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Resum

Les analisis realitzades en cent deu poblacions de truita comuna (Salmo trutta) que
abarquen el seu rang natural de distribucié indiquen que el patré filogenetic es relaciona
amb les tres grans vessants on es troba distribuida I'espécie: ponto-caspia, atlantica i
mediterrania. Aquesta diferenciacio estaria associada a I'aillament de les vessants durant
el Quaternari. L'origen de I'espécie es relaciona amb la vessant ponto-caspia, d'acord
amb els models biogeografics que postulen I'origen asiatic de la ictiofauna europea. S'ha
detectat també un segon nivell de divergéncia dins de cada vessant que dona com a
resultat I'existéncia de sis llinatges evolutius: Atlantic i Duero a la vessant atlantica, els
llinatges Adriatic, Mediterrani i Marmoratus als rius mediterranis, i el llinatge Danubi a la

zona ponto-caspia.

Les glaciacions del Pleistocé han modificat profundament el rang de distribucié de la
truita comuna, especialment a la vessant atlantica, on s’han proposat quatre grans
refugis glacials: a I'est de la capa de gel, a Europa central, a I'entorn del canal de la
Manega i a I'entorn del golf de Biscaia; tot i que només els tres primers haurien participat
en la recolonitzacié del nord d’Europa al final de I'Gitima glaciacié. El quart refugi, que
inclou el sud de Franga i el Cantabric hauria estat I'origen de I'expansi6 cap al sud durant
el Pleistoce Superior d'un grup de poblacions distribuides actualment a la vessant
atlantica ibérica, i també hauria servit de base per a I'expansié cap al nord d'altres grups

de truita durant interglacials anteriors.

A la vessant atlantica de la peninsula Ibérica, I'estructura poblacional es troba associada
a la xarxa hidrografica i es determinen fins a cinc unitats poblacionals: les truites dels rius
Cantabrics, les del Mifio, les del Duero, les del Tajo i les del Guadalquivir. Les poblacions
del Guadalquivir pertanyerien a un grup d'influencia mediterrania. Els marcadors
d’al-lozims i de DNA mitocondrial es troben fortament correlacionats en aquesta vessant,
on apunten cap als mateixos grups de poblacions. Per contra, els rius de la vessant
mediterrania haurien estat colonitzats pels llinatges Adriatic i Mediterrani i s’hauria
produit una intensa intergradacié secundaria entre aquests llinatges durant els periodes
glacials a partir de I'expansié de les poblacions retingudes a les capcgaleres durant els
interglacials. Els grups d’hibridacio, I'aillament i la deriva en el periodes interglacials fan
que els grups de poblacions identificats pels marcadors d’al-lozims i de DNA mitocondrial

no coincideixin.



Resumen

Los andlisis realizados en ciento diez poblaciones de trucha comun (Salmo trutta) que
abarcan todo el rango natural de distribucion de la especie indican que el patréon
filogenético esta relacionado con las tres grandes vertientes donde se distribuye: ponto-
caspia, atlantica y mediterranea. Esta diferenciacion estaria asociada al aislamiento de
las vertientes durante el Cuaternario. El origen de la especie se relaciona con la zona
ponto-caspia, de acuerdo con los modelos biogeograficos que postulan el origen asiatico
de la ictiofauna europea. También se ha detectado un segundo nivel de divergencia
dentro de cada vertiente, que da como resultado la existencia de seis linajes evolutivos:
Atlantico y Duero en la vertiente atlantica, Adriatico, Mediterraneo y Marmoratus en los

rios mediterraneos, y el linaje Danubio en la zona ponto-caspia.

Las glaciaciones del Pleistoceno han modificado profundamente el rango de distribucién
de la trucha comun, especialmente en la vertiente atlantica, donde se han propuesto
cuatro grandes refugios glaciares: al este de la capa de hielo, en Europa central,
alrededor del canal de la Mancha y alrededor del golfo de Vizcaya; aunque sélo los tres
primeros habrian participado en la recolonizacién del norte de Europa al final de la Ultima
glaciacion. En el cuarto refugio, que incluye el sur de Francia y el Cantabrico, se habria
originado la expansién hacia el sur durante el Pleistoceno Superior de un grupo de
poblaciones distribuidas actualmente en la vertiente atlantica ibérica. Este refugio
también habria servido como base para la expansion hacia el norte de otros grupos de

trucha durante periodos interglaciares anteriores.

En la vertiente atlantica ibérica, la estructura poblacional se encuentra asociada a la red
hidrografica, y se determinan hasta cinco grupos de poblaciones: las truchas de los rios
Cantabricos, las del Mifio, las del Duero, las del Tajo y las del Guadalquivir. Las
poblaciones del Guadalquivir pertenecerian a un grupo de influencia mediterranea. Los
marcadores de alozimas i de DNA mitocondrial se encuentran fuertemente
correlacionados en esta vertiente, donde detectan los mismos grupos de poblaciones. En
cambio, los rios de la vertiente mediterranea habrian sido colonizados por los linajes
Adridtico y Mediterraneo y se habria producido una intensa intergradacion secundaria
entre estos linajes durante los periodos glaciares a partir de la expansion de las
poblaciones retenidas en las areas de refugio durante los interglaciares. La intensidad de
la hibridacién, el aislamiento y la magnitud de la deriva en los periodos intergiciales
provocan que los grupos de poblaciones identificadas por los marcadores de alozimas y

de DNA mitocondrial no coincidan.



Summary

The analyses performed in one hundred and ten brown trout (Sa/mo trutta) populations
that cover its native European distribution, shows that the phylogenetic pattern is
associated with the three major basins occupied by the species: Ponto-Caspian, Atlantic
and Mediterranean. This differentiation is related with basin isolations during the
Quaternary. The origin of the species is placed in the Ponto-Caspian region, in clear
agreement with biogeographic models that postulates the Asian origin of European
ichthyofauna. Further divergence occurred in the mid-lower Pleistocene generated the
actual lineages: Atlantic and Duero in the Atlantic basin, Adriatic, Mediterranean and
Marmoratus lineages in the Mediterranean rivers and the Danubian lineage in the Ponto-

Caspian area.

Pleistocene glacial periods have deeply modified the distribution range of brown trout,
mainly in the Atlantic basin, where four major glacial refugia have been proposed: (i), at
the East side of the ice sheet, (i), in Central Europe, (iii), around the English Channel and
(iv), around the Bay of Biscay. Only the three first seem to be involved in the
recolonization of North Europe at the end of the last glacial period. The fourth glacial
refugia, placed in Southern France and the Cantrabrian Sea area, would have been the
origin of a southern expansion during Late Pleistocene. Nowadays, those trout
populations are distributed in the Atlantic basin of the Iberian Peninsula. This glacial
refugia could also be involved in older recolonizations of North-Europe previous to last

glacial process.

Brown trout population structure in areas at the Atlantic basin of the Iberian Peninsula is
associated with river network. Thus, five trout population groups could be determined:
trout from the Cantabrian Rivers, from the Mifio River, from the Duero River, from the
Tajo River and trout populations from the Guadalquivir basin. These last populations
show a strong Mediterranean influence. In this basin, comparisons involving allozyme
and mitochondrial DNA data are strongly correlated and points towards the same
population groups. The rivers in the Mediterranean basin have been colonized by Adriatic
and Mediterranean lineages, and strong secondary intergradations are reported among
them during glacial periods. Population groups identified by allozyme and mitochondrial
DNA do not agree as a consequence of this intergradation, as well as isolation and

genetic drift during interglacial periods.
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Introduccid

1 . Introducci6

1.1. Aspectes generals

Els processos de distribucid geografica i especiacio de la ictiofauna
europea son el resultat dels canvis geologics i les fluctuacions climatiques
(Lelek 1980). La historia evolutiva d’'aquestes espécies ha estat marcada
per l'existéncia de muntanyes i mars, que representen barreres
infranquejables per a la majoria d’espécies d’aigua dolga; pels canvis de
cursos fluvials, que n’han permés I'expansio; i pels canvis de rangs de
distribucio associats als canvis climatics del Quaternari (Banarescu 1989,
1992, Bianco 1990).

1.1.1. L’espai fisic: Europa

Des dun punt de vista geografic, Europa és una gran peninsula
connectada amb Asia i presenta unes caracteristiques peculiars. Moltes
grans serralades es troben al sud del continent i s’orienten en un eix est-
oest: la Cantabrica, els Pirineus, els Alps, els Carpats, la Transilvana, el

Caucas. Més al nord de les serralades s’hi extén una plana que, des de
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Franga, Belgica i Holanda, abarca fins els Urals passant per Europa
central, les Republiques baltiques, Bielorussia, Ucraina i Russia. Al sud
del continent hi trobem les peninsules Ibérica, Italica i Balcanica, totes
elles forga muntanyoses. Més al sud, també en una orientacié est-oest, hi

trobem el Mar Mediterrani i el Mar Negre.

Aquesta geografia particular ha influenciat sobremanera el moviment de
les especies al continent europeu en resposta a les fluctuacions del clima,
limitant els desplacaments cap al sud dels organismes durant els periodes
freds (Taberlet et al. 1998). Les serralades com els mars sén barreres
formidables per a molts organismes i les muntanyes cobertes de gel ho
devien ser encara més durant les glaciacions. De les restes de plantes i
animals es dedueix que molts organismes que actualment es distribueixen
arreu d’Europa es trobaven refugiats al sud de la capa de gel durant les
glaciacions; principalment a les peninsules Ibérica i Italica, als Balcans i
possiblement al Caucas i al voltant del Mar Caspi (Lelek, 1980, Hewitt
1999). Durant el Quaternari, les espécies van patir diversos processos de
constriccions i expansions de rang en les seves poblacions septentrionals,
com a resultat de les extincions degudes al descens de la temperatura, i
expansions cap al nord de les poblacions dels refugis glacials durant els
periodes interglacials. En moltes espécies, les expansions postglacials es
van produir rapidament al final dels periodes glacials perqué les
poblacions podien expandirse cap a grans arees buides de territori
habitable. L’analisi de les rutes de colonitzacid i dispersio post-glacial ha
fet que es proposessin per a organismes terrestres tres gran patrons de
colonitzacid, anomenats, segons I'espécie que els representava: llagosta
(grasshopper), erigd (hedgehog) i 6s (bear) (Taberlet et al. 1998, Hewitt
1999, 2000). Bilton et al. (1998) suggereixen, perd, que la propia Europa
central i el ponto-caspi han estat refugis glacials de diverses espécies de
petits mamifers, i que les peninsules sudeuropees representarien, per
aquestes espécies, zones amb abundancia d’endemismes, més que no

pas refugis glacials.
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1.1.2. Variacions climatiques del Quaternari

