajustament 
a una distribució de tipus Poisson i binomial negativa, i valor d'a per ai primer 
domini del D-loop de cadascuna de les tres especies de les quals es disposa del 
domini I del D-loop. 

r Poisson 
6/nom/a/ 
negativa 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 = 0,123 0,24 

T. tt)ynnus 2,4 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, l'efecte de 

la selecció podria esbiaixar les análisis intraespecífiques i restimacló de la 

filogenia (Moritz & Hillis, 1996). Tal i com s'ha anat descrivint, en principi el 

primer domini de la regió control no hauria d'estar sota els efectes de la 

selecció ja que, amb excepció de les seqüéncies T A S , no sembla que tingui 

una fundó important en el metabolisme mitocondrial. En aquest sentit, la 

neutralitat valorada mitjanQant l'análisi clássica de la D de Tajima (1989) 

confirma la hipótesi d'un ajustament a la neutralitat del primer domini en 

cadascuna de les cinc especies. 

En resum, aquest capítol ha permés definir cíarament les estructures 

conservades dins de la regió control, els límits aproximáis deis tres dominis 

per a cadascuna de les quatre especies i la corroborado de la idoneítat de 

l'utilitzadó d'aquest primer domini de la regió control del DNA mitocondrial 

com a marcador genétic per estudis de variabilitat intraespecífica. 
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Nota: Aquest capítol está 
complementat amb l'annex A, on es 
descriuen en de forma detallada els 
protocols de laboratori utilitzats 

3.1. MATERIAL BIOLÓGIC 

La majoria de les mostres analitzades de les tres especies provenen de la 

participació del Laboratori d'lctiologia Genética en dos projectes europeus. El 

primer projecte, Characteiization of larga pelagic stocks {Thunnus thynnus, 

Thunnus alalunga, Sarda sarda, Xiphias gladius) in the Mediterranean 

{MED/91/012) realitzat en el període 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 

eastem Atlantic (MED 95/010) realitzat durant el període 1996-1997. 

En el bonítol, absolutament totes les mostres provenen del primer projecte 

realitzat durant els anys 1993-1995. Peí que fa a la bacora, la majoria de 
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mostres també provenen del primer projecte, amb alguna ampliado del 

mostratge grades a la col-laborado amb altres laboratoris i investigadors. En 

la tonyina vermella les mostres provenen de la realització deis dos projectes. 

Addicionalment, s'ha pogut analitzar dues mostres mes grades el programa 

d'ICCAT Bluefin tuna Year Program (BYP). 

3 . 1 . 1 . Bonítol 

Per al bonítol s'han analitzat un total de quaranta vuit individus del 

Mediterrani capturats durant les temperados de pesca deis anys 1 9 9 3 i 1 9 9 4 . 

Els individus están repartits en tres localitats: una la conca occidental, al golf 

de Genova mar de Liguria (n = 23 ) , i dues a la conca oriental, golf de Taranto 

al mar Jónic (n = 9 ) i costa de illa de Lésvos al mar Egeu (n = 18 ) (F IGURA 

3 .1 ) . 
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Els individus de Liguria van ser capturáis en diversos mostretjos continus 

entre fináis de 1993 i principis de 1994, i per tant han estat considerat conn 

una única mostra. 

A la T A U L A 3.1 es resumeix les característiques de les tres mostres de 

bonítol. Totes les mostres inclouen individus adults i juvenils d'última fase, 

des d'edat I fins a edat VI!. 

T A U L A 3 . 1 . Resum del mostratge del bonítol amb el nom de la mostra, grandária mostral, 
localització i rang de talla. 

Talla Posició en 
Mostra N Localització Període 

(cm) Flg4J. 

23 golf de Genova 4 ^ , Ô E 13/6/93-22/6/94 42-82 1 

9 golf de Taranto 40'N. 17»E 2/2-24/10/94 38-73 2 

16 illa de Lesvos 39°N. 26E 1 -31/10/93 33-71 3 

mar de 

Liguria 

mar Jonic 

mar Egeu 

3 . 1 . 2 . Baco ra 

Per a la bacora s'han analitzat un total de cent vint-i-tres individus capturats 

en període de 1 9 9 3 a 1 9 9 7 . El mostratge s'ha realitzat onze mostres 

distribuídes en sis localitats: tres en el Mediterrani (n = 5 7 ) de les quals dues 

son de la vessant occidental (mar Jonic i Mediterrani occidental) i la tercera 

de la conca orienta! (mar Egeu); i tres a l'Atlántic est (n = 6 6 ) , golf de Biscaia, 

illes Cañarles i illes Azores (F IGURA 3 .2 ) . 

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

l'any 1 9 9 6 , la localitat de les illes Canáries i la mostra de les illes Agores de 

l'any 1 9 9 6 han estat cedidas per Josu Santiago. 
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F I G U R A 3 . 2 . Localització geográfica de les mostres de bacora. 

A la T A U L A 3.2. es resumeixen la localització, grandáries mostráis, el període 

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

es composen tant d'individus juvenils com adults. 

T A U L A 3 . 2 . Resum del mostratge del la bacora amb el nom de la mostra, grandária mostral, 
localització i rang de talla. 

Localitat Locafítiacíó mostra N Període 

Egeu 93 21 1-31/10/93 

Egeu 94 12 10/9-8/10/94 

Jónic 93 17 12-20/10/93 

Med. oco. 7 22/10/96 

Biscaia 94 22 9-11/94 

Biscaia 96 10 18/7/96 

Canáries 96 4 20/10/96 

Canáries 97 4 29/8/97 

Canáríes 98 4 27/4/98 

Azores 93 16 9-11/93 

Azores 96 6 21/10/96 

Talla Posició en 
(cm) fíg4.2 

mar Egeu 

mar Jónic 
Mediterrani 
occidental 

mar Cantábric 

illes Canáries 

illes Afores 

liles Esporades 38''N, 23°E 

golf de Taranto 40'»N,17''E 

golfdeValénica SgMO^N, 0°-1''E 

golf de Biscaia 44<'N ,2''-4<W 

illes Canáries 29<'N-14''-18°W 

illes Afores 39''N-28° 

64-78 

adults 

adults 

adults 

adults 

adulte 

105-
114 

adults 

97-108 

1 

2 

3 

4 
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3.1. Material biológic 

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 está composat per 

catorze mostres distribuídes en set localitats geográfiques, sis al Mediterrani 

(n = 269): golf de Valencia, mar de Liguria, mar Tirré, mar Jónic, costes de 

Libia, i mar Egeu; i una a l'oceá Atlantic (n = 50) localitzada a la costa 

atlántica deis U S A (FIGURA 3.3). 

420E 
520N 

140N 

104°W 

F I G U R A 3.3, Localització geográfica de les mostres de bacora. 

La mostra de l'Atlántic i de Libia s'ha obtingut a partir del programa d' ICCAT 

Bluefin tuna Year Program (BYP). 

A la T A U L A 4.3. es resumeixen caracteristiques de cadascuna de les mostres 

analitzades. La majoria de les mostres está formada per individus juvenils, 

excepte la mostra de la costa atlántica deis U S A i la del golf de Valencia de 

l'any 1994. 
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3.2. Material biológic 

T A U L A 3.3. Resum del mostratge del la tonyina amb el nom de la mostra, grandária mostral, 
localització i rang de talla. 

Localitat Localització mostra n Període 
Talla 
(cm) 

Posidó 
Flg. 4.3. 

mar Egeu liles Esperadas 38°N, 23<'E Egeu 97 22 13/9-3/10/97 30-81 1 

mar Jónio golf de Taranto 40°N, 17°E Jónic 96 8 12/10-22/12/96 59-122 
o 

Jónic 97 19 23/10-27/11/97 43-94 

Libia costes de Libia Libia 99 11 8/6-19/6/99 111-283 3 

mar Tirré Costa nord de Sicilia 38''N-14''E Tirré 96 12 12/10-22/10/96 43-72 A 
Tirré 97 31 29/8-4/11/97 23-44 

mar Liguria golf de Genova 44°N, 9°E Liguria 95 14 17/4-1/11/95 48-110 

Liguria 96 22 19/5-5/10/96 45-111 5 

Liguria 97 36 15/7-9/10/97 52-112 

golf de Valencia golf de Valencia a g M C N , QO-rE Valencia 94 11 28/6-1/12/94 29-52 

Valencia 95 2 2/9-14/10/95 21-33 
6 

Valencia 96 14 17/9-24/10/96 20-67 
6 

Valencia 97 67 8-23/10/97 27-40 

Atlantic oest costa atlántica USA 35°-44°N, ^5°.m<^N Atlantic 96 29 22-6-2/10/96 130-261 7 
Atlantic 98 21 9/7- 28/9/98 56-65 1 

3.1.4. Preparació deis teixits 

Els laboratoris i organismes participants responsables del coneixement deis 

parámetres biológics i de la pesca de les especies han estat els encarregats 

de la recollida de mostres en les seves respectives árees. 

Un cop s'han obtingut els individus en els ports, s'han identificat a quina 

especie 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 porció de múscul, part de cor i del 

fetge. Els teixits identificats amb un codi per a cada individu s'han congeiat a 

-30°C i ha esta enviats al Laboratori d'Ictiologia Genética mantenint l'estat de 

congelado. 
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3.1. Material biológic 

Abans de comengament del treball experimental, s'ha pres una porció de 

teixit, preferentment múscul, tot i que a vegadas no va ser possible, i s'ha 

disposat amb alcohol al 70-96%, la resta de teixit s'ha mantingut congeiat 

per a análisis addicionals. 
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3.2. Treball de laboratori 

3.2. TREBALL DE LABORATORI 

Per tal d'obtenir com a producte final la seqüéncia de la regió control de cada 

Índividu el treball experimental s'ha dividit en tres grans parts: 

i. Extracció del DNA 

ii. Amplificado del fragment mitjanpant la reacció de P C R 

iii. Seqüenciació del fragment amplificat 

A part d'aquests tres métodes s'han utilitzat una serie de metodologies 

rutináries en un laboratori de Genética molecular que están descrites en a 

l'apéndix A. 

3.2.1. Extracció del DNA 

Per a reaützar l'extracció del DNA s'ha seguit el protocol clássic d'extracció 

de DNA total (nuclear i mitocondrial). Tot i que el gen diana és un fragment 

mitocondrial, grades a la particularitat de la P C R , que és capa? d'amplificar 

un gen a partir de molt poca quantitat de DNA, no es va haver d'utilitzar 

protocols d'extracció específics peí mtDNA; que d'altra part son molt 

laboriosos. L'extracció es va fer a partir del protocol tradicional 

fenol/cloroform descrit per Sambrook et al., (1989) amb algunas 

modificacions. El producte final de l'extracció s'ha quantificat i s'ha de diluir, 

si és necessari, per a teñir una concentració de lOOngr/jil de DNA. 

3.2.2. Amplificació per PCR de la regió control del mtDNA i primera 

utilitzats 

L'optimiízació de la P C R és possiblement el pas mes crític de tot el disseny 

experimental. L'elecció o disseny d'uns bons prímers, que hibridin 

correctament els extrems a la zona per amplificar, és de gran importancia. 
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3 2 Treball de laboratori 

T A U L A 3.4. Seqüéncia i lloc d'hibirdació deis primers utiititzats en aquest estudi 

Pnmer Seqüéncia lloc d hibndació font 

L15998 5 ' -TAC C C C A A A C T C C C A A A g C T A - 3 ' cadena pesada del gen t R N A " " ' T f l a o s . " 

P3 5 A A C T T C C A T C C T C A A C T C O C A Aag-3' cadena pesada del gen tRNA"""" dissenyat de nou 

C S B D H 5'-TgA A T T A g g A A C C A g A T g C O A g-3' cadena lleugera de la regió C S B 
Alvarado Bremer e í 
al. (1995) 

Fst 5' -gCT TÍA g l T Aag O T A C g C T A - 3 ' cadena lleugera del gen tRNA'' '^ trMa"'^^^ "^^^ 

Tal i com s'ha comentat a la discussió del capítol anterior el fragment a 

analitzar la seqüéncia és el domini I de la regió control del mtDNA. 

Addicionalment, també s'ha amplificat la regió control total en cert individus. 

Així dones, per tal d'obtenir tots a aquests productes de P C R s'han 

necessitat diverses combinacions d'una séhe de primers ( T A U L A 3.4 i F I G U R A 

3 .4 ) . Per a totes les especies, pnmer domini de la regió control s'ha obtingut 

utilitzat la combinado de primers: 115998 i C S B D H . El producte resultant 

d'aquesta reacció és d'un 4 0 0 pb. En el moment que s'ha volgut obtendré la 

totalitat de la regió control la combinació de primers ha estat; L15998 i Fst. 

tRNApro 
1 1 

C S B » H Fst 

5 ' C S B - 1 3 ' 

I 
tRNAphe 

P 3 

F IGURA 3.4. Llocs d'hibirdació deis primers utilitzats en aquest estudi 

En alguns individus de bonítol la hibhdació del primer L15998 no era del 

correcta. Així dones es procedir al disseny d'un nou primer (P3, de prolina 3) 

amb hibhdació a la cadena pesada del gen tRNA^'°. 
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3.2. Treball de laboratori 

La reacció en sí es s'íia realitzat seguint el protocol estándard de Saiki et al. 

(1985; 1988) on s'incorpora 1̂ 1 de l'extracció (uns 100 ngr) a la reacció de 

PCR d'un volum final de 25^1. En general s'ha seguit un protocol 

d'amplificació de trenta-cinc cicles amb temperatura d'hibridació d'entre 

50oC-52oC i una concentrado final de MgCb 2 a 2,5 mM amb petites 

variacions segons la combinado de primers utilitzada. 

Al final, els productes de P C R s'han comprovat en un gel d'agarosa al 1% 

tenyit amb bromur d'etidi. 

3.2.3. Seqüenciació del DNA 

Mitjangant la reacció de seqüenciació del DNA s'ha conegut la seqüéncia del 

producte de P C R . El métode seguit ha estat sempre el métode enzimátic de 

Sanger (Sanget et al., 1977), també anomenat métode del terminador 

didesoxi. 

Per a realitzar la reacció de seqüendadó sempre s'ha utilitzat el mateix 

primer de la P C R . En el cas que el fragment a seqüenciar fos tot el D-loop 

s'ha realitzar una reacció per a cada extrem. Per a la detecció deis 

fragments de la reacció de seqüenciació s'han emprat un marcatge de 

flurocroms per a cadascun del quatre terminadors didesoxi, fet que permet 

realitzar la reacció en un sol tub. Per a la lectura de les seqüéncies s'ha 

emprat el seqüencaidor automáttic ABIPRISM310 Genetic Aanlyszer P E 

Biosystems seguint el protocol descrit per la casa comerdal. 

3.2.3.1. Lectura i alineado de les seqüéncies 

Per a cada especie s'ha creat un fitxer d'alineació de les seqüéncies 

independent utilitzant el programa informátic SeqEd (PE Biosystems). A 

mesura que s'ha entrat una seqüéncia s'han comprovat totes les posicions 
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3.2. Treball de laboratori 

comparant cada nucieótid amb el pie corresponent del cromatograma. Els 

individus dubtosos s'han reamplificat i reseqüenciat. 

L'edició final i l'alineació per a cada especie s'ha realitzat en els editor de 

seqüéncia Xesse (Cabot, 1995) i mes recentment en el programa Bioedit 

(Hall, 1999). Tot i íreballar en un fragment hipervarible, el fet d'analitzar 

seqüéncies a nivell intraespecific permet realitzar l'alineació a ull sense 

massa complicaicons. En els casos que s'han comparat seqüéncia 

procedente d'espécies diverses s'ha emprat el programa d'alineació múltiple 

Clustal W (Thompson et al., 1994) i sempre amb un ajustament final a ull. 
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3.3, Análisi de les dades 

3.3. ANÁLISI DE LES DADES 

L'análisi de les dades s'ha seguit un protocol similar a les tres especies, en 

els casos que s'hagin utilitzat métodes diferents aquests s'expliquen a 

l'apartat corresponent. 

El primer preliminar abans de realitzar qualsevol análisi i després d'haver 

recollit i alineat totes les seqüéncies és calcular el nombre de seqüéncies 

diferents existents (haplotipus) i la freqüéncia de cadascun. 

Moltes vegadas, i sobretot quan es treballa en uns nivells de variabilitat alts, 

tai i com és el cas, l'assignació d'haplotipus és pas crucial i de feina forga 

tediosa. En aquest treball s'ha considerat un haplotipus diferent com 

qualsevol seqüéncia que difereixi en un sol nucleótid, les seqüéncies que 

difereixen d'una sola inserció o deleció s'han considerat ¡guals i per tant el 

mateix haplotipus. 

3.3.1. índexs de diversitat molecular. 

Un cop identificats tots els haplotipus el pas següent és avaluar el grau de 

diversitat per a cadascuna de les especies en general, per a cadascuna de 

les localitats es particular i per a cadascuna de les possibles estructures 

genétiques diferenciadas que sortint de l'análisi. 

La primera mesura de variabilitat genética és l'anomenada diversitat 

haplotípica {h; Nei i Tajima, 1981), análoga a l'heterogozitat o diversitat 

génica deis gens nuclears, es calcula utilitzant la fórmula (1): 

h = 
« -1 

k , 
1=1 

k = Nombre d'haplotipus diferents /.«\ 
p, = freqüéncia del haplotipus / ^ ' 
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3.3. Análisis de les dades 

La diversitat haplotípica dona una mesura de la quantitat de seqüéncies 

diferents presents a la mostra, pero no mesura el grau de divergencia entre 

les seqüéncies o haplotipus. 

Una segona mesura de la variabiliat és la diversitat nucleotídica {rt, Nei, 

1987), definida com el número mitjá de diferencies nucleotídiques per lloc 

entre les diferents seqüéncies i es calcula com: 

n mi = proporció de nucleótids diferents 
TV = TiPiPj^ij entre rhaplotipus/iy (2) 

p, = freqOéncia del haplotipus/ 

En aquest estudi la proporció de nucleótids diferents entre haplotipus s'ha 

estimat s'ha estimat amb la correcció de la distancia gamma Tamura-Nei 

amb el parámetre a calcuiat per a cada especie i a partir de les dades en el 

capítol 2. 

Aqüestes dues mesures s'han calcuiat utilitzant el programa ARLEQUÍN 

(Schneider etal., 1997). 

3.3.2. Test de neutralitat 

D'una manera general, a nivell molecular; es considera que els canvis 

mutacionals son selectivament neutres. Si el marcador genétic utilitzat no fos 

neutral l'efecte de la selecció podria esbiaixar les análisis de la variado 

intraespecífica i l'estimació de la filogenia (Moritz i Hillis, 1996). Tot i haver 

escollit un marcador (mtONA) que, en principi, no hauria d'estar sotmés a 

processos selectius, existeixen en la bibliografía diversos exemples de que el 

mtDNA pot estar sota l'efecte de la selecdó (Ballard & Kreitmann, 1995; 

Kreitmann & Akashi, 1995). 
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3.3. Análisi de les dades 

La comprovació de l'ajust de neutralitat per a les seqüéncies obtingudes, 

s'ha fet mitjangant l'análisi clássica de la D de Tajima (1989) utilitzant el 

programa ARLEQUÍN (Schneider et al, 1997). La base d'aquest métode és 

estimar la variabilitat moleclar de les seqüéncies (0) on, 

„ . . . A/e = grandária efectiva ,n\ 
^'^^^M /; = taxa de mutació (3) 

El cálcul directo d'aquest índex a partir de la fórmula és bastant complicat, 

per la qual cosa és calcula el polimorfismo indirectament a partir de dos 

métodes: i) del nombre de posicions diferents; ii) del nombre mitjá de 

nucleótids diferents entre tots els parells de seqüéncies. En una poblado, els 

mutants deleteris acostumen a trobar-se en baixa freqüéncia. L'estimació del 

polimorfismo a partir de les posicions diferents estará afectada per la 

presencia d'aquest mutants, ja que no té en compte la baixa freqüéncia que 

es troben a la poblado. En canvi, el cálcul a partir del nombre mitjá de 

nucleótids diferents entre tots els parells de seqüéncies no estará tan afectat 

per aquest mutants, ja que en aquest cas, sí que es té en compte la seva 

freqüéncia. A partir d'aquí, Tajima (1989) defineix l'estadístic D com una 

mesura de la neutralitat que, a grans trets, no és res mes que una resta de 

les dues mesures de polimorfisme. 

3.3.3. Análisi Fiiogenética 

L'obtenció d'un arbre filogenéíic permet la representado gráfica de la historia 

evolutiva deis diferents OTUs {Operational Taxonomic Units), en aquest cas 

els diferents haplotips. La problemática rau en obtenir l'arbre que s'acosti 

mes a la realitat; pero la dificultat és que l'arbre "vertader" o "real" 

normalment no es coneix i molt menys quan es treballa en seqüéncies de 

nucleótids. Amb la impossibilitat de saber quin deis diferents arbres s'acosta 

mes al real, es considera que el millor arbre filogenétic és el que es 

construeix amb el mínim nombre possibie de canvis evolutius. 
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3.3. Análisis de les dades 

Actualment existeixen diversos métodes per obtenir arbres filogenétics, que 

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

• Arbres basats en distancies; préviament es calculen distancies evolutives 

entre tots els pareils d'OTUs i es construeix l'arbre considerant les 

relacions entre aqüestes distancies. 

• Arbres basats en carácters discrets; en aquest cas cada posició 

nucleotídica és considerada com un carácter discret, i es construeix l'arbre 

considerant les relacions evolutives en cada posició. 

Per a cadascun deis dos tipus d'arbres filogenétics existeixen diferents 

algorismes .És realment difícil escollir quin algorisme dona el millor arbre i 

quina metodología és la mes apropiada peí 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 , está generalment acceptat que aquest arbre obtingut s'acosta 

bastant al 'real' (Hillis etal., 1996). 

3.3.3.1. Análisi de neighbor-joining 

Per a l'análisi basada en distancies, s'ha escollit Talgorisme neigtibor-joining 

(Saitou & Nei, 1987). La metodología de construcció d'aquests tipus d'arbres 

és una mica complicada; en termes generáis es podría descriure com anar 

calculant, quan s'afegeix un nou OTU a l'arbre, una nova matriu de 

distancies que reculli l'efecte d'ajustar la llargária de la branca de cada parell 

de nodes amb la mitjana de la divergencia de tots els OUTs restants. Al final 

d'aquest procediment s'obtenen diferents arbres, i es considera el millor el 

que té el valor mes petit de la suma de llargária de totes les branques, Nei 

(1991) conciou que "el neighbor-joining és un bon métode per obtenir l'arbre 

evolutiu mínim sempre i quan s'utilitzi una distancia apropiada al tipus de 

dades". Proposa també, que aquest métode és fins i tot superior a qualsevol 
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métode basat en carácters discrets, quan la taxa de substitució no és 

constant al llarg del temps i bastant alta. Així dones, l'elecció d'una distancia 

que s'ajusti al tipus de dades utilitzades és un altre pas crucial per obtenir 

una bona filogenia. 

Deis diferents métodes per calcular la divergencia entre seqüéncies, s'ha 

utilitzat el proposat per Tamura & Nei (1993) per ser un deis que sembla 

acostar-se bastant a la realitat. La diferencia respecte ais altres coneguts és 

que, a mes de considerar una taxa de mutació diferent entre transicions (a) i 

transversions (p), també considera que els canvis transicionals entre purines 

(ai) i pirimidines (pa) teñen taxes diferents (vegeu T A U L A 3.4 i F I G U R A 3.5). 

Aquesta distancia, com totes les altres, assumeix una taxa de substitució 

constant al llarg de tota la seqüéncia. Des de principia deis anys setenta es 

coneix que la taxa de substitució aminoacídica en el citocrom C varia entre 

les diferents posicions i, a mes, segueix una distribució de tipus gamma 

(Uzzel & Corbin, 1971). Posteriorment, aquest patró de variado també s'ha 

observat en seqüéncies de DNA (Tamura & Nei 1993; Wakeley, 1993). 

Aquesta distribució tipus gamma és especificada peí parámetre a. 

T A U L A 3 . 5 . Taxes de substitució segons el model de Tamura-Nei on a i és la taxa 
íransicional entre purines i aa és la taxa íransicional entre pirimidines; p és la 
taxa de les transversions i g¡ son les freqüéncies nucleotídiques. 

Original 

Mutaní 

Original A r C 6 

A - gcP gcaí 

T - gcP 

C QAP -
G 9x3 gcP -
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3.3. Análisis de les dades 

02 

F I G U R A 3 . 5 . Model Tamura Nei de substitució nucleotídica 

Seguint aqüestes premisses i la discussió del capítol 2 s'ha utilitzat la 

distancia gamma Tamura Nei amb un valor del parámetre específic per a 

cada especie per calcular les distancies genétiques entre tots el parells de 

seqüéncies. Aqüestes distancies evolutives entre seqüéncies s'han 

representat en un arbre filogenétic seguint l'algorisme del NJ. Per a realitzar 

l'análisi filogenética s'ha utilitzat el programa MEGA (Kumar et al., 1993). 

3.3.3.2. Análisi de la máxima parsimonia 

Per a l'análisi filogenética basada en carácters discrets s'ha utilitzat el 

métode la máxima parsimonia en el que l'arbre mes parsimoniós és el que 

necessita el nombre mes petits de canvis evolutius. En aquesta análisi, cada 

posició nucleotídica és considera un carácter i aquests carácters es 

consideren desordenats; és a dir, qualsevol canvi d'una base per una altra té 

la mateixa probabilitat. A mes, aquest algorisme considera les posicions on 

hi ha un indel (contracció per indicar inserció/delació) com un canvi. 

Actualment existeixen diversos métodes per calcular aquest arbre. En aquest 

estudi s'ha utilitzat l'anomenat parsimonia Wagner (Kluge i Farris, 1969; 
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Farris 1970), implementat ai programa DNApars del paquet informátic 

PHYLIP (Felsenstein, 1993). Les premisses que utilitza aquest tipus de 

parsimonia son: 

• Cada lloc evoluciona independentment. 

• Cada llinatge evoluciona independentment. 

• La probabilitat d'una substitució en una base és petita en relació al 

temps necessari per formar una branca de la filogenia. 

• La quantitat de canvis esperats en branques diferents no varia tant, 

com per esperar que la probabilitat de dos canvis en una branca d'alta 

taxa de mutació sigui mes alta que la probabilitat d'un sol canvi en un 

branca de baixa taxa de mutació, 

• La quantitat de canvis esperats no varia prou perqué un canvi en un sol 

lloc sigui menys probable que dos canvis en un altre. 

3.3.3.3. Bootstrap 

El grau de confianza deis dos arbres obtinguts {neighbor-joining i máxima 

parsimonia) s'ha comprovat amb un test de bootstrap (Felsenstein, 1985). 

Tot i que segons el programa utilitzat l'algorisme del bootstrap té petites 

variacions, el principi sempre és el mateix: realitzar diferents remostratges a 

l'atzar i amb reemplagament del conjunt de dades original. Així s'obtenen 

diferents conjunts, tots amb el mateix nombre de posicions, i de cadescun 

se'n realitza una nova reconstrucció fiiogenética. Al final del procés s'obté un 

arbre consens, en el qual s'assigna a cada node el número de vegades que 

s'ha trobat el mateix grup de seqüéncies. El node que té un valor de 

bootstrap mes alt és el considerat mes robust o amb mes confianga. Els 

programes utílitzats -l\/IEGA i PHYLIP- permeten realitzar aquest tipus 

d'análisi; encara que el número de remostratges no ha estat el mateix. En 

l'análisi basada en matriu de distancies s'ha realitzat un total de 1000 

remostratges. En canvi, en el de la máxima parsimonia només se n'han 
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realitzat 100 degut a que les necessitats computacionals en aquesta análisi 

son molt mes grans. 

3.3.4. Análisi de Testructura geográfica de la variabilitat genética 

Un deis objectius d'aquest treball és tractar d'esbrinar si existeix cap tipus 

d'estructuració geográfica de les especies al llarg de l'área de mostratge en 

el Mediterrani. Amb aquesta finalitat s'han realitzat fins a tres análisis 

diferents. 

3.3.4.1. Simulado de Monte Cario 

La primera análisi ha estat comprovar el grau d'heterogeneítat geográfica de 

la distribudó de les freqüéncies deis diferents haplotipus mitjangant una 

simulado de Monte Cario (Roff i Bentzen, 1987), i utilitzant el programa 

MONTE dins del paquet informátic REAP (McEIroy et al., 1992). Aquest 

procediment está dissenyat per minimitzar l'efecte del gran nombre de ce l los 

buides en la validesa del test de la / . El grau d'heterogeneítat de la matriu 

original, calcuiat a partir d'una análisi 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 mitjá de la ; ^ basat només en l'atzar; 

així es pot determinar la probabilitat de trobar un valor de la / igual o mes 

gran que el calcuiat per la matriu original. 