Els minerals i fossils dels registre geologic ens ofereixen evidéncies de
canvis climatics globals durant gran part de la historia de la Terra (Bennett
i Glasser 1996). El paisatge actual és consequeéncia dels periodes glacials
que van ocorrer durant el Cenozoic en qué el clima de la Terra va canviar
drasticament. Un gran episodi fred que es va produir al limit entre I'Eocé i
I'Oligocé va significar I'aparicié de gel a I'Antartida. A I'Hemisferi nord,
I'absencia de terra al pol i la distribucié dels corrents oceanics retardaren
el refredament. Fins que es produi el tancament del brag d’aigua entre
Ameérica del Nord i del Sud fa uns 3 Ma, durant el Pliocé, les condicions
no foren prou fredes per permetre el desenvolupament de gel a
Groenlandia, I'Artic i Sibéria. Fa uns 2.4 Ma la capa artica de gel va
comencar a expandir-se i les latituds mitjanes van veure el creixement i
retrocés regular de les capes de gel i els glaciars. De fet, les condicions
glacials han dominat - practicament un 80% del temps - a la Terra en els
Ultims dos milions d’anys (Willis i Whitakker 2000). Durant les etapes
fredes, conegudes com a periodes glacials, les capes de gel assoliren el
seu maxim i cobriren la majoria de latituds mitjanes septentrionals.
Aquests periodes freds son interromputs per excursions calides,
anomenats periodes interglacials, on la distribuci6 dels gels seria similar a
I'actual. Durant el Pleistocé aquestes “edats de gel” foren especialment
severes (Figura 1). Més en concret, els ultims 700.000 anys han estat
dominats per grans periodes glacials amb un cicle aproximat de 100.000
anys interromputs per interglacials curts i calids com I'actual (Hewitt 1996,
1999, 2000).

El 1924 el geofisic serbi Milankovitch enunciava la seva teoria, on
proposava que la temperatura de la superficie terrestre hauria variat en
resposta a canvis regulars i previsibles de I'0rbita i I'eix de la Terra, i que
aquest procés hauria estat regulat per la combinacié de tres factors: i)
I'exentricitat de l'orbita terrestre, que canvia d’aproximadament circular
cap a el‘liptica amb un periode de 96.000 anys; ii) la inclinacié de I'eix de

la terra - la obligliitat de I'eclipse — que varia de 21°39’ a 24°36’ en un eix
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temporal d’aproximadament 41.000 anys; iii) la oscil-lacié en 23°30’ de la
Terra en el seu eix vertical, en un periode que dura 10.500 anys, produida
per la variacié del pol gravitacional exercit pel Sol i la Lluna. La teoria no
fou plenament acceptada i reconeguda fins als anys 70 del segle passat
(Hays et al. 1976).
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Figura 1. a Temps geologics durant I’era Cenozoica i b periodes glacials i
interglacials durant el Pleistoce (terminologia alpina).

La interaccid entre aquests tres factors ha produit un seguit de variacions
climatiques amb efectes molt importants en les temperatures globals.
Aquests canvis climatics han afectat la distribuci6 mundial dels biomes i
dels ecosistemes i, per tant, també dels ninxols ecologics i €els rangs de

distribucio de les espeécies. Repetidament doncs, algunes especies s’han

12



Introduccid

extingit en grans parts del seu rang, altres s’han dispersat cap a noves
localitats i altres han sobreviscut en refugis glacials i s’han expandit
novament (Hewitt 2000, 2001).

Una de les consequéncies de les expansions a partir dels refugis glacials
és la formacié de zones de sutura en aquelles arees on es troben llinatges
provinents de diferents refugis. Aquestes zones sovint es troben
concentrades en arees molt concretes (Figura 2). A Europa se n’han
definit quatre de principals pel que fa a organismes terrestres: una als
Alps, una altre als Pirineus, la tercera al limit entre Franca i Alemanya i la
quarta al centre d’Escandinavia (Taberlet et al. 1998, Hewitt 1999).

BB e
255

P ¥

Figura 2. Principals rutes de colonitzacio postglacial (verd) i zones de sutura
(negre) a Europa proposades per organismes terrestres (Taberlet et al. 1998).

1.1.3. Marcadors moleculars i metodes de deteccid de la variabilitat

genética

Entre les tecniques que s’han utilitzat per a l'estudi de les relacions

evolutives i I'estructura genética de les poblacions naturals, hi trobem
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I'electroforesi de proteines, les analisis dels polimorfismes de longitud
basats en els fragments de restriccio del DNA (RFLPs), la seqiiénciacio
geénica i l'estudi de microsatél-lits. L'electroforesi de proteines va ser el
principal métode per descriure l'estructura genetica de les poblacions
naturals fins a l'aparicié i popularitzaci6 de les tecnologies de DNA
(Lewontin 1991). Els primers es van aplicar al DNA mitocondrial al voltant
del 1980, perd s’han popularitzat durant I'Gltima década del segle XX
degut al desenvolupament de la reaccié en cadena de la polimerasa
(PCR), que permeten I'amplificacio in vitro de fragments especifics de
DNA pel seu analisi posterior (Avise 1994, 2000). Aquest
desenvolupament de la PCR ha afavorit també I'extensio de les técniques

de sequenciacié i dels microsatél-lits.

Les dades allozimiques son interpretables en termes de genotips
mendelians en un locus particular, a més de ser una técnica relativament
senzilla, barata i rapida, el que permet la rapida acumulacié de dades
genotipiques, fins a 40 6 50 loci nuclears per individu, en grans mostres
poblacionals. Tot i aixd, aquestes dades tenen una limitacié inherent per
alguns proposits filogenétics, ja que les relacions historiques dels al-lels
en una analisi filogenética de dades electroforétiques no poden ser
conegudes directament a partir de I'analisi. Aquest fet ha suposat un
desplagament, quan no un abandonament, de la técnica al-lozimica. En
aquest sentit, les aproximacions basades en RFLPs o seqlenciacié dels
gens permeten l'accés directe a la informacié filogenéetica continguda en
els fragments de DNA amplificats per PCR, tant per a gens nuclears com
mitocondrials. A diferéncia dels al-lels detectats mitjangant la técnica
electroforetica, les relacions historiques en una analisi filogenética de
sequéncies de DNA si que es poden conéixer. Les publicacions relatives
a les relacions evolutives i la distribucié geografica de la variabilitat
genética se centraren en I'analisi del DNA mitocondrial (mtDNA), a causa
de l'abséncia de recombinacié intermolecular i la seva alta variacié
intraespecifica. Tot i aix0, i a causa de I'’heréncia materna de la molécula,

s’ha posat de manifest que I'is exclusiu del mtDNA per definir unitats
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evolutives esbiaixa la interpretacié dels resultats envers els llinatges
matriarcals, que poden no recollir tots els processos evolutius que ha
sofert una especie (Antunes et al. 2002). Per tant, sembla necessari I'Us
de diversos marcadors moleculars per respondre la majoria de questions
relatives a la filogénia i I'estructura poblacional dels organismes (vegeu
Ballard i Whitlock 2004). Diferents processos evolutius, ecologics i de
comportament han estat demostrats a partir dels resultats combinats dels
dos tipus de marcadors (Avise 1994, Allendorf i Seeb 2000). Aixi doncs,
I'ts combinat de mtDNA (heretat via materna) i loci nuclears mendelians

millora significativament les analisis evolutives.

1.1.4. Filogeografia

La comprensié dels processos passats i presents que han generat i
generen els patrons de distribucié dels organismes, necessita de les
reconstruccions historiques basades en patrons filogenétics i geografics
(McDowall 2004). Amb el desenvolupament dels métodes moleculars
d’estudi de la variacié genética, primer els al-lozims, posteriorment els
RFLPs i més recentment la seqlenciaci6 de fragments de DNA
mitocondrial i nuclear, és possible investigar la variacié genética en el
rang de distribucié d’'una espécie. La filogeografia és una disciplina que
estudia la distribucié geografica dels llinatges genealogics, emfatitzant els
processos historics que han sofert les poblacions, a partir de les
empremtes evolutives en les distribucions geografiques contemporanies
dels marcadors moleculars (Avise 1996, 1998). El mot fou emprat per
primer cop el 1987 per Avise et al., i a partir de llavors el seu Us en
genética evolutiva ha crescut exponencialment (Avise 2000). Com que la
disciplina arrela en la biogeografia historica i la genética de poblacions, va
ser anunciada com un pont d’uni6 de l'estudi de processos micro i
macroevolutius (Bermingham i Moritz 1998). La filogeografia es considera
una disciplina integradora perqué l'analisi i interpretacio de la distribucio

dels llinatges genealdgics sol necessitar de la genética molecular, la
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genética de poblacions, la filogénia, la demografia, I'etologia i la

demografia historica (Avise 2000).

Com que el DNA mitocondrial evoluciona rapidament en poblacions
d’animals superiors i normalment presenta heréncia materna sense
recombinacio intermolecular, ha estat el cavall de batalla de molts estudis
filogeografics (Avise 2000, Ballard i Whitlock 2004). En les Uultimes
décades ha estat utilitzat extensament com a eina per inferir el passat
evolutiu i demografic, tant de poblacions com d’espécies, i s’ha demostrat
impagable per als nous camps de I'ecologia molecular i la filogeografia
(Ballard i Whitlock 2004). EI DNA mitocondrial ha estat utilitzat per tractar
glestions en una escala filogenetica amplia, que abarca des de temes

relatius a estructures poblacionals fins a filogénies a nivell de génere.

1.2. Biogeografia dels peixos continentals europeus
1.2.1. Origen i hipotesis biogeografiques

Al continent europeu hi trobem nombroses espécies i sub-espeécies
endémiques de peixos d'aigua dolga. Vint-i-tres families i 196 especies
natives europees foren identificades per Lelek (1980), incrementades a
358 per Kottelat (1997), tot i que aquest autor admet que fins a 1931
noms diferents han estat aplicats a aquestes espécies. El patr6 de
distribucié dels endemismes és interessant, ja que molts es troben a les
peninsules Ibérica, Italica i al sud de Grecia, en tant que Europa central
ofereix una ictiofauna relativament uniforme (Zardoya i Doadrio 1999,
Durand et al. 2003). Aquesta distribucié tan inusual ha fet que es
proposessin diferents escenaris biogeografics per a explicar la historia

evolutiva de la ictiofauna europea.