3.3.4.2. Análisi de lAMOVA 

El segon estudi ha estat una análisi jerárquica de la variáncia molecular 

utilitzant el programa AMOVA (Excoffier et al., 1992). En aquesta análisi es 

comprova si hi ha una correspondencia entre l'estructuració de la variáncia 

molecular i l'estructuració geográfica. L'estructuració geográfica es divideix 

en tres nivell jerárquics: les poblacions; les regions que agrupen diferents 
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poblacions i la totalitat de la mostra com un únic grup. La flexibilitat de 

l'AMOVA de combinar les poblacions dins de les diferents regions ha permés 

comprovar diferents hipótesis de l'estructuració poblacional d'aquesta 

especie. Per a aquest estudi de l'estructuració, a mes de calcular la quantitat 

de varianpa molecular corresponent a cadascun deis diferents nivells 

jerárquics, també es defineixen els estadístics 0, análegs ais estadístics F 

de Wright: 

• 0ST representa la corretació entre dos haplotipus extrets a Tatzar de la 

mateixa pobiació respecte de dos haplotipus extrets a l'atzar de tot el conjunt 

de dades. 

• 0CT representa la correlació 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. 

• 0SC representa la correlació de la diversitat molecular de dos haplotipus 

extrets a l'atzar a dins de les poblacions respecte de parells d'haplotipus 

extrets a l'atzar de la regió. 

Tot i que el fitxer d'entrada ha de ser una maíriu de distancies quadrátiques, 

aquí s'ha utilitzat la distancia gamma Tamura Nei amb el parámetre a 

corresponent per a cada especie ja que no s'espera que alteri la interpretado 

deis resultáis (Laurent Excoffier, comunicado personal). D'altra banda, el 

nivell de significado, tant deis components de la variáncia com deis 

estadístics 0, s'ha comprovat mitjangant procediments permutacionals 

implementats en el programa. 

3.3.4.3. Análisi de Holsinger & Mason-Gamer 

L'últim métode utilitzat per estudiar l'estructuració geográfica ha estat l'análisi 

jerárquica de Holsinger & Mason-Gamer (1996) utilitzant el programa 

Nucleodiv. Aquest procediment es basa en el cálcul de gst entre tots els 

parells de localitats. Aquesta gst és una correcció de la Gst de Nei (1982), 
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apropiada per a dades haplotípiques. La filosofía d'aquesta metodología és 

bastant semblant a la de YAMOVA, amb Vavantatge que l'estructura 

geográfica no ha estat imposada abans de l'análisi sino que, si existeix una 

jerarquía, ja surt directament de l'algorisme. Els resultats que s'obtenen 

permeten reconstruir un dendrograma, en el qual el temps mitjá de 

coalescéncia deis haplotipus extrets del mateix node és sempre mes petit 

que el temps mitjá de coalescéncia deis haplotipus trets de localitats 

pertanyent a diferents nodes. La significado d'aquests valors ha estat 

provada mitjanpant 1000 randomitzacions. 

3.3.5. Análisi de la demografía histórica 

3.3.5.1. Mismatch distribution 

Per estudiar l'evolució de la demografía s'ha utilitzat ranálisi de les 

diferencies de tots els parells de seqüéncies, o distribució deis aparellaments 

discordants - mismatch distribution- a dins de cada localitat diferenciada 

genéticament (Rogers & Harpending, 1992; Rogers, 1995). L'evolució que 

teñen les poblacions deixen empremtes característiques a la mismatch 

disitríbution del DNA mitocondrial. Per tant, l'estudi d'aquestes distribucions 

pot donar informado sobre la historia deis canvis en la grandária pobiacional. 

Existeixen dos modeis de mismatch distribution segons el comportament de 

la població. En una població que ha crescut o que creix exponencialment, 

"sudden expasion modef, s'observa que la filogenia deis diferents haplotipus 

té una forma d'estrella (Rogers, 1995). Aixó és causat perqué reliminació de 

llinatges per processos estocástics és molt petita en poblacions de 

creixement rápid. Slatkin & Hudson (1992) troben, que en aquest cas, la 

mismatch distribution segueix una distribució de tipus Poisson, ja que molts 

deis al.leis 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 

representado deis aparells discordants segueix una altre tipus de distribudó. 

De fet, la representado gráfica de les dues distribucions prácticanrient no 

varia. Si la mismatch distríbution de la poblado que s'estudia no difereix 

significativament d'algun deis dos tipus citats, es pot estimar la grandária 

poblacional abans i després de l'explosió i també el temps que ha durat 

aquesta explosió demográfica. 

El segon model de comportament és quan la poblado está estable o fins i tot 

existeix una certa declinado en la grandária poblacional -equilibrium model-. 

En aquest cas, la filogenia que s'obté és molt mes estructurada; l'evolució ha 

conduít a la formació de diferents llinatges i dona una mismatch distríbution 

de forma multimodal, en la qual cada pie correspon a un deis diferents 

llinatges. 
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4 . Resultáis 

4.1. BONÍTOL 

4.1.1. Anál is i descr ipt iva i índexs de variabil itat molecular 

Deis quaranta-vuit bonítols analitzats s'ha obtingut la seqüéncia completa de 

tota la regió control. Ara bé, seguint la discussió del capítol 2 per a realitzar 

l'análisi només s'han utilitzat els 361 pb corresponents al primer domini. 

En la comparació dos a dos de totes les seqüéncies del primer domini 

s'observen un total de seixanta-nou llocs variables, contant transicions, 

transversions i indels. Els seixanta-nou posícions variables es reparteixen en 

quaranta-nou llocs parsimoniosos i disset llocs únics, amb un relació 

transido / transversió d'r = 2,5 (F IGURA 4.1). Cap d'aquestes posidons 

afecten ais primers dos elements de seqüéncia conservada descrits en 

aquest domini en el capítol 2 (TAS-1 i TAS-2). Peí que fa al TAS-3 s'hi 

observen dues posidons polimórfiques (posidons 161 i 164) ambdues amb 

un sol canvi. Tot i aixó, els dos haplotipus que presenten el canvi mantenen 

la capacitat de formar estructures secundáries estables. 
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l i m i l l i a i l l l l l 1111111122 2222222222 2222222222 222333 
1255 6888023333 3444666778 8839999900 0012222333 3345567777 889145 

LG Jit EG 2345680679 6036481346 8235145273 6891346812 5875678123 4522420127 013280 
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 
3 l 1 .. -ACT ..TA..G... T.GCG.CTT. AACT.G.CGG G.. .ATCATG ,AT T T.ATGT 
4 1 1 A 
5 1 1 1 3 ..GCAACGAC .,.T..A... C..T...CC. GTTC.A.GAA .. .ACCTTAC . .C.. .TC.C G. .C.C 
6 1 1 2 T A 
7 1 1 .. .ACT .GTA T . .C. .CTTC AA.T.G.CGG ...CATCATG .AT... .TCT T . . T . T 
8 2 4 6 T 
9 1 1 C A..T 
10 1 1 .. .ACT ..TA. .G... T..C..CTT. AACT. . .CGG ..A.GTCATG .AT..C.T.T T.AT.T 
11 4 4 T. .T GC G A 
12 1 1 .. .ACT ..TA. .G.G. T..C..CTT. AACT...CGG GTCATG .AT T.T T.ATGT 
13 4 4 .. .ATT ..TA T . .C. .CTTC AA.T.G.CGG ...CATCATG .AT TCT T.AT.T 
14 1 1 ......C.T. ..T...A ....C.C ..T T.C. ..A... 
15 1 l .. TACT ...G..G... T..C...TT. AACT.G.CGG ...CATCATG .AT. . .CT.T T. . T . T 
16 1 l T...C. ...... 
17 1 1 2 .. .ACT ..TA T..C..CTTC AA.T.G.CGG ...CATCATG .AT TCT T.AT.T 
18 1 1 2 C GC G A. .T T 
19 1 1 ???7??.ACT ..TA T. .C. .CTTC AA.T.G.CGG ...TATCATG .AT TCT T.AT.T 
20 1 1 7777?..ACT ..TA.C T. .C. .CTTC AA.T.G.CGG . . .CATCACG .AT TCT T..T.T 
21 1 1 C...C..C C.T. A A.. .C C AG.... 
22 1 1 7777??.ACT ..TA-.G... T. .C. .CTTC AA.TAG.CGG ...CATCATG .AT TCT T.AT.T 
23 1 1 7777777ACT ..TA T . .0. .CTTC AA.T.G.CGG ... CATCATG GAT TCT T.AT.T 
24 1 1 .. .ACT ..TA..G... TC.C. .CTT. AACT.G.CGG G. . .ATCATG .AT T.T T.ATGT 
25 1 1 7777777... .G T 
26 1 1 G G 
27 1 1 .. .ACT ..TA...... T. .C. .CTTC AA.T.G.CGG ...CATCATG .AT.. .CTCT T.AT.T 
28 1 1 C.T 
29 1 1 .TTTGC.ACT ..TA.. T. .C. .CTTC AA.T.G.CGG ...CATCATG .ATG.. .TCT T.AT.T 
30 1 1 7777777ACT ..TA.C... T . .C. .CTTC AA.T.G.CGG ...CATCATG .AT... .TCT T .AT.T 
31 1 1 ..A A 
32 1 1 .TTTGC.ACT ..TA T.-C. .CTTC AA.T.G.CGG .. .CATCATG .AT TCT T.AT.T 

23 9 15 48 

F I G U R A 4.1. Posicions variables deis trenta-dos haplotipus diferents en els 362 nucleótids 
del primer domini en el bonítol i distribució deis haplotipus en les tres localitats. L G , Liguria; 
J N , Jónic; E G , Egeu. 

Els quaranta-vuit individus s'agrupen en trenta-dos haplotipus diferents. Deis 

trenta-dos haplotipus set son compartits per mes d'un individu, amb una 

freqüéncia máxima de l'haplotipus 8 amb sis individus repartits en les tres 

localitats (FIGURA 4 .1 ) . Els haplotipus 11 i 1 3 , ambdós amb freqüéncia 

quatre, només están presents en la localitat del mar Egeu. A conseqüéncia 

deis pocs haplotipus amb freqüéncia elevada, la diversitat haplotípica pren 

valors propers al máxim u, amb un rang que compren des de 0 , 0 8 5 ± 0 , 0 5 3 

per a la localitat de l'Egeu a 1 , 000 ± 0 , 0 0 2 per a la localitat del mar Jónic i 

amb una mitjana per a totes les mostres á'h = 0 , 9 4 8 ± 0 , 0 0 2 . Peí que fa ais 

valors de diversitat nucleotídica, la localitat del mar Egeu presenta un valor 

sensiblement inferior (;r = 0 , 0 3 5 ± 0 , 0 1 8 ) quan es compara ais observats a 
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les localitats del mar de Liguria {TT- 0,079 ± 0,041), del Jdnic (;r= 0,087 ± 

0,051) i per totes les mostres en conjunt (;r= 0,069 ± 0,002) (TAULA 4.1). 

T A U L A 4.1. Grandária de les mostres, nombre d'haplotipus i resum deis índexs de diversitat 
molecular per a cadascuna de les localitats i pe les dues clades. 

Localitat n Nombre índexs de diversitat molecular 
Localitat n d'/iap/of/pus haplotípica (h) nucleotídica (;r) 

Liguria 23 22 0,996 ±0 ,014 0,079 ± 0,041 

Jónic 9 9 1,000 ±0 ,002 0,087 ±0 ,048 

Egeu 16 7 0,850 ±0 ,053 0,035 ±0,018 

Ciada 1 18 17 0,993 ±0,021 0,064 ±0 ,034 

Ciada 2 30 16 0,919 ±0 ,026 0,040 ±0 .020 

T O T A L 48 32 0,948 ± 0,002 0,069 ± 0,002 

4.1.2. Anál is i f i logenética 

La distancia genética, calculada mitjan9ant la distancia gamma Tamura-Nei 

(a = 0,28), entre els trenta-dos haplotipus compren entre un 22,4% a un 

0,3%, amb un máxim de quaranta canvis entre els dos haplotipus mes 

divergents, un mínim d'un sol canvi, i una mitjana de vint-i-un canvis. La 

reconstrucció filogenética del neighbor-joining basada en la distancia gamma 

Tamura-Nei presenta dos llinatges cíarament diferenciats (F IGURA 4.3), 

anomenats a partir d'aquí ciada 1 i ciada 2, amb una robustesa máxima peí 

que fa al valor de bootstrap (100%). L'elevada divergencia entre les dues 

agrupaclons está definida per vint-i-tres diferencies fixes repartides en tres 

indeis, dotze transicions i vuit transversions (F IGURA 4.4). Totes les 

seqüéncies de la ciada 2 comparteixen la presencia de la inserció 5' - G C A 

- 3', exclusiva d'aquest Ilinatge. El nombre mitjá de substitucions per posició 

entre els dos llinatges (Dxy) és de 10,8% (± 0,94) i amb la correcció per la 

divergencia dins de llinatges (Da) pren el valor de 9,1 (± 0,96). 
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F I G U R A 4,3. Arbre neighbor-joining amb la distancia gamma Tamura-Nei (a = 0,28) deis 
trenta-dos haplotipus diferents de bonítol. Només els valors de bootstrap superiors al 75% 
están representats. 
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El primer llinatge agrupa disset haplotipus diferents que representen un total 

de divuit individus. Dins d'aquesta agrupado s'observen dues 

estructuracions internes, c lada la i c ladalb, clarament diferenciades per tres 

transicions 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 genealogía només 

amb els haplotipus del dada 1 el node que separa les dues agrupacions 

internes pren un valor de bootstrap mes elevat (83%). 

Una altre manera de veure la relació entre els haplotipus és construint un 

minimum spanning tree (mst) on els haplotipus son utilitzats com a nodes de 

l'arbre i no com a terniinacions. Possiblement la topología d'aquest segon 

tipus de reconstrucció reflexa millor les relacions entre els diferents 

haplotipus (Excoffier et al., 1992). L'arbre resultant del minimum spanning 

lililí 1111111111 1111111122 2222222222 2222222222 222333 
1255 6888023333 3444666778 8889999900 0012222333 3345567777 889145 

LG JN EG 2345680679 6036481346 8235145273 6891346812 5875678123 4522420127 013280 
2 1 c e TACT TACATTGTAT TTACCATTTT AACTGGTCGG ATGCATCATG AATACTCTTT TAGTAT c 
3 1 L 
10 1 .Tí ñ. 
12 1 C. .. . .T. . .. .G. .C. .. A. . .. . , .AG T. . . . .A.G. D 
15 1 A 
24 1 Ib 

7 1 c . . . . c . . c . .T 

Ib 

14 1 C.T. . .T.. .A.. . . c . . c . .T T.C. . .A. . . 
17 1 1 c . . . . .A. . . c 
19 1 1 
20 1 A 
22 1 0 
23 1 

1 
A 

27 1 C. .. 
29 1 l a 
30 1 
32 1 .TTTGCC . .T. . .A. . . . c . . c . .T . .A... 

1 1 . .GCAACGAC GTTC.A.GAA . . .ACCTTAC .GC...TC.C G..C.C 
4 1 . .GCAACGRC GTTC.A.GAR .. .ACCTTA. ..C...TC.C G. . c e 
5 1 1 1 ..GCAACGAC GTTC.A.GAA .. .ACCTTAC ..C...TC.C G. . c e 
6 1 1 . .GCAACGAC . .TT. .A. . . A. .T. . . c e . GTTC.A.GAA . . .ACCTTAC .GC...TC.C G. . c e 
8 2 4 ..GCAACGAC GTTC.A.GAA . . .ACCTTAC .GC.T.TC.e G. . c e C 
9 1 . .GCAACGAC GTTC.ACGAA .. .ACCTTAC ..C.T.TC.C G. . c e L 
11 4 T.GTAACGAC GTTC.A.GA. . . .ACCTTAC ..C...TC.C G..CC A 
13 4 . .GCAACGAC GTTC...GAA .. .ACCTTAC ..C...TC.C G. . c e D 
16 1 . .GCAACGAC GTTC.A.GAA .. .ACCTTAC .GC.T.TCCC C.C.C A 
IS 1 1 . .GCAACGAC ...T. .A. .C C..T.GCCC. GTTC...GAA .. .ACCTTAC ..C.T.TC.C G..C. 
21 1 . .GCAACGAC C..TC.AC.. C. .T. . c e . . .TTC.A.AAA .C.ACCTCAC .GC...TC.C AG.C.C 2 
25 1 ????7?7GAC .G.T. .A. . . C.T, . . c e . GTTC.A.GAA .. .ACCTTAC -GC.T.TC.e C.C.C 
25 1 ..GCAACGAC GTTC...GAA . . .ACCTTA. .GC...TC.C G. . c e 
28 1 . .GCAACGAC GTTC.A.GAA . . .ACCTTAC .CCT.TC.C G. . c e 
31 1 . .ACAACGAC GTTC.A.GAA . . .ACCTTAC ..C...TC.C G. . c e 

F I G U R A 4.4. Posic ions variables deis trenta-dos haplotipus agrupáis segons els llinatges i 
distribució de les tres localitats en aquests llinatges. 
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tme (F IGURA 4.5) está en congaiéncia amb l'observat peí neightor-joming 

amb la clara distinció deis dos Ilínaíges i les subagrupactons descrites 

anterionnent. 

Quan s'obsen/a ia topología del mst, dins de la ciada 1 ressalta la forma 

d'estrella del llinatge 1a amb Thaplotipus 17 situat al centre, Aquest 

haplotipus, amb freqüéncia dos, és l'únic compartit per mes d'una seqüéncia 

i está situat al centre ja que a partir d'aquest és el que es necessíten el 

menor nombre de canvis per produir totes les altres seqüéncies. Per altra 

banda, la dada Ib només agrupa sis haplotipus únics i de seqüéncia bastant 

divergent entre ells, tal i com ho demostra la seva diversitat nucleotídica n:~ 

0,020 ± 0,003 superior en una magnitud a ¡'observada peí llinatge l a , ;r = 

0,006 ±0 ,001 . 

El segon llinatge, dada 2, no presenta cap agrupado interna significativa, no 

hi ha cap branca amb valors de bootstrap elevats. La topología d'aquest 

1 canvi 

F I G U R A 4.S. Minimum spanning tree deis trenta-dos haplotipus. Les relacions entre els 
haplotipus están definidas peí nombre de canvis. L a línia discontinua no está a esca la i 
indica un tota! de trenta-tres canvis. 

92 T E S I D O C T O R A L 



4.1. Bonítol 

Ilinatge pren una certa forma tipus estrella amb relativament pocs canvis 

entre els diferents haplotipus. L'arbre mst sitúa prop del centre els haplotipus 

1 ,518 que difereixen entre ells d'un sol canvi. Amb excepció deis haplotipus 

18 i 21 tots els altres es poden generar amb peques substitucions a partir de 

les tres seqüéncies centráis. Els quinze haplotipus localitzats dins d'aquest 

Ilinatge representen trente individus, amb una máxima freqüéncia per 

l'haplotipus 8 amb sis individus, quatre deis quals es localitzen a l'Egeu, un a 

Liguria i l'últim al Jónic. Conseqüentment, la diversitat haplotípica dins 

d'aquest Ilinatge {h = 0,919 ± 0,026) es veu reduída en compareció a 

l'obtinguda de la dada 1, on prácticament cada haplotipus és únic. 

Similarment, els nivells de diversitat nucleotídica també son mes baixos en 

aquest Ilinatge {M = 0,040 ± 0,020), suggerint una major similitud entre les 

diferents seqüéncies (vegeu T A U L A 4.1). 

4.1.3. Estructura geográfica de la variabilitat genética 

Una primera aproximado a la possible estructurado de la variabilitat 

genética és estudiar la distribució deis diferents haplotipus en les tres 

localitats. Segons aixó, dins la localitat del mar Egeu s'hi localitzen set 

haplotipus diferents, tres deis quals (8, 11 i 13) teñen freqüéncia quatre. A 

mes, els haplotipus 11113 son exclusius d'aquesta localitat. Per altra banda, 

les dues localitats restants, Liguria i Jónic, només a Liguria s'hi observa un 

haplotipus amb freqüéncia superior a u, l'haplotipus 8 amb freqüéncia dos. 

Tot i aixó, l'análisi de Monte Cario de la distribució deis trenta-dos haplotipus 

en les tres localitats no dona diferéndes significativas (P = 0,056 ± 0,007). A 

les comparacions dos a dos de la distribució deis trenta-dos haplotipus en 

les tres localitats (TAULA 4.2), només s'observen diferencies significatives en 

la distribució deis haplotipus en la comparado entre les localitats del Jónic i 

l'Egeu. Deis quinze haplotipus presents en aquesta darrera comparado 

només l'haplotipus 5 és compartit per les dues localitats. 
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Una segona aproximació a l'estructura poblacional és analitzar la distribució 

de les tres localitats en els dos llinatges descrits a l'análisi filogenética. Dins 

d'aquesta análisi s'observa una clara heterogeneítat en la distribució de les 

tres localitats en dos llinatges ( T A U L A 4.3). Tot i que les dues agrupaclons 

están presents en totes tres localitats, la distribució deis individus que 

pertanyen a l'Egeu está esbiaixada cap la ciada 2. Deis setze individus 

d'aquesta localitat, catorze (87,5%) es troben dins de la dada 2 formant 

gairebé la meitat (46%) deis individus d'aquest segon Ilinatge. En canvi, les 

localitats del mar de Liguria i del mar Jónic están repartides prácticament al 

50% en les dues clades. Evidentment, l'análisi de Monte Cario d'aquesta 

distribució deis individus de les tres localitats en els dos llinatges corrobora 

l'heterogeneítat de la distribució de les dades en les localitats (P = 0,046 ± 

0,006) (TAULA 4.2). Curiosament, cap de les comparacions dos a dos de la 

distribució deis dos llinatges mostra diferencies significativas. Només quan 

es compara la distribució de les clades agrupant les freqüéncies de Liguria i 

Jónic (n =32) contra la localitat del mar Egeu mostra diferencies significatives 

(P = 0,007 ± 0,002). Aquesta discrepancia de les probabilitats es deu 

segurament a grandáries mostráis baixes dins de cada localitat Així, segons 

la distribució 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. 

T A U L A 4.2. Resultats de l'análisi de Monte Cario, expressats en valors de P, de la distribució 
deis trenta-dos haplotipus i de les dues c lades en diverses comparacions entre 
les localitats. 

Comparado distribució deis íjaplotipus distribució de les clades 

Liguria / Jónic 0, 804 ±0,126 0,436 ±0 ,015 

Liguria / Egeu 0,124 ±0,014 0,017 ±0 ,004 

Jónic / Egeu 0,002 ± 0 , 0 0 f 0,019 ±0 ,004 

Liguria / Jónic / Egeu 0,056 ± 0,007 0,046 ±0 ,006 

Liguria i Jónic / Egeu 0,070 + 0,008 0,007 ±0 .006 
^ Probabilitat significativa després de la correcció de Bonferror» 
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4.1. Bonítol 

T A U L A 4.3. Distribudó de les dues dades en les tres localitats. 

ciada 1 Ciada 2 total 

Liguria 

Jónic 

Egeu 

11 (47,8%) 

5 (55,5%) 

2 (12,5%) 

12(52,2%) 

4 (44,5%) 

14(87,5%) 

23 

9 

16 

18 30 48 

Liguria 

\ P= 0,001 
) Egeu 

Jónic 

F I G U R A 4.6. Arbre neighbor-joining de la distancia Da entre pareils de localitats. El nivell de 
significado ve donat per l'análisi de Holsinger & Masón Gamer (1996). 

Un nou enfocament per a analitzar la possible estructuració de la variabilitat 

genética és comprovar si la variáncia molecular respon a una certa 

estructuració geográfica. L'análisi basat en l'estudi de Holsinger & Mason-

Gamer ( 1 9 9 6 ) confirma de nou la clara separado de la localitat de l'Egeu 

respecte les dues altres localitats (FIGURA 4 . 6 ) . L'únic node del dendrograma 

resultant amb diferencies significatives és la que suporta la localitat del mar 

Egeu (P = 0 , 0 0 1 ) . 

Una análisi similar es pot realitzar calculant la distancia entre localitats 

corregida peis polimorfismes dins de cada localitat (Da). La localitat de 

l'Egeu és molt divergent respecte qualsevol de les altres dues. En canvi, la 

distancia negativa entre les localitats de Liguria i Jónic (Da = - 1 , 5 6 7 ) 

suggereix una gran similitud genética entre aqüestes localitats. Els nivells de 

significado, calculats mitjanpant el programa Arlequín després de 1 0 0 0 

repliques, mostra novament que les distancies entre la localitat de l'Egeu i 

qualsevol de les altres dues no és significativa ( T A U L A 4 . 4 ) . Les dues 
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T A U L A 4.4. Distancia Da entre els pareils de localitats (sota la diagonal). Nivell de 
significado de ia distancia Da (sobra la diagonal). 

Ligúría Jónic Egeu 

Liguria 0,072 0,024 

Jónic -1,567 0,023 

Egeu 4,559 6,782 --

localitats mes occidentals semblen ser molt properes genéticament i 

diferents de la localitat de l'Egeu. L'arbre neighbor-joining amb la distancia 

Da entre localitats té exactament la mateixa estructura que el de l'análisi 

Holsinger & Mason-Gamer (FIGURA 4.6). 

L'última metodología per a analitzar la possible estructura geográfica de la 

variabilitat molecular s'ha utilitzat l'análisi de la variáncia molecular 

{AI\/IOVA). Els resultats de \'AI\/IOVA ( T A U L A 4.5) per a la distribudó de la 

variabilitat en les tres mostres agrupadas en sol grup, presenta una elevada 

diferenciado genética (<2>s7 = 1,126) amb una probabilitat significativa (P = 

0,044). La quantitat de variabilitat que s'explica per la diferencia entre les 

tres localitats (18,99%) confirma l'estructuradó de la distribudó de la 

variáncia molecular. Per altra banda, la gran quantitat de variáncia trobada 

dins de les localitats (81,01%) segurament es deu al utilitzant un marcador 

genétic amb alt ritme de substitució. 

T A U L A 4.5. Análisi de la variáncia utilitzant la distancia gamma Tamura-Nei (a = 0,28) 
agrupant les tres localitats del bonítol en un sol grup. 

gdl Suma de 
quadrats 

Components de 
la variáncia 

Percentatge 
de var iado 

índexs de 
fixació P* 

Entre localitats 2 96,094 2,192 12,61 0ST 0,126 0,044 

Dins de localitats 45 684,119 15.202 87,39 

* Probabilitat d'obtenir ur> valor mes extrem del component de la variáncia I l'índex <Psr que els observats per atzar 
després de 1000 randomitzacions. 
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T A U L A 4.6. Matriu de la diferenciació genética de la comparació dos a dos entre les tres 
localitats del bonítol. Per sota la diagonal están representats el valors <Pst i per 
sobra els valors de P després de 1000 permutacions. 

Ligúría Jónic Egeu 

Liguria -- 0,650 0,027 

Jónic -0,054 0,008^ 

Egeu 0,167 0,271 

valors no significatius després de la correccló de BonferronI 

En la comparació dos a dos (TAUU^ 4.6), Túnica probabilitat significativa surt 

de la comparació entre Jónic i Egeu (íPsr- = 0,27; P = 0,008). Malgrat aixó, la 

gran homología entre Liguria i Jónic permet (cPsr = -0,054; P = 0,650) agrupar 

aqüestes dues localitats i comparar-Íes contra la localitat de l'Egeu. En 

aquesta nova análisi de VAMOVA ( J A U L A 4.7) s'observa el mateix patró 

d'estructuració de la variáncia molecular observat anteriorment: alta 

diferenciació genética i certa quantitat de variáncia molecular entre localitats. 

Pero en aquest cas els nivells son superiors i per tant indiquen una gran 

heterogeneítat genética entre el complex Liguria / Jónic i l'Egeu. 