Tradicionalment s’ha cregut que els peixos d’'aigua dolga de la regio
paleartica es van originar a I'Asia i es van expandir cap a Sibéria durant
'Eoce (Banarescu 1989, 1992). Tot i aix0, com que Europa estava
separada de Siberia pel Mar d’Ob, la seva ulterior dispersié estava

impedida. Durant I'Oligocé, els peixos d’aigua dolga van poder expandir-
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se cap a Europa a consequéncia de I'elevacié dels Urals i la desaparicio
del Mar d’'Ob. Aquesta dispersi6 a través d’Europa durant el Terciari ha
provocat, i encara provoca, controversia a causa de 'existéncia de dues
hipotesis alternatives. La primera, proposada per Banarescu (1989, 1992),
considera que els peixos d’aigua dolga es van estendre per Europa
central via connexions fluvials cap a la part sud del continent i el nord
d’Africa, en una successié de dispersions graduals en I'espai i el temps
que podria haver comengat fa uns 35 Ma i durar fins el Plioce superior (fa
uns 2 Ma). L’aillament subsequent de les peninsules Ibérica, Italica i el
sud de Grecia de la resta de continent, seria el responsable de la seva
riguesa en fauna endémica. Les glaciacions del Quaternari haurien delmat
seriosament el poblament ictic d’Europa central, que hauria estat
substituit amb peixos del Danubi durant els periodes interglacials, donant
lloc a la uniformitat de la ictiofauna centreuropea. D’altra banda, els rius
mediterranis haurien estat colonitzats mitjangant captures fluvials des de
Europa central per antics llinatges siberians durant el Terciari; en canvi,
les actuals poblacions de peixos d’Europa central s’haurien originat a

partir d’esdeveniments de dispersié durant el Quaternari.

Front d’aquesta visi6, Bianco (1990) assenyala que durant el Mioce gran
part de la ictiofauna actual d’aigua dolca ja estava establerta a Europa
central perd es trobava absent de les peninsules sud-europees i nord
d’Africa, on no hi aparegueré fins a la crisi salina del Messinia (5.96-5.33
Ma), quan la dessecacié del Mediterrani va afavorir la gran dispersid
d’ictiofauna al voltant de la regié circum-mediterrania. Amb I'obertura de
I'estret de Gibraltar i I'entrada d’aiglies atlantiques es va acabar la
dispersio i va comengar l'aillament entre les poblacions que ha produit el
gran nivell d’endemismes a les peninsules Ibérica, ltalica i el sud de
Grécia. Per tant, aquesta teoria proposa una dispersié circum-
mediterrania en comptes d’una dispersio per captures fluvials des del nord
i des del sud d’Europa. Segons Bianco (1990), aquesta dispersié s’hauria
produit només durant la fase Lago Mare de la crisi salina del Messinia i no

d’'una manera gradual durant el periode Terciari (Oligocé-Miocé-Plioce).
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Un gran esdeveniment vicariant seria el responsable del gran nombre

d’endemismes a I'Europa sud-peninsular, segons aquest autor.

1.2.2. Efecte de les glaciacions en la ictiofauna

Tot i que la divergéncia i dispersi6 de molts géneres de peixos
continentals estan datats al Terciari, basicament durant el Pliocé-Mioce,
les severes oscillacions climatiques del Quaternari produiren grans canvis
en els rangs de distribucid de la ictiofauna europea, comprimint-los i
expandint-los repetidament durant els cicles glacials-interglacials (Hewitt
2000). En aquest sentit, la gran antiguitat de la majoria de families de
peixos d'aigua dolga — el primer fossil esta datat a I'Oligocé — i la
preséncia de sistemes muntanyosos antics (Pirineus, Alps) o
moderadament antics (Dinarics) que han separat les peninsules del sud
d’Europa de la resta del continent des del Miocé, han collocat les
glaciacions del Pleistocé com a explicacions secundaries en les hipotesis
biogeografiques europees (Perdices et al. 2003). Estudis recents amb
técniques moleculars han obert noves perspectives en [l'analisi
filogeografica dels peixos d’aigua dolga, remarcant la importancia de les
glaciacions del Pleistocé en l'origen, estructura i distribucio actual de la
ictiofauna europea. Cada vegada, més evidéncies reconeixen onades de
colonitzacié durant el Pleistoceé en géneres de peixos d’aigua dolca
(Sabanejewia, Squalius, Chondrostoma) associades a les oscil-lacions
climatiques. Més encara, en moltes espécies de peixos d’aigua dolga les
glaciacions del Quaternari han tingut un paper central en la modelacié de
I'estructura poblacional i distribucid actual de la variabilitat genética,
determinant-se arees de refugi glacial i zones d’expansié postglacial. Per
exemple en el barb (Barbus barbus), una espécie d’'amplia distribucié en
els rius de Europa central, Kotlik i Berrebi (2001) han observat que la
zona ponto-caspia, incloent-hi la conca del Danubi, ha estat utilitzada com
a refugi glacial i centre de dispersi6 de successives onades de
colonitzacié del sud i centre d’Europa seguint la retirada dels gels al final

de les glaciacions. Aquests autors suggereixen també que la regié del sud
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de Franga hauria pogut ser utilitzada com a refugi durant I'Gltim periode

glacial (Figura 3).

‘ I— Llinatge II (h1)

Figura 3. Distribuci6é biogeografica i filogénia simplificada del barb (Barbus
barbus).

L’existéncia d’aquest refugi glacial a I'oest d’Europa durant I'ltim periode
glacial és molt més clara en les analisis filogeografiques realitzades amb
el cavillat (Cottus gobio). En aquesta espeécie, tot i que les principals
zones refugi per a les actuals poblacions del nord d’Europa van situar-se
a l'est i al centre d’'Europa (Kontula i Vainola 2001) durant I'dltim glacial
(Wirm), sembla que haurien sobreviscut poblacions al sud de les llles
Britaniques i a la costa Atlantica francesa (Figura 4) (Volckaert et al.
2002).

Llinatge V

Llinatge IV
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Figura 4. Distribucio biogeografica i filogénia simplificada del cavil-lat (Cottus
gobio).
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De manera semblant, la distribucié dels llinatges de la perca (Perca
fluviatilis) al nord d’Europa (Figura 5) va suggerir a Nesbo et al. (1999)
que la recolonitzacié després de l'Ultima glaciacié es va fer des de tres
refugis situats al nord-est, sud-est i oest d’Europa. En aquesta espécie, un
llinatge Meridional ha sobreviscut a la zona del Danubi sense participar en

la recolonitzacio post-glacial del nord d’Europa.

Figura 5. Distribuci6 biogeografica i filogénia simplificada de la perca (Perca
fluviatilis).

Un patré molt semblant s’ha descrit pel timal (Thymallus thymallus), on la
recolonitzacié post-glacial d’Escandinavia es va produir a partir de refugis
situats a I'est i al sud de la capa de gel, pero sense la participacié directa
dels llinatges meridionals situats al Danubi i I'Adriatic (Koskinen et al.
2000, Weiss et al. 2002) (Figura 6).
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Figura 6. Distribuci6 biogeografica i filogénia simplificada del timal (Thymallus
thymallus).
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Els treballs anteriors fan referéncia a espécies actualment distribuides pel
centre i nord d’Europa, essent molt pocs els que fins ara s’han ocupat
d’espécies distribuides també en les peninsules del sud. Una excepcid
notable sén els treballs realitzats amb la bagra (Squalius cephalus).
Aquesta espécie té una amplia distribucié a Europa, tot i que la seva
preséncia a la peninsula Ibérica es troba restringida al nord-est (Durand et
al. 1999a). En aquesta espécie la recolonitzacié post-glacial hauria
implicat expansions tant a la part septentrional com a la part meridional
del rang de distribucié (Figura 7). Pel que fa a la recolonitzacié del nord
d’Europa, les zones de refugi glacial es troben a la zona ponto-caspia,
incloent la conca del Danubi, i el sud de Franga (Durand et al. 1999b),
com en el cas del barb, des d’on s’hauria produit I'expansio cap al nord. A
més a més per a la bagra s’ha proposat una expansié postglacial al sud
d’Europa, al final del Pleistocé des del Danubi cap a Grecia (Durand et al.
1999c).

Atlantic
r[ Grécia

2 1.5 1 0.5 0%

Figura 7. Distribucio biogeografica i filogénia simplificada de la bagra (Squalius
cephalus).

1.3. La truita comuna

La truita comuna (Salmo trutta) pertany a la familia dels Salmonids.
Presenta un rang natural de distribucié immens a Europa i I'oest d'Asia,
des de les costes atlantiques fins els tributaris del Mar d’Aral. Al sud

s’extén fins les muntanyes de I'Atles, al nord d'Africa (Berg 1948, Lelek
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1980). La truita comuna ha estat introduida fora d’Europa almenys a 24
estats de I'’Africa, Ameérica del nord, América del sud, Asia i Oceania
(Elliott 1994). La majoria d’aquestes introduccions es feren a finals del
segle XIX i principis del XX, abans que els riscos biologics de la
introducci6 d’espécies al-loctones fossin reconeguts. Actualment
representa I'espécie més important en la pesca esportiva, i tot i ser poc
important per a la pesca comercial, el seu pes socio-econdmic és
considerable en molts paisos d’Europa (Laikre 1999, Moller-Hansen
2003). Apart d’aquest aspecte, la truita en particular i els salmonids en
general estan guanyant pes especific com a sistemes model per testar un
ampli rang de questions ecologiques i evolutives (Groot i Margolis 1991,
Elliot 1994, Hendry i Stearns 2003, Crespi i Fulton 2004).

A la truita comuna s'ha detectat una considerable variabilitat ecologica i
morfoldgica, tant dins com entre poblacions; essent una de les espécies
de vertebrats amb una subestructuracié genética més acusada (Behnke
1986, Fergusson 1989, Bernatchez et al. 1992). Aquest fet s’ha traduit en
la identificacié de més d’un centenar de taxons diferents de truita comuna.
Alguns autors (Kottelat 1997) defensen que aquests grups haurien de
rebre el tractament d’espécie, tot i que algunes d’aquestes classificacions
reflexen només plasticitat fenotipica i ambiental (Bernatchez et al. 1992,
Giuffra et al. 1994, Susnik et al. 2004). Per exemple, les dades publicades
indiquen que les poblacions classificades com a subespécies en base a
I'estil de vida: S.t.trutta (forma anadroma), S.t.fario (forma resident de riu) i
S.tlacustris (forma lacustre) no representen necessariament grups
monofiletics (Ryman 1983, Hyndar et al. 1991, Cross et al. 1992). Existeix
doncs una considerable confusié en relacié a la seva taxonomia (vegeu
Elliott 1994, Kottelat 1997), que neix de la inacabada discussié sobre com
classificar els diferents grups morfologics i/o genétics que s’han identificat.
Tot i que la tendéncia és considerar la truita com una Unica espeécie
altament variable (revisat per Fergusson 1989), alguns taxonomistes

prefereixen considerar-la com un complex d’espécies enlloc d’'una Unica
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especie (p.e. Kottelat 1997), ja que aixi podria reflectir-se millor I'extensa

variabilitat interpoblacional que s’observa.

1.3.1. Estudis morfologics

A la publicacié del seu Systema naturae el 1758, Linné ja distingia els tres
estils de vida de la truita comuna — anadroma (S.trutta), resident (S.fario) i
lacustre (S.lacustris) — descrivint a cada un dels seus representants com a
espécies diferents. Tot i aix0, a partir de segle XIX aquesta classificacio
fou reiteradament criticada (vegeu Kottelat 1997). Durant la segona meitat
del segle XX es feu evident que la classificacid en tres espécies,
subespecies o formes de truita donava una explicacié inadequada de la
evolucié de l'especie per causa de 'origen poalifiletic dels estocs de truita
lacustre, que en molts casos derivaven de diferents estocs de truita
resident (NUmann 1967, Balon 1968). Aquest extrem ja havia estat
proposat per Berg (1948) que, a partir de dades morfométriques,
diferencia fins a 14 tipus de truita: 4 d’'anadromes, 5 de residents i 5 de
lacustres. La classificacio de Berg considerava com a subespécies
diferents les poblacions anadromes de truita de les vessants atlantica
(S.trutta), Mar Negre (S.t.labrax), Mar Caspi (S.t.caspius) i Mar d’Aral
(S.t.aralensis). Tot i que la classificacié conservava l'estil de vida com un
factor diferenciador, prevalien els criteris geografics i aixi algunes formes
residents es consideraven morpha dins les anteriors subespécies
anadromes: a l'Atlantic, S.trufta morpha fario, al Mar Negre, S.t.labrax
morpha fario, al Mar Caspi, S.t.caspius morpha fario. Només les truites
residents del Mar d'Aral (S.t.oxianus) i de la vessant mediterrania
(S.t.macrostigma), on no s’hi déna la forma anadroma es consideraven
també com a subespécies. Conclusions similars s'aplicaven a la
classificacié de les formes lacustres de les varietats: atlantiques (S.trutta
morpha lacustris), Mar Negre (S.t.labrax morpha lacustris) i Caspi

(S.t.caspius morpha lacustris) que es consideraven morpha, mentre que
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tan sols S.ischchan del llac Sevan (Arménia) i S.t.ezenami del llac

Ezenam (Daguestan) eren considerades en un nivell taxondmic superior.

Uns anys més tard, Lelek (1980), a partir d’un estudi morfomeétric,
diferencia entre set tipus de truita: 2 anadromes, 4 residents i una
lacustre. A partir de I'assumpcié que la forma anadroma atlantica (S.trutta
trutta) va donar lloc a la resta de tipus, I'autor descriu la forma resident
atlantica (S.t. morpha fario) i una Unica forma lacustre per a tot el rang
europeu de distribucié de I'espécie (S.t. morpha lacustris). D’altra banda,
les formes anadromes dels mars Negre i Caspi sén agrupades en el tipus
S.t labrax, i es defineixen tres formes residents més, una per a la vessant
mediterrania (S.t.macrostigma), una al Mar Negre (S.t. labrax morpha
fario) i una al Caspi (S.t. caspius). Les poblacions del Mar d’Aral no foren

analitzades en aquest estudi.

Darrerament, una revisi6 de Kottelat (1997) eleva fins a vint-i-set el
nombre d’espécies reconegudes, totes dins del génere Salmo. Pero si
afegim el calaix de sastre on s’hi encabiren totes les formes dels mars
Caspi i d’Aral, el nombre d’espécies per a la truita comuna s’enfila fins a
trenta-nou. Aquest increment espectacular del nombre d'espécies es
fonamenta en la relaxacié del concepte d’espécie a partir de I'aplicacio
dels seglients criteris. Primer, si les diferents formes sén genéticament
diferents i es troben aillades reproductivament, son espécies diferents.
Segon, si les diferents formes no sén diferenciables genéticament — les
técniques moleculars utilitzades no han detectat diferéncies — perd es
troben aillades reproductivament també es consideren espécies diferents.
Tercer i Ultim, només si les diferents formes no son diferenciables a nivell
genétic i no es troben aillades reproductivament, poden considerar-se una
Unica espécie. Per exemple, I'autor reuneix en una unica especie les tres
formes de vida de la truita atlantica (S.frufta), perod defineix quatre
espécies simpatriques al llacs Ohrid, tres espécies al llac Melvin i dues

espécies al llac Neagh.
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Un estudi posterior basat també en dades morfométriques (Dorofeeva
2000), questiona l'estatus taxonomic de moltes d’aquestes espécies i
només considera I'existéncia de cinc espécies de truita comuna. Una
ampliament distribuida a les vessants atlantica, mediterrania i a la zona
ponto-caspia (S.trutta), i quatre d'endémiques amb wuna distribucio
geografica molt reduida: S.ischchan (llac Sevan, Armenia), S.letnica (llac
Ohrid, ex-republica lugoslava de Macedonia), S.carpio (llac Garda, Italia) i

S.marmoratus (costa adriatica).

1.3.2. Anélisis genetiques

A nivell molecular la truita comuna ha estat una espécie bastant
estudiada. Els primers treballs sobre I'estructura genética de la truita
comuna realitzats en poblacions atlantiques (Allendorf et al. 1976, Ryman
et al. 1979, Fergusson i Mason 1981), indicaven una elevada diversitat
genética que es relacionava tant amb parametres ecologics com amb
raons historiques. Treballs posteriors han descrit diferents grups de
poblacions en el rang de distribucié de I'espécie. A partir de la divergéncia
en les sequiéncies parcials de la regi6 de la control de mtDNA, Bernatchez
et al. (1992) proposaren cinc llinatges evolutius: Adriatic (AD), Atlantic
(AT), Danubi (DA), Mediterrani (ME) i Marmoratus (MA), amb una
distribucié basicament al-lopatrica a la Mediterrania oriental, la vessant
atlantica, la regioé ponto-caspia, la Mediterrania occidental i I'’Adriatic nord,
respectivament. Aquests cinc llinatges foren confirmats posteriorment amb
analisis combinades de sequéncia i RFLPs de mtDNA (Bernatchez 2001),
amb el llinatge Atlantic com a ancestral (Giuffra et al. 1994). D’altra banda,
analisis filogenetiques amb el gen nuclear de la transferrina, mostraven
coincidiéncia a grans trets amb la del mtDNA en la definicié dels grups
evolutius de truita, tot i que assenyalaven les poblacions de la zona ponto-
caspia, en el rang de distribucié del llinatge Danubi, com a més antigues

(Antunes et al. 2002). Les analisis morfologiques més recents consideren
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el llinatge MA com el més divergent i el col-loquen a l'arrel del grup
(Dorofeeva 2000).

La baixa diversitat detectada amb els marcadors de mtDNA dins del
llinatge matriarcal de I'Atlantic contrasta amb I'elevada diversitat detectada
amb analisis al-lozimiques al nord d’Europa (Hamilton et al. 1989, Garcia-
Marin et al. 1999a, Makhrov et al. 2002) i especialment a la peninsula
Ibérica, on s’han detectat importants graus d’estructuracié poblacional
amb marcadors d’al-lozims (Sanz et al. 2000, Bouza et al. 2001), RFLPs
(Machordom et al. 2000), i sequiéncies de mtDNA (Weiss et al. 2000,
Antunes et al. 2001). La magnitut d’aquesta diferenciacié per a les
poblacions de truita comuna a la conca del Duero ha fet que es proposés

I'existéncia d’un llinatge endemic per a aquesta area (Suarez et al. 2001).

La distribucié al-lopatrica dels llinatges a la Mediterrania també és objecte
de controvérsia, ja que s’han detectat barreges entre grups de poblacions
a la peninsula Ibérica (Sanz et al. 2002), el nord d’ltalia (Giuffra et al.
1996), Eslovénia (Berrebi et al. 2000) i Grecia (Apostolidis et al. 1997). En
canvi, altres analisis donen suport a la distribucié al-lopatrica dels llinatges

als rius mediterranis de la peninsula Ibérica (Machordom et al. 2000).

A la regié ponto-caspia, I'estatus de la diferenciacié entre les conques
dels mars Negre, Caspi i d’Aral no ha pogut ser confirmada per les
analisis al-lozimiques i de mtDNA (Osinov i Bernatchez 1996, Bernatchez
2001), tot i que es reconeix un grau de diferenciacié enorme entre les
poblacions, i no es descarta que les poblacions de cada vessant
constitueixin un llinatge propi (Bernatchez 2001) com havia proposat Berg

(1948) a partir de dades morfométriques.

1.3.3. Efecte de les glaciacions sobre la distribucié de la truita comuna

Al nord-est de I'Atlantic, les poblacions de truita comuna van ser molt
afectades per les glaciacions del Pleistocé, de manera que les poblacions
actuals provenen dels episodis de recolonitzacié que ocorregueren

després del retrocés del gel en I'Ultim periode glacial. L'existéncia de
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refugis glacials, i la identificaci6 dels diferents grups que haurien
evolucionat en aillament durant els periodes glacials i haurien participat
en el procés de recolonitzacid, han focalitzat part de I'atenciéd en la
literatura relativa a la truita comuna. Hamilton et al. (1989) definiren
I'existéncia de dos races de truita atlantica a partir de la variabilitat present
en el locus LDH-C* (antic LDH-5%), una d’ancestral caracteritzada per
I'al'lel LDH-C*100, i una de moderna que presentava l'al-lel LDH-C *90.
Aquesta variant moderna hauria aparegut en un refugi a I'est de la capa
de gel durant l'Ultima glaciaci6 i s’hauria estés a tota la zona
recolonitzada. Osinov i Bernatchez (1996) coincideixen amb Hamilton et
al. (1989) en proposar un refugi a I'est de la capa de gel per a la truita
durant el Wirmia. El locus sAAT-1,2* també s’ha utilitzat com a marcador
en les rutes de colonitzacié postglacial i la diferent freqiiéncia dels al-lels
*100i *116 ha permés definir un model binari amb un refugi al Baltici un a
I’Atlantic durant I'dltim periode glacial (Makhrov et al. 2002). Tot i aixi, el
patré de colonitzacié dels dos grups no concorda amb I'obtingut a partir de
les analisis del mtDNA, que assenyalen cap a un patré més complexe de
distribucio i filogénia dels haplotips (Hynes et al. 1996). Basant-se en la
variacié en els loci LDH-C* i CK-A1*, Garcia-Marin et al. (1999a) van
descriure quatre llinatges de truita, tres dels quals estaven implicats en la
recolonitzacié del nord d’Europa, i haurien sobreviscut en refugis glacials
situats: i) a I'entorn del canal de la Manega ii) a la vessant atlantica Ibérica
i el sud de Franga i iii) a la zona ponto-caspia. Segons Bernatchez (2001)
el llinatge de la regié ponto-caspia no hauria participat en la recolonitzacié
post-glacial pero si els dos primers. Weiss et al. (2000) consideren
dubtosa la participacié de les poblacions ibériques en la recolonitzacio
postglacial, i proposen que els refugis des dels que s’expandiren les

poblacions es trobarien més al nord.
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1.4. Objectius del treball

La idea inicial d’aquest treball de tesi es planteja a partir de la concessid
per part de la CICYT del projecte Recursos genéticos nativos de la trucha
comun, Salmo trutta, en Espafia: Biogeografia y gestion (Referéncia AGF
98-0636). Els objectius especifics d’aquest projecte incloien aconseguir
marcadors de mtDNA per a les poblacions ibériques autdctones de truita i
dels estocs exdgens que es fan servir als centres piscicoles i descriure els
patrons biogeografics d’aquesta diferenciacid a la peninsula Ibérica.
L’aparicio dels treballs de Machordom et al. (2000) i Suarez et al. (2001),
que a grans trets van aportar aquesta informacid, van fer revisar aquest

objectiu inicial en els seglents tres objectius:

1. Descripci6 dels patrons filogeografics de la truita comuna a Europa

El primer objectiu d’aquest treball de tesi ha estat reconstruir la historia
evolutiva de la truita comuna a les vessants mediterrania i atlantica,

utilitzant com a marcador molecular la regié de control del mtDNA.