T A U L A 4.7. Análisi de ía variáncia utilitzant la distancia gamma Tamura-Nei (a = 0,28) entre 
Liguria / Jónic i Egeu. 

gdl Suma de 
quadrats 

Components de 
la variáncia 

Percentatge 
de var iado 

índexs de 
fixació P * 

Entre localitats 2 96,094 2,192 12,61 0ST 0,126 0,044 

Dins de localitats 45 684,119 15,202 87,39 

* Probabilitat d'obtenir un valor mes extrem del component de la variáncia i l'índex <Psr que els observats per atzar 
després de 1000 randomitzacions. 
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T A U L A 4 . 8 . Análisi de l 'AMOVA posició per posició. Només están representadas les 
posicions amb un valor de P estadísticament significatiu. Amb negreta están 
ressaltades les posicions que diferencies el dos llinatges filogenétics 

entre localitats dins de localitats 

Posició 
suma de 

quadrats 
gd! -i % variado 

suma de 

quadrats 
gdl % variado <PST P 

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 22.170 9.750 46 0.211 77.829 0.221 0.024 

57* 1.791 1 0.073 25.751 9.812 46 0.213 74.248 0.257 0.000 

59* 1.500 1 0.060 22.170 9.750 46 0J211 77.829 0.221 0.027 

86* 1.385 1 0.054 19.708 10,215 46 0,222 80.291 0.197 0,011 

138* 1.385 1 0.053 18.295 11.031 46 0,239 81.704 0.182 0.011 

145* 1.500 1 0.060 22.170 9.760 46 0,211 77.829 0.221 0.022 

165 1.760 1 0.072 25.578 9.718 46 0.211 74.421 0.255 0.006 

172* 1.500 1 0.060 22.170 9.750 46 0.211 77.829 0.221 0,022 

177 1.760 1 0.072 25.578 9.718 46 0.211 74.421 0.255 0.008 

183 0.843 1 0.031 14.979 8.156 46 0.177 85.020 0.149 0.063 

186 1.760 1 0.072 25.578 9.718 48 0.211 74.421 0.255 0.004 

188* 1.500 1 0.060 22.170 9.750 46 0.211 77.829 0.221 0.026 

191* 1.500 1 0.060 22.170 9.760 46 0,211 77.829 0.221 0.024 

198* 1.635 1 0.066 22.971 10.218 46 0.222 77.028 0.229 0.006 

201* 1.500 1 0.060 22.170 9.750 46 0J!11 77.829 0.221 0.026 

225 1.156 1 0.045 18.645 9.031 46 0.195 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 
227* 1.500 1 0.060 22.170 9,750 46 0,211 77.829 0,221 0.024 

228* 1.500 1 0,060 22.170 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 0,229 0.007 

232* 1.385 1 0.054 19.708 10.218 46 0722 80.291 0.197 0.007 

233 2.041 1 0.085 29.103 9.625 46 0.209 70.896 0.291 0.001 

242* 1.500 1 0.060 22.170 9,750 46 0J!11 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 0.179 0.020 
277* 1.500 1 0.060 22.170 9.750 46 0.211 77.829 0.221 0,016 
280* 1.635 1 0.066 22.971 10.215 46 0,222 77.028 0.229 0.006 

292 0.666 1 0.021 9.790 9.250 46 0.201 90.209 0.097 0.051 

312* 1,500 1 O.06O 22.170 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 0.291 0.002 
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Finalment, l'análisi de l 'AMOVA posició per posició permet estudiar quines 

son les posicions que provoquen les diferencies significatives ( T A U L A 4 . 8 ) . El 

resultat mostra una coincidencia prácticament absoluta entre les posicions 

que marquen amb un canvi fix la divergencia entre els dos llinatges 

filogenétics i les que presenten diferencies significativos. De les setanta 

posicions variables del primer domini del bonítol, trenta-una presenten un 

valor de P significatiu, d'aquestes posicions, vint (sense contar els indeis) 

son les que defineixen els llinatges. 

4.1.4. Demografía histórica 

Tal i com s'ha comentat en els métodes generáis, els episodis de creixement 

i decreixement de la demografía de la poblado modelen la distribució deis 

aparellaments discordants. La separado en dos llinatges clarament 

diferenciats i amb una possibie assignació deis llinatges a una certa área 

geográfica (vegeu discussió) permet estudiar la mismatch distríbution a 

cadascun per separat. 

La ciada 1 té una topología de la filogenia amb una certa estructura interna 

amb dues agrupacions internes ben suportados estad ísticament, 

conseqüentment la mismatch distríbution pren una forma bimodal, on cada 

pie es pot assignar a cadascuna de les agrupacions (TAULA 4 . 1 1 i F I G U R A 

T A U L A 4.9. Parámetres de ia distribució deis aparellaments discordants deis dos llinatges 
descrits en ia filogenia. P indica la bondat d'ajustament de la distribució 
observada a respetada segons Rogers (1995). 

dada 1 dada 2 

n 18 30 

Parámetres 

00 19,759 1,159 

01 19,770 13,096 

t 6,461 2,602 

P 0,09 0,13 
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4.7). Tal i com es pot observar a la F IGURA 4.7, la distríbució difereix 

clarament de la que s'obté peí model de l'expansió sobtada, suggerint que 

aquest llinatge s'ha mantingut en un equilibri demográfic durant bastant de 

temps. Tot i així, el test de bondat d'ajustament no dona diferencies amb un 

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

Per altra banda, la forma de la distríbució deis aparellaments discordants del 

segon llinatge (FIGURA 4.7), dada 2, s'ajusta a la proposada per Rogers 

(1995) per un model d'expansió sobtada (P = 0,13) amb un pie ais tres 

canvis i una mitjana d'onze canvis. Aquest resultat, juntament amb la 

topología de la genealogía en forma d'estrella d'aquest primer llinatge fa 

suposar que la poblado ha patit en la seva historia demográfica recent un 

possible procés de expansió sobtada. 

0,31 

C U D A 1 

0,3 

0,2 

0,1 

20 25 1 5 
Nombre d'aperallaments discordants 

CLADA2 

20 25 

F I G U R A 4.7. Distríbució deis aparellaments discordants de les dues dades . El gráfic en línia 
indica la distribudó segons els sudden expansión model. 
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4.2. Bacora 

4.2. B A C O R A 

4.2.1. Anál isi descr ipt iva i índexs de variabilitat molecular 

De les cent vint-i-tres bacores analitzades s'tia obtingut la seqüéncia 

completa de tota la regió control de cent setze individus, els set individus 

restants només s'han seqüenciat els 373 pb del primer domini. Segons aixó i 

seguint la discussió del capítol 2 per a realitzar l'análisi només s'han utilitzat 

els 373 pb del primer domini de la regió control del mtDNA. 

La compareció dos a dos de les cent vint-i-tres seqüéncies del primer domini 

presenta un total de cent nou llocs polimórfics, deis quals vuitanta-un son 

parsimoniosos i vint-i-vuit només varien en un sol nucieótid en una sola 

seqüéncia (FIGURA 4.8). E l valor d'r = 9,3 mostra de nou la clara acumulació 

de les transicions sobre les transversions típica del mtDNA. 

En el cas de la bacora, els motius T A S presenten una certa variabilitat 

intraespecífica. El TAS-1 situat entre les posicions 36 I 48 está totalment 

conservat. La variació es presenta en el TAS-2 (situat entre les posicions 93 i 

107) amb tres transicions: la posició 96 només varia en l'haplotipus 96 en un 

canvi T o C , la posició 97 varia fins en onze haplotipus tots amb el canvi 

k<r>Q i la posició 98 varia en setze seqüéncies amb la transició T o C . Tot i 

aquesta variació, el TAS-2 manté la capacitat de formar estructures 

secundarias estables. 

Les seqüéncies del primer domini deis cent vint-i-tres individus s'agrupen en 

cent tres haplotipus diferents. Només sis teñen freqüéncia superior a un, els 

noranta-set restants son únics. Cal destacar l'haplotipus 1 amb la máxima 

freqüéncia d'onze individus (TAUL^ 4.10). La poca presencia d'haplotipus 

compartits per mes d'un Individu implica que la diversitat haplotípica par a la 

totalitat de la mostra prengui un valor proper al máxim u,h- 0,989 ± 0,004. 

4 . R E S U L T Á I S 1 0 1 



4 . 2 . Bacora 

rREQ 11 1111111111 1111111111 i i i i m i i i U111U112 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 333333333 
1133466666 7779999911 2233445555 5566667777 7777603888 8899999990 0000000011 1222233334 4556666677 7888888999 011155667 
12049016B9 1260167856 3519270456 7935691234 5689012345 8901234590 1234567814 6567923565 7252346712 5125689023 407889262 

l 11 GATTTCTTGA ACTAGTATAA TTTTATTGAC TAAAATACAA CCTCTCCCAA C n T A - n T A T CACGTAATGG GCCTATAACT TCTTCCCTCT ATAAACTTTG GCTCTACGA 
2 6 ..C ..G... • G.. . . . T . .C. . 
3 .. .G. A 
4 2 . . .G. .. .C A 
5 1 T. .. 
« l ...C.. . . -G. T . . C . . c C 
1 C... .G. ., . .C 
e 2 A. GT . . .G. .T... T ..C.T. . . ..C..C...C TGT. .G..A. . . c . T . C T.. 
9 1 ..C ..G.. . A. . . .T. . . . c . . . c . 
11 1 . .G.. T ..C c A. C . C . .G .T G. .. 
11 1 A. T . .C...7. c A. 
12 \ T . .C c A. c . .G 
13 1 A.. 
14 1 ..C ..G... ...C A., ..T. . . . c .C. .A 
15 1 .. .G. '.'.'.C.'k 
16 1 . .G.G . .T. . .re ,, .C ..T. .G..A. G . T . . . c . . ... . C . . 
17 1 c . . . ...C. . T .TC C .G, . A. G. . . .C. 
18 l GT .G.G. TG.. .G..A. . . c T.. 
19 1 ],,[ G , .T. . .TC . . .0 . . T . CG. .A. G. , . C 
21 1 . . c ..G... ,G... ..T. . e . 
21 1 A C. . . ,G... c . . . . ....A. . . c . 
22 1 ....A, 
23 1 A. GT . ..G. ,T.G. T ..C.T... ..CC...C TGT. .G..A. c . c . ..C .T.C.. .A....T.. 
24 l ...C.. GT .G.G. .T. . . T C . T . . . c . c . c TG. . -G..A, . . e .T.C.. .A T.. 
25 1 .A. GT .G.G. . T . . . C.C.T... . . c c TGTA.G..A. .T , . c . . . c .T.C.. .A 
26 1 .T. . . , c .T.G.. .A 
27 1 .., ., . -C. , . c • G. . .G..A. . . c . T .C. .T C 
23 . ..C T .G.G. ,T... TT.TCTT..G ..CC.G...C TGTA .G..A. T. . . c . . . c • T . C T. . 
29 1 ..C ..G... A. . . .T. . c . 
31 1 ...CCT..AG C..GT -T.. .T..T... T.C..G...C . . T . .G..A. c . . . . . c T. . 
31 1 G. . . G . .T. . .T ...CGC ..T. -G.-A. G. . . . c . . ..CC 
32 1 T, A.G. .. GT -G. .. .T. . . ..CTT.,. ..C..G...C TGTA.G..A. .T. . .T .AC - T . C GT.G 
33 1 . .CT 
34 1 A. GT ,..G. T . . . T ,.C.T... ..C..C...C . .C .T.C.. T.. 
35 1 .. .G. C.G.. 
36 1 ..C ...G. A. . ..T. .C. 
37 1 T. 7? .G... T... ..CTT.,. ..C..G...C TGTA.G..A. .T. . . . c . - . c GT.G 
36 1 G. .. .* c . ' . ' . .G 
39 l G. ,. TG. . .A. 
41 GT TT.. .TC.T... . . c . . G ! . . c TGTA .G..A. . . c . r . .C . T . C T.G 
41 1 G . .C G .T G., . . . c . . 
42 ..G... G. - . c . . . c ....A. 
43 1 T .TC c . . . . .G. . A. C . . c . T . C . .CG 
44 1 ..C. ,..C. . GT T.G. C.C.T.., ..C..G...C TGTA .G..A. ...C.. ..C .TCC.. C.T., 
45 1 ...C A. 7C..GT ..G..C.T.. ..C.T... T.C. . A . ..C T.. . .G..A, '.'.'.'..c'.'.r. , .0. . c e C T . G 
46 1 G. .. ..G.. .T.. .TC T..C.C ..T. .G..A. A . . . . c . . C 
47 1 - . . c . . ...C ...G. G 
46 1 . . . c . . G T .TC c ....A, . . c . . . . c T. . 
49 1 . -G. . . . .T 
51 1 .GC.,TC... T T. . . -.C A-. A. .TT T . .. .TC GC.-G...A. 
51 1 T A. . .G. . A. . . c . . e . A 
52 '.'.'.'.ce'.'.'.'. ...G. T .TC A . . . . ....A. . . . c . . 
53 1 ....T T G.C... A. 
54 1 ..C. .. . .G .T.. .TC .G. . A. .T T. T. . 
55 1 . . . c . . GT .G-G. T. .. T. C . T . .. . . c . c . . c TG. . .G..A. . , e .T.C.. T. . 
56 1 G. . . . .C 
57 1 T T. . . . .T. A. 
56 1 c . . , . 
59 1 A. GT .. -G. T . . . T ..C.T... . . c e , . c TG. . .G. .A. C.C. . -C - T . C T, . 
€1 T A. .TC. !T.C.. . .G A T. . 
€1 1 T 
62 G. T .G.G.CT.., TTCTC.T.,. '.'.c'.'.A.'.'.C T,T. .Q..k. .T.C.. T. . 
63 1 , .7. . T . .C c ....A. . .G .T.... T. . 
64 1 G. .. 
65 1 ...C.T..AG .T.G C..GT .T.. .T T.C..G..GC ..T. .G..A. T. C.C, c , .C .T T. . 
66 G. . . T. . . . c 7T. 
67 , . ,G. G. . . c . . , . 
68 1 ...C.G G... . -G . .A 
69 1 .,.C.. T T. .. c .G. . ...CA. . . c . 
71 1 A. -C C7GT ..C.T... T. . c e . . . A . .T..C -T. . ...CTC G. . -...A. ..CT..T.. 
71 T .TC c . . , . .G. . . . ,CA. e . . c . . . . c . . ..G 
72 1 .,.C. . T . . .G. -TC G .G.. A. 
73 I G G T .TCT C A. e . . c . . . . c , . ..G 
74 1 ...G. G. . . T. . . . .T... 
75 1 C. G. . . .T 
76 1 TT.. .TC.T... ..C..G.!.C TGTA G!.A. A . .C - T . C . GT,G 
77 1 A . . T. T. ., c .G.. .. .A. . . . c . . c . - G C . 
73 1 G... . .G. c 
79 1 a,, . .. .G T. .TC.T... c . , . , A. c . . . . . . c . . .AC.. ..G 
81 1 G. .. c 
81 1 -G. . .C c . . T . ...A. T. ...C.. A...C 
82 1 c . .G.. T. -TC G . . T . A. . - . . . c . . .T! 
83 1 A T. . -C ...C.C ...CA. 
84 1 A T...G C. . . C T. .TC.T. . c . - . . . c TGT. .G..A. ...A. . ..CG.T..,A G-.. 
85 1 ..C. . ....G..... .TC .0 A. - . C C ..C 
86 1 C . . .G ..CT .. .A. .T 
87 c . . . 
89 1 7777777771 77. . ..C. . G. .. T. . A C 7 .T 
89 1 .G. .. G -T.. .TC . . . c . c e . . . ..T. G. .A. 
91 1 G.. . C . 
91 1 . . C c . . . .TC C . . .G. . A. C,,., 
92 1 c , . . ..C .6.. A. ........T. - - C . 
93 1 A . . G T. .TC c .G.. ...CA. C . . c . ., . C . . .G A 
94 G. . . A. -T 
95 1 c G 
96 1 C T. . .C . c . c . c A. - T " !¡ A. 
97 1 . . c . .. .G. . . c G...G. .GT. A. 
95 G... .T 
99 1 .C G. .. .T . . . c 
111 1 • G. .. G - T . . .TC . . . C . A . . ..T. .G..A. . . . c . . C 
111 1 77 c CA, . T. .TC c . . . , . ,G .A. c . . c . - c ..G 
112 1 .TC . . . c e ....A. ...G,. A C...G 
113 ^ -G. . . G .TC . . . c . e . A . . . .T. G. .A. ..-C,. ....C 

F I G U R A 4.8. Freqüéncia i posidons variables deis cent tres haplotipus diferents en els 373 
nudeótids del primer domini de la bacora. 
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T A U L A 4.9. Freqüéncia deis cent tres haplotipus i distribució en les s is localitatas. 
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4.2. Bacora 

Els valors de diversitat moleculars dins de les localitats s'han calcuiat tenint 

en compte l'análisi preliminar descrit a l'apartat 4 . 2 .3 .1 (pág.), on s'agrupen 

les diferents mostres en sis localitats diferents. Peí que fa a la diversitat 

haplotípica, els casos amb un índex mes elevat son per dues de les tres 

localitats atlántiques amb una h = 1 , 0 0 0 ± 0 , 0 1 3 per a la de Agores i 1 , 0 0 0 ± 

0 , 0 0 7 per a la de Biscaia, tots els haplotipus d'aquestes dues localitats son 

únics (vegeu la T A U L A 4 . 1 0 ) . En la resta de localitats, la diversitat haplotípica 

és sensiblement inferior degut a que com a mínim hi ha un haplotipus que 

comparteix mes d'un individu. Els valors de diversitat nucleotídica están 

compresos entre el máxim n- = 0 , 0 6 2 + 0 , 0 3 5 observat per a la del 

Mediterrani occidental i el mínim ;r= 0 , 0 3 8 ± 0 , 0 2 0 de la localitat del Jónic, i 

amb una diversitat nucleotídica per a la totalitat de les mostres en conjunt de 

;z-= 0 , 0 5 4 + 0 , 0 2 7 . 

4.2.2. Análisi filogenética 

L'análisi filogenética s'ha basat en la distancia gamma Tamura-Nei amb el 

parámetre a = 0 , 2 4 , el qual s'ha estimat en l'análisi realitzada en la discussió 

T A U L A 4 . 1 1 . Grandária de les mostres, nombre d'haplotipus i resum deis índexs de diversitat 
molecular per a cadascuna de les mostres i per a les dues dades. 

Localitat n Nombre índexs de diversitat molecular 
Localitat n d'tiaplotipus haplotípica (h) nucieotídica (n) 

Egeu 3 3 27 0 , 9 6 9 ± 0 , 0 2 2 0 , 0 6 0 ± 0 , 0 3 0 

Jónic 1 7 1 2 0 , 9 4 8 ± 0 , 0 3 6 0 , 0 3 8 ± 0 , 0 2 0 

Mediterrani occ. 7 6 0 , 9 5 2 + 0 , 0 9 5 0 , 0 6 2 ± 0 , 0 3 5 

Biscaia 3 2 3 2 1 , 0 0 0 ± 0 , 0 0 7 0 , 0 5 0 ± 0 , 0 2 9 

Canáries 1 2 1 1 0 , 9 8 4 ± 0 , 0 4 0 0 , 0 5 6 ± 0 , 0 3 0 

Agores 2 2 2 2 1 , 0 0 0 ± 0 , 0 1 3 0 , 0 5 0 ± 0 , 0 2 6 

Ciada 1 1 0 3 8 4 0 , 9 8 5 ± 0 , 0 0 6 0 , 0 3 5 ± 0 , 0 1 7 

Ciada 2 2 0 1 9 0 , 9 9 5 ± 0 , 0 1 7 0 , 0 6 0 ± 0 , 0 3 1 

TOTAL 1 2 3 1 0 3 0 , 9 8 9 ± 0 , 0 0 4 0 , 0 5 4 ± 0 , 0 2 7 
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del capítol 2 . La distancia mitjana entre els cent vint haplotipus és d'un 4 , 8 % 

amb un máxim entre els dos haplotipus mes divergents del 1 3 , 6 % . 

La reconstrucció filogenética utilitzant l'algorisme del neighbor-joining basada 

amb la distancia gamma Tamura-Nei i amb un bootstrap de cinc-centes 

repliques presenta dues agrupaclons, anomenades a partir d'aquí dada 1 i 

dada 2 (F IGURA 4 . 8 ) . Els valor de bootstrap del 6 5 % del node que diferencia 

els dos llinatges és relativament poc elevat, en general es consideren 

branques robustes les que teñen valor superior al 9 5 % . La poca robustesa 

es deu que els dos llinatges només es diferencies per un sol canvi fix. El 

nombre mitjá de substitucions entre els dos llinatges amb la correcció per la 

variado intrallinatge és de Da = del 3 , 3 % (± 0 , 0 0 3 ) . 

Dins del primer Ilinatge gairebé tots els canvis son no informatius i están 

situats a l'extrem de les branques (apomorfies). La majoria deis nodes están 

suportáis per un sol canvi compartit (sinapomorfies), els únics nodes que 

comparteixen mes d'una sinapomorfia son el que presenten un valor de 

bootstrap superior al 6 5 % . En canvi, l'estructura del segon Ilinatge difereix de 

l'observada per a la primera agrupació, tot i que a l'extrem de les branques 

també s'hi troben una certa quantitat d'apomorfies, la genealogía está mes 

estructurada amb varis nodes amb valor de bootstrap elevat i definits per 

mes d'una posició compartida. 

La dada 1 agrupa vuitanta-quatre haplotipus diferents que representen un 

total de cent tres individus. Els valors de diversitat d'aquest Ilinatge son h = 

0 , 9 8 5 ± 0 , 0 0 6 i n: = 0 , 0 3 5 ± 0 , 0 1 7 . El segon Ilinatge és molt menys nombres, 

només agrupa dinou haplotipus diferents tots únics excepte l'haplotipus 8 

amb freqüéncia dos, amb una (ft = 0 , 9 9 5 ± 0 , 0 1 7 ) . El valor de la diversitat 

nucleotídica (TT = 0 , 0 6 0 ± 0 , 0 3 1 ) mes alta que la del primera agrupado 

suggereix que tot i haver-hi menys quantitat de seqüéncies en aquesta 

segon Ilinatge, aqüestes son mes diferents entre elles. 
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F I G U R A 4 . 9 . Arbre íieighbor-joining amb la distancia gamma Tamura-Nei (a = 0 , 2 4 ) . E l s 
números en els nodes indiquen valors de bootstrap superiors al 6 5 % després de 5 0 0 
repliques. 
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La representació de la reconstrucció filogenética basada en amb l'algorisme 

del mst s'ha separat en els dos llinatges a fi d'obtenir una visualització mes 

clara de les relacions entre les seqüéncies. La F I G U R A 4 . 1 0 A mostra la 

representació mst pe la ciada 1. En el primer llinatge l'haplotipus 1, amb la 

A 

45 

B 

28 

FrsuRA 4.10. Representació mst separat per clades. A: C iada 1; B: C iada 2. 
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máxima freqüéncia d'onze individus, es sitúa al centre. A partir d'aquest 

haplotipus només es generen amb un sola substitució set haplotipus (5, 1 3 , 

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 relació 

deis diferents haplotipus en la ciada 2 observada mitjangant la reconstrucció 

mst (F IGURA 4.10B) mostra una superior divergencia entre les seqüéncies 

respecte a les de la primera agrupado, tal i com indiquen els índexs de 

diversitat molecular (vegeu T A U L A 4.11). En aquesta agrupado es sitúa en 

una posició aproximadament central l'haplotipus 8, l'únic d'aquest llinatge 

amb freqüéncia superior a 1. A partir d'aquí, la genealogía difereix clarament 

de la forma d'estrella, només els haplotipus 3 4 i 59 difereixen del central en 

un sol canvi. Els disset haplotipus restants difereixen de l'haplotipus 8 en una 

mitjana de 9,5 canvis. 

4.2.3. Análisi de l'estructura geográfica de la variabilitat genética 

4.2.3.1. Análisi preliminar 

A fi de poder treballar amb grandáries mostráis mes elevadas s'han agrupat 

totes les mostres en sis localitats: Egeu, Jónic, Mediterrani occidental, 

Biscaia, Canáries i Azores. Abans de procedir a una comparado de les sis 

mostres resultants ( T A U L A 4.12) s'ha analitzat preliminarmant Thaterogeneítat 

de la variabilitat genética dins de les localitats on es disposa de mes d'una 

mostra. 

En aquesta análisi s'han comprovat dues possibles estructuracions de la 

variabilitat genética. En una primera aproximado s'ha estimat 

rheterogeneítat de la distribució deis cent tres haplotipus está 

heterogéniament rapari:ida mitjangant l'análisi de Monte Cario. 

Addidonalment també s'ha comprovat si la variáncia molecular está 

homogéniament repartida mitjangant l'análisi de l'AMOVA. 
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T A U L A 4 . 1 2 . Grandáries mostráis de les sis localitats resultats després de l'análisi preliminar. 
Les dues ultimes columnes resumeixen l'análisi preliminar de Monte Cario i 
AMOVA de les quatre localitats de que es disposa de mes d'una mostra. 

Localitat Mostra n n total Monte Cario AMOVA* 

Egeu Egeu 9 3 

Egeu 9 4 

2 1 

1 2 
3 3 P = 0 , 1 8 6 ± 0 , 0 1 2 P = 0 , 4 1 0 ± 0 , 0 1 5 

Jónic Jónic 9 3 1 7 1 7 

Med. occ. Med. occ. 9 6 7 7 

Biscaia Biscaia 9 4 

Biscaia 9 6 

2 2 

1 0 
3 2 P = 0 , 1 4 9 ± 0 , 0 0 8 P = 0 , 0 7 3 ± 0 , 0 0 5 

Canarias Canarias 9 6 4 

Canarias 9 7 4 1 2 P = 0 , 2 0 7 ± 0 , 0 0 4 P = 0 , 2 0 7 ± 0 , 0 1 2 

Canarias 9 8 4 

Apores A fo res 9 3 

A fo res 9 6 

1 6 

6 
2 2 P = 0 , 0 9 8 ± 0 , 0 0 4 P = 0 , 9 9 5 ± 0 , 0 0 2 

TOTAL 1 2 3 

* Probabilitat d'obtenir un valor mes extrem del component de la variáncia i l'Index 0ST que els observats per atzar 
després de 1000 randomitzacions. 

Tal i com s'observa en la T A U L A 4.12 cap de les dues análisis mostren 

diferencies significatives en cap de les quatre localitats. Aquest resultats 

permeten agrupar les diferents mostres de cadascuna de les quatre 

localitats. Així dones, per a l'análisi de l'estructura geográfica de la variabilitat 

molecular en la bacora s'ha utilitzat les sis mostres descrites a la T A U L A 4.12. 

4.2.3.2. Análisi de l'estmctura geográfica de la variabilitat genética en sis 

localitats. 

A la T A U L A 4.9 es representen l'assignació definitiva deis cent tres haplotipus 

observats repartits en les sis localitats resultants després de l'análisi anterior. 

L'análisi basada en Monte Cario de la distribució deis haplotipus en les sis 

localitats no dona diferencies significatives (P = 0,258 ± 0,013). Similarment, 

els dos llinatges observats en el dendrograma no están heterogéniament 

repartits en les sis localitats (P = 0,483 ± 0,015). 
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T A U L A 4.13. Análisi de la variáncia utilitzant la distancia gamma Tamura-Nei (a = 0,24) 
agrupant les sis localitats en un sol grup. 

gdl Suma de 
quadrats 

Components de 
la variáncia 

Percentatge 
de variació 

índexs de 
fíxació P* 

Entre localitats 5 68,780 0,188 1,84 0ST 0,018 0,071 

Dins de localitats 117 1176,780 10,057 98,16 

* Probabilitat d'obtenir un valor mes extrem del component de la variáncia i l'índex 0ST que els obsenrats per atzar 
després de 1000 randomitzacions. 

L'análisi de la possible estmctura geográfica de la variáncia molecular, 

análisi de \'AMOVA, s'han agrupant les sis localitats en un sol grup ( J A U L A 

4.13). Quasi tota la variáncia genética (96,16%) es distribueix dins de les 

localitats i per tant només el 1,84% restant está entre les sis localitats. 

Aquest resultat suggereix una homogeneització de la variabilitat genética tal i 

com ho indica la baixa cPsr i la probabilitat no significativa d'aquest index de 

fixaeió. 

L'estimació de la <Psr i del nivell de significado de les comparacions dos a 

dos de totes sis localitats corrobora de nou la manca d'estructuració de la 

variabilitat genética (TAULA 4.14). L'únic valor estadísticament significatiu és 

el que compara la localitat de l'Egeu contra la localitat del Biscaia (P = 0,045 

± 0,007); aquest valor de P és no significatiu després de la correcció de 

bonferroni. 

T A U L A 4,14. Matriu de la diferenciació genética de la compareció dos a dos de les sis 
localitats. Per sota la diagonal están representats els valors de 0ST i per sobra 
els valors P després de 1000 permutacions. 

Egeu Jónic Med. occ. Biscaia Canáríes Agores 

Egeu -- 0,328 ± 0,016 0.265 ±0,016 0,045 + 0,007" 0,320 ± 0,014 0,055 ± 0,006 

Jónic 0,008 0,725 ±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 

Canáries 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 correcció de Bonfen̂ oni 
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T A U L A 4.15. Matriu de la distancia Da entre les sis localitats. Per sota !a diagonal están 
representats els valors de Da i per sobra els valors P estimats després de 
1000 permutacions. 

Egeu Jónic Med. occ. Biscaia Canáríes Agores 

Egeu - - 0,201 0,560 0,042^ 0,283 0,060 

Jónic 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 

Canáries 0,180 0,336 -0.851 0,058 0,424 

Afores 0,886 0,704 -0,306 0,064 0,007 
' valors no significatius després de la correcció de Bonfenroni. 

El primer indici d'una certa estructurado de la variabilitat genética surt del 

dendrograma neighbor-joining (F IGURA 4 . 1 1 ) a partir de la distancia Da 

( T A U L A 4 . 1 5 ) entre les sis localitats. L'estructura del dendrograma agrupa les 

localitats seguint un patró geográfic, per una banda agrupa totes les 

localitats de l'oceá Atlantic (Biscaia, Canáries i Agores), per una altra banda 

les localitats dins del mar Mediterrani (Jónic i Mediterrani occidental) 

excepte la localitat de l'Egeu, la qual queda en una tercer grup. Tot i aixó, 

cap de les localitats difereix significativament de les altres, tal i com 

s'observa en nivell de significado de la distancia Da ( T A U L A 4 . 1 5 ) . 