2. Comparaci6 entre marcadors moleculars

El segon objectiu del treball ha estat comparar la utilitat dels gens
nuclears (al-lozims en el nostre cas) i mitocondrials per reconstruir la

historia evolutiva de la truita comuna.

3. Reuvisio de les relacions filogenétiques a la truita comuna

El tercer objectiu d’aquesta tesi ha estat una revisié de les relacions

evolutives entre els llinatges matriarcals descrits a la truita comuna.
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2. Material i Métodes

2.1. Material

En aquesta tesi s’ha utilitzat com a material mostres de truita comuna que
abracen una gran part del rang natural de distribucio de I'espécie (Figures
8 i 9). Les mostres obtingudes ho han estat a partir de captures
realitzades pel propi laboratori i per mostres cedides per altres laboratoris
en funcié de la participacio en projectes de col-laboracié. En el moment en
qué es concedi el projecte motiu de I'inici d’aquesta tesi, el Laboratori
d’Ictiologia Geneética (LIG) disposava d’'un centenar de mostres de truita,
tant provinents de poblacions naturals com de centres piscicoles. Moltes
d’aquestes mostres havien estat analitzades préviament amb la técnica
d’electroforesi de proteines en I'ambit d’altres projectes del laboratori. A
partir de la informacié continguda en aquests treballs inicialment es van
triar quaranta-nou mostres — després ampliades a cinquanta-dues - de
poblacions potencialment informatives del patré biogeografic de I'espéecie
a la peninsula Ibérica. Un criteri restrictiu per a la seleccié d’aquestes
mostres va ser que fossin poc influenciades per les repoblacions.

D’aquestes mostres, 27 provenien de la vessant atlantica, 22 de la
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vessant mediterrania i 3 eren estocs de centres piscicoles utilitzats en la
repoblacio (Taula 1, Figura 8). Posteriorment, dins del projecte REN2000-
0740-CO2-01 del MCYT, Incidencia de la repoblacion y la pesca deportiva
sobre los recursos genéticos nativos de la trucha comun en Espafia, es
van incorporar quatre mostres Mediterranies més al mostratge (Taula 1,

Figura 8).
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Figura 8. Localitzacio geografica de les mostres de truita comuna de la peninsula
Ibérica analitzades. Els niumeros corresponen a la Taula 1. ® vessant Atlantica, ®
vessant Mediterrania.

Paral-lelament, i en el marc de I'accié concertada EU FAIR CT97-3882 de
la Uni6é Europea, Identification, Management and Exploitation of Genetic
Resources in the Brown trout (Salmo trutta) i del projecte ITT-CTP 2001-3
de la Comunitat de Treball dels Pirineus, Avaluacié de la diversitat
poblacional de la truifa comuna, Salmo trutta, en el Massis Pirinenc, fou
possible aconseguir mostres de truita de tot el rang de distribucié de

I'especie; en total es van rebre 54 mostres (Taula 1, Figures 8 i 9), 6
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provinents de la vessant Ponto-Caspia, 34 de I'Atlantica, 13 de la
Mediterrania i un quart estoc de centre piscicola. En conjunt 1442

exemplars de truita comuna procedents de 110 localitats (Taula 1).

Com s’ha indicat anteriorment, el segon objectiu d’aquesta tesi s’ha
proposat realitzar una comparacié entre marcadors moleculars, entre
sequencies de mtDNA i al-lozims (capitol 1). Per aix0, i com ja s’ha dit
més amunt, es van triar inicialment 49 localitats analitzades préviament
amb la técnica electroforética al laboratori per a les analisis de
sequéncies. D’aquestes, 46 mostres provinents de localitats ibériques
d’origen tant Atlantic com Mediterrani van ser les utilitzades per avaluar la
utilitat relativa dels marcadors mitocondrials en relaci6 als al-lozims (Taula
1). Les tres mostres que no s’han utilitzat corresponen als estocs de

centre piscicola.

Figura 9. Localitzacio geografica de les mostres europees de truita comuna
analitzades. Els numeros corresponen a la Taula 1. ® vessant ponto-caspia, ®
vessant atlantica, ® vessant mediterrania.
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Taula 1. Mostres analitzades, amb especificacié del nombre d'individus
seqiienciats, origen, vessant, utilitzaci6 en la comparacio entre tecniques i projecte
al que pertanyen.

Localitat n Origen Vessant Comparacié  Projecte
Al-lozims
1 Oria-Santolatz 23  P. Ibérica Atlantica Si 1
2 Oria-Gorrotola 26 P. Ibérica Atlantica Si 1
3 Nansa-Vendul 18 P. Ibérica Atlantica Si 1
4 Navia-Lamas 10  P. Ibérica Atlantica No 2
5 Camarifias 3 P. Ibérica Atlantica No 3
6 Rudrén 3 P. Ibérica Atlantica No 3
7 Lires 5 P. Ibérica Atlantica No 3
8 Umia-Bermafa 10 P. Ibérica Atlantica No 2
9 Mifio-Labrada 10 P. Ibérica Atlantica No 2
10 Mifio-Sil 20 P. Ibérica Atlantica Si 1
11 Mifio—Palacios 20 P. Iberica Atlantica Si 1
12 Mifio—Boeza 20 P. Iberica Atlantica Si 1
13 Duero—Millar 18 P. Ibérica Atlantica Si 1
14 Duero—Bernesga 20 P. Ibérica Atlantica Si 1
15 Duero-Esla 16  P. Ibérica Atlantica Si 1
16 Duero-Villomar 19  P. Ibérica Atlantica Si 1
17 Duero—Riafio 14 P. Ibérica Atlantica Si 1
18 Duero—Pisuerga 27  P. Ibérica Atlantica Si 1
19 Duero—Carrién 28 P. Ibérica Atlantica Si 1
20 Duero-Pedroso 3 P. Ibérica Atlantica No 3
21 Duero—Abion 23 P. Iberica Atlantica Si 1
22 Duero—Duruelo 24  P. Iberica Atlantica Si 1
23 Duero—Tera 20 P. Iberica Atlantica Si 1
24 Duero—Mazo 18 P. Ibérica Atlantica Si 1
25 Duero—Aguisejo 19 P. Ibérica Atlantica Si 1
26 Duero-Moros 25 P. Iberica Atlantica Si 1
27 Duero—-Tormes 15  P. Ibérica Atlantica No 2
28 Duero—-Agueda 15 P. Ibérica Atlantica No 2
29 Tajo—Arenal 30 P.Ibérica Atlantica Si 1
30 Tajo—Bornova 17  P. Ibérica Atlantica Si 1
31 Tajo—Dulce 20 P. Ibérica Atlantica Si 1
32 Tajo—Hoceseca 19 P. Ibérica Atlantica Si 1
33 Tajo—Pelagallinas 17  P. Ibérica Atlantica Si 1
34 Guadalquivir-Dilar 16  P. Iberica Atlantica Si 1
35 Guadalquivir-Castril 20 P. Ibérica Atlantica Si 1
36 Guadalfeo—Lanjaron 10 P.lbérica  Mediterrania Si 1
37 Guadalfeo—Chico 10 P.lberica  Mediterrania Si 1
38 Guadalfeo-Trévelez 10 P.lberica  Mediterrania Si 1
39 Guadalfeo-Poqueira 10 P.lberica Mediterrania Si 1
40 Segura—Madera 27 P.lIbérica Mediterrania Si 1
41 Segura-Endrinales 35 P.lIbérica Mediterrania Si 1
42 Taria—Noguera 24 P.lIbérica Mediterrania Si 1
43 Turia—Vallauca 20 P.lIberica  Mediterrania No 1
44 Palancia 21 P.lIberica  Mediterrania No 1
45 Millars—Villahermosa 27 P.lberica  Mediterrania Si 1
46 Ebre—Pitarque 5 P. Ibérica  Mediterrania No 3
47 Ebre—~Guadalope 5 P. Ibérica  Mediterrania No 3
48 Ebre—Pancrudo 3 P. Ibérica  Mediterrania No 3
49 Ebre—Mesa 5 P. Ibérica  Mediterrania No 3

1, AGF98-0636; 2, EU FAIR CT97-3882; 3, ITT-CTP 2001-3; 4, REN2000-0740-CO2-01
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Taula 1. Continuacio.