4.2.3.3. Análisi de l'estructura geográfica de la variabilitat genética en 

tres localitats: Atlantic (Biscaia, Canáries i Agores), Mediterrani 

(Med. occ. i Jónic) i Egeu 

De l'estructura del dendrograma de la F I G U R A 4 . 1 1 sorgeix una possibie 

agrupado de les mostres en tres regions geográfiques. Per una banda 

s'agrupen totes les localitats que pertanyen a l'oceá Atlantic (Biscaia, 

Canáries i Agores,), una segon grup son dues de les tres mediterránies 

(Mediterrani occidental i Jónic) i finalment hi ha localitat del mar Egeu. 

4. R E S U L T A T S m 



4.2. Bacora 

r- Afores 

I — Biscaia 

' Canáries 

I— Jónic 

I Med. Occ. 

I—Egeu 

0,01 

F I G U R A 4 . 1 1 . Dendrograma neighbor-jomng amb la distancia D a entre les sis localitats. 

Seguint la mateixa estructura análisi de l'análisi preliminar, abans de procedir 

a fer una compareció d'aquestes tres localitats s'ha analitzat si la variabilitat 

genética está homogéniament repartida dins de cada nova localitat. 

Evidentment, aquest nou estudi de l'homogeneítat genética només s'ha 

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

localitat atlántica amb tres mostres: Biscaia Canáries i Aperes; i la localitat 

anomenada del Mediterrani amb dues mostres: Mediterrani occidental i 

Jónic. Per a la comparado intralocalitats s'ha seguit el mateix criteri anterior, 

per una banda s'ha analitzat la distribució deis cent tres haplotipus dins de 

cada una de les dues noves localitats mitjangant l'aproximadó de Monte 

Cario. Per l'altra banda, s'ha realitzat l 'AMOVA dins de cada localitat 

agrupant les mostres de cada localitat en un sol grup. 

Els resultats de les dues análisis coincideixen en les dues localitats en trobar 

una manca d'heterogeneítat de la variabilitat genética ( T A U L A 4 .16 ) . Així 

dones, les sis mostres es poden agrupar en tres localitats diferents: Atlantic 

amb seixanta-sis individus (Biscaia, Canáries i Agores,), Mediterrani amb 

vint-i-quatre individus (Jónic i Mediterrani Occidental) i Egeu amb trenta-tres 

individus. 
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T A U L A 4 . 1 6 . Resum de les grandáries mostráis de les tres localitats resultants i de les 
análisis de l'agrupació de les dues localitats amb mes d'una mostra: 
Mediterrani (Jónic i Mediterrani occidental) i Atlantic (Biscaia, Canáries i 
Azores). 

Localitat n n total Monte Cario AMOVA* 

Egeu 33 

Mediterrani Jónic 

Mediterrani occidental 

17 

7 
24 P = 0.791 +0.0129 P = 0,725 ±0,012 

Atlantic A fo res 22 

Canáries 12 66 F = 0,780 ±0 ,013 P = 0,385 ±0 ,017 

Biscaia 32 
* Probabilitat d'obtenir un valor mes extrem del component de la variáncia i l'índex <Pst que els observáis per atzar 
després de 1000 randomitzacions. 

Amb aquesta nova agrupado amb tres localitats diferents es pot repetir tota 

l'análisi de la distribució de la variabilitat genética. La distribució deis cent 

tres haplotipus i els dos llinatges en les tres localitats s'ha analitzat altra 

vegada mitjangant ranálisi de Monte Carío. Ambdós resultats coincideixen 

amb la manca diferencies significativos en la distribució deis cent tres 

haplotipus ( P = 0 , 1 3 0 ± 0 , 0 1 6 ) i deis dos llinatges ( P = 0 , 1 3 4 ± 0 , 0 1 0 ) . 

Contráriament a aquest resultats, l'análisi de la possibie estructurado de la 

variáncia molecular (AMOVA) en les tres localitats agrupades en un sol grup 

mostra una da r nivell de significado ( T A U L A 4 . 1 7 ) . De nou, casi tota la 

variabilitat s'explica dins de les localitats ( 9 7 , 0 6 % ) i un percentatge molt petit 

es dona entre les tres localitats ( 2 , 9 4 % ) . Ara bé, tot i la gran quantitat de 

variáncia dins de les localitats aquesta no está homogéniament repartida, tal 

T A U L A 4 . 1 7 . Análisi de la variáncia utilitzant la distancia gamma Tamura-Nei (a = 0,24) 
agrupant les tres localitats en un sol grup. 

gdl Suma de 
quadrats 

Components 
de la variáncia 

Percentatge 
de variado 

índexs de 
fixació P * 

Entre localitats 2 42,391 0,302 2,94 0ST 0,029 0.009 

Dins de localitats 120 1197,03 9,982 97,05 

* Probabilitat d'obtenir un valor mes extem del component de la variáncia i l'índex 0ST que eis observats per atzar 
després de 1000 randomitzacions. 
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F I G U R A 4 . 1 2 . Distribució nu l la de component de la variáncia molecular obtinguda després 
de mil permutacions a l'atzar. 

i com indica la probabilitat altament significativa (P = 0,009) i la distribució 

nul la del component de la variáncia on s'observa que prácticament tots els 

valors de variáncia obtinguts després de les permutacions son inferiors a 

l'observat (F IGURA 4 . 1 2 ) . 

La T A U L A 4 . 1 8 resumeix els valors de <Psr i Da i el seu nivell de significado en 

la comparado dos a dos de les tres localitats. La localitat de l'Atlántic és 

sempre significativament diferent de les dues localitats Mediterránies. En 

canvi, entre les localitats del Mediterrani no s'observen diferencies 

significatives. Addicionalment, el dendrograma resultant de l'análisi 

Atlantic 

, P = 0,005 

Mediterrani 

0.1 

Egeu 

F I G U R A 4 . 1 3 . Dendrograma neighbor-joining amb la distancia Da entre les tres localitats. El 
valor de P s'ha obtingut després de 1000 permutacions a l'atzar en l'análisi de Holsinger & 
Masón Gamer(1996). 
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T A U L A 4 . 1 8 . Valors de <2>sr i Da per sota la diagonal en la compareció dos a dos de les tres 
localitats. Per sobre la diagonal están representats la probabilitat de (2>sr i Da 
respectivament. 

0ST Da 

Egeu Mediterrani Atlántic Egeu Mediterrani Atlántic 

Egeu - - 0,189 0,012' - - 0,181 0,002^ 

Mediterrani 0,012 - - 0,002' 0,780 - - 0,007^ 

Atlántic 0,032 0,032 - - 0,145 0,656 

' probabilitat significativa després de la correcció de Bonferroni. 

jerárquica de la variáncia molecular de Holsinger & Masón Gamer ( 1 9 9 6 ) 

coincideix amb el que s'obté a partir de la distancia Da ( F IGURA 4 . 1 3 ) El valor 

de P obtingut a partir de raproximació de Holsinger & Masón Gamer ( 1 9 9 6 ) 

separa amb una probabilitat significativa (P = 0,005) les dues localitats 

mediterránies de l'atlántica. 

La discordanga entre els resultats de l'análisi de Monte Cario i els basats en 

la variáncia molecular es pot deure a que el segon tipus d'aproximació a 

l'estudi de la variabilitat genética és mes poderos, ja que a mes de la 

freqüéncia també valora la distancia genética entre cada haplotipus. 

T A U L A 4 . 1 9 . Grandária mostral i mostres pertanyents a les dues gran localitats. 

Localitat n n total 

Mediterrani Egeu 33 

Jónic 17 57 

Mediterrani occidental 7 

Atlántic Agores 22 

Canáries 12 66 

Biscaia 32 
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4.2.3.3. Análisi de l'estructura geográfica de la variabilitat genética en 

dos localitats: oceá Atlantic i mar Mediterrani. 

Segons tot aixó, es pot realitzar una darrera agrupació de totes les mostres 

en dues grans localitats: la localitat del mar Mediterrani amb cinquanta-set 

individus i la localitat Atlántica amb seixanta-vuit individus (TAULA 4.19). 

Els cent tres haplotipus están heterogéniament distribuíts en les dues 

localitats tal i com ho indica el valor altament significatiu de P = 0,001 ± 

0,001 obtingut a partir de l'análisi de Monfe Cario. Peí que fa a la distribució 

deis dos llinatges en les dues localitats, s'obsen/a una presencia superior de 

la dada 2 dins del Mediterrani, el 21,1% (dotze deis quaranta-cinc) deis 

individus pertanyen a aquest segon Ilinatge, en contra de només un 12,2% 

(vuit de seixanta-sis) deis individus atlántics. Tot i aixó, l'análisi de la 

distribució deis dos llinatges en les dues localitats dona diferencies no 

significatives (P = 0,137 ± 0,014). 

Els resultats basats en l 'AMOVA ( T A U L A 4.20) presenta una clara 

heterogeneítat de la distribució de la variáncia molecular. Altra vegada, la 

majoria de la variáncia molecular (97%) está dins de les localitats, pero en 

aquest cas no está homogéniament repartida tal i com ho demostré l'elevat 

nivell de significado (P = 0,009). A partir del valor de #sr es pot estimar un 

flux genio d'aproximadament 16 femelles migrants per generado 

T A U L A 4 . 2 0 . Análisi de la variáncia utilitzant la distancia gamma Tamura-Nei (a = 0,24) 
agrupant les tres localitats en un sol grup. 

gdl 
Suma de 
quadrats 

Componente 
de la variáncia 

Percentatge 
de variado 

índexs de 
fíxació 

P* 

Entre localitats 1 28,941 0,309 3,00 0sr 0,029 0.009 

Oíns de localitats 121 1211,342 10,011 97,00 

* Probabilitat d'obtenir un valor mes extrem del component de la variánda i rfndex 0ST que els obsérvate per atzar 
després de 1000 randomifzadons. 
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En resum, l'análisi de l'estructura geográfica de la variabilitat genética 

suggereix una diferenciació genética entre la bacora del Mediterrani i la de 

l'Atlántic. Per a la realització d'aquesta análisi s'ha seguit una jerarquía en 

tres passos. En un pas preliminar, s'han agrupat totes les mostres 

disponibles en sis localitats seguint un criteri d'agrupació tant de proximitat 

geográfica com temporal ( T A U L A 4 . 1 1 ) . E l resultat de Tanálisi de les sis 

localitats ha suggerit una nova agmpació de les mostres en tres localitats: 

Atlántic, Mediterrani i Egeu (TAULA 4 . 1 6 ) . De nou, l'análisi de les tres 

localitats porta a una última agrupado en dos localitats definides per les 

dues conques oceániques (mar Mediterrani i oceá Atlántic). L'análisi definitiu 

d'aquestes dues localitats presenta diferencies significatives en la distribució 

de la variabilitat molecular. Tot i que les diferencies son clares, es poden 

considerar que no son molt incipients tal i com ho demostré una (Psr bastant 

baixa i una manca de diferenciado en la distribució deis dos llinatges. 

4.2.3.4. Diversitat molecular de rAtlántic i el Mediterrani i demografía 

historia a cada localitat 

Acceptant que els resultats donen una diferenciació genética entre la bacora 

del Mediterrani i la del l'Atlántic es pot descriure la variabilitat genética dins 

de cada localitat per separat (TAULA 4 . 2 1 ) . En la localitat atlántica 

prácticament cada haplotipus és únic, només els haplotipus 1 1 3 teñen 

freqüéncia superior a u (freqüéncia dos), els seixanta-dos haplotipus restants 

T A U L A 4 . 2 1 . Grandária de les dues mostres, nombre d'haplotipus i resum deis índexs de 
diversitat molecular per a cadascuna de les dues mostres. 

Localitat n Nombre Índexs de diversitat molecular 
Localitat n 

d'haplotipus haplotípica (h) nucleotídica (n) 

Mediterrani 5 7 4 0 0 . 9 6 4 ± 0 . 0 1 5 0 . 0 5 3 ± 0 . 0 2 6 

Atlántic 6 6 6 4 0 . 9 9 9 ± 0 . 0 0 2 0 . 0 5 5 + 0 . 0 2 7 

T O T A L 1 2 3 1 0 3 0 , 9 8 9 ± 0 , 0 0 4 0 , 0 5 4 ± 0 , 0 2 7 
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T A U L A 4.22. Parámetres de la distribució deis aparellaments discordants de les dues 
localitats. P indica la bondat d'ajustament de la distribució observada a 
respetada segons Rogers ( 1 9 9 5 ) . 

Mediterrani Atlantic 

n 57 66 

Parámetres 

00 0,031 8,127 

01 20,635 81,680 

T 26,172 7,979 

P 0,004 0.003 

son únics. Segons aixó, el valor de diversitat haplotípica és sensiblement 

superior en aquesta localitat {h - 0,999 ± 0,002) que l'observat de la bacora 

del Mediterrani (/? = 0,964 ± 0,015), on les cinquanta-set seqüéncies 

s'agrupen en quaranta haplotipus. Els valors de diversitat nucleotídica 

similars en les dues localitats indiquen que les seqüéncies en les dues 

localitats varien en un mateix grúa tot i havent-hi mes seqüéncies en la 

localitat de rAtlántic. 

Per últim, la distribució deis aparellaments discordants en cadascuna de les 

localitats s'observa que cap de les localitats s'ajusta a la distribució esperada 

segons els sudden expansión model ( F IGURA 4 . 1 4 i T A U L A 4.22). La 

1 6 11 16 21 26 31 36 41 48 1 6 11 16 21 26 31 36 41 

Nombre d'aperallaments discordants 

F I G U R A 4,14. Distribució deis apatellaments discotdanls en les dues localitats. El grafio en 
línia indica la distribució esperada segons el sudden expansión model. 
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representado de la distribudó, les dues localitats presenten distribucions 

multimodals que divergeixen cíarament de l'esperada. A mes, el resultat de 

la bondat d'ajustament confirma el desajustament de la distribució observada 

sobre la distribució esperada. Aquest resultats suggereixen que les dues 

localitats s'han mantingut en un equilibri demográfic durant molt de temps. 
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4.3. TONYINA 

4.3.1 Análisi descript iva 

S'han analitzat un total de tres-cents dinou tonyines vermelles de les que en 

221 s'han seqüenciat els 372 pb corresponents al domini I del D-loop. De les 

noranta-vuit restants s'ha obtingut la seqüéncia completa de tota la regió 

control. Tot i així i seguint la discussió del capítol 2, per a realitzar l'análisi 

d'aquesta especie només s'han utilitzat els 372 pb del primer domini. 

La compareció de totes les seqüéncies presenta cent trenta-un llocs 

variables repartits en noranta-dos parsimoniosos i trenta-nou únics. 

Igualment a l'observat a les altres dues especies, existeix una superior 

acumulado de les transicions sobre les transversions, tal i com indica el 

valor d'r= 2,4. 

Les estructures TAS del primer domini de la tonyina presenten una certa 

quantitat de variado. El TAS-1, situat entre les posicions 34 i 43, varia en el 

lloc 34 amb una transido T o C en dues seqüéncies, la posició 35 amb una 

transversió T<->A en dues seqüéncies, i finalment la posició 41, varia en una 

transido A o G en dues seqüéncies. En el TAS-2 situat entre les posicions 93 

i 107 s'hi observen dues posicions variables pero amb un nivell mes alt de 

variabilitat. La posidó 97 varia en vuit seqüéncies que comparteixen la 

transido A o G i la posició 98 varia en quaranta-dues seqüéncies amb el 

canvi T o C . Malgrat tota aquesta variado, els dos elements T A S conserven 

la capacitat de formar estructures secundarles estables. 
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F I G U R A 4 , 1 5 . Posicions variables deis dos-cent cinc haplotipus diferents en els 372 pb de 
bases del primer domini del D-loop de la tonyina. 

Les tres-centes dinou seqüéncies de tres 372 pb de llargária s'agrupen en 

dos-cents cinc haplotipus de seqüéncia diferent. Quaranta haplotipus son 

compartits per mes d'una seqüéncia, amb un freqüéncia máxima freqüéncia 

de divuit individus per Thapiotipus 1. Els cent seixanta-cinc haplotipus 

restants son únics. Conseqüentment, el valor de diversitat haplotípica per a 
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tot el conjunt de dades és proper al máxim u, h = 0,990 ± 0,001. La diversitat 

nucleotídica per a totes les seqüéncies en ta tonyina pren el valor de /r = 

0,044 ±0 ,021 . 

4.3.2 Análisi fiiogenética 

L'análisi fiiogenética basada en distancia s'ha utilitzat la distancia gamma 

Tamura-Nei, el parámetro a - 0,27 s'ha estimat a partir de les dades en el 

F I G U R A 4 . 1 6 . Arbre neiglibor-joining amb la distancia gamma Tamura-Nei (a = 0 , 2 7 ) deis dos 
cents cinc haplotipus de la tonyina. Només están representats els nodes amb valor de 
bootstrap superior al 5 0 % . 
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capítol 2. La comparació dos a dos de tots els haplotipus presenta una 

distancia máxima del 29,8% entre els dos haplotipus mes divergents, una 

distancia mínima del 0,3% i una mitjana del 4,2%. 

i m i l l 1111111111 1111111111 l l l l l i m i 1111122222 2222222222 2222222233 3333 
113344556 6666777889 9990112223 3344444555 6677777777 8888889999 9999900000 0012233456 6777778901 1567 
4010419390 1689168690 1787340240 2812467245 5901345789 0147890123 4568912456 7904815632 5035697136 7811 

1 GGCCTATATT CMGCTTTTA GATATITTAT CTATATAAAT CAC-AATAAC CTGTTCGTCT TGAITAGCGA TAACAITTTT ITGCATCAGT CATA 
3 C T - A.. .A.T 
4 - A...A G 
5 C C - A...A A C 
6 -.G..G. ..A...A A A 
7 - A...A 
8 C C.C.C - T ..A. ..A C 
9 C - .A...A.I G C G.. 
10 -.5 A...AC 
11 T..A - T.A...A 
12 - A...A A 
13 ..C - A...A.A 
15 C - A...A A 
16 - A...A 
17 C -.G..G. ..A...A.TC A. ...G 
18 C - A. ..ACt C 
19 G C C.C.C - t ..A...A C 
21 A.... -
22 ..A - A...A..C C.C G. . 
23 C. ..C C - A...A A C .... 
24 -..C A 
25 C - A...A T..C..C G.T... .G.. 
27 C - A...A.T G C... C G. . 
23 RA - A...A 
29 .. ..A...A T A 
30 C - A...A.. T 
31 - A 
32 G -G...G. ..A...A G 
33 7 - A...A S ....G 
36 -.G...T ..A...A..C G..C C. .A 
37 C - A...A G 
39 - A...A T .... 
2 C T- GT ..A...A A...T 
14 C T- A...AC A 
20 C T- G. ..A...AC ..A 
26 ... C A T~ G. ,.A...AC A 
34 C... , T- G. I.A. ..AC A 
38 C A T- OI..A...AC A...T 
188 G C ..T- GT ..A. ..A A. ..1 
191 C... T- G. ..A...A A...I 
196 C... .G T- GI ..A...A A.G.T 

35 AAGT.. ..AC TTGAA. C ..A..T. . . .CT C. .C A.AC CCTCI .CAC.TTAT. .AT.- CTA. C.G. . .C. .c ..AA. .. T. . . .C. 
40 AAG.,. . .AC TTGAA. C .G...A..T. .. .CT C. .c A.GC CCICT .CAC.TTAT. AAT.- TÍA. . .G . .C. .c ..AA.C T. . ..c. 
43 AAGT.. ..AC TTGAA. C ..C..A..T. ...CT c. .c A.AC CCTCT .CAC.TTAT. .AT.- CTA. . .G . .C. .c ..AA.. T. . ..c. 
58 AAGT.. .CAC TT.AAA C G A. C.AACT. ...CT C6.C GGAC T.TCT T.A.C.TA.C .AC- CÍA. C.C. .c ...A... ..C T... 
59 7AGT.. ..AC TIGAñ. C ..A..T. ...CI C. .c A.AC CCTCT .CAC.TTAT. .AT,- CTA. ..G. . .c. .c .,AA... T.. ,.c. 
78 AAGT.. ..AC ITGAA. C ..A..T. ...CT C. ,c A.GC CCCCT .CAC.TTAT. .AT.- CTA. . .G .CC. .0 ..AR.. T.. ..C. 
84 AAGI. . . .AC TT.AAA C G A. C.A.CT. ...CT C. .c GGAC T.TCT T.A.C.TA.C .AC- CTA. C.C. .c .. .A. . . .c T.. . 
94 AAG. . . ..AC TTGAA. C .G .AA..T. . . .CT c. .c A.GC CCICT .CAC.TTAT. AAT.- ATA. . .G ..c. .c . .AA.C T.. ..C. 
102 AAGT.. ..AC TT.AAA c G A. C.A.CTC ...CT C. .c GGAC T.TCT T.A.C.TA.C .AC- CTA. . .c. .c ...A.. . .c T... 
111 AAGT.. . .AC TT.AAA c G A. CAA.CTC ...CT c. .c GGAC T.TCT T.A.C.TA.C .AC- CTA. C.C. .c ...A.C ..C T... 
117 AAGT.. ..AC TT.AAA c G C.A.CTC . . .CT C. .c GGAC T.TCT T.A.C.TA.C .AC- CTA. C.C. .c . ..A.. ..c T... 
145 AAGT.. ..AC TTGAA. c ..A..T. ...CT C. .c A.AC CCTCT .CA-.TTAT. .AT.- CTA. . .G . .c. .c ..AA.. T.. ..C. 
158 AAGT.. ..AC TT.AAA c G A. C.A.CTC ...CT c. .c GGAC T.TCT T.A.C.TA.C .AC- CTA. .c ...A.. .,c I... 
189 AAGT,. ..AC TT.AAA c G C.A.CTC ...CT C. .0 GGAC T.TCT T.A.C.TA.C .AC- CTA. C.C .c ...A.. .,c T... 
190 AAGTC.C.A. TT. .A. c ..A..T. ...CTCC.G. R.ftT CCTTT ..A...TAG. .ATRC 
194 TTGAA. c .G ..A..T. ...CT c. .c A.GC CCTCT .CAC.TTAT. AAT.- TTA. . .G ..c. .c ..AA.C T.. ..C. 
203 ???T,. . ..C TT.AA. c G A. C.A.CT. ...CT.C. .c GGAC T.TCT T.A.C.TA.C .AC- CTA. ... ...G.. ... 

F I G U R A 4 . 1 7 . Posicions variables que definexen els dos llinatges de la tonyina. Per la 
ciada 1 només están representats els haplotipus amb freqüéncia superior a 1. 

La reconstrucció fiiogenética amb l'algorisme del neighbor-joining basat amb 

la distancia gamma Tamura-Nei (a = 0,27) i amb un bootstrap de cinc-centes 

repliques construeix una genealogía amb dos llinatges clarament 
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diferenciats, ciada 1 i ciada 2 (F IGURA 4 . 1 6 ) . El node que separa els dos 

llinatges té una robustesa molt elevada amb un valor de bootstrap del 9 9 % . 

La consistencia de la separado deis dues agrupacions ve definida per tretze 

canvis fixes, vuit deis quals son transversions, dues delecions, dues 

Insercions i una transido (F IGURA 4 . 1 7 ) . El nombre mitjá de substitucions 

entre les dues ciados amb la correcció intrallinatge és de Da = 0 , 0 8 7 ± 

0 , 0 0 4 . 

La gran quantitat de transversions que separa els dos llinatges sembla no 

está en concordanga amb el patró de substitució de l'ADNmt amb moltes 

mes transicions que transversions. Aquest fet, segurament indica una 

separado molt clara deis dos llinatges. A mes les substitucions múltiples que 

afecten a les transicions podria haver portat a l'homoplásia d'alguna posició. 

La ciada 1 agrupa cent vuitanta-vuit haplotipus que representen 2 9 9 

individus Els valors de diversitat estimats per aquest llinatge son h = 0 , 9 8 9 ± 

0 , 0 0 2 i ;r= 0 , 0 2 1 ± 0 , 0 1 1 (TAULA 4 . 2 3 ) . La majoria de la variado nucleotídica, 

un 6 9 % , es sitúa ais extrems de l'arbre amb canvis no informatíus 

(apomorfies). El 3 1 % restant deis canvis son compartits (sinapomorfíes) i es 

sitúen a la base de l'arbre. Només els nodes que comparteixen mes d'un 

canvi presenten valor de bootstrap superior al 5 0 % . 

T A U L A 4 . 2 3 . Nombre d'individus, nombre d'haplotipus i resum deis índexs de diversitat 
molecular per a les dues d a d e s i per a la totalitat de les mostres en la tonyina. 

Uinatge n Nombre índexs de diversitat molecular 
Uinatge n 

d'lnapiotipus haplotípica (h) nucleotídica (n) 

Ciada 1 299 188 0,989 ±0 ,002 0,021 ±0 ,011 

Ciada 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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F I G U R A 4 . 1 8 . Filogenia neigtibor-joining amb distancia gamma Tamura-Nei (a = 0,27) deis 
cent vuitanta-vuit haplotipus del primer llinatge. Els números en els nodes indiquen valors de 
confíderice probability superiors al 75% després de 500 repliques. 
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L'análisi fiiogenética independent deis cent vuitanta-vuit haplotipus del primer 

llinatge mostra una certa estructurado interna de la genealogía (F IGURA 

4.18). Tot i que no hi ha cap node a la base de l'arbre amb un valor de 

bootstrap elevat, sí que s'observa una agrupació monofilética de trenta-tres 

haplotipus. El node que separa aquest grup monofilétlc pren una relativa 

robustesa quan es realitza un test de llargária de les branques interiors, 

confidence probablity CP = 86. 

La presencia dins de la ciada 1 del grup monofiléfic s'observa clarament en 

l'arbre mst (F IGURA 4 . 1 9 ) tot i que per a una millor visualització de l'arbre mst 

del primer llinatge només s'hagin emprat els haplotipus amb freqüéncia 

superior a u. La topología de l'arbre és relativament similar a la d'una estrella 

17 

2 

F I G U R A 4 . 1 9 . Arbre mstáels haplotipus de fa ciada 1 amb freqüéncia 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 sitúa 

l'haplotipus amb mes freqüéncia, haplotipus 1 amb freqüéncia divuit, sino hi 

ha situat l'haplotipus 7 amb una freqüéncia de cinc individus. D'aquest 

haplotipus central deu seqüéncies 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 

seqüéncies divergeixen en una mitjana de 6,67 canvis amb un máxim de 

d'onze canvis. El grup monofilétic tampoc posiciona al centre l'haplotipus 

amb mes freqüéncia, haplotipus 2 freqüéncia 13, sino que s'hi sitúa 

l'haplotipus 20 amb freqüéncia 2. 

4.3.2.1. Análisi independent de la ciada 2 de la tonyina 

La filogenia del segon llinatge está molt mes estructurada amb diversos 

nodes interns amb valor de bootstrap elevat. De la genealogía destaca la 

presencia de dos llinatges interns, ciada 2a i ciada 2b, suportats amb un 

valor de bootstrap del 94% i 95% respectivament (vegeu F IGURA 4.20). La 

representació mst confirma la presencia deis dos llinatges interns (FIGURA 

78 < I 4 5 
4 3 ^ 5 9 

203 
58 158 189 

clade2b 

cíade 2a 1 canvi 190 

F I G U R A 4 . 2 0 . Representació mst de la ciada 2. 
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4.19). La variació nucleotídica, más del doble que la del primer llinatge (;r = 

0,077 ± 0,039) i que difereix significativament d'aquesta (f á'student, P -

0,037), está repartida prácticament al 50% entre sinapomorfies i apomorfies. 

Peí que fa al valor estimat de diversitat haplotípica {h = 0,978 ± 0,024) no és 

significativament diferent a la del primer llinatge (f d'studeni, P = 0,238) i a la 

estimada per a la totalitat del conjunt de dades (/ d'studen\, P = 0,230). En 

aquest llinatge s'agrupen disset haplotipus que representen vint individus, 

només els haplotipus 35 i 40 teñen freqüéncia superior a u, amb dos i tres 

individus respectivament. 

La gran divergencia de les seqüéncies deis haplotipus que pertanyen a la 

ciada 2 respecte a les de la dada 1 ja es va observar preliminarmant en el 

moment d'entrar les seqüéncies a l'editor. A mes, una comparado inicial va 

suggerir una gran homología de part d'aquestes seqüéncies amb les 

seqüéncies de la bacora. Segons aixó, l'análisi del segon llinatge s'ha 

realitzat conjuntament amb les seqüéncies del primer domini de la regió 

control d'altres especies de Thunnus. Per a realitzar aquest análisi s'han 

utilitzat les seqüéncies de dnc especies addicionals del genere Thunnus (T. 

tonggol, T. albacares, T. maccoyi, T obesus i T. alalunga) i una subespécie 

(7. thynnus orientalis). Les seqüéncies de les especies T. tonggol, T. 

T A U L A 4 . 2 4 , Proporció de transicions / transversions (r) i divergencia nucleotídica entre les 
especies de Thunnus. Els valors per sobre la diagonal indiquen r entre parell 
d'espécies. Valors a la diagonal r dins de cada especie. Valors per sota la 
diagonal indiquen divergencia nucleotídica, Da , estimada amb la distancia 
gamma Tamura-Nei (a = 0 , 2 7 ) entre parells d'espécies. 