Localitat n Origen Vessant Comparacié Projecte
Al-lozims
50 Ebre-Huecha 5 P. Ibérica Mediterrania No 3
51 Ebre-Guares 30 P. Ibérica Mediterrania Si 1
52 Ebre-Lubierre 5 P. Ibérica Mediterrania No 3
53 Ebre-Alto Ara 5 P. Ibérica Mediterrania No 3
54 Ebre-Ordisa 15 P. Ibérica Mediterrania Si 1
55 Ebre—Otal 18 P. Ibérica Mediterrania Si 1
56 Ebre—Acirén 5 P. Ibérica Mediterrania No 3
57 Ebre—Conangles 22 P. Ibérica Mediterrania Si 1
58 Ebre—Contraig 21 P. Iberica Mediterrania Si 1
59 Ebre—Cardos 25 P. Ibérica Mediterrania Si 1
60 Ebre—Manyanet 23  P. Ibérica Mediterrania Si 1
61 Ebre-La Llosa 11 P. Ibérica Mediterrania No 1
62 Llobregat-Riutort- 11~ 21 P. Ibérica Mediterrania Si 1
63 Ter-Pla de la Molina 19 P. Ibérica Mediterrania No 4
64 Ter-1 15 P. Ibérica Mediterrania Si 1
65 Ter-I 16 P. Ibérica Mediterrania No 4
66 Ter-Nuria-I 16 P. Ibérica Mediterrania No 4
67 Ter-Nuria-ll 16 P. Ibérica Mediterrania No 4
68 Ter—Queralbs 28 P. Ibérica Mediterrania Si 1
69 Ter—Massanes 10 P. Ibérica Mediterrania Si 1
70 Garona-Ruda 25 P.lberica Atlantica Si 1
71 Corsica 10 Franca Mediterrania No 2
72 Llac Sils 2 Suissa Ponto-Caspia No 2
73 Danubi-Bistrica 10 Eslovenia Ponto-Caspia No 2
74 Soca—Zadlascica 10 Eslovenia Mediterrania No 2
75 Soca-Trebuscica 10 Eslovenia Mediterrania No 2
76 Tripotamos 2 Grecia Mediterrania No 2
77 Alfios 2 Grecia Mediterrania No 2
78 Kodori 5 Russia Ponto-Caspia No 2
79 Llac Sevan 5 Armenia Ponto-Caspia No 2
80 Oxus 6  Afganistan  Ponto-Caspia No 2
81 Apshak 3 Russia Ponto-Caspia No 2
82 Nilima 4 Russia Atlantica No 2
83 Vorobiev 2 Russia Atlantica No 2
84 Karup 10 Dinamarca Atlantica No 2
85 Skals 10 Dinamarca Atlantica No 2
86 Llac Bjornes 5 Noruega Atlantica No 2
87 Jakta 10 Noruega Atlantica No 2
88 Sima 10 Noruega Atlantica No 2
89 Guddal resident 10 Noruega Atlantica No 2
90 Guddal anadroma 9 Noruega Atlantica No 2
91 Iceland 1 Islandia Atlantica No 2
92 Skorradalsvatn 6 Islandia Atlantica No 2
93 Loch Romoch 1 Escocia Atlantica No 2
94 Melvin-Ferox 1 Irlanda Atlantica No 2
95 Melvin-Sonaghem 1 Irlanda Atlantica No 2
96 Melvin-Gillaroo 1 Irlanda Atlantica No 2
97 Coquet 4 Anglaterra Atlantica No 2
98 Wear 4 Anglaterra Atlantica No 2
99 Conwy 4 Gal‘les Atlantica No 2

1, AGF98-0636; 2, EU FAIR CT97-3882; 3, ITT-CTP 2001-3; 4, REN2000-0740-CO2-01
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Taula 1. Continuacio.

Localitat n Origen Vessant Comparacié Projecte
Al-lozims
100 Lune 4 Anglaterra Atlantica No 2
101 Teifi 4 Gal‘les Atlantica No 2
102 Stour 4 Anglaterra Atlantica No 2
103 Rother 4 Anglaterra Atlantica No 2
104 Fowey 4 Anglaterra Atlantica No 2
105 Beherobentako 10 Franca Atlantica No 2
106 Adour-Luz 9 Franca Atlantica No 2
107 Estoc Baga 23 Centreeuropa Atlantica No 1
108 Estoc Planduviar 5 Centreeuropa Atlantica No 3
109 Estoc Ufia 29 Centreeuropa Atlantica No 1
110 Estoc Carballedo 14 Centreeuropa Atlantica No 1

1, AGF98-0636; 2, EU FAIR CT97-3882; 3, ITT-CTP 2001-3; 4, REN2000-0740-CO2-01

2.2. Metodologia
2.2.1. Antecedents

Bernatchez et al. (1992), es basaren en la variacié de 310 pb de I'extrem
5’ de la regio de control del mtDNA a I'hora de definir els cinc llinatges
mitocondrials que s’accepten actualment per a la truita de riu, i només
seqlenciaren 330 pb de I'extrem 3’ per a un representant de cadascun
dels haplotips identificats per I'extrem 5’. D’aquesta manera, es tipificaren
26 posicions variables en ambdds extrems de la regi6 de control, pels 12
primers haplotips utilitzats per a la definicio dels llinatges AT, DA, ME, AD
i MA. Posteriorment, altres estudis filogenétics sobre la truita de riu que
utilitzaven el mateix marcador molecular es basaren exclusivament en la
variabilitat del domini esquerre (extrem 5’) i obviaren el domini dret en les
seves analisis (Giuffra et al. 1994, Osinov i Bernatchez 1996, Apostolidis
et al. 1997). La variabilitat detectada a partir de I'is exclusiu de I'extrem 5’
de la regié de control podia representar una infraestimacio de la variacio
total present en la molécula. En consequéncia, com a primer pas d'aquest
treball es va procedir a la sequenciacié de tota la regié de control del
mtDNA per obtenir estimes de la diversitat poblacional i valorar el seu

potencial filogenétic (vegeu Article I).
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2.2.2. Procediments de laboratori
Extraccié del DNA

Excepte les mostres de les que es va rebre directament DNA (76 individus
corresponents a 22 localitats), de la resta es va procedir a I'extraccié de
DNA total a partir de muscul esquelétic, seguint el protocol descrit a
Sambroock et al. (1989) amb lleugeres modificacions. La majoria de
mostres analitzades del LIG havien estat conservades en congeladors a
20 °C sota zero fins al moment de I'analisi. En canvi, gran part de la resta
de mostres van arribar en forma de petits fragments de muscul esquelétic
conservats en etanol. Una petita porcio de teixit triturat (aproximadament
500 mg) de cada individu s'incuba tota la nit a 37°C amb 600 pl de tampd
TENS i 40 pl de proteinasa K (20 mg/ml). A continuacié el DNA s'extreia
amb un volum de fenol i posteriorment amb un volum de fenol-cloroform-
alcohol isoamilic (25:24:1). El DNA de cada mostra era precipitat amb
etanol, posteriorment decantat i evaporat, resuspenent-se finalment el
"pellet" amb 60-100 ul d'aigua deionitzada de manera que s'obtenia una

concentracio final aproximada de DNA de 50 ng/pl.
Amplificacio del DNA

Les reaccions d'amplificacié amb la técnica de la reacci6 en cadena de la
polimerasa (PCR) es van fer en volums de treball de 50 ul que contenien
2 pl de I'extraccié de DNA, 0.25 unitats de DNA polimerasa de Thermus
aquaticus (Biotag™, Cultek o Amplitag™, Applied Biosystems), 5 ul del
tampd de reaccio (subministrat pel proveidor), 20 pmol de cadascun dels
primers, 2mM MgCl,, 200 uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Pharmacia o
Applied Biosystems) i aigua deionitzada fins a completar el volum de
treball. La reaccid d'amplificaci6 es composava d'un pas inicial de
desnaturalitzacié de 5' a 95°C, seguit de 30 cicles de 1 minut de
desnaturalitzacié de la cadena a 95°C, 1 minut per a la hibridacié dels
primers a 52°C i 1 minut d'extensié a 72°C, amb una extensié de 5 minuts
al final de la reaccid. La totalitat de la regié de control del mtDNA de truita

comuna es va amplificar utilitzant primers especifics que hibriden amb les
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regions immediatament adjacents. Aquests primers sén per a la cadena
lleugera el PST (5'CCCAAAGCTAAAATTCTAAATSZ'), i per a la cadena
pesada el FST (5'GCTTTAGTTAAGCTACGC3').

El PST es va obtenir a partir del primer t-pro (Sheclock et al. (1992), que
hibrida amb el gen del RNA transferent (tRNA) de la prolina, localitzat per
davant de I'extrem 5' de la regi6 de control. EI FST fou obtingut a partir del
primer M (Lee et al. 1995), que té la seqliéncia complementaria
localitzada en el gen del tRNA de la fenilalanina, que es troba darrera de
I'extrem 3' de la regi6 de control. Els productes amplificats es van
comprovar en una electroforesi en gel d'agarosa al 1% amb bromur d'etidi
(0.5 mg/ml) al 0.1% i si I'amplificacio era correcta es netejaven amb GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Quiagen).

Obtenci6 i alineament de les seqlieéncies

Els primers intents de sequienciacio directa de tot el fragment amplificat
van donar problemes com a consequéncia de la longitut de la regié de
control (~1 kb), i de la preséncia d’'un homopolimer format per uns tretze
residus consecutius de timina que destorbava el procés de sequenciacié
automatica. Per aix0 es van fer dues aliquotes de cada producte amplificat
de PCR, i cadascuna d'aquestes aliquotes es va sequenciar amb el primer
corresponent des de cada extrem cap el bloc de pirimidines. Les
reaccions de sequenciacié es van preparar amb dRhodamine Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit seguint les recomanacions del
fabricant (Applied Biosytems). Els productes de la sequenciacié es van
llegir al laboratori via electroforesi capil-lar utilitzant un seqlenciador
automatic ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Per a
cada individu, la regi6 de control es va resoldre unint les dues sequéncies
obtingudes prenent el segment de poliT com a referéncia, i considerant
una longitut fixa de 13 nucledtids per aquest segment. Aquesta longitut de
tretze nucledtids era el valor mitja descrit en les 6 Uniques sequéncies
completes de la regié de control del mtDNA de truita comuna disponibles

en el banc de dades de I'EMBL, quan es van iniciar els procediments de
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laboratori (numeros d'accés U62283 a U62287 i X83596). Totes les
sequeéencies es van alinear a ull, fent servir com a referéncia la seqiiéncia
del laboratori X83596, i editant-les amb el programa SEQED v.1.0.3.

2.2.3 Analisi de les dades
Obtencio dels haplotips i assignacié de llinatges

Un cop es van tenir les sequéencies alineades, els haplotips es definiren i
s’assignaren a un llinatge evolutiu comparant les posicions variables
trobades amb les definides per Bernatchez et al. (1992) i Bernatchez
(2001). Per a l'assignacio dels llinatges, hem aplicat els mateixos 5 codis
utilitzats per Bernatchez et al. (1992), i considerant la singularitat dels
haplotips del Duero tal i com descriuen Suarez et al. (2001): AT (Atlantic),
DA (Danubi), ME (Mediterrani), AD (Adriatic), MA (Marmoratus) i DU
(Duero). En el nostre cas, la nomenclatura haplotipica es completava amb
I'assignacié d’'un numero de seqléncia pels grups anteriors precedit de
les lletres cs com a acronim de I'angles complete sequence (seqliiéncia
completa). Per exemple ATcs1 voldria dir que I'haplotip en questié és el
primer que hem tipificat per sequéncia completa al llinatge AT de
Bernatchez et al. (1992). La utilitzaci6 d’aquesta nomenclatura permet
diferenciar els nostres haplotips dels definits per altres autors a partir de la
sequenciacié parcial dels extrems 5 o 3’ de la regid6 de control
(Bernatchez et al. 1992, Giuffra et al. 1994, Apostolidis et al. 1997, Weiss
et al. 2000, Antunes et al. 2001, Weiss et al. 2001).