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

T. alalunga 4 9,3 3,8 1,9 1,5 1,4 

T. t. orientalis 6 0,074 1,9 1,6 1,4 1,3 

Tmaccoyii 3 0,128 0,126 --* 4,3 4,7 

T.t. thynnus 9 0,132 0,138 0,082 28,5 2,3 

T. albacares 5 0,174 0,161 0,087 0,105 17,8 

r. obesus 4 0,127 0,134 0,060 0,076 0,057 

7". atiantlcus 5 0,151 0,149 0,097 0,104 0,030 0,069 

4,5 

2,7 

4.3 

1,4 

1,3 

5 

3,1 

3.1 

1.8 

3,2 

1,2 

1,1 

5 

* valor d'r no estimat ja que no es presenta cap transversió intraespecífica. 
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albacares, T. maccoyi, i T. obesus i la possible subespécie T. thynnus 

orientalis les ha cedit el Doctor J . R. Aivarado Bremer i están publicadas a 

Aivarado Bremer etal. (1997). Peí que fa a la bacora s'han utilitzat els quatre 

primers haplotipus d'aquesta especie, anomenats per a aquesta análisi TA I , 

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 deis quals 

pertanyen al grup monofilétic descrit anteriorment (2, 14, 20 i 38). Com a 

seqüéncies de referencia s'han emprat els dos primers haplotipus del 

bonítol, SS1 i SS2 . La T A U L A 4.24 resumeix el nombre d'individus utilitzats 

per a cada especie. 

En el moment que es volen analitzar seqüéncies d'espécies varíes l'análisi 

filogenética pot estar afectada per la saturado i per tant l'homoplásia. El 

valor d'r =1 ,5 estimat quan s'analitzen totes les seqüéncies de totes les 

especies en conjunt és inferior al qualsevol estimat intraespecíficament. 

Aquest fet és un indici de la possible saturado de les transicions típica de 

l'ADNmt. La confirmado de la saturado ve donada per la F I G U R A 4.21 (treta 

a partir de les dades de la T A U L A 4.24), a mesura que es comparen especies 

mes divergents la relació transicions / transversions decreix degut que les 

transicions pateixen substitucions múltiples i queden emmascarades, en 

o 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 

Distancia Da 

F I G U R A 4 . 2 1 . Relació de la distancia Da i la proporció transicions / transversions (r) entre 
totes les seqüéncies de Thunnus. 
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canvi les transversions continúen acumulant-se. Així per exemple, la 

proporció transicions / transversions s'acosta a la unitat a les comparacions 

entre les especies mes divergents. 

L'análisi fiiogenética de la ciada 2 juntament amb les seqüéncies de totes les 

especies de Thunnus s'ha emprat la parsimonia EOR que disminueix l'efecte 

de la saturado i l'homoplásia sobre la reconstrucció de l'arbre. Per a realitzar 

aquest tipus d'análisi es necessari calcular el pes de cada canvi respecte la 

relació entre el nombre de canvis observats i el nombre de canvis esperats 

per a cadascuna de les categories. A la T A U L A 4.25 es presenten el valors 

esperats i observats de les mítjanes deis sis possibles canvis i el seu pes 

corresponent a íntroduir a la step matrix de la parsimonia EOR. El patró de la 

sobreacumulació de les transicions sobre les transversions es torna a 

observar en aquesta 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 

ia parsimonia EOR s'han calcuiat les seqüéncies consens de cada especie i 

de les dues dades (dada 2a i 2b), i amb un test de bootstrap de mil 

repliques s'ha estimat la robustesa de les branques. Addicionalment, també 

s'ha realitzat una análisi fiiogenética de distancia {neigbor-joining amb 

distánica gamma Tamura-Nei, a - 0,27) sense cap tipus de pes per a cap 

canvi i utiitzant totes les seqüéncies disponibles de totes les especies. 

T A U U 4.2S. Esbiaixament de íes transicions i transversions en ei primer domini de la regió 
control de les c inc especies de Thunnus i de la subespécie de 7. f. oríentalis. 

Transicions Transversions 

T<^ A o T A o C 

Observat 8 15 8 5 1 1 

Esperat 6,77 6,05 8,2 7,04 5,8 4,6 

E O R 0.8 0,4 1 1,4 5,8 4,6 

Pes 2 1 1 1,4 5.8 4,6 
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Tot i que el resultat de les dues diferents análisis filogenétiques donen un 

arbre que expliquen una possible relació entre les especies de Thunnus no 

és l'objectiu d'aquest apartat, una explicado detallada de les relacions entre 

el Thunnus es troba a la referencia Alvarado Bremer et al. (1997). 
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F I G U R A 4.21. Arbres filogenétics 
entre les sis especies de Thunnus, 
les dues subespécies de T. t. 
thynnus i la ciada 2. A) Arbre de la 
parsimonia EOR entre les 
seqüéncies consens. B) Arbre 
neigbor-joining amb la distánica 
gamma Tamura-Nei (a = 0,27). E l 
valors en els nodes representen 
percentatges de bootstap 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 

(ciada 2a i clade 2b). La dada 2a amb vuit haplotipus (58, 84, 102,111, 117, 

158, 189 i 203) forma un llinatge germá amb el T. t orientalis amb un elevat 

grau de consistencia per a qualsevol de les dues análisis (percentatge de 

bootstrap 99% per a l'análisi basat en distancia i 93,5% per a la parsimonia 

EOR). Similarment, l'altre llinatge amb els nou haplotipus restants (35, 40, 

43, 59, 78, 94, 145, 190 i 194) forma un node compartit amb les seqüéncies 

de la bacora. Fins i tot l'haplotipus 40 de tonyina comparteix exactament la 

mateixa seqüéncia que l'haplotipus TAI de la bacora. 

La parsimonia EOR de les 12 seqüéncies consens es resolt amb un sol arbre 

máxim parsimónios d'elevada consistencia {le - 0,74; k - 0,26). La 

consistencia ve donada peí fet d'analitzar seqüéncies consens, i per tant es 

disminueix la possible homoplásia per les substitucions intraespecífiques, 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 7. t orientalis, i en aquest cas juntament amb les seqüéncies de 

la ciada 2, teñen un origen monofilétic separat de ia resta de seqüéncies de 

T. t thynnus. Per altra banda, la posició de les seqüéncies del primer llinatge 

s'ajusta perfectament a la filogenia explicada per Aivarado Bremer et al. 

(1997). La dada 1 forma un grup germá amb el T. maccoy//separat de les 

tonyines del subgénere Neothunnus. 

4.3.3. Análisi de la variabilitat genética 

Per a realitzat totes les análisis de l'estructura de variabilitat genética en la 

tonyina no s'ha tingut en compte les seqüéncies de ia dada 2. L'eliminació 

d'aquest llinatge es deu a la gran divergencia respecte al primer llinatge i la 

seva similitud a seqüéncies d'altres especies. 
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4.3.3.1. EstabHitat temporal de la varíabilitat geriética dins del Mediterrani 

La disponibilitat de mostres capturades dins de la mateixa área geográfica al 

llarg de diferents anys permet avaluar l'estabilitat temporal de la variabilitat 

genética dins de cadascuna d'aquestes localitats. Evidentment, per a 

realitzar aquesta análisi només s'han utilitzat les localitats de les que es 

disposa de mostres capturades en diferents anys (TAULA 4 . 2 6 ) . De totes 

aqüestes, Túnica mostra que no s'ha utilitzat és la corresponent al golf de 

Valencia de l'any 9 5 ja que la seva grandária mostral és de només dos 

individus. 

L'análisi d'aquest apartat s'ha realitzat per a cada localitat per separat. En 

primer lloc s'ha avaluat Testabilitat de la variabilitat al llarg del temps 

comparant els índexs de variabilitat molecular estimats per a cada mostra 

amb una t d'student. Seguidament, també s'ha comprovat rheterogeneítat 

genética mitjangant una análisi de l'AMOVA agrupant totes les mostres de 

cada localitat en un sol grup. 

T A U L A 4 . 2 6 . Grandáries mostráis i índexs de diversitat molecular de cadascun de les 
mostres utilitzades per Tanálisi temporal. 

ANYS 

Localitat 94 95 96 97 total 

golf de = ± O.O^S " = 0.984 ± 0,040 h = 0,991 ± 0,005 
11 2* 14 67 92 

Valencia ; r=0 ,019±0 ,011 a-=0.025 ±0,014 1= 0,021 ±0.011 

h = 1.000 ±0,0X1 fi = 0,976 ±0,024 /j = 0,991 ±0,010 
Liguria 14 22 36 72 

)t = 0,025 ±0,013 ;r= 0,018 ±0,001 ;r= 0,020 ± 0,010 

, /l = 0,981 ±0,046 ft = 0,987 ±0,012 

Tirré 12 31 43 

ff=0,018±0.010 / r =0 ,020±0 ,011 

. /)= 1,000 ±0,076 ft = 0,988 ±0,021 

Jóme 22 19 41 
ff= 0,025 ±0,015 «•= 0,024 ±0,013 

* mostra no utilitzada per l'análisi d'estabilitat temporal. 
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T A U L A 4 , 2 7 . Comparació dos a dos deis índexs de diversitat molecular deis diferents anys i 
resultat de l'análisi de l'AMOVA per a cada localitat. 

golf de Valencia 

Liguria 

9 6 

9 7 

9 4 

0 , 1 1 2 

0 , 3 4 5 

95 

9 6 0 , 1 0 0 

9 7 0 , 2 5 8 

96 

0 , 3 8 1 

96 

0 , 1 0 2 

9 4 

0 , 2 2 8 

0 , 2 7 6 

9 6 

0 , 0 7 3 

96 95 

0 , 0 6 2 

0 , 2 1 0 0 , 3 6 8 

AMOVA* 

0 . 8 8 9 ± 0 . 0 0 8 

0 . 5 5 6 ± 0 . 0 1 3 

Tirré 96 

9 7 0 , 3 9 4 

96 

0 , 0 7 8 0 . 5 8 4 ± 0 . 0 1 8 

Jónic 96 

9 7 0 , 3 7 0 

96 

0 , 2 3 8 0 . 2 1 3 ± 0 . 0 1 1 

*Probabilitat d'obtenir un valor mes extrem del component de la variáncia i l'índex 0ST que 
els observats per atzar després de 1 0 0 0 randomitzacions. 

Totes les análisis en tots els anys i en totes les localitats coincideixen amb el 

resultat d'una diferencia no significativa (TAULA 4.27). La manca de 

diferenciació deis índexs 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 diferencies no significatives de YAMOVA 

T A U L A 4 . 2 8 . Grandária mostral, nombre d'haplotipus i índexs de diversitat molecular per a 
les sis mostres després de l'análisi temperáis. 

Localitat n 
Nombre índexs de diversitat molecular 

Localitat n 
d't^aplotipus haplotípica {h) nucleotídica {n) 

Egeu 9 7 * 2 1 1 9 0 , 9 9 0 ± 0 , 0 1 7 0 , 0 1 9 ± 0 , 0 1 0 

Jónic 2 6 2 2 0 , 9 8 7 ± 0 , 0 1 3 0 , 0 2 5 ± 0 , 0 1 3 

Libia 9 9 * 1 0 1 0 1 , 0 0 0 ± 0 , 0 4 4 0 , 0 2 0 ± 0 , 0 1 1 

Tirré 4 2 3 4 0 , 9 9 8 ± 0 , 0 0 8 0 , 0 2 0 ± 0 , 0 1 0 

Liguria 6 6 5 3 0 , 9 9 8 ± 0 , 0 0 8 0 , 0 2 2 ± 0 , 0 1 2 

Valencia 8 7 6 7 0 , 9 9 1 ± 0 , 0 0 3 0 , 0 2 1 ± 0 , 0 1 1 

T O T A L 2 9 9 1 8 8 0 , 9 9 8 ± 0 , 0 0 2 0 , 0 2 1 ± 0 , 0 1 1 

* mostres no utilitzades a l'análisi de l'estabilitat temporal 
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confirmen la no heterogeneítat 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 així poder treballar en grandáries 

mostráis mes elevadas. Peí que fa la a la localitat del golf de Valencia, la 

mostra de l'any 95 amb una grandária mostral de dos individus s'ha agrupat 

amb la resta de les mostres d'aquesta localitat. La T A U L A 4.28 presenta la 

grandária, nombre d'haplotipus i índexs de diversitat de totes les localitats 

després de l'agrupació. 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 l'análisi de l'estabilitat temporal. 

4.3.3.2. Estructura geográfica de la variabilitat genética dins del Mediterrani 

Seguint amb el patró de les sis localitats dins del mediterrani s'ha analitzat la 

possible estructuració de la variabilitat dins d'aquest mar. Cal recordar que 

només s'utilitzen les cent vuitanta-vuit haplotipus de I dada 1. 

La distribudó de la freqüéncia deis haplotipus no és significativament diferent 

entre les sis localitats (P = 0,998 ± 0,001). Similarment, la distríbució de les 

dues agrupacions de la dada 1 tampoc está heterogéniament repartida entre 

les sis localitats mediterránies (P = 0,985 ± 0,009). 

T A U L A 4 . 2 9 . Análisi de la variáncia molecular utilitzant la distancia gamma Tamura-Nei (a = 
0,27) agrupant les sis localitats de la tonyina del Mediterrani en un sol grup. 

gdl 
Suma de 
quadrats 

Components de 
la variáncia 

Percentatge 
de variado 

índexs de 
fixació 

P* 

Entre localitats 5 24,711 0,023 0,63 0ST 0,006 0,097 

Dins de localitats 246 975,504 3,965 98,37 

* Probabilitat d'obtenir un valor mes extrem del component de la variáncia i l'índex <PST que els observats per atzar 
després de 1000 randomitzacions. 
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T A U L A 4 . 3 0 . Matriu de la diferenciado genética de la comparació dos a dos de les sis 
localitats del Mediterrani de la tonyina . Per sota la diagonal están 
representáis els valors de 0ST i per sobra els valors P després de 1 0 0 0 
permutacions. 

Egeu Jónic Libia Tirré Liguria Valencia 

Egeu 0 . 9 0 0 + 0 , 0 2 7 0 . 6 4 8 + 0 . 0 5 1 0 . 6 8 4 ± 0 , 0 5 7 0 . 7 0 2 ± 0 , 0 4 8 0 . 3 8 7 ± 0 , 0 4 5 

Jónic 0 .021 -- 0 , 4 3 2 ± 0 . 0 5 2 0 . 0 6 3 ± 0 , 0 1 9 0 , 0 1 8 ± 0 , 0 1 2 ' ' 0 , 0 5 5 ± 0 , 0 2 4 

Libia - 0 , 0 0 5 0 . 0 0 1 0 , 8 5 5 ± 0 , 0 4 1 0 , 8 1 2 ± 0 . 0 3 9 0 , 4 9 5 ± 0 , 0 4 9 

Tin-é - 0 , 0 0 7 0 . 0 2 2 - 0 , 0 2 0 . 9 3 6 ± 0 , 0 2 0 0 . 2 6 1 ± 0 , 0 3 1 

Liguria - 0 , 0 0 9 0 , 0 2 9 - 0 , 0 1 8 - 0 . 0 0 9 0 , 0 3 6 ± 0 , 0 1 8 " 

Valencia - 0 . 0 0 1 0 . 0 1 8 - 0 . 0 0 9 0 . 0 0 4 0 . 0 1 3 

"valors no significatius després de la correcció de Bonferroni 

L'análisi de l'AMOVA de les sis localitats agrupades en un sol grup mostra 

una diferencia no significativa entre les sis localitats (P = 0,097; T A U L A 4.29). 

La distribució deis components de la variáncia segueix un patró similar a les 

altres dues especies, la majoria de variáncia es troba dins de les localitats 

(98,37%) tal i com s'espera al utilitzar un marcador amb una gran variabilitat. 

En aquesta especie la variabilitat no está heterogéniament repartida tal com 

ho demostra un valor de #sr molt baix i la seva probabilitat no significativa. 

La comparació 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 variáncia com a la distancia Da ( T A U L A 4.31) suggereixen 

T A U L A 4 . 3 1 . Matriu de la distancia Da entre les s is localitats. Pe r sota la diagonal están 
representáis els valors de Da i per sobra els valors de P estimats després de 
1 0 0 0 permutacions. 

Egeu Jónic Libia Tirré Liguria Valencia 

Egeu 0 , 0 7 7 0 , 5 4 7 0 , 6 3 5 0 , 7 5 0 0 , 3 0 9 

Jónic 0 , 1 9 5 0 , 3 4 0 0 , 0 5 0 " 0 , 0 1 4 " 0 , 0 5 9 

Libia - 0 . 0 4 7 0 , 0 5 3 0 . 8 2 6 0 , 7 8 5 0 . 5 0 2 

Tirré - 0 , 0 4 9 0 , 1 7 4 - 0 . 0 1 7 0 , 9 5 5 0 . 1 7 9 

Liguria - 0 . 0 5 7 0 , 2 2 4 - 0 . 1 3 3 - 0 , 0 7 0 0 , 0 1 8 ' 

Valencia 0 , 0 1 6 0 . 1 3 7 - 0 . 0 4 6 0 , 0 3 9 0 , 1 0 6 

' valors no significafius després de la correcció de Bonferroni 
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una major presencia de la variabilitat genética dins de les localitats que no 

entre les localitats. L'estimació de les femelles migradores a partir de la #sr 

indica un gran flux génic; així per exemple, les localitats amb un flux menys 

elevat teñen fins a unes disset femelles migradores per generado. 

El dendrograma neighbor-joining amb la distancia Da entre parells de 

localitats no segueix cap patró geográfic (FIGURA 4 .23) . A mes, cap de les 

distancies calculadas entre les localitats presenten diferencies significatives. 

Segons tot aixó, es pot concloure que la tonyina del Mediterrani comparteix 

un patrimoni genétic comú amb una gran nivell d'iiomogeneitat genética. 

4.3.3.3. Comparado Atlántic oest i Mediterrani 

Abans de procedir a fer una compareció de la variabilitat genética entre les 

localitats de l'Atlántic Oest i el Mediterrani s'ha comprovat l'estabilitat 

genética de les dues mostres de l'Atlántic Oest. 

Tirré 

Liguria 

¿brúC""""''^ 

Valencia 0,1 
Libia 

F I G U R A 4.23. Arbre neighbor-joining amb la distancia Da entre ¡es sis localitats mediterránies 
de la tonyina 
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T A U L A 4 . 3 2 . Grandária de les mostres, nombre d'haplotipus i resum deis índexs de diversitat 
molecular per a les dues mostres atlántiques i la localitat atlántica en conjunt. 

Localitat n Nombre 
d'haplotipus 

índexs de diversitat molecular 

haplotípica (h) nucleotídica (n) 

Atlánt icas 2 8 2 2 0 , 9 7 6 ± 0 , 0 1 8 0 , 0 2 6 + 0 , 0 1 4 

Atlantic 9 8 1 9 1 7 0 , 9 8 8 ± 0 , 0 2 1 0 , 0 2 0 ± 0 , 0 1 1 

Atlantic (tot) 4 7 3 6 0 , 9 7 6 ± 0 , 0 1 1 0 , 0 2 6 ± 0 , 0 1 3 

Les dues mostres atlántiques presenten nivells de variabilitat similars ( T A U L A 

4.31) tal i com indica la manca de diferencies significatives en la comparació 

de la diversitat haplotípica {t d'student; P = 0,181) i la diversitat nucleotídica 

(í d'student; P - 0,062). La distribució variabilitat genética tampoc mostra 

diferencies significatives entre les dues localitats, tant quan es s'analitza la 

distribució de la freqüéncia deis quaranta-set haplotipus (P= 0.262) com 

quan es realitza Y AMOVA (P = 0.375). 

La manca de diferenciació trobada dins de la localitat de l'Atlánfic oest 

permet analitzar les dues mostres atlántiques 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 rAtlántic, les dues análisis basades en Taproximació de Monte 

Cario, distribució de les freqüéncies deis haplotipus en les localitats i 

distribució deis dos llinatges filogenétics, coincideixen en donar diferencies 

no significatives amb valors de P = 0,973 i P = 0,950, respectivament. 

T A U L A 4 . 3 3 . Análisi de la variáncia molecular utilitzant la distancia gamma Tamura-Nei (a = 
0 , 2 7 ) agrupant les set localitats (sis mediterránies i una atlántica) de la tonyina. 

nrll Suma de Components de Percentatge índexs de p* 
yui quadrats la variáncia de variado fixadó 

Entre localitats 6 2 9 , 3 7 6 0 , 0 2 2 0 , 5 6 0ST 0 , 0 0 5 0 , 0 7 3 

Dins de localitats 2 9 2 1 1 6 5 , 1 1 5 3 , 9 9 0 9 8 , 4 4 

* Probabilitat d'obtenir un valor mes extrem del component de la variáncia i l'índex <Psr que els observats per atzar 
després de 1000 randomitzacions. 
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T A U L A 4.34. Matriu de la diferenciació genética de !a comparado dos a dos de les s is 
localitats del Mediterrani i la localitat atlántica de la íonyina . Per sota la 
diagonal están representáis els valors de ^sr \ per sobra e!s valors P després 
de 1000 permutacions. 

Egeu Jónic Libia Tirré Liguria Valencia Atlantic 

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

Jónic 0,021 0,432 0,063 0,018^ 0.055 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 

Liguria -0.009 0.029 -0,018 -0.009 -- 0,036^ 0,341 

Valencia -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 correcció de Bonfen-oni 

Similarment, l'análisi de l'AMOVA agrupant les set localitats (sis 

mediterránies i una atlántica) en un sol grup presenta una manca 

d'heterogeneítat en la distríbució de la variáncia molecular (TAULA 4.33). 

Com és habitual, gairebé tota la variabilitat es troba dins de les localitats; a 

mes no está heterogéniament repartida tal i com indica el valor baix de #sr i 

la seva probabilitat associada no significativa. 

La matriu de comparació deis valors de 0ST amb la probabilitat associada 

entre tots el pareils de les set localitats torna a presentar una manca 

d'heterogeneítat ( T A U L A 4.34). És a dir, cap de les localitats mediterránies 

Ttrré 

Libia 

Jónic 

F I G U R A 4.24. Dendrograma neightor-pining amb la distancia Da entre tes set localitats de 
tony ina. 
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T A U L A 4.34. Anáiisi de la variáncia molecular utilitzant la distancia gamma Tamura-Nei (a = 
0,27) de tot les localitats mediterránies aantra la localitat atlántiques. 

gdi 
Suma de 
quadrats 

Components de 
ia variáncia 

Percentatge 
de variació 

índexs de 
fíxació P* 

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

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

* Probabilitat d'obtenir un valor mes extrem del component de la variéncia i l'índex <Psr que els observats per atzar 
després de 1000 randomitzacions. 

difereix de l'atlántica. Coincidint amb aquest resultat del dendrograma 

neighbor-joining amb la distancia Da entre tots el parells de localitats no 

segueix cap estructura geográfica (F IGURA 4 . 2 4 ) . 

La no diferenciació genética entre la tonyina atlántica i mediterránia es veu 

ratificada per la manca de diferencies significatives genétiques entre l'atlántic 

i tot el mediterrani en conjunt. De les tres análisis per a comparar l'Atlántic i 

el Mediterrani (distribució de la freqüéncia deis haplotipus, distribució deis 

dos llinatges i análisi de \'AI\/IOVA), només la distribució de la freqüéncia deis 

cent vuitanta-vuit presenta diferencies significatives ( P = 0 , 0 1 5 ) . En canvi, la 

distribució deis dos llinatges ( P = 0 , 8 8 6 ) i / ' A M O V A ( T A U L A 4 . 3 4 ) presenten 

una probabilitat no significativa. La probabilitat significativa de la distribució 

de la freqüéncia deis haplotipus ve donada per la gran quantitat d'haplotipus 

exclusius de cada localitat, deis cent vuitanta-vuit haplotipus només onze 

son compartits per les dues conques. Ara bé, tot i la presencia d'haplotipus 

exclusius per cada localitat, la manca de diferencies de / ' A M O W \ indica una 

gran homología de seqüéncia entre els haplotipus de l'Atlántic i el 

Mediterrani. Addicionalment, el baix valor de 0sr indica un gran flux genétic 

entre les dues localitats estimat en unes dues centes quaranta femelles 

reproductores per generado. 

En resum, no es pot establir una heterogeneítat de l'estructuració geográfica 

de la variabilitat genética de la tonyina . E ls resultats indiquen en primer 
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T A U L A 4.35. Parámetres de la distribució deis aparellaments discordants deis cent vuitanta 
vuit haplotipus de la ciada 1 de la tonyina . P indica la bondat d'ajustament de 
la distribució observada a l'esperada segons Rogers (1995). 

Atlantic / Mediterrani 

n 299 

Parámetres 

6b 0,235 

Oí 74,727 

T 7,118 

P 0.959 

terme una gran homogenització genética de la tonyina dins del Mediterrani i 

també entre l'Atlántic i el Mediterrani. 

4.3.4. Análisi de la demografía histórica 

El resultat d'una manca d'heterogeneítat genética entre les localitats 

atiántiques i mediterránies de la tonyina permet fer una análisi de la 

demografía histórica per a totes les dades en conjunt. 

La distribució deis aparellaments discordants pren una forma unimodal amb 

un pie ais cinc canvis i una mitjana de 6,9 canvis (FIGURA 4.22). La mostra de 

la distribució no difereix significativament a la distribució esperada segons el 

sudden expansión model ( T A U L A 4.35). Segons aixó, la poblado de tonyina 

0,2-] 

Nombre d'aparallamenls discordants 

FiGU$^ 4.22. Distribució deis aparellaments discordants deis cent vuitanta-vuit haplotipus de 
la ciada 1 de la tonyina . E l grafio en línia indica la distribució esperada segons els sudden 
expansión model. 
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de TAtlántic i el Mediterrani ha sofert un procés de coll d'ampolla del qual 

s'está recuperant. 
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5 . Discussió 

5.1. CALIBRATGE DEL RELLOTGE MOLECULAR EN EL BONÍTOL, LA 

BACORA I LA TONYINA VERMELLA. 

L'aplicació del rellotge molecular per datar les filogénies i els processos 

demográfics está pie de controvérsies. Les molécules, i amb un grau major 

les que evolucionen a una ritme elevat, no son un rellotge perfecto per 

estimar els temps deis processo biológics (Saccone et al., 1993). Ara bé, no 

es pot deixar de banda l'aplicació del rellotge molecular ja que moltes 

vegades és rúnica font d'informació temporal disponible (Avise, 1994; pág 

108). 

Fins a la data, no existeix cap calibratge del rellotge molecular peí domini I 

de la regió control de la familia Scombridae. L'única aproximado en una 

especie similar i en el mateix segment s'ha realitzat en l'emperador {Xiphias 

gladius) per Alvarado Bremer et al. (1995). Els autors proposen una taxa del 
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T A U L A 5 . 1 . Valors de divergencia del D-loop i el citocrom b en la comparació dos a dos de 
les tres especies. 

Comparació D-loop citb Proporció 

Bonítol / Bacora 0,180 0,020 9 

Bacora / Tonyina 0,060 0,011 5,45 

Tonyina / Bonítol 0,171 0,026 6,5 

mitjana 6 9 = 7 

12% per míiió d'anys peí domini I d'aquesta especie després de relatívitzar el 

ritme d'evolució d'aquest fragment respecte a la totalitat del genoma 

mitocondrial. 

Amb una aproximado similar a la d'Alvarado Bremer et al. (1995), es pot 

estimar a grans trets el ritme d'evolució del domini I en les tres especies. La 

disponibilitat de les seqüéncies del gen mitocondrial del citocrom b (cit b) en 

les tres especies^ i el coneixement de la taxa d'evolució en peixos (1-2%, 

Kocher & Carieton, 1997) permet calibrar, mitjanpant una comparació, el 

ritme d'evolució del D-loop per a aqüestes especies. 

En primer líoc s'ha estimat la divergencia dos a dos de les especies peis dos 

fragments mitocondrials amb la distancia Kimura 2-paramteres (Kimura, 

1980). Per evitar l'efecte de la saturado la distancia genética només tenint 

en compte les transversions (TAULÍV 5.1.). Segons aquest resultats, el D-loop 

presenta un ritme de substitució unes set vegades mes elevat que el del cit 

b. Així, amb la base d'un ritme de substitució d'1-2% per milió d'anys del cyt 

b en peixos (Kocher & Carieton, 1997) es pot estimar que el ritme de 

subsitució del D-loop per a aqüestes especies és entre 7-14% per milió 

d'anys. 

^ Accession numbers al GeneBank de les seqüéncies de citocrom b: bonftol, L15549; bacora, D63491, L11556; 
tonyina vermella, D63494, L11560, X81563. 
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La relació 7:1 entre D-loop i cit b és superior a la relació 5:1 generalment 

acceptada en peixos (Meyer, 1993). El ritme relativament baix d'evolució del 

cit b descrit peí bonítol i la tonyina vermella, entre altres perciformes, 

explicaria l'augment de la relació (Cantatore et al., 1994). 

Tot i que el ritme d'evolució de 7 a 14% per millo d'anys és superior a 

l'estimat per Donaldson & Wiison (1999) per l'espécie perciforme 

Centropomus, s'han descrit taxes similars a altres especies de peixos. A 

banda del ritme d'evolució citat anteriorment per l'emperador (12% per milió 

d'anys; Alvarado Bremer et al., 1995), Brown et al. (1993) proposa una taxa 

de substitució d'11-13 % per Testurió {Acipenser transmontanus). D'altra 

banda en mamífers s'han descrit taxes d'evolució similars peí mateix 

segment mitocondrial, en l'home Vigilant et al. (1991) estima una taxa de 

11,5.17,3% per milió d'anys i Stewart & Baker (1994) descriu una taxa de 15-

20% per milió d'anys peis rosegadors. 
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5.2. B O N Í T © L 

S . 2 , 1 . Estroctura f©@gfif lca i « ia variabil itat genética 

El primer indici de restructuració genética per al bonito! entre tes tres 

l©©alitats estudiadas apareix en la distribució desigual deis des i r ta t ies 

filogenétics. Ambdós ll inaties presenten una certa ubiqüitat, tots dos 

presenten individus de les tres' localitats. Ara bé, la ciada 1 está fomiat quasi 

exclusivament per individus de fora de l 'Efeu, prácticament un 9 © % (quinze 

de disset) deis individus d'aquest üinatg© son de les iocaliíats de Liguria i de! 

Jénic. Per altra banda, la majoria deis Individus de l'Egeu, catorze de seízt, 

es troben dins de la dada 2 ( F I G U R A 5 .1 ) . 

F I G U R A 5 . 1 . Freqüéncia de íes dues ciades en tes tres localitats del bonítol. L'área ©n gris 
indica la línia batimétriea d© 2 0 0 m. 

Les análisis basades en la variabilitat de seqüéncia, Holsigner & Wason-

Gamer (199i), distancia Ba i AMOVA, a part de considerar rhsterogeneííat 

de la distribueié deis Híñales també p tn ieren la gran divergéneia entre tes 
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clades. En principi quan s'anaützen les tres localitats per separat no 

s'observa una clara estructurado de la variabilitat genética. L'únic resultat 

confirmat per totes les análisis és una gran homología genética entre Liguria 

i Jónic. Amb aquesta base, la comparació d'aquestes dues localitats, 

agrupades com una sola, contra la localitat de l'Egeu sí que s'observa un 

nivell de diferenciado genética bastant elevat. 

Segons aquests resultats no es pot acceptar la hipótesi d'un sol patrimoni 

genétic del bonítol entre les tres localitats estudiadas. Així dones, el bonítol 

presenta una clara heterogeneítat de la variabilitat. La variabilitat genética 

s'estructura en dues localitats: una a l'Egeu i una altra les localitats de 

Liguria i Jónic conjuntament. L'ait nivell d'estructuració genética entre 

aqüestes localitats es deu a la distribució cíarament heterogénia deis dos 

llinatges filogenétics i a la gran divergencia de seqüéncia entre aqüestes 

dues clades. 

Coincidint amb aquest resultats, un estudi recent d'isoenzims de les 

mateixes mostres, pero amb una grandária mostral mes elevada, confirma la 

separado del mar Egeu respecte del grup Liguria / Jónic (Pujolar 

comunicado personal). Per a la localitat de l'Egeu es descriuen diversos loci 

amb freqüéncies cíarament diferenciadas a les trobades en les localitats de 

Liguria i del Jónic. Per al conjunt de les mostres no es compleix l'equilibri de 

Hardy-Weinberg i per tant no es pot acceptar que totes les localitats 

pertanyen a la mateixa poblado panmítica. A mes, el grau d'estructuració 

está cíarament marcat per una Fst significativa tant quan es comparen 

qualsevol de les localitats del Liguria i Jónic contra la localitat de l'Egeu, com 

quan es comparen les localitats de Liguria i Jónic agrupades contra la de 

l'Egeu. 

La presencia de dos estocs genétics del bonítol dins de l'área estudiada té 

una concordanga amb la informado biológica coneguda d'aquesta especie 
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dins del Mediterrani. Basant-se en les árees de reproducció I els patrons de 

migració Rey et al. (1984) diferencien dues subpoblacions al-lopátriques del 

bonítol dins el Mediterrani. La primera subpoblació estaría confinada al 

Mediterrani occidental amb com a mínim tres llocs de posta: al voltant de 

Sicilia, les liles Balears i la costa d'Algéria. La segona subpoblació es 

trobaria entre el mar Egeu i el mar Negre, amb l'área de reproducció dins del 

mar Negre (Demir, 1963). 

La subpoblació del Mediterrani occidental realitza la posta entre la primavera 

i l'estiu (Yoshida, 1980; Rey et al., 1984). Un cop realitzada la posta, el 

bonítol del Mediterrani occidental sembla teñir un patró migratori diferencial 

segons l'área de reproducció. Els individus amb l'área de posta entre Algéria 

i les illes Balears migrarien a fináis de l'estiu i a principis de tardor cap a 

l'Atlántic est per alimentar-se (Rey et al., 1984). Per altra banda, la pesca del 

bonítol a les costes de Sicilia i el mar Jónic al llarg de tot l'any (De Metrio et 

al., 1995) indicaria que la part de la subpoblació amb l'área de posta a Sicilia 

romandria dins del Mediterrani durant tot l'any. 

Segons aixó, les mostres de les localitats de Liguria i Jónic pertanyerien a la 

subpoblació del Mediterrani occidental, la qual realitza la posta prop de 

Sicilia. El contacte entre el mar de Liguria i el Jónic sembla bastant factible, 

la batimetría d'aquesta zona i el comportament nerític de l'espécie no seria 

una barrera per l'intercanvi d'individus entre aqüestes dues localitats. En 

canvi, una migració en aigües poc profundes fins l'área de posta d'Algéria i 

les Balears, i en conseqüéncia fins l'oceá Atlántic, sembla poc probable. Així, 

l'homogeneítat genética entre Liguria i Jónic podría ser conseqüéncia d'una 

compartido de l'área de reproducció, o d'un intercanvi d'individus o les dues 

causes en conjunt. 

La localitat del l'Egeu correspondria a la subpoblació del Mediterrani oriental 

descrita per Rey et al. (1984). Aquesta població es reprodueix entre Maig i 

1 5 2 T E S I D O C T O R A L 



5.2. Bonítol 

Juny en el mar Negre i el mar de Mármara (Mayorava & Tkacheva, 1 9 5 9 ) , i 

cap a la tardor surt a l'Egeu a alimentar-se (Demir, 1 9 6 3 ) . En aquest cas, els 

individus analitzats de l'Egeu correspondrien a la poblado d'individus adults 

que han sortit del mar Negre per alimentar-se. 

Amb la coincidencia deis dos estudis genétics, juntament amb la biología de 

réspede, es pot concloure que el bonítol del Mediterrani i el mar Negre está 

estructurat com a mínim en dues subpoblacions al-lopátriques. L'elevada 

diferenciado deis dos grups suggereix un flux génic prácticament nul entre 

les dues subpoblacions. De fet, el flux genétic entre el complex Liguria / 

Jdnic i l'Egeu, estimat a partir del valor <Psr, és de només unes dues femelles 

migradores per generado. 

L'arxipélag de les illes gregues i la profunditat batimétrica del Jónic podrien 

representar una barrera geográfica per a la migració del bonítol (vegeu 

F I G U R A 5.1 . ) . Contráriament a aquesta conclusió, Roberti et al. ( 1 9 9 3 ) no 

assignen les illes gregues com una barrera geográfica per la migració del 

bonítol. Els autors analitzen la variabilitat de seqüéncia d'un fragment del 

gen del citocrom b de l'ADNmt en individus del mar Jónic, mar Egeu i mar de 

Mármara. De la comparació dos a dos de totes les tres mostres resulta una 

gran identitat genética entre les localitats del Jónic i l'Egeu. En canvi, la 

mostra turca difereix significativament de les altres dues. Per tant, els autors 

conclouen que les illes gregues no son una barrera geográfica que impedeixi 

la migració del bonítol. 

La discrepancia entre l'estudi de Roberti eí al. ( 1 9 9 3 ) i la resta d'estudis 

suggereixen que el patró d'estructuració del bonítol en aquesta área no está 

del tot dar. Així dones, per tal de esbrinar amb exactitud quina estructura 

poblacional presenta el bonítol en el Mediterrani i el mar Negre, els estudis 

posteriors haurien d'emprar metodologies genétiques basadas amb 

marcadors mitocondrials i nuclears, conjuntament amb un coneixement mes 
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exhaustiu de la biología de l'espécie. Per a una bona resolució de l'estructura 

poblacional s'haurien d'incloure mostreíjos mes amplis i de grandária mes 

elevada tant de l'oceá Atlantic prop de l'estret de Gibraltar com a dins del 

Mediterrani i el mar Negre amb especial émfasi a les árees de reprodúcelo. 

5.2.2. Filogeografia i formació deis dos llinatges mitocondrials 

Tot i la necessitat d'un estudi en profunditat, la majoria de proves porten a 

acceptar com a certa ¡'estructura de com a mínim dues subpoblacions dins 

del Mediterrani i el mar Negre. De fet, el treball de Roberti et al. (1993) no 

contradiu aquesta estructura poblacional, sino sitúa en un punt diferent el 

límit entre les dues subpoblacions. 

La presencia de dos llinatges mitocondrials amb una distribudó geográfica 

heterogénia és un patró que s'ha anat repetint en diferents especies de 

peixos pelágics. A gran escala geográfica es troben pautes filogeográfiques 

similars en diversos peixos pelágics. Un deis primers exemples el van 

descriure Fjnnerty & Block (1992) per l'agulla negra {Makaira nigricans). En 

aquest peix s'hi han descrit dos llinatges del citocrom 6, ambdós presents en 

peixos de l'oceá Atlantic i Pacífic, pero amb una distríbució molt heterogénia. 

Posteriorment, Graves & MacDoweII (1995) confirma la distribudó 

heterogénia deis dos llinatges, detectáis en aquest cas per R F L P de tot 

l'ADNmt. En el mateix treball, Graves & MacDoweIl (1995) afegeixen un nou 

exemple amb el peix vela (Istiophorus $p.), on també hi detecten la 

distríbució diferencial de dos llinatges mitocondrials entre rAtlántic, el Pacífic 

i rindió. Dins de la mateixa familia del bonítol, a la tonyina d'ulls grossos 

{Thunnus obesus) també s'hi han observat dos llinatges del D-loop amb una 

heterogeneítat de distribudó de tes freqüéncies entre l'oceá Atlantic i els 

oceans Pacífic i índic (Aivarado Bremer et al., 1998). En una área geográfica 

mes propera, l'emperador {Xiphias gladius) també presenta una dístribució 

heterogénia de les clades de la regió D-loop entre les localitats de l'Atlántic 
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Oest i el Mediterrani (Alvarado Bremer et ai, 1995), Finalment, entre el mar 

Mediterrani i el mar Negre (Magoulas et al., 1996) descriu dos llinatges 

detectats per R F L P de tot l'ADNmt de l'anxova {Engraulis encrasicolus) amb 

una clara hieterogeneítat de freqüéncia entre aquest dos mars. Malgrat la 

gran divergencia d'espécies i per tant de diferents biologies, tots els autors 

coincideixen a relacionar la formado deis dos llinatges a un procés vicariant. 

En el clássic estudi d'Avise et al. (1987) es descriuen cinc categories 

filogeográfiques en base en la divergencia molecular deis tiaplotipus 

mitocondrials i la seva distribució geográfica. E l model descrit anteriorment, 

de dos llinatges amb una distribució heterogénia, cau dins de la categoria 2. 

Aquesta categoria es caracteritza per la coexistencia de diversos llinatges 

divergents en diverses zones geográfiques i una heterogeneítat genética 

entre les diferents localitats. Segons els autors, la formado d'aquest patró 

filogeográfic implica, primer una separado allopátrica que permeti la 

formació deis dos llinatges i, posteriorment un contacte secundari entre les 

diferents árees. 

La distribució actual de les clades, la biología de l'espécie i l'evolució 

geológica del mar Negre i el mar Mediterrani sembla indicar que la dada 2 té 

un origen en el mar Negre i la dada un correspondria a la resta de localitats 

mediterránies. El fet que prácticament tots els individus de l'Egeu es troben 

dins de la dada 2 portaria a assignar aquesta dada per a la localitat de 

l'Egeu. A mes, el resultat de l 'AMOVA posició per posició amb una 

coincidencia prácticament absoluta entre les posicions que presenten 

diferencies significatives entre el grup Liguria / Jónic i el mar Egeu, amb les 

posicions que defineixen els dos llinatges confirma l'assignació geográfica de 

cadascun de les clades. En un pas mes enllá, el patró migratori i de 

reproducció de l'espécie en els mars Egeu i Negre porta a situar l'origen de 

la ciada 2 al mar Negre. 
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La historia de les glaciacions del mar Mediterrani i el Negre en el Plistocé, 

explicaría la formació deis dos llinatges filogenétics. En el Quaternari hi ha 

hagut diversos processos glacials que han anat connectant i desconnectant 

els dos mars (Sara, 1985). Un deis processos mes dramátics hauria estat fa 

un 400 000 anys durant la glaciació Mindel, en la qual el nivell eustátic va 

baixar entre cent quinze i cent vint metros (Nilsson, 1982), i per tant va 

separar els dos mars. Processos similars s'han anat repetint al llarg del 

Plistóce fins al darrer procés glacial, fa uns vint-i-cinc mil anys, amb una 

baixada del nivell marí d'entre vuitanta i cent vint metres. Després d'aquest 

darrer procés de glaciació, els dos mars es van tornar a connectar fa uns 

7150 anys (Uchupi & Ross, 2000). 

Utilitzant el ritme de substitució del 14% per milió d'anys es pot estimar que 

els dos llinatges van divergir fa uns 650 000 anys, uns 200 000 mil anys 

abans de la glaciació Mindel. Tot i els grans errors associats amb el rellotge 

molecular, sembla dar que la separado allopátrica deis dos mars va portar 

a formar la dada 2 dins del mar Negre, quan va quedar aíllat per les 

regressions marines del Plistocé. El nivell de diversitat haplotípica inferior de 

la dada 2 respecte a la ciada 1 corroboraría l'origen mes modern d'aquest 

llinatge. El contacte secundan s'ha donat a partir de l'obertura del Bósfor 

amb un intercanvi d'individus entre els dos mars. Una migració asimétrica, 

amb una major sortida d'individus del mar Negre cap al mar Mediterrani, 

explicaría la presencia del segon llinatge dins del Mediterrani. 

Durant les máximes glacials, la poblado del mar Negre hauria sofert 

reduccions de la grandária poblacional. La forma d'estrella de la filogenia de 

la ciada 2 juntament amb la forma unimodal de la distribució deis 

aparellaments discordants suggereix que la poblado del mar Negre ha sofert 

reeentment un coll d'ampolla del qual s'está recuperant (Slatkín & Hudson, 

1991; Rogers & Harpending, 1992). S i la poblado s'ajusta al model de 

creixement sobtat, tal com és per la ciada 2, amb el parámetro r es pot 
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estimar el temps des de l'últim coll d'ampolla. S i es donen aqüestes 

condicions Harpending et al. (1993) proposa la fórmula r = 2^lt (on ju és el 

ritme de substitució per posició, / la llargária de la seqüéncia i t el temps que 

va comengar l'explosió demográfica). Utilitzant un ritme d'evolució de 0,14 

substitucions per posició per milió d'anys, i amb una r calculada de 2,602 

s'ha estimat que l'expansió de la poblado de l'Egeu va comengar fa uns 

25740 anys, coincidint amb el pie de l'última glaciació. 

La correspondencia del temporal del coll d'ampolla amb la data de l'última 

glaciació fa pensar que la poblado del bonítol del mar Negre, no només ha 

sofert un sol episodi de reducció de la grandária. Segurament, des del primer 

aíllament dins del mar Negre la poblado ha anat patint successives 

reduccions de la poblado relacionadas amb les diverses glaciacions. De fet, 

només el darrer coll d'ampolla deixa una empremta en la distríbució deis 

aparellaments discordants i en la topología de la filogenia (Slatkin & Hudson, 

1991; Roger & Harpending, 1992). 

En conclusió, l'evolució filogeográfica del bonítol es pot resumir en tres grans 

episodis biogeográfics: 

1. Durant les primeres glaciacions del Plistocé, la separado del mar 

Negre respecte el mar Mediterrani va portar a un aíllament de la 

poblado del mar Negre i en conseqüéncia a la formació de la ciada 2 

dins d'aquest mar. La coincidencia del darrer coll d'ampolla amb 

l'última glaciació suggereix que la poblado del mar Negre ha anat 

partint diferents reduccions de la grandária poblacional relacionadas 

amb les successives connexions i desconnexions deis dos mars. 

2. La connexió definitiva entre el mar Negre i el mar Mediterrani a fináis 

de l'Holocé permet un intercanvi d'individus entre els dos mars. La 

distribudó actual deis llinatges es pot atribuir a una migració 
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asimétrica del bonítol, amb una major sortida d'individus cap al mar 

Mediterrani que una entrada d'individus cap al mar Negre. 

3. Actualment hi ha una interrupció del flux génic entre el mar Egeu i la 

resta del Mediterrani. La barrera geográfica possiblement es sitúa 

entre el mar Jónic i l'arxipélag de les illes gregues. 

Coincidint amb la historia poblacional del bonito!, Magoulas eí al. (1996) 

descriuen una evolució molt similar per a les poblacions de l'anxova del mar 

Mediterrani i el mar Negre. Els autors també relacionen la formado de dos 

llinatges mitocondrials amb l'aíllamení del mar Negre durant les glaciacions 

del Plistocé. El posterior contacte entre aquest dos mars, amb una major 

sortida d'individus del mar Negre, explica la presencia deis dos llinatges a 

ambdós mars. Per últim, l'estructura poblacional actual de l'anxova també és 

molt similar a la que presenta actualment el bonítol. 

La coincidencia de resultats de dos estudis independents en dos especies 

sense cap relació evolutiva confirma les conclusions en cadascun deis 

estudis (Avise, 1994; pág. 247-248). A mes, la biología similar de les dues 

especies (mateixa distribució, carácter nerític, llocs de posta similars...) pot 

establir aquesta historia filogeográfica coincident com un patró d'evolució 

poblacional d'aquest tipus d'espécies en aquesta área. 

Finalment, la concordanga de datado de cadascun deis episodis 

biogeográfics del bonítol (formado deis dos llinatges i temps des de l'últim 

coll d'ampolla) amb els diferents episodis geológics ben datats confirma el 

calibratge del rellotge molecular. S i mes no, per al domini I de la regió control 

de l'ADNmt del bonítol. el ritme d'evolució de 0,14 substitucions per posidó 

per milió d'anys no sembla del tot incorrecte. 
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5.2.3. Elevada divergencia deis dos l l inatges mitocondr ia ls 

A l'apartat anterior ja s'avangava que la presencia de dos llinatges 

intraespecífics és una genealogía mitocondrial que es va repetint en algunes 

especies de peixos pelágics. Tot i aixó, a la literatura no existeixen gaires 

estudis en pelágics que analitzin la variabilitat de seqüéncia del D-loop i que 

a mes presentin dos llinatges ben diferenciats. Fins a la data, només s'han 

descrit sis casos amb una genealogía amb dues dades intraespecífics dins 

de la regió control (TAULA 5.2). 

Tal i com es pot observar a ia taula, el bonítol és l'espécie que presenta un 

nivell de divergencia entre llinatges mes elevat. Les úniques especies amb 

una divergencia similar son la bacoreta i la tonyina vermella. En el cas de la 

bacoreta, els dos llinatges teñen una associació filogeográfica completa, una 

dada es troba exclusivament en les mostres de les illes Bermudes de 

l'Atlántic est i l'altre llinatge només es troba a les costes africanos de l'oceá 

atlántic. Peí que fa al valor de la tonyina vermella, la divergencia deis dos 

llinatges está a nivell interespecífic, les seqüéncies de la dada 2 de la 

tonyina vermella coincideixen totalment amb les seqüéncies de la bacora. 

T A U L A 5 . 2 . Especies pelágiques amb dos llinatges intraespecífics de la regió control. 

Especie Da ¡nterllinatge Referencia 

Águila negra {Makaira nigrícans) ??* Finnerty & Block, 1992 

Emperador QCíphias gladius) 2,7% Alvarado Bremer et ai, 1995 

Tonyina d'ulls grossos (Thunnus obesus) 4 ,9% Alvarado Bremer eí a/., 1998 

Bacoreta (Euthynnus alleteratus) 8,6% Alvarado Bremer eí a/., 1999 

Bacora (T. alalunga) 3,3% aquest treball 

Tonyina vermella (T. thynnus thynnus) 8,7% aquest treball 

Bonítol (Sarda sarda) 9 ,1% aquest treball 

* valor de Da no descrit peis autors 
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Amb la base del valor de Da de les comparacions interespecífiques de les 

especies de túnids de la T A U L A 4.24 s'observa que el nivell de divergencia 

interclades del bonítol supera el valor de diferents comparacions 

interespecífiques. Excepte la comparado entre la tonyina d'ulls grossos (7. 

obesus) i el 7. atlanticus, la resta de comparacions interespecífiques dins 

deis dos grups descrits en la filogenia de les tonyines, son sempre inferiors 

ais valors de Da entre els llinatges del bonítol. 

Segons aixó, el valor de Da entre els llinatges del bonítol, i per similitud el de 

la bacoreta, sembla estar al límit del valor de divergencia que defineix 

especie. Ara bé, la introducció del concepte concordanga genealógica en la 

definido d'espécie per Avise & Ball (1990), implica que les relacions 

filogenétiques d'una especie realitzada amb loci independents ha de ser 

coincident. Seguint aquest prineipi, si realment els dos llinatges mitocondrials 

definissin dues especies o subespécies diferents, en l'análisi d'isoenzims 

realitzat en el bonítol també s'esperaria obtenir una divergencia molt 

marcada. Tal i com s'ha comentat anteriorment, tot i que l'análisi d'isoenzims 

coincideix en definir l'estructura pobiacional del bonítol, la divergencia entre 

les dues poblacions no és gaire elevada. A mes, amb una análisi molt 

preliminar del desequilibri citonuclear entre les dades allozímiques i les del 

D-loop no s'observa una correlació entre la variabilitat nuclear i la variabilitat 

mitocondrial. 

Diverses causes podrien explicar relevada divergencia entre els llinatges 

mitocondrials i la baixa dissimilitud observada en els marcadors nuclears. 

L'asimetria dispersiva deis dos sexes pot mostrar patrons d'estructura 

geográfica diferents en els gens de transmissió biparental (alloenzims) i en 

els gens que es transmeten a través d'un sol sexe (ADNmt) (Avise, 1994; 

pág. 227). Així, un possible comportament migratori diferencial de les 

femelles respecte els máseles podría afectar a l'augment de la divergencia 

entre llinatges mitocondrials. Si en aquest comportament les femelles 
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tinguessin la tendencia de quedar-se dins del mar Negre, el genoma 

mitocondrial hauria sofert amb mes incidencia els diferents episodis 

biogeográfics. Addicionalment, a causa de les característiques de l'ADNmt 

els coll d'ampolla de les poblacions i la deriva genética teñen un efecto molt 

mes accentuat en aquesta molécula que no pas al genoma nuclear (Birky et 

al., 1989). 

Tot i així, relevada divergencia entre els dos llinatges mitocondrials posa un 

dubte raonable sobre si s'está observant un procés d'especiacíó allopátríca 

entre el bonítol del mar Negre i el del mar Mediterrani. 
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5.3. BACORA 

5.3.1. Diferenciació genética entre la bacora de l'Atlántic i del 

Mediterrani. 

El resultat mes destacat d'aquesta análisi és la identificado de com a mínim 

dos estocs genétics de la bacora a l'área estudiada, un situat a l'Atlántic est i 

l'altre al Mediterrani. La diferenciado genética entre les dues conques 

oceániques no és molt pronunciada {0st = 0,029), pero amb la probabilitat 

associada al valor de 0st {P = 0,009) no permet acceptar la hipótesi d'un sol 

estoc genétic. L'estimació de setze femelles migradores per generado a 

partir del valor de 0st indica que hi ha un cert contacte entre les dues 

localitats. 

El nivell de diferenciació entre les localitats de l'oceá Atlantic i les localitats 

del mar Mediterrani és relativament baix quan es compara a l'obsen/at per 

altres especies de peixos pelágiques entre conques oceániques (TAULA 5.2). 

La baixa diferenciació genética condiciona els resultats de tal manera que 

només s'observa la diferenciació fins que s'agrupen totes les localitats d'un 

mateix mar, i per tant s'augmenta la grandária mostral, i es comparen en 

conjunt contra totes les localitats de l'altra conca oceánica 

T A U L A 5.3. Diferenciació genética d'espécies pelágiques entre conques oceániques utilitzant 
la regió control de rADNmt com a marcador genétic. 

Especie 0st área referencia 

Bonítol {Sarda sarda) 0,126 Mediterrani / Negre Aquest estudi 

Emperador {Xipliias gladius) 0,157 M e d . / A t l . / P a c . Rose l& Block, 1996 

Emperador {Xiphias gladius) 0,144 M e d . / A t l / P a c . Alvarado Bremer et al., 1996 

Bacora {Thunnus alalunga) 0,029 Atlantic / Mediterrani Aquest estudi 
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En el cas de la bacora, l'estructura genética no segueix el patró de 

diferenciació d'una distribució geográfica heterogénia de dos llinatges 

filogenétics, tal i com s'ha descrit anteriorment peí bonítol i per altres peixos 

pelágics. Tot i que la filogenia de la bacora també presenta dos llinatges amb 

un cert grau de divergencia, la diferenciació no ve donada per la seva 

distribució desigual entre els dos mars. En canvi, sí que s'obsen/a una 

heterogeneítat en la distribució entre l'Atlántic i el Mediterrani de la 

freqüéncia deis cent tres haplotipus. 

A part, cal destacar que la distribució deis aparellaments discordants 

difereixen significativament del que s'esperaria segons el model d'expansió 

sobtada (Rogers & Harpending, 1992; Rogers, 1995). Segons aixó, cap de 

les dues localitats diferenciades genéticament ha sofert un procés de coll 

d'ampolla recentment. 

L'heterogeneítat genética entre la bacora atlántica i la mediterránia 

coincideix amb les diferencies trobades per Megalofonou (2000) en estudiar 

certs parámetres biológics. Per exemple, els individus atlántics poden arribar 

a viure fins a 13 anys (Lee & Yeh, 1993), mentre que l'edat máxima deis 

individus mediterranis és de només 9 anys (Megalofonou, 2000). A mes, la 

taxa de creixement és inferior en la bacora del Mediterrani respecte a la de 

l'Atlántic; a partir del primer any de vida els individus atlántics teñen una 

mitjana de creixement anual uns 5 cm superior que la mitjana de creixement 

deis individus mediterranis (Santiago, 1993; Ortiz de Zarate et al., 1996; 

Megalofonou, 2000). En el mateix treball, Megalofonou (2000) també descriu 

diferencies en la relació pes / llargária, així en una llargária determinada la 

bacora del Atlántic és molt mes pesant que la del Mediterrani. 

Malgrat la coincidencia de resultats en l'estudi de la biología i el present 

treball, en un estudi molt recent d'alloenzims (Pujolar, comunicado 

personal) no s'observa diferenciado genética entre la bacora Atlántic i la 
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mediterránia. La major eficiencia de l'ADNmt per detectar estructuració 

genética poblacional explicarla que l'análisi basada en aquesta molécula 

permeti observar un grau de diferenciació que amb el poder de resolució 

deis al loenzims no és possible descobrir. A causa de la naturalesa haploide 

i l'heréncia materna, la grandária poblacional efectiva de l'ADN mitocondrial 

és només un quart de la grandária poblacional deis al loenzims (Birky et al., 

1989) fent-lo molt mes susceptible a la deriva genética i ais processos de 

diferenciació poblacional. A mes, el ritme d'evolució de tres a quatre vegades 

mes elevat del genoma mitocondrial que el nuclear (Brown et al., 1979) 

també el fa mes capa? de detectar canvis poblacionals relativament recents 

en el temps. 

Coincidint amb els resultat allozímics. Viñas et al. (1999), en un estudi molt 

preliminar, analitzant la variabilitat de seqüéncia de la regió D-loop de 

l'ADNmt tampoc troba diferenciació entre l'Atlántic i el Mediterrani. Tot i que 

part de les mostres analitzades coincideixen amb les d'aquesta tesi, l'estudi 

está realitzat amb una grandária mostral molt baixa i per tant no té la 

capacitat de resoldre l'estructuració genética amb una diferenciació tant 

baixa. 