Estudi i modelitzacioé del procés de substitucié nucleotidica

La mesura més simple de la distancia evolutiva entre dues seqiéncies és
la proporcié de diferencies nucleotidiques. Tot i aixi, aquesta mesura no
és estrictament proporcional al temps de divergéncia de les dues
seqléncies a causa de la possibilitat de multiples substitucions en un
mateix lloc. Aquest procés, anomenat saturacié de la substitucié
nucleotidica, provoca la perdua d'informacié filogenética i fa que es

produeixi soroll. Avaluar la saturaci6 del procés de substitucié nucleotidica
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i destriar el soroll del senyal filogenetic, ha de ser el preludi necessari a
qualsevol inferéncia filogenética, per evitar el risc de concloure un arbre
erroni quan el procés de substitucié nucleotidica en un determinat
fragment de DNA esta saturat. La saturacié pot detectar-se graficament
representant les diferéncies detectades entre parells de taxons versus una
estimacio del temps de divergencia dels taxons (Brown 1983, Moritz et al.
1987). Quan es treballa amb dades no saturades, a mesura que
s'incrementa el temps de divergencia entre taxons, les diferéncies entre
parelles de seqliiéncies també ho fan, donant lloc a una relacid lineal. Per
contra, quan els llocs nucleotidics estan saturats, el nombre de diferéncies
entre parelles de seqléncies assoleix un maxim, que graficament
observem com una corba assimptotica, que s’aplana (plateau) quan
s’arriba al maxim de diferéncies. En aquest treball, a més de graficament,
la saturacié del procés de substitucié nucleotidica s’ha avaluat per mitja
del test de Xia (Xia et al. 2003). Tant I'analisi grafica de la saturacié com
el test de Xia s'han fet amb el programa DAMBE (Xia i Xie 2001).

Per a I'estudi de I'evoluci6 molecular també ens cal saber la taxa de
substitucié nucleotidica (r) per a cadascun dels llocs de la seqiiéncia del
marcador utilitzat. La taxa de substituci6 nucleotidica no és
necessariament la mateixa per a tots els llocs, ja que sol ser més alta en
llocs funcionalment menys importants que en llocs funcionalment
importants (Kimura 1983). Uzzell i Corbin (1971) van proposar que la taxa
de substitucié nucleotidica variava entre llocs en funcié d'una distribucié
gamma, I'(r). El pendent d'aquesta distribucié ve determinat pel parametre
a. Se sap que la distribuci6 gamma és molt flexible i pren varies formes en
funcié del parametre o del pendent. Quan o=, r és la mateixa per a tots
els llocs nucleotidics. Quan a=1, r segueix la distribucid exponencial,
indicant que r varia molt entre llocs. Quan a<1, la distribucié de r és
encara meés esbiaixada, i una proporcié substancial de llocs tenen un valor
de r proper a 0 i son practicament invariables. La calibracié del parametre
a de la distribuci6 I'(r) de la regié de control de la truita comuna s'ha fet a
partir del programa MODELTEST v.3.06 (Posada i Crandall 1998).
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Molts metodes filogenetics fan assumpcions, explicites o implicites, sobre
el procés de substitucio del DNA (Felsenstein 2004), i en conseqiiéncia
aquests metodes d'inferéncia filogenética depenen en una o altra mesura
del model de substitucié nucleotidica que apliquem. Els models de
substitucié que s’han desenvolupat intenten donar explicacié al procés
d’evolucié molecular, a partir de la consideracié de diferents parametres
en el procés de substitucié nucleotidica: la freqliiéncia igual o desigual
dels nucleotids, la ratio transicions/transversions, la taxa de mutacié de
purines i pirimidines, la taxa de retromutacid, entre altres (vegeu Nei i
Kumar 2000). En aquest treball s’ha analitzat quin dels models s'ajusta
millor a les nostres dades amb el programa MODELTEST v.3.06, utilitzant

el test estadistic de ratio de versemblanca (likelihood ratio test statistic).

Amb l'estudi combinat de la saturacié, de la distribuci¢ de la taxa de
substitucié nucleotidica per lloc i del model de substitucié nucleotitica hem
pogut ajustar el patré d’evolucié de la regié de control del mtDNA a I'hora

de reconstruir les relacions filogenétiques entre els haplotips.
Relacions filogenétiques entre haplotips

Les relacions evolutives entre gens o organismes solen presentar-se en
forma d’arbres filogenétics. La majoria de métodes de reconstruccio
filogenética utilitzen algun criteri d’optimitzacié per avaluar I'ajust d'un
conjunt de dades a una topologia i després cerquen l'arbre que doéna la

millor puntuacié en relacié a aquest criteri (Kumar i Filipski 2001).

Hi ha diferents métodes que es poden utilitzar per reconstruir un arbre
filogenétic a partir de dades moleculars. En aquest treball s'ha aplicat
I'analisi de maxima parsimonia (MP), I'analisi de maxima versemblanga
(ML, de 'anglés Maximum Likelihood) i el métode de neighbor-joining (NJ)

a partir de matrius de distancia nucleotidica entre els haplotips.

El métode de parsimonia és basa en la idea filosofica de Guillem
d'Ockham que la millor hipotesi per explicar un procés és la que requereix
el menor nombre d'assumpcions (Llei de la parsimonia o navalla

d'Ockham). Sober (1988) sosté que quants menys parametres calgui
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estimar per construir una filogénia més confianga podrem tenir en les
nostres conclusions. Amb aquest métode busquem una filogenia que,
quan reconstruim els esdeveniments evolutius que generen les nostres
dades, inclogui el menor nombre de passos mutacionals possible. El
procediment obvi per buscar I'arbre més parsimoniés és considerar tots
els arbres possibles, un darrera l'altre, i avaluar-los tots comptant el
nombre de passos mutacionals que calen per explicar tot el procés
evolutiu de la topologia. Al final es tria com a arbre més parsimoniés la
topologia que requereix el menor nombre de passos mutacionals. El
nombre de topologies a avaluar pero, creix rapidament a mesura que ho
fa el nombre de seqiiéncies (15 per 4 seqiiéncies, 3.4:10" per 10
seqiiencies, 3.5-10" per 20 seqiiéncies). Aixo fa practicament impossible
avaluar totes les topologies (algoritme de cerca exhaustiva) quan el
nombre de sequéncies és elevat. Quan no es possible utilitzar un
algoritme de cerca exhaustiva, podem imaginar la cerca en un espai
d'arbres possible (cerca heuristica). Les tecniques de cerca heuristica
construeixen un arbre provisional de MP fent servir un algoritme d'addiccio
de sequeéncies anomenat stepwise addition algorithm. El métode comenca
construint un arbre nucli de tres haplotips triats a I'atzar. A continuacié un
quart haplotip es connecta alternativament a cadascuna de les tres
branques de l'arbre nucli i es calculen les longituds dels tres arbres
resultants. L’arbre amb el menor nombre de passos mutacionals es pren
per al segient pas d’addiccid d’haplotips i es descarten els altres dos.
Aqui recomenca el procés i un cinqué haplotip és connectat a cadascuna
de les cinc branques de l'arbre de quatre, recalculant-se de nou les
longituds dels arbres i triant-se I'arbre de cinc haplotips que s’explica amb
menys canvis nucleotidics. Aquest procés continua fins a obtenir un arbre
amb tots els haplotips, I'arbre provisional de MP. Aquest arbre sol
presentar un nombre de passos mutacionals més gran que I'arbre real i se
sotmet a una reordenacioé de branques (branch swapping) per tal de trobar
un arbre més parsimonios. En aquest treball s’ha utilitzat un algoritme de

reordenacié de branques anomenat free bisection-reconnection (TBR),
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que es considera el més efectiu dels proposats (Nei i Kumar 2000,
Swofford 1998). El procediment d’aquest algoritme pren I'arbre provisional
de MP i el talla en 2 subarbres per a una determinada branca interior. A
continuacio els dos subarbres es reconnecten unint dues branques, una
de cada subarbre, per tal de generar una topologia diferent. Aquest
procés de reconnexié es prova per a tots els possibles parells de
branques dels dos subarbres, per tal de generar moltes topologies
diferents que so6n avaluades per tal de triar aquell/s arbre/s amb el menor
nombre de mutacions. L’aplicacié d’'un seguit de rondes de reordenacié de
branques sol produir arbres amb un nombre de passos considerablement
menor que I'arbre provisional de MP, que es consideraran arbres finals de
MP. Quan el nombre d’haplotips és elevat, els métodes de parsimonia
sovint produeixen varies topologies igualment parsimonioses. Una manera
de presentar un sol arbre és construir-ne un de compost que els
representi a tots, el que s’anomena un arbre consens. En aquest arbre
consens la confianga de cada branca interior es representa mitjangant el
percentatge de cops en qué es troba cada patré de branques - cada

conjunt de sequiencies - en relacio al conjunt d’arbres finals de MP.

Els métodes de maxima versemblanga (ML) busquen la hipotesi que
maximitza la probabilitat d’observar les dades que hem obtingut. Per a
calcular aquesta probabilitat ens cal un model de canvi evolutiu; és a dir,
avaluem la probabilitat de les dades sota un model de substitucid
nucleotidica. Les filogénies després s'infereixen buscant aquells arbres
que donen les versemblances més elevades. Suposem que tenim n
sequencies nucleotidiques de longitud N. Sota I'assumpcié que els llocs
nucleotidics evolucionen independentment, podem calcular Ia
versemblanca per a cada lloc separadament, i obtenir un valor total de
versemblancga al final. Per a calcular la versemblanga per a un lloc cal
considerar tots els escenaris possibles a partir dels quals les sequéncies
podrien haver aparegut. Aixi, cada escenari té una probabilitat de generar
el patré de nucleodtids observat. Un cop hem calculat la versemblanga a

cada lloc, la probabilitat conjunta del model i I'arbre per al conjunt de llocs
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es calcula com el producte de les versemblances individuals per lloc. En
aquest treball s’ha utilitzat el quartet puzzling com a métode de maxima
versemblanga, que fou proposat per Strimmer i von Haesler (1996).
Aquest métode fa servir quartets (quatre grups terminals units per una
branca interna) per inferir un nombre d'estimacions de l'arbre final, i
després tria entre les diferents opcions amb un criteri de versemblancga.
L’algoritme d’analisi procedeix en tres passos. En el pas de maxima
versemblanca sén reconstruits tots els arbres basats en quartets per a
trobar la relacié més plausible per a cadascun dels grups de quatre o més
sequéncies. En el pas de puzzling aquests arbres de quartets es
combinen en un arbre intermedi global afegint-hi seqiiéncies una a una.
Com que el resultat d’aquest pas és altament dependent de 'ordre de les
sequencies, es construeixen molts arbres intermedis amb inputs d’ordres
diferents. En un tercer pas es construeix un arbre consens a partir dels

arbres intermedis.