La discrepancia trobada principalment entre l'estudi d'al-loenzims i l'estudi de 

l'ADNmt es pot explicar segons el que s'ha comentat anteriorment. Ara bé, 

per resoldre correctament l'estructura poblacional s'haurien d'analitzar 

mostres mes amplias de cadascuna de les zones estudiadas. Mostres de la 

zona de posta de l'Atlántic nord, el mar de Sargassos, servirla per confirmar 

la possible homogeneitat de tot l'Atlántic nord. Similarment també s'haurien 

d'incloure mostres a ambdós costats de l'estret de Gibraltar per tal d'esbrinar 

quin és realment el límit geográfic de la diferenciació genética si és que 

existeix. 
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5.3.2. Origen de la diferenciació Atlántica / Mediterránia i filogeográfia 

de la bacora 

Malgrat ser considerat un deis grans pelágics amb un gran carácter 

migratori, Chow & Ushima (1995) observen la capacitat de formar 

estructures genéticament diferenciadas entre la bacora de l'Atlántic i la del 

Pacific. Els autors, estudiant amb P C R - R F L P del gen mitocondrial ATPasa , 

postulen que l'estructuració genética entre els dos oceans es deu a una 

manca de migradors producte d'un aíllament per distancia. 

Evidentment, la diferenciació entre l'Atlántic i el Mediterrani també está 

relacionada amb un flux génic restringit entre les dues localitats. Ara bé, 

quina és realment la causa de la diferenciació entre l'Atlántic i el Mediterrani? 

A part de l'aíllament per distancia suggerit per Chow & Ushima (1995), en la 

mateixa área geográfica, diversos autors han suggerit que en especies 

marines pelágiques les condicions hidrogeográfiques de l'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 llu? {Merluccius merluccius), especie amb 

una fase larvaria pelágica. Roldan et al. (1998) proposen que el régim tant 

particular de les corrents marines al mar d'Alborán impedeix el flux génic 

entre l'Atlántic i el Mediterrani. Mes concretament, els autors assignen la 

barrera migratoria al front Oran - Almería que es forma just a l'entrada del 

mar Mediterrani. Mes recentment, Naciri et al. (1999) proposa el mateix 

mecanisme de diferenciació entre les poblacions atiántiques i mediterránies 

del llobarro {Dicentrarchus labrax). 

En una revisió de tots els estudis de marcatge i recaptura realitzats a 

l'Atlántic nord des deis anys trente fins l'actualitat (Ortiz de Zarate & Cort 

1998), només hi ha citat un sol individu marcat a l'Atlántic i recuperat al 

Mediterrani d'Anocle & Delaporte (1977). Així dones, el flux génic entre 
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aquests dos mars semblaría estar limitat per una barrera geográfica com 

l'estret Gibraltar o el front Oran - Almería. 

Existeixen, pero, altres causes de diferenciado en especies marines. 

Palumbi (1994) descriu el comportament com un altre factor que afavoreix la 

subdivisió poblacional. En aquest sentit, el comportament filopátric cap a 

l'área de posta s'ha proposat com un mecanisme que provoca la formació de 

diferenciació genética de diversos peixos marins (Sinclair & liles, 1988), fins i 

tot dins d'un mateix oceá sense cap barrera geográfica clara (Alvarado 

Bremer et al., 1996; Graves, 1998). Alvarado Bremer et al. (1996) proposa 

aquest comportament com la causa d'estructuració de l'emperador {Xiphias 

gladius) dins de l'oceá Atlántic. Similarment, Graves (1998) descriu aquest 

comportament com uns deis factors que provoquen l'estructuració de l'agulla 

llistada {Tetrapturus audax) dins de l'oceá Pacific. Així dones, un 

comportament similar de la bacora amb fidelitat al lloc de posta també 

explicaría la diferenciació genética entre la bacora de l'Atlántic i la del 

Mediterrani. 

Evidentment, una de les premisses que s'han de complir per poder explicar 

el comportament filopátric cap a l'área de posta és la presencia de com a 

mínim dues árees de posta separades geográficament. La presencia de 

larvas de bacora a llarg de tot el Mediterrani (Picdnetti et al. 1996) indicaria 

que aquesta mar és una de les árees de reprodúcelo. Peí que fa a l'Atlántic 

nord fins a la data només s'ha descrit una área de posta al mar deis 

Sargassos a l'Atlántic oest (Beardsley, 1969; Koto, 1969). Malgrat la 

llunyania de l'área de reprodúcelo atlántica, la migració transatlántica cap a 

aquesta área de és molt superior a l'intercanvi d'individus entre l'oceá 

Atlántic i el mar Mediterrani (Ortiz de Zarate & Cort, 1998). 

En resum, per ara no es pot descartar cap de les possibles causes de 

diferenciado entre la bacora atlántica i mediterránia. De fet, segurament la 
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diferenciació no és només a conseqüéncia d'una sola causa, sino 

possiblement es deu a una combinació de les diferents causes. 

A part del comportament actual de bacora, la diferenciació podría teñir un 

origen mes remot en el temps. L'aíllament del Mediterrani de l'Atlántic durant 

les glaciacions del Plistocé ha estat proposat com un mecanisme de 

separado pobiacional de diverses especies marines. En el Wug {Merluccius 

merluccius), Roldan eí al. (1998) relacionen la formado de la divergencia 

entre les poblacions de l'Atlántic i del Mediterrani al tancament de l'estret 

durant les glaciacions del Plistocé. En l'anxova {Engraulis encrasicolus), 

també s'ha proposat el mateix origen biogeográfic per explicar la gran 

diferenciació allozímica entre les poblacions atlántiques I mediterránies (Pía 

etal., 1998). 

En prineipi, la baixa diferenciació actual de la bacora no sembla 

correlacionar-se amb Taíllament del Mediterrani en el Quaternari. Per 

exemple, en el bonítol l'efeete de les glaciacions del Plistocé porta a una 

diferenciació genética molt mes profunda. Ara bé, el tancament de l'estret de 

Gibraltar durant el Plistocé sí que sembla haver deixat una empremta a la 

filogenia de la bacora; segurament la formació deis dos llinatges filogenétics 

es poden atribuir a aquest fet. En aquest sentit i acceptant un rellotge 

molecular del 14% per milió d'anys, es pot deduir que els dos llinatges van 

divergir fa uns 250 000 anys, coincidint amb la regressió marina de Rissian 

que va portar al tancament de l'estret de Gibraltar (Bianco, 1990). La 

posterior connexió entre l'Atlántic i el Mediterrani va portar a un intercanvi 

d'individus que explicaria la presencia deis dos llinatges ais dos mars, pero 

amb un cert contacte entre les localitats tal i com indica el valor de setze 

femelles migradores per generado. 

En resum, la diferenciació actual és una barreja de diversos processos 

biogeográfics que la bacora ha anat patint en la seva historia recent. Així, per 
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ordre cronológic, la separado del mar Mediterrani de l'oceá Atlantic durant 

les glaciacions del Plistocé va portar a una profunda diferenciació genética 

de la bacora i, en conseqüéncia a una formació deis dos llinatges 

mitocondrials. A partir del restabliment de la connexió entre l'Atlántic i el 

Mediterrani, i el contacte secundan de les dues poblacions porta a una 

suavització de la diferenciació i el repartiment deis dos llinatges en els dos 

mars. Tot i així, el comportament filopátric i migratori actual de la bacora 

manté el grau d'estructuració actual entre les poblacions de la bacora de 

l'Atlántic i del Mediterrani. 

5.3.3. Homogeneitat genética dins del mar Mediterrani i dins de l'oceá 

Atlantic. 

Com a segon resultat, s'observa una gran homogeneítat genética a dins de 

cadascuna de les dues conques oceániques (Atlantic i Mediterrani). A mes, 

tal i com s'ha comprovat a Tanálisi preliminar (apartat 4.2.3.1. i T A U L A 4.12) 

cap de les comparacions entre les mostres de diferents anys en una mateixa 

localitat presenta diferencies significatives. Així, es pot condoure que tant la 

bacora del Mediterrani com la de l'Atlántic no ha sofert fluctuacions 

genétiques significatives en els diferents anys. 

L'homogeneítat genética dins de cadascun deis dos mars concorda 

perfectament amb la teoría generalment acceptada que les especies marines 

amb gran capacitat de migració i amb un habitat continuat teñen dificultat per 

subdividir-se en poblacions separadas (Palumbi, 1994). 

Dins del Mediterrani, l'homogeneítat genética es pot relacionar que la bacora 

es reprodueix en prácticament tot el Mediterrani (Piccinetti et al., 1996). Tal i 

com s'ha comentat amb anterioritat, s'observen larvas de bacora en una 

extensa área del Mediterrani, fet que portaría a una fresa conjunta de tota la 

bacora del Mediterrani i en conseqüéncia a una barraja de tota la poblado. 
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L'homogeneítat genética dins dei mar Mediterrani concorda perfectament 

amb els resultats de l'estudi d'isoenzims realitzat només en mostres de 

l'Egeu i del Jónic (Pujolar). Les dues localitats no presenten diferencies 

significativas quan es comparen les freqüéncies alléliques, per tant les dues 

localitats compleixen l'equilibri de Hardy-Weiberg tant separadament com en 

conjunt. Finalment, la diferenciació genética entre les mostres ha estat nul la 

amb un valor de Fst no significatiu. 

Similamient, Megalofonou (2000) tampoc troba diferencies significatives 

quan compara les llargáries mitjanes en els diferents anys entre la bacora de 

l'Egeu i la del Jónic. La concordanga de resultats de tots els treballs 

suggereix que la bacora del Mediterrani és una única pobiació sense cap 

tipus de subestructuració poblacional interna. 

En l'oceá Atlantic, malgrat la distancia geográfica entre les tres localitats 

tampoc s'observa una subestmcturació geográfica de la variabilitat genética. 

La presencia d'una única localitat de posta a l'Atlántic nord juntament amb el 

régim migratori de a bacora en aquesta part de l'Atlántic explicarla la manca 

de diferenciació entre les tres localitats. 

Basant-se en estudis de marcatge i recaptura, i árees i apoques de pesca, 

Bard (1981) proposa un patró migratori de la bacora de l'Atlántic nord que 

posteriorment ha esta corroborat per Ortiz de Zarate & Cort (1998). Segons 

aquests estudis el régim migratori explicarla el contacte entre les tres 

localitats i la zona de posta situada al mar deis Sargassos (F IGURA 5.2.). A 

grans trets, la bacora de l'Atlántic nord presenta dos grans moviments 

migratoris. A fináis d'hivem els individus es concentren al voltant de les 

Azores fins a fináis de Maig. A partir d'aquest moment una part de la 

poblado es mou en sentit est cap al sud-oest d'lrlanda ("ruta Agores") i cap 

al golf de Biscaia ("ruta clássica"). Simultániament, l'altra part de la poblado, 
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formada principalment per individus adults, es mou de les Agores cap a l'oest 

fins el mar deis 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'lrlanda i tornen cap a les Agores paral-lelament a 

la costa de la península Ibérica, passant per les Canáries. Per altra banda, 

els adults que han fet la fresa al mar deis Sargassos, a la tardor també 

tornen cap a les Agores per passar l'hivern. 

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

entre les tres localitats analitzades i la zona de posta. 

F I G U R A 5.2. Régim migratori de la bacora a l'Atlántic nord. 
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5.4 TONYINA 

5 . 4 . 1 . Homogeneitat genética dins del mar IVIediterrani 

L'análisi de totes les mostres de tonyina dins del mar Mediterrani no 

presenta una heterogeneítat temporal com tampoc la variabilitat genética 

está estructurada geográficament. Cal recordar que considerant la 

característiques especiáis de les seqüéncies de la dada 2 i la seva baixa 

freqüéncia, aquests haplotipus s'han deseartat per a realitzar les análisis 

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 mes d'una mostra anual: golf de Valencia, 

mar de Liguria, mar Tirré i mar Jónic (vegeu T A U L A 4 . 2 6 ) . 

L'análisi mes extensiva s'ha realitzat en la localitat del golf de Valencia on 

s'han comparat les mostres anuals deis anys 9 4 , 9 6 i 9 7 . La variabilitat 

molecular, mesurada amb \'h i la TT, no ha sofert canvis significatius al llarg 

deis quatre anys. D'una manera similar, la variáncia molecular {AMOVA) no 

és distribueix heterogéniament en els diferents anys. La comparació de les 

tres mostres anuals de la localitat de Liguria, anys 9 5 , 9 6 i 9 7 , coincideix a 

mostrar una gran estabilitat genética. Peí que fa a les altres dues localitats 

(Tirré i Jónic), les mateixes análisis donen resultats similars (vegeu la T A U L A 

4 . 2 7 ) . 

Aquesta inalterabilitat genética de la tonyina del Mediten-ani s'ha de prendre 

amb una certa precaució, sobretot en les localitats del Tirré i del Jónic on 

només es disposa de dues mostres anuals. A mes, la franja de temps 

estudiat, amb un máxim de quatre anys en el golf de Valencia, 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 l'análisi realitzada. 

En definitiva, l'análisi de l'estabilitat temporal al llarg de com a máxim els 

darrers quatre anys porta a condoure que les localitats no han sofert 

fluctuacions a la variabilitat genética. A mes, el resultat d'aquesta análisi 

permet una agrupado, sense restriccions, de les diverses mostres dins d'una 

mateixa localitat a fi a afecte de poder treballar amb grandáries mostráis mes 

elevadas. 

5.4.1.2. Homogeneítat genética dins deí mar Mediterrani. 

Tal i com s'ha comentat a l'apartat anterior, unes de les conseqüéncies del 

resultat de l'estabilitat temporal és que permet agrupar les tretze mostres en 

sis localitats diferenciadas: mar Egeu (n = 22), mar Jónic (n = 27), costa de 

Libia (n = 11), mar Tirré (n =43), mar de Liguria (n =72) i golf de Valencia (n 

=94)(vegeu T A U L A 4.28). 

Totes les análisis de les sis mostres (269 individus) de tonyina coincideixen 

a mostrar una manca de subestructuració en l'área estudiada. Ni els cent 

vuitanta-vuit haplotipus (P = 0,998) ni les dues agrupacions de ia dada 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 diferenciació está reafirmada 

peis valors de extremadament baixos en la comparació dos a dos de los sis 

localitats (TAULA 4.30). La presencia de valors negatius de 0st i Da ( T A U L E S 

4.30 i 4.11) en la comparació entre els pareils de localitats, indiquen una 

variabilitat superior dins de les localitats que no pas entre localitats. 

L'homogeneítat genética dins del Mediterrani també s'ha comprovat en una 

serie d'estudis genétics recents. Pujolar et ai. (1998) en un estudi allozímic 
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de quatre localitats mediterránies (costa espanyola del mar Mediterrani, Golf 

de Lleó, Golf de Genova i Golf de Taranto) tampoc troba subestructuració 

dins d'aquest mar. Mes recentment, Alvarado Bremer et al. (1999) estudiant 

la variabilitat de seqüéncia de la regió D-loop de mostres del mar 

Mediterrani, oceá Atlántic I oceá Pacífic, no troba diferencies significatives en 

la distribució deis haplotipus entre les dues localitats del Mediterrani, el mar 

Jónic i les costes de Turquía. En canvi, ranálisi de microsatéllits de 

Brougton & Gold (1997) és l'únic treball que s'observa heterogeneítat entre 

dues mostres del mar Mediterrani, una al Golf de Taranto (mar Jónic) i la 

segona al golf de Valencia. Aquest resultats, pero, s'han de prendre amb 

precaució ja que en el mateix treball, els autors no troben diferencies 

significatives entre mostres del mar Mediterrani i l'oceá Pacífic. 

La concordanga de tots el estudis permet concloure que la tonyina del 

Mediterrani comparteix el mateix patrimoni genétic i que per tant no está 

subestructurada en diverses poblacions dins d'aquest mar. 

La manca d'estructuració dins d'un mateix mar és un fet habitual en els 

túnids. Per exemple, la bacora presenta un patró d'estructuració semblant al 

de la tonyina en la mateixa zona de distribució (aquesta zona). També en la 

bacora, Chow & Inoue (1995) no troben heterogeneítat genética entre les 

localitats de l'Atlántic nord i l'Atlántic sud. La tonyina d'ulls grossos {Thunus 

obesus) tampoc presenta subestructuració genética entre l'Atlántic nord i 

l'Atlántic sud (Alvarado Bremer et al., 1998) ni tampoc entre les dues 

mostres situades dins de l'oceá Pacífic (Alvarado Bremer et al., 1998; Grewe 

& Hampton, 1998). El cas mes extrem de tots els túnids, és el de la tonyina 

del sud (Thunnus maccoyii) en qué fins ara no s'ha detectat cap tipus de 

subestructuració genética en tota la seva área de distribució, la qual abrasa 

des de les costes de Sud África fins a Tasmánia (Grewe et al., 1997). 
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L'homogeneTtat dins d'un mateix mar concorda amb la teoría generalment 

acceptada que les especies marines amb una gran mobiütat i amb 

grandáries poblacionals elevadas teñen molta dificultat de formar 

subestructuracions poblacionals (Plaumbi, 1994). A mes, el fet que la tonyina 

realitzi la posta en una gran área de! Meditenrani {Piccinetti eí al. 1997), I no 

en árees discretes, facilita la barraja d'individus i per tant rhomogeneítzació 

de la variabilitat genética. 

5.4.2. Homogeneitat entre i'Atiántic oest i el Mediterrani 

L'ampliació de l'análisi afegint la localitat de l'Atlántic oest mostra de nou la 

manca de diferencies significatives. Preliminarment, abans de comparar la 

localitat atlántica amb la localitat mediterrani, s'ha comprovat que les 

mostres de l'Atlántic oest deis anys 96 i 98 presenten una estabilitat 

temporal. L'homogeneítat temporal resultant d'aquesta análisi, manca 

d'heterogeneítat en la distribució deis haplotipus (P = 0,262) i l 'AMOVA (P = 

0,375) permet agrupar aqüestes dues mostres en una sola i així poder 

treballar amb grandáries mostráis mes elevadas (n = 50). 

La comparació de les set localitats (sis mediterránies i una atlántica) per 

separat presenta una gran homogeneítat genética entre totes elles. Cap de 

les localitats mediterránies difereix significativament de la localitat de 

l'atlántic oest (TAULA 4.21, página). Fins i tot, la comparació de les dues 

localitats mes allunyades geográficament presenta valors de #sf negatius, 

suggerint una alta homología genética. El dendrograma de la distancia Da 

sitúa la localitat de l'Atlántic oest enmig de les localitats mediterránies i 

confirma la manca d'estructuració geográfica de la variabilitat genética. 
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L'anáiisí de l 'AMOVA agrupant totes les localitats del Mediterrani com un 

gran grup contra la localitat de l'Atlántic tampoc presenta diferencies 

significatives cap tipus d'estructuració geográfica (P = 0,245). 

La manca d'estructuració entre la tonyina del Mediterrani i la de l'Atlántic 

oest, en principi no sembla correlacionar-se amb els diferents estudis 

genétics realitzats per a aquesta especie en la mateixa área geográfica. En 

l'estudi de Pía et ai (1998) s'observa una inversió de freqüéncia entre 

l'Atlántic oest i l'Atlántic est (golf de Biscaia i mar Mediterrani) de l'al-lel mes 

comú de dos deis tres loci altament polimórfics {SOD-1* i G6PDH*; vegeu 

F I G U R A 10.5.5. en Pía eí al. 1998). Mes recentment, l'estudi preliminar 

d'Alvarado Bremer eí al. (1999), en el qual s'estudia la variabilitat de 

seqüéncia de la regió control de setanta-tres individus del Mediterrani i 

seixanta-set del Atlantic nord-oest, observen una diferenciació genética entre 

aqüestes dues localitats detectada mitjangant l'análisi Jerárquica de la 

diversitat nucleotídica (Holsinger & Mason-Gamer, 1996). 

Tots els autors relacionen la formació de la diferenciado genética entre 

l'Atlántic oest i el Mediterrani a la situado actual de les árees de posta i el 

patró migratori de la tonyina a l'Atlántic Nord. Está perfectament documentat 

rexisténcia de dues úniques árees de posta totalment separadas TAtlántic: a 

l'Atlántic oest la tonyina es reprodueix al golf de Méxic i a l'estret de Florida 

entre Abril i Juny; mentre que, a l'Atlántic est, la reproducció es dona dins del 

Mediterrani de Juny a Agost (Rivas, 1954; Richards, 1976). La migració deis 

individus adults de la tonyina segueix un cicle anual similar a les dues 

vessants de TAtlántic ( F I G U R A 5.3). Cap a la primavera i abans de l'época de 

posta, la tonyina es mou cap a les dues árees de reproducció. Un cop 

realitzada la posta, els individus es migren en busca d'aigües mes fredes per 

alimentar-se. Així, a l'Atlántic oest, les tonyines es mouen en sentit nord 

seguint la plataforma continental fins golf de Sant Lloren? i Terranova. Cap a 

la tardor, la tonyina es mou sentit sud i lluny de la costa cap ais llocs 
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FiouRA 5.3. Régim migratori de la tonyina a l'Atlántic nord i ia Mediterrani 

d'hivemada situats en el Carib. Simultániament a tot aquest moviment, a 

l'altra banda de l'Atlántic, després de realitzar la posta, part de la tonyina 

surt del Mediterrani i migra sentit nord per alimentar-se a l'oceá Atlántic. Cap 

a la tardor els individus es mouen cap al sud a la zona d'hivernació situada a 

les Canáries (Mather et al., 1995; Rey & Cort, 1986; Cort, 1990). 

Malgrat la correspondencia entre la diferenciació i la biología de l'espécie 

existeixen altres proves que corroboren la manca de diferenciació genética 

entre la tonyina de l'Atlántic oest i de l'Atlántic est trobada en aquesta tesi. 

Edmund & Sammons (1973), analitzant mil cinquanta sis individus, no 

observen diferencies significatives en les freqüéncies alléliques del locus 

SOD-1* quan comparen les mostres de l'Atlántic oest i est. Posteriorment 

Thompson & Contin (1980) tampoc troben diferencies significativos en les 

freqüéncies alléliques del mateix locus per les dues vessants de l'Atlánfic. 

Bert Ely (comunicado personal) quan augmenta la grandária 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 

tampoc observa diferencies significativos entre l'Atlántic est i oest. 

La manca de diferenciació entre la tonyina de l'est i l'oest contrasta amb la 

clara subdivisió detectada allozímicament. Ja s'ha comentat que en teoria 
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l'ADNmt és una eina mes poderosa que ranálisi al lozimic per resoldre 

estructures poblacionals. Així dones, com es pot explicar que els loci 

al lozimics mostrin una diferenciació que no s'observa en l'análisi de 

l'ADNmt? 

Ward et al. (1994; 1997) proposa la selecció cap ais loci al-lozímics que 

mostren la diferenciació com una de les causes per explicar uns resultats 

similars en la tonyina d'aleta groga {Thunnus albacares). Els autors troben 

diferenciació allozímica significativa per un locus ( G P M * ) entre l'oceá 

Pacífic est (California i Méxic) i les localitats del centre i oest de l'oceá 

Pacífic (Filipines, Hawai!, i el mar de Coral). Mentre que analitzant les 

mateixes mostres mitjangant R F L P de tot l'ADNmt no observen diferencies 

significatives. 

Una altra resposta a la pregunta podría atribuir-se a unes grandáries 

mostráis mes petites en el treball de l'ADNmt i per tant no hi hauria prou 

poder de resolució per trobar la diferenciació. Tot i que aquesta és una 

possible causa, no sembla la resposta correcta. Una análisi preliminar amb 

cent vuitanta nou individus (divuit deis quals pertanyien a la localitat de 

l'Atlántic oest) va mostrar diferenciació entre l'Atlántic oest i el Mediterrani, 

pero l'análisi definitiu (aquesta resi) amb un augment aproximadament del 

doble de grandária mostral no presenta la diferenciació. Un patró similar ha 

succeit en la reanálisi de les mostres d'Alvarado Bremer eí al. (1999) per Ely. 

Acceptant de nou la particularitat que l'elevat ritme d'evolució de l'ADNmt el 

fa mes sensible ais canvis recents. L'evolució fins a l'actualitat de les árees 

de posta de la tonyina a l'Atlántic nord podría explicar la discordante entre 

els resultats al lozimics i mitocondrials. Segons Cury eí al. (1998), les árees 

de posta actuáis de la tonyina provenen de la situació de l'Atlántic nord 

durant les glaciacions del Plistocé. En aquesta época, les úniques localitats 

adequades per a la reproducció de la tonyina serien la conca est del mar 
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Mediterrani i el golf de Méxic. A mes, durant aquest temps la distribució de la 

tonyina hauria estat molt mes restringida sense cap tipus de flux génic entre 

les dues vessants atiántiques. Segons aixó, la diferenciació allozímica 

podria refiectir aquesta situado ancestral. En canvi, la situado actual podria 

ser una homogeneítat genética amb un cert intercanvi d'individus. 

Tot i que es creu que la tonyina té una cert comportament filopátric cap a 

l'área de posta (Cury eí al. 1998; Nemerson eí al., 2000), la manca de 

diferenciado obsen/ada per l'ADNmt podria refiectir una situado mes recent 

que la proposada anteriorment. La possible ampliado de les árees de posta 

cap al centre de l'oceá Atlantic (entre les illes Bermudes i les Agores; 

Lutcavage eí al., 1999), l'intercanvi d'individus, que osc i l la entre un 1 i un 

10%, entre les dues vessants de l'Atlántic afavorit per la gran capacitat 

migratoria de l'espécie (Nemerson eí al., 2000) i la possible zona 

d'hivernació compartida al voltant de les illes Agores (Mather eí al., 1995) 

podria portar a l'actualitat un flux génic suficient per homogeneítzar 

genéticament la tonyina a l'Atlántic nord. 

Els resultats de l'análisi de la demografía histórica juntament amb una 

filogenia en forma d'estrella corroboraria el possible escenari per la tonyina 

a l'Atlántic nord i el Mediterrani. Seguint el protocol descrit per les altres dues 

especies, a partir del parámetre r = 7.118 es pot calcular el temps que porta 

la poblado recuperant-se des de el darrer coll d'ampolla. Aplicant, de nou, el 

ritme de substitució de 14% per milió d'anys es pot estimar que la poblado 
va partir una forta redúcelo demográfica fa uns 60 000 anys. Tot i l'error 

associat a aquest tipus de cálcuis, la data estimada precedeix a l'última 

glaciació, just quant la poblado va patir una reducció de la grandária degut a 

la reducció de l'hábitat (Cury eí al., 1998). 

En resum, l'estructura de la variabilitat genética de la tonyina no está del tot 

clara. Segurament l'análisi mitocondrial reflecteix una situado mes actual 
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que els resultats al-lozímics. La problemática de l'estructuració poblacional a 

l'Atlántic Nord ja va ser pronosticada per Mather et al. ( 1 9 9 5 ) on conciou "un 

nombre infinit de combinacions entre estocs, i graus de connexió entre ells, 

teóricament poden existir en l'Atlántic i els seus mars adjacents". Així, per 

resoldre correctament l'estructura poblacional dins de l'oceá Atlantic 

segurament s'hauria d'enfocar el problema amb una análisi exhaustiva amb 

diferents marcadors genétics. El mostreig hauria de ser molt intensiu, 

sobretot focalitzat a les árees de posta i amb especial émfasi a Testudí de les 

larvas. 

5.4.3. Introgressió mitocondrial entre especies de Thunnus 

A partir de l'análisi filogenética de la dada 2 conjuntament amb les 

seqüéncies del D-loop d'altres especies de Thunnus ( F IGURA 4 . 2 1 ) s'obsen/a 

que aproximadament un 6 % ( 2 0 de 3 1 9 ) de les tonyines vermelles teñen una 

seqüéncia de D-loop molt similar a la d'altres especies de túnids. 

Deis vint individus que pertanyen a aquesta dada, vuit formen un llinatge 

germá amb les seqüéncies de la tonyina del Pacífic (Thunnus thynnus 

orientalis), els dotze restants son extremadament similars a les de la bacora. 

En principi, seria fácil atribuir aquest resultat a un error a la identificació de 

les especies. A mes, el fet que la majoria d'individus siguin joves complicaría 

Tassígnació a quina especie pertany cada índividu (Gibbs & Collette, 1 9 6 7 ) . 

Ara bé, aquest error només es podría haver donat a les seqüéncies de tipus 

bacora, ja que la distríbució geográfica d'aquesta especies és Túnica que es 

solapa amb la de la tonyina . 

La disponibilitat de les lectures deis loci al-lozímics de tots els individus 

descarta la possibilitat d'un error a la idenfificació de les especies. La 

comprovació deis fenotips d'isoenzims ha permés comprovar que aquests 
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individus presenten, per a tots els loci, les lectures típiques de la tonyina i 

diferents de les lectures de la bacora. No s'ha pogut comprovar els individus 

amb seqüéncia similar a la tonyina del pacífic ja que no es disposen de 

lectures d'isoenzims per a aquesta especie. 

Una possible explicado a la presencia de seqüéncies de tipus bacora i de 

tipus tonyina del pacífic en el genoma de la tonyina , seria una transferencia 

interespecífica de l'ADNmt entre aqüestes tres especies. Segons aixó, la 

introgressió de l'ADNmt s'hauria produít per una hibhdació entre les especies 

i un reemplagament de part de genoma mitocondrial de la tonyina per 

l'ADNmt de les altres dues especies. 

L'intercanvi de material genétic entre especies de Thunnus ja ha estat 

observat préviament per Chow I Kishino (1995). Aquests autors observen 

una gran homología del gen nuclear ITS1 entre la bacora i la tonyina de 

pacífic {Thunnus thynnus orientalis), pero en canvi aqüestes especies son 

molt divergents a nivell mitocondrial. Addicionalment, en el mateix estudi 

també obsen/en un individu de tonyina del pacífic amb una seqüéncia 

d'ADNmt molt similar a la tonyina . Per explicar aquest resultats, els autors 

proposen la introgressió de l'ADNmt de la bacora dins de la tonyina del 

pacífic i un reemplagament de gairebé la totalitat deis llinatges origináis en la 

població pacífica de la tonyina del pacífic. 

Tenint en compte els resultats de Chow i Kishino (1995) i els d'aquesta tesi 

en conjunt, es pot deduir que de les tres especies involucrades en la 

introgressió (tonyina , tonyina del pacífic i bacora), la bacora és Túnica 

especie que no ha rebut cap introgressió. Cap deis individus de bacora 

seqüenciats peí D-loop en aquesta tesi de les presenta seqüéncia similar a 

qualsevol altre especie. 
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La distribució solapada de la bacora i de la tonyina del pacífic en el Pacific, 

i de la bacora i de la tonyina en i'Atiántic no impediría el pas de material 

genétic de la bacora cap a les altres dues especies. La introgressió d'ADNmt 

fipus bacora en aqüestes dues especies s'hauria produít amb diversos 

esdeveniments d'hibridació amb peques femelles de bacora i máseles de les 

altres dues especies. Posteriorment, la introgressió s'hauria mantingut amb 

retrocreuaments entre els híbrids i els individus purs en cadascuna de les 

dues especies de tonyina per separat. La situado nuclear deis gens que 

contribueixen a Taíllament reproductiu hauria provocat una tendencia mes 

elevada de l'ADNmt a introduir-se (Benton & Jones, 1983). 

Tenint en compte els valors de divergencia entre els grups de seqüéncia, 

representats en l'arbre (F IGURA 4.21), es pot inferir una seqüéncia 

cronológica de les hibridacions en com a mínim tres esdeveniments 

d'hibridació. A mes, amb raplicació del rellotge molecular (14% per milió 

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 l'ADNmt de la bacora cap 

a la tonyina del pacífic. Durant aquest lapse de temps s'ha format 

la divergencia entre aquests dos grups de seqüéncies. 

2. Mes recentment, un possible contacte entre el les dues especies 

de tonyina va portar un intercanvi bidireccional de material 

genétic. La presencia d'ADNmt de la tonyina a la tonyina del 

pacífic está documentat per Chov^ i Kishino (1995). 

3. La gran homología de seqüéncia entre alguns haplotipus de la 

dada 2 i la bacora indica una hibridació molt recent en el temps o 

fins i tot la que aquest individus siguin híbrids de mare bacora i 

pare tonyina. 

Tot i que la introgressió sembla bastant comuna en peixos (Smith, 1992, 

Politov et al., 2000) fins a la data el Thunnus es l'únic genere d'una especie 
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pelágica marina amb una prova molecular clara d'una hibridació in 

introgressió de l'ADNmt. 

La clara evidencia d'introgressió d'ADNmt entre les especies de túnids fa 

prendre amb una certa precaució els resultats deis estudis filogenétics 

d'aquest genere basats en l'ADNmt. Idealment, al moment d'intentar resoldre 

la filogenia d'aquest genere i les especies afins s'hauria d'enfocar utilitzant 

com a mínim dos marcadors genétics, un mitocondrial i un altre nuclear. 
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6.1. NIVELLS DE VARIABILITAT I PATRONS D'ESTRUCTURACIÓ 

GEOGRÁFICA 

Tots els nivells de diversitat haplotípica i nucleotídica mitocondrial estimats 

per a cadascuna de les especies (TAULA 6.1) son superiors a la mitjana 

calculada a partir deis valors de trenta-set especies de teleostis marins (h = 

0,65 i TT - 0,52%) (Rocha-Olivares et al., 2000). Cal teñir en compte que 

aquesta mitjana ha estat calculada a partir d'estudis molt diversos, inclosos 

técniques de R F L P , les quals no teñen tanta capacitat de detectar la 

T A U L A 6 . 1 . Nivells de diversitat molecular en les tres especies estudiadas 

Especie n nombre d'ttaplotipus 
índexs de diversitat molecular 

haplotípica (h) nucleotídica % (K) 

Bonítol 4 8 3 2 0 , 9 4 8 6 , 9 

Bacora 1 2 3 1 0 3 0 , 9 8 9 5 , 4 

Tonyina 3 1 9 2 0 5 0 , 9 9 0 4 , 4 
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T A U L A 6.2. Nivells de variabilitat de la regió control del mtDNA en peixos marins 

Especie h ^(%} Referencia 

Scianops ocellatus 0,95-1,00 2.5-3.7 Seyoume/a / . , 2000 

Mugil cephaius 1,00 1,1-3,1 Rocha-Olivares etal., 2000 

Sebastes sp 0,95-0,87 1.59-2,1 Rocha-Olivares ef a/.,1999 

Optiioblennius 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 transmontanus 0.93-0.97 0.75-1,20 Brown etal., 1993 

Xiptiias gladius 0.94-0.98 0.046 Alvarado Bremer etal., 1996 

Xiphias gladius 0.832-0.994 0.034 Rosel & Block, 1996 

Thunnus thynnus thynnus 0,017 Alvarado Bremer ef al., 1997 

T. thynnus oríentalis 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 eí a/., 1998 

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

de l'ADNmt per altres especies marines ( T A U L A 6.2). els valors de diversitat 

de les tres especies sí que s'ajusten 

Una compareció mes detallada deis valors de diversitat amb els de la T A U L A 

6.2, s'observa que el nivell de diversitat haplotípica de les tres especies es 

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

diversitat nucleotídica es sitúen en a la part alta rang proposat, els casos 

mes extrems son el bonito! 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 comparació del nivell de diversitat entre les tres especies pot donar una 

millor referencia de la magnitud de variabilitat de les especies. Així, el bonítol 

presenta el valor de diversitat haplotípica menor, al contrari de la diversitat 

nucleotídica qué és la mes elevada de les tres especies. Els dos valors de 

diversitat de la bacora es poden considerar elevats, la diversitat haplotípica 

és molt similar al valor máxim de la tonyina; el valor de diversitat nucleotídica 

de la bacora també és relativament elevat sobretot si es compara amb 

l'obtingut per la tonyina . Finalment, el nivell de diversitat haplotípica de la 

tonyina és el mes elevat, pero en canvi, la diversitat nucleotídica és la mes 

baixa de les tres especies. 

T A U L A 6.3. Ciassificació deis peixos marins per Grant & Bowen (1998) segons els nivells de 
diversitat i ei grau de subestructuració poblacional 

h 

M baixa alta 

baixa 1. Col l d'ampolla poblacional recent o un 2. Col l d'ampolla poblacional seguit per 
efecte fundador amb pocs llinatges una expansió de la poblado i acumulado 
mitocondrials de mutacions 

alta 3. Divergencia entre poblacions 4. Grans poblacions estables a una 
subdividides geográficament. historia evolutiva llarga i contacte 

secundan entre llinatges diferents. 

Segons els nivells de diversitat haplotípica i nucleotídica mitocondrial i el 

grau de subestructuració poblacional, Grant & Bowen ( 1 9 9 8 ) han classificat 

els peixos marins en quatre categories (TAULA 6.3). Amb la base d'aquesta 

classificació es poden assignar les categories a cadascuna de les especies. 

Segons aixó, el nivell relativament baix de diversitat haplotípica juntament 

amb relevada diversitat nucleotídica del bonítol s'ajusta a la categoria 3. 

Aquesta categoria es caracteritza peí contacte secundari entre poblacions 

préviament aíllades, escenari que consistent amb la hipótesis biogeográfica 

proposada per a aquesta especie. Tot i que segons els autors, aquesta 

categoria conrespondria mes a peixos d'aigües continentals que no pas 
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peixos marins, recentment també s'ha observat un patró d'estructuració 

geográfica i de diversitat similar en altres peixos marins com la bacoreta 

(Euthynnus alleteratus, Alvarado Bremer & Ely, 1999). 

Els elevats valors de diversitat, tant haplotípica com nucleotídica, de la 

bacora correspondrien a la categoria 4. La bacora compleix amb la condició 

descrita per a aquesta categoria d'un contacte secundan entre dos llinatges 

diferenciats anteriorment per un aíllament allopátric. En canvi, no compleix 

amb la condició d'una homogeneítat genética. Similarment a la bacora, 

l'espécie piscícola pelágica, Sciaenopus ocellatus, presenta també uns 

nivells de diversitat haplotípica i nucleotídica elevats (vegeu T A U L A 6.2) i una 

estructurado poblacional entre les localitats del Golf de Méxic i la costa 

atlántica americana (Seyoum etal., 2000). 

Els nivells de diversitat de la tonyina , diversitat haplotípica elevada i 

diversitat nucleotídica baixa, corresponen a la segona categoria. Aquest 

nivells donats son conseqüéncia d'una expansió després d'un període de 

grandária poblacional efectiva baixa. Durant la rápida recuperado de la 

grandária poblacional es poden reteñir noves mutacions que formaran nous 

haplotipus {h elevada) pero poc divergents entre ells {^r baixa) (Slatkin & 

Hudson, 1991; Rogers, 1995). Aquest escenari coincideix perfectament amb 

el descrit en aquesta tesi per la tonyina . 

En conclusió, malgrat que les tres especies pertanyen a la mateixa familia i 

semblin teñir una biología similar, cada especies presenta una historia 

d'estructuració geográfica de la variabilitat genética particular. En general, 

l'estructura poblacional sembla estar Hígada ais patrons migratoris de 

cadascuna de les especies. Així, el carácter cíarament nerític del bonítol I 

seva relativa capacitat migratoria porta a formar una subestructuració 

poblacional molt diferenciada, segurament Hígada a esdeveniments 

biogeográfics del passat. En canvi, la bacora amb una capacitat migratoria 
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mes elevada no es subestructura dins del mar Mediterrani. Pero, aquesta 

capacitat de migració no és suficient per homogeneítzar genéticament les 

localitats de l'Atlántic nord-est i el mar Mediterrani. La fidelitat cap al lloc de 

posta ajudaria a diferenciar genéticament la bacora del Mediterrani i la del 

l'Atlántic. Finalment, relevada capacitat migratoria de la tonyina , és l'espécie 

que realitza les migracions mes elevadas de tots els túnids, juntament amb 

les possibles árees de posta noves al centre de l'Atlántic homogeneítzaria 

genéticament localitats tant allunyades geográficament com la del mar Egeu 

i la de la costa Atlántica americana. 

En definitiva, sembla clara la relació inversa entre la capacitat migratoria i la 

possibilitat d'estructurar-se genéticament, quant mes migradora és una 

especie menys possibilitat d'estructurar-se té . La capacitat migratoria i per 

tant la natació d'aquestes especies está estretament Iligada a l'endotérmia 

(Block & Finnerty, 1995). El genere Thunnus presenta l'habilitat de poder 

elevar la temperatura del muscle locomotor, vísceres, cervell i ulls per sobre 

la temperatura de l'aigua. L'endotérmia permet a aqüestes especies teñir un 

millor rendiment natatori (Altringham & Block, 1997) i suportar aigües mes 

fredes (Block & Finnerty, 1995) i per tant realitzar migracions a llarga 

distancia. En canvi, el carácter ectotérmic del genere Sarda no li permet 

moure's d'aigües relativament temperadas i per tant la seva capacitat 

migratoria és molt mes restringida. 
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6.2. Q Ü E S T I O N S P E N D E N T S 

Al llarg de la discussió d'aquesta tesi han quedat algunas qüestions 

pendents. Tot i que durant la discussió ja s'ha anat realitzant propostes per 

intentar solucionar els dubtes plantejats, en una visió mes general del treball 

surten mous dubtes pendents de resoldre. 

En un resum comparatiu de l'estructuració de les especies detectada segons 

l'estudi de variabilitat de seqüéncia del D-loop (aquesta tesi) i la variabilitat 

genética segons al loenzims (TAULA 6.4) s'observen certes discrepáncies que 

no están resoltes. 

El bonitol és Túnica especie, de les tres estudiades, que no presenta 

discrepáncies en l'estructuració genética segons la metodología utilitzada. 

En aquesta especie, l'análisi de la variabilitat de seqüéncia de la regió 

control i l'estudi a l lozimic coincideixen en diferenciar genéticament la 

localitat de l'Egeu de les altres dues localitats (Liguria / Jónic). A mes, el 

comportament migratori del bonítol explica perfectament aquesta 

diferenciació. 

T A U L A 6.4. Nivells d'estructuració en l'área estudiada de les tres especies segons la técnica 

utilitzada. 

Especie Área geográfica 
Resultats estructurado 

Especie Área geográfica 
ADNmt alloenzims 

Bonítol 

Mediterrani diferenciació diferenciació 

Bacora 

Mediterrani no diferenciació no diferenciació 

Atl. e s t / M e d . diferenciació no diferenciació 

Tonyina 

mediterrani no diferenciació no diferenciació 

Atl. o e s t / M e d . no diferenciació diferenciació 
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Per altra banda, les dues especies del genere Thunnus (tonyina i bacora) 

presenten resultats similars dins d'un mateix mar. Les dues especies son 

genéticament homogénies dins del Mediterrani. 

Un deis principáis dubtes sorgeix quan es comparen els resultats de la 

bacora i la tonyina en una área geográfica mes amplia. L'análisi de l'ADNmt 

presenta un patró d'estructuració diferent per a les dues especies diferents 

que l'observat per l'estudi deis alloenzims. Per exemple, segons l'ADNmt la 

bacora de TAtlántic est és genéticament diferent de la del Mediterrani; en 

canvi, els resultats al-lozímics presenten una homogeneítat genética entre 

aqüestes dues localitats. Peí que fa a la tonyina , l'estudi mitocondrial no 

diferencia la localitat del Mediterrani de la de l'Atlántic oest; per altra banda, 

la diferenciació entre aqüestes dues localitats sí que és detectada mitjanQant 

l'estudi allozímic. 

Malgrat que a al discussió per separat de cada especie es presenten 

hipótesis que puguin explicar aquesta discordanga de resultats, en general 

no está dar quins son realment els patrons d'estructuració genética 

d'aquestes especies. Segurament l'análisi de l'ADNmt reflecteix un escenari 

d'estructuració molt mes recent que observat per els al-loenzims. 
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6.3. GESTIÓ 

Tai i com s'ha comentat a la Introducció les eines genétiques han de 

representar un paper molt important a la gestió deis recursos pesquers. 

Pero, quina és la base genética que s'ha prendre albora de gestionar la 

pesquería d'una especie si els resultats genétics de diferents metodologies 

no son concordants? 

En aquest sentit, Mortiz (1994) va formalitzar dos conceptos en relació a la 

profunditat de la diferenciació poblacional dins d'una especie. L'autor va 

definir els conceptes ó'ESU "unitats evolutivament significativos" (de l'anglés 

Evolutionaríly Significnat Units) com subdivisions pobladonals amb una 

historia relativament profunda, i el va distingir del terme M ü "unitats de 

gestió" (de l'anglés Management Units) que representen segments 

pobladonals poc diferenciats, pero distingibles, connectats per un flux génic 

molt tenue o nul. Posteriorment, Avise (1998) proposa quatre pautes, 

basades en la concordanga genealógica (Avise & Ball, 1990), per poder 

classificar les estructures genétiques definidos com a E S U : 

i. Concordanga de molt carácters dins d'un mateix segment d 'ADN no 

recombinant, 

¡i. Concordanga entre diversos loci independents. 

iii. Concordanga d'estaictures genétiques similars amb especies 

distribuídes en la mateixa área geográfica 

iv. Concordanga entre les subpoblacions genétiques i les proves 

biogeográfiques. 

Tal i com es pot observar, els E S U s ss una estructura genética molt 

restrictiva'. En canvi, els MUs son subestructures pobladonals molt mes 

laxes amb només un divergencia genética significativa a nivell nuclear o a 

nivell mitocondrial. Segons Mortiz (1994) la base de la gestió a curt termini 
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s'ha d'enfocar sobre els MUs. Per altra banda, els E S U s han de gestionar-se 

cap a una conservado mes a llarg termini. 

Els resultats de restructuració geográfica de la variabilitat genética de les 

tres especies estudiadas és un maro perfecte d'aplicació d'aquest conceptes 

de gestió. 

6.3.1. Bonítol 

Els dos subestructuracions cíarament diferenciadas genéticament del bonítol 

: el mar Egeu i el grup del mar de Liguria amb el mar Jónic, son un exemple 

molt dar de dos E S U s indpendents. L'assignació geográfica deis dos 

llinatges mitocondrial amb una clara diferenciació deis llinatges per vint-i-tres 

posicions fixes (premissa i), juntament amb una concordanga de resultats 

al-lozímics (ii), una explicado poblacional similar a l'anxova (iii) i uns 

processo biogeográfics que expliquen la diferenciació (iv) suposa que les 

dues unitats poblacionals del bonítol corresponen a dos ESUs . 

Tal i com s'ha comentat anteriorment cadascun deis ESUs , mar Egeu i 

Liguria / Jónic, s'han de gestionar com unitats totalment diferenciadas amb 

un conservado específica a llarg termini. La gestió s'ha de centralitzar 

sobretot en l 'ESU del mar Egeu, en aquesta área és on actúen mes la flota 

Turca (Oray et al., 1997), amb les captures mes importants del món malgrat 

la relativa importancia de la pesca del bonítol dins del Mediterrani (un 60% 

de les captures mundials provenen de la flota turca, ICCAT, 2000). Tot i aixó, 

r iCCAT no proposa cap de gestió específica per a aquesta especie, ni molt 

menys proposa una gestió diferenciada per a cadascuna de les dues unitats. 

L'únic mesura de recomanació de la gestió, generalitzada per a totes les 

especies de petits túnids, és que han de ser gestionats de manera regional 

(ICCAT, 2000). 
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6.3.2. Bacora 

Cadascuna de les dues subestructures diferenciadas de la bacora, 

Mediterrani i Atlantic nord-est, compleixen tres de les quatre premisses que 

defineixen un E S U . La discordanga entre els resultats d'estructura genética 

de l'ADNmt i els al loenzims compleix está amb desacord amb la segona 

condició per definir E S U . Segons aixó, i tenint en compte que la tenue 

diferenciació genética entre aqüestes dues localitats, es pot assignar que 

cadascuna de les árees com és una MU independent. Així, tot i la manca de 

diferenciació genética observada peis alloenzims, la bacora del Mediterrani i 

la de l'Atlántic s'haurien de gestionar separadament. 

Aquesta recomanació concorda amb la gestió proposada per l'ICCAT per la 

bacora del Mediterrani i l'Atlántic nord. Des de 1990, l 'ICCAT ,basant-se en 

estudis de parámetres morfométrics i merístics, proposa una gestió 

diferenciada per la bacora del Mediterrani i l'Atlántic nord. 

Tal i com s'ha dit a la introdúcelo a l'Atlántic nord es capturen unes 60 000 

tones anuals. Aquest nivell tant important de pesca a TAtlántic nord ha portat 

a ICCAT a recomanar la baixa de captures d'aquest estoc, els nivells actuáis 

de pesca estant portant a una explotado completa de l'estoc. Peí que fa al 

Mediterrani, amb unes captures molt menys importants, l 'ICCAT no 

recomana cap tipus de gestió específica 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 

diferenciado entre l'Atlántic oest i el Mediterrani és observada per els 

al loenzims; en canvi, l'estudi de la regió control de l'ADNmt no presenta 

diferenciació. Segons aixó, les poblacions del Mediterrani - Atlantic est i la 
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del Atlántic oest son dos MUs independents i per tant han de ser 

gestionados independentment. 

Basant-se en el coneixement de les árees de posta i els patrons migratoris 

de l'espécie l 'ICCAT, des de 1982, ja va definir la presencia de dos estocs a 

l'Atlántic amb una límit teóric situat al meridiá 45°W. Tot i que la situado 

geográfica de la barrera no sembla ajustar-se massa a la biología de 

l'espécie, la gestió en dos estocs diferenciats sí que está en coincidencia 

amb la mesura proposada en aquesta tesi (ICCAT, 2000). 

En resum, cap deis objectius d'aquesta tesi ha estat proposar les mesures 

especifiques de gestió per a les pequeries de les tres especies Només s'ha 

intentat identificar quins son els estocs (o com a mínim MUs) a gestionar 

diferencialment per a cadascuna de les tres especies. Per a la identificació 

d'aquestes unitats a gestionar separadament s'ha agafat el criteri menys 

restrictiu i per tant mes conservatiu. A la mínima que s'observi diferenciació, 

independentment de la técnica, i sempre i quan els resultats siguin 

consistents s'ha de considerar la formació d'estocs (o MU) diferenciats. 

Curiosament, l 'ICCAT proposa mesures de gestió coincidents amb els 

proposats en aquesta tesi en les dues especies que la diferenciació no está 

molt clara (bacora i tonyina ). En canvi, en el bonítol amb un diferenciació 

entre localitats molt profunda l'ICCAT no proposa cap gestió diferenciada 

peis dos ESUs. 
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7 . Conclusions 

1. La regió control de les tres especies estudiades i en general de la familia 

Scombridae segueix els patrons d'estructura i evolució descrit per a altres 

especies de peixos i mamífers. Deis tres domini mitocondrials el Domini I 

és el que presenta una variabilitat mes elevada, amb peques restriccions 

selectives. Per tant aquest segment mitocondrial és un marcador genétic 

idoni per inferir l'estructura pobiacional d'aquestes especies. 

2. S'ha calibrat el rellotge molecular per al primer domini de la regió control 

d'aquestes especies en 7-14% substitucions per milió d'anys. 

3. De les tres especies estudiades, el bonitol és Túnica que presenta una 

subestructuració dins del mar Mediterrani. La presencia de dos llinatges 

mitocondrials heterogéniament repartits i la elevada divergencia entre ells 

reflexa la historia evolutiva d'aquesta especie en aquesta regió durant les 

glaciacions del Plistocé. 
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A. La bacora presenta una diferenciació genética molt tenue, pero clara, 

entre el Mediterrani i rAtlántic. Aquesta diferenciació concorda amb els 

estudis de les dades morfométriques i merístiques. Per altra banda, la 

manca de diferenciació observada entre les tres localitats atiántiques 

s'explica perfectament peí régim migratori d'aquesta especie. 

5. La tonyina no presenta un heterogeneítat genética entre la localitat de 

l'Atlántic oest i el Mediterrani. Malgrat la distancia geográfica entre les 

dues árees de mostratge, la migració transatlántica de la tonyina podria 

suposar un flux génic suficient per homogeneítzar genéticament les dues 

localitats. 

6. Aproximadament el 4% deis individus de tonyina presenten un mtDNA 

similar al de la bacora i un 2,5% presenten un mtDNA similar al de la 

tonyina del pacífic. La presencia d'aquests dos llinatges mitocondrials 

dins de la tonyina s'explica per diversos episodis d'hibridació i 

introgressió durant els darrers 500 000 anys. 

7. El nivells de variabilitat molecular de les tres especies cauen dins de la 

part superior de rang observat per altres especies marines utilitzant el 

mateix marcador genétic. La comparació deis nivells de variabilitat i les 

estructures poblacionals expliquen una historia biogeográfica particular 

per a cadascuna de les tres especies, tot i pertányer a la mateixa familia. 

La capacitat d'estructuració en relació directa amb la capacitat de 

migració. 

8. La comparació entre els resultats d'aquest estudi amb els obtinguts a 

partir de ranálisi al loenzims per aproximadament les mateixes mostres 

mostren diferents nivells d'estructuració en la bacora i la tonyina. El 

mtDNA possiblement explica una situado poblacional mes actual; en 

canvi, els al loenzims explicarien una situado relativament ancestral. 

9. Es proposa que la gestió de les pesqueries d'aquestes especies es basi 

amb les unitats de gestió (MU). Es considera una unitat de gestió totes 

les subestructuracions poblacionals detectadas amb independencia de la 

técnica utilitzada. 
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P R O T O C O L S 

QUADRE 1. Protocol d'extracció de DNA genómic 

1. - Homogenitzar amb un bisturí un tros petit de 
teixit (uns 5mm )̂. Col.locar-rho en un tub de 
microcentrífiíga (tub eppendorf). 
2. - Afegir óOOixl de tampó TENS* i 80̂ 1 de 
proteinasa K (lOmgr/ml). 
3. - Incubar amb agitació a 37T tota la nit. 
4. - Afegir 650)4.1 de Phenol (saturat amb Tris) al 
lisat. 
5. - Centrifiígar 4 minuts a temperatura ambient. 
6. - En un eppendorf nou, recuperar la fase superior 
(aproximadament un 450|jl) afergir-hi 325nl de 
phenol i 325|il de cloroform isoamilic (24:1). 

7. - Centrifijgar 4 minuts a temperatura ambient. 
8. - Sobrenedant mes 2 volums d'etanol absolut 
fred (-20°C). 
9. - Centrifiígar 12 minuts a temperatura ambient. 
10. - Decantar l'etanol. 
11. - Afegir al pelet 500̂ 1 d'etanol 70% fred 
(-20°C). 
12. - Centrifugar 12 minuts a temperatura 
ambient. 
13. - Decantar l'etanol i deixar secar tota la nit. 
14. - Resuspendre el pelet amb lOOnl d'aigua 
Mili-Q estéril i guardar a -20^. 

*Tampó TENS: Tris pH8 O.OSM, EDTA O.IM, NaCÍ 5M i SDS 5M. 
Nota: totes les centriftigacions es fan 12.000g. 
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QUADRE 2. Reacció de PCR 

Volum (til) 
Concentrado 
a la reacció 

lampó lOX* 2,5 IX 
MgCl2(50mM) 0,75 l,5mM 
Primer A 1 ImM 
Primer B 1 ImM 
dN'l'P (5mM) 2 0,4 mM 
Taq polimersa* 0,25 l,25u. 
H2O 16,5 ~ 
ADN 1 100 ngr 

Volum final de la reacció 25|il. La reacció de PCR consta de 35 cicles, amb un pas previ de 4 minuts a 
94°C (desnaturalització) i un extensió final del producte de 5' a 72°C. Tots els cicles comprenen un 
pas de desnaturalització (94°C) durant 45 segons, hibridació a 55°C durant 45 segons i extensió a 72''C 
durant 1 minut. 

•Amplitaq DNA polymyerase. Perkin Elmer. N808-0101. 

QUADRE 3. Protocol de neteja del producte de PCR 

1. - Realitzar la reacció 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 reacció a la columna de 
filtració, evitant d'agafar l'oli. 
4. - Afegir 300|al d'aigua Mili-Q a la columna. 
5. - Centrifugar a 2000g durant 5 minuts a temperatura 
ambient. 
6. - Decantar el volum d'elució de la cambra inferior. 

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

7. - Afegir 250|il d'aigua Mili-Q a la columna. 
8. - Centrifiígar a 2000g durant 5 minuts a 
temperatura ambient. Ha de restar un volum 
d'entre 1 i 5̂ 1. 
9. - Repetir passos 7 i 8. 
10. - Afegir 25|j,l* 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 Reacció de Seqüenciació 

A) Reacció d'anneaiing: 
1. - Afegir l¡xl del primer ais 7̂ 1 de la reacció de 
PCR. 
2. - Bullir durant 5-10 minuts. 
3. - Centrifugar breument i posar en gel sec i 
alcohol durant 5 minuts. 
4. - Descongelar i afegir 2̂ il del Tampó de 
reacció*. 
5. - Incubar en gel durant 5 minuts i deixar-ho a 
temperatura ambient durant 2 min. 

C) Reacció de terminació: 
1. - En un placa NUNC posar 2,5̂ 1 de ddNTP, 
un pou per cada terminador. 
2. - Preescalfar la placa a 4S''C durant Sminuts. 
3. - Afegir a cada pou 3̂ 1 de la reacció de 
marcatge a cadascun deis 4 pous. 
4. - Incubar 5 minuts a 45°C. 

B) Reacció de marcatge: 
LabeiMix* lyá 
Tampó de dilució de 
la Sequemse* 1,75(11 
O.IMDTT* 1̂ 1 
35S-dATP 0,5̂ 1 
Sequemse * enzime 0,25p.l (3u.) 

Afegir 5,5̂ 1 de la reacció de Iligament, posar en gel 
durant 8 minuts, incubar a temperatura ambient 
durant 2 minuts. 

D) Parada de la reacció: 
1. - Afegir A\ú de formamida/blau de bromofenol a 
cada pou. 
2. - Carregar la mostra en un gel de seqüenciació o 
congelar a -20°C. 

E) Gtel de seqüenciació: 
1. - Preparar el gel de seqüenciació d'acrilamida al 6% i urea 7M. 
2. - Desnaturalitzar la mostra durant 5 minuts a 90°C. 
3. - Carregar 2,5 ni de cadascuna de les quatre reaccions en pous diferents. 
4. - Realitzar Telectroforesi 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 peMicula Kodak XAR-5-X ray film. 

* Sequenase versión 2 DNA Pol)'merase, Amersham, US 70775). 
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