En els métodes de distancia o métodes de matrius de distancies, es
calcula la diferenciacio per a tots els parells d’haplotips a partir de la taxa
de substitucié nucleotidica considerada i es construeix un arbre filogenétic
considerant les relacions entre els valors de distancia. EI métode de
neighbor-joining (NJ) es basa en el principi de minima evolucio; en aquest
métode es calcula la suma de totes les longituds de les branques (S) per
a cada topologia, i la topologia amb el menor valor de S es tria com el
millor arbre. A diferéncia del métode de minima evolucié (ME), el de NJ no
examina totes les topologies possibles, perd a cada pas d’agrupacié de
taxons fa servir el principi de minima evolucié. El metode de NJ és vist
com una versio simplificada del de ME, on és possible definir la topologia
d’un arbre unint veins (joining neighbors) successivament i produint nous
parells de veins. La construccié d’'un arbre pel métode de NJ comencga
amb un arbre en forma d’estrella, produit a partir de 'assumpcié que no hi
ha agrupacié dels taxons. A la practica, tot i que no sabem quin parell de
taxons son veins veritables, considerem tots els parells de taxons com a

potencials parells de veins i calculem la suma de branques (S;) per als
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veins i, j. Després triem els taxons i, j que presenten el menor valor Sij.
Una vegada hem identificat un parell de veins, es combinen en un taxé
compost, recalculem les distancies entre aquest taxé compost i la resta, i

repetim el procediment fins que obtenim un arbre final.

Un cop obtinguts els arbres filogenetics a partir de qualsevol dels métodes
definits més amunt, podem avaluar la confianga de les seves branques,
mitjangant els meétodes de remostratge. Dels diferents meétodes
disponibles hem triat el bootstrap perqué és el que esta implementat en la
majoria del programari que s'ha fet servir. El bootstrap és una técnica
estadistica que estima empiricament la varianga d'una estimacio. Implica
un determinat nombre (k) de remostratges amb reemplagcament a partir de
la mostra original, construint k mostres ficticies de la mateixa grandaria.
Per a cada réplica de bootstrap, el resultat és una matriu de dades amb el
mateix nombre d’haplotips i el mateix nombre de nucleotids que les dades
originals. A aquest conjunt de k matrius se I'analitza amb la mateixa
metodologia que l'arbre original. Per a cada replica de bootstrap es
comparen totes les branques interiors de I'arbre original amb les de la
réplica. Cada branca interior de I'arbre original que presenta la mateixa
particié que una branca interior de I'arbre bootstrap se li déna un valor de
1 (valor d'identitat), en tant que les branques sense correspondéencia
reben un valor de 0. Aixi es calcula el percentatge de vegades que una
branca interior de I'arbre original es troba a les k repliques. Anomenem a
aquest valor el valor de confianga de bootstrap o simplement el valor

bootstrap.
Diversitat intra i interpoblacional

El nivell de variabilitat genética per a cadascuna de les mostres s'ha
estimat en base a la diversitat haplotipica (h) i la diversitat nucleotidica (d)
(Nei i Tajima 1981). La primera d'aquestes mesures és semblant a la
diversitat génica calculada per a gens nuclears en estudis classics de

polimorfisme proteic, ja que només considera la freqliéncia en que es
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troba cadascun dels haplotips en la mostra. La segona considera tant la

freqliéncia dels haplotips com les diferéncies nucleotidiques entre ells.

La distribucié de la diversitat haplotipica i nucleotidica dins i entre les
poblacions en diversos models jerarquics que s'han definit a priori, s’ha
estimat mitjangant I'analisi de la variancia molecular, AMOVA (Excoffier et
al. 1992). En tots els models s'han calculat tres components de la
diversitat: "dins de localitats", "entre localitats dins de grups" i "entre
grups". Totes aquestes analisis de diversitat s'han fet amb el programa
ARLEQUIN 2.0 (Schneider et al. 2000).

Analisis filogeografiques

A partir dels models de distribucié geografica de la diversitat genética
calculats amb 'AMOVA, no podem discernir entre la importancia de
processos historics (fragmentacions i expansions de rang), de potencial
interés biogeografic, dels processos actuals de flux genetic perqué les
analisis de AMOVA no utilitzen la informacié temporal disponible en la
filogénia dels haplotips. Templeton et al. (1987) han proposat I'analisi de
clades encaixats (NCA, de I'anglés Nested Clade Analysis) amb el que
s'intenta estudiar els patrons espaials i temporals de la diversitat genética.
En aquesta analisi es necessita un arbre filogenétic dels haplotips, i les
distancies geografiques entre les mostres analitzades. Els arbres
filogenétics utilitzats pel NCA s'han estimat mitjangant l'algoritme de
parsimonia estadistica amb el programa TCS (Clement et al. 2000).
L'encaix dels clades comenca a partir dels nodes terminals de I'arbre
(tips), que es consideren clades de nivell 0. Aquests haplotips terminals
s'encaixen en clades de nivell 1, agrupant-se amb I'haplotip interior situat
a un pas mutacional (un canvi nucleotidic), fent servir les normes
proposades per Templeton et al. (1987) i Templeton i Sing (1993). Un cop
encaixats tots els nodes terminals en clades de nivell 1, poden afegir-se a
aquests clades de nivell 1 la resta d'haplotips interiors de l'arbre,
respectant la norma basica d'encaix de situar-se a un unic pas mutacional

del clade de nivell 1 més proper. Dos haplotips interiors consecutius i
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separats de la resta d'haplotips per diversos passos mutacionals, poden
agrupar-se i constituir un clade propi de nivell 1. Un cop tots els haplotips
s'inclouen en un clade de nivell 1, recomenca el procés d'encaix, ara els
clades de nivell 1 s'encaixen en clades de nivell 2 seguint les mateixes
normes. El procés es repeteix fins a tenir tots els clades de nivell n-1 en

un unic clade de nivell n.

Un cop obtingut el disseny de clades es comprova la seva relacié amb la
distribucio geografica de les mostres estudiades. Per aixd es quantifiquen
dos parametres relatius al rang geografic dels clades: la distancia de
clade (D) i la distancia del clade d'encaix (D,). La primera ens indica la
distancia mitjana que els individus portadors d'un determinat clade de
nivell n-1 se separen del centre geografic d'aquest clade, en tant que la
segona mesura la distancia mitjana dels individus portadors del clade de
nivell n, on s'encaixa I'anterior, al centre geografic d'aquest clade de nivell
n. La significacié de la diferéncia entre els valors d'ambdues distancies
entre els clades interiors i terminals es calcula mitjangant permutacions
aleatories dels clades entre les mostres, mantenint tots els valors
marginals, amb el programa GEODIS (Posada et al. 2000). La hipotesi
nul-la considera la distribucio aleatoria dels clades de nivell n-1 en el clade
d’encaix de nivell n. El seu rebuig suggereix la no distribucioé aleatoria dels
clades dins d'un determinat nivell d'encaix. La causa d'aquesta significacio
pot inferir-se a partir de les claus subministrades amb el manual del

programa GEODIS, que actualitzen les de Templeton (1998).

En els dissenys de NCA de les localitats atlantiques (Article 1l) i
mediterranies (Article 111) hi hem incorporat, sempre que ha estat possible,
mostres d'altres autors: Antunes et al. (2001), Aurelle i Berrebi (2001),
Bernatchez (2001), Duftner et al. (2003), Hansen i Mensberg (1998),
Laikre et al. (2002) i Osinov i Bernatchez (1996). La incorporacié
d'aquestes mostres s'ha fet a partir de les coincidéencies en I'extrem 5' de
la regié de control (Antunes et al. 2001, Bernatchez 2001, Osinov i
Bernatchez 1996), els dos extrems (600 pb) de la regié de control per

Aurelle i Berrebi (2001), del conjunt de la regié de control (Duftner et al.
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2003), i també a partir de I'analisi per seqiiéncia de mostres de referéncia
publicades a Hansen i Mensberg (1998) i Laikre et al. (2002). D'aquesta
manera hem pogut estendre les analisis filogeografiques en la vessant

mediterrania a 86 localitats i a 157 localitats en la vessant atlantica.
Demografia historica

Els episodis de creixement i estabilitat poblacional deixen senyals
caracteristiques en la distribucié de les diferéncies nucleotidiques entre
parelles de seqliéncies (distribucié Mismatch, Slatkin i Hudson 1991,
Rogers i Harpending 1992). Aquestes senyals es poden observar en la
distribucié de I'abundancia de les comparacions que difereixin en i llocs,
essent i= 1, 2 ... Es possible fer servir aquesta distribucié Mismatch per
analitzar la historia recent de les poblacions, i conéixer, per exemple, si
provenen d’'una poblacié panmictica de grandaria constant o bé d’'una
poblacié que ha estat creixent exponencialment durant un periode de
temps llarg. Si una poblacié roman en una grandaria constant, el nombre
esperat de diferencies aparellades segueix una distribucié que convergeix
cap a una corba dequilibri. D’altra banda, en una poblaci6 amb
creixement exponencial la distribucié Mismatch sera molt semblant a una
distribucio de Poisson (Rogers i Harpending 1992). Podem datar
aproximadament els episodis d’expansié poblacionals, ja que sota un

model d’expansié poblacional el pic de la distribucié (estimat com a 1) és

igual a 2ut després de t generacions, on p és la taxa de mutacié per al
conjunt de nucleotids del fragment de DNA analitzat. S’ha fet servir el

programa ARLEQUIN 2.0 per a aquestes analisis.
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3 . Resultats

La totalitat dels resultats obtinguts en el decurs del treball de tesi es
presenten en forma de cinc articles cientifics, dos dels quals estan
publicats (Articles | i Ill), un esta enviat (Article IV) i dos estan en fase de
preparacio (Articles 1l i V). Aquests articles formen el nucli d'aquesta
memoria de tesi i estan ordenats en tres apartats corresponents als tres
objectius del treball descrits a la introduccid. Aixi, la filogeografia de la
truita comuna al Paleartic occidental es desenvolupa en els tres articles
que formen l'apartat 3.1. Respecte al segon objectiu, relacionat amb la
complementarietat dels gens nuclears (al'lozims en el nostre cas) i
mitocondrials per reconstruir la historia evolutiva de la truita comuna, hem
fet I'estudi al sud de la peninsula Ibérica, una zona de contacte entre
llinatges atlantics i mediterranis on actualment és també habitual la
preséncia de gens de repoblacié centreeuropeus (Article IV, Apartat 3.2.).
Finalment el treball inclos en l'apartat 3.3 tracta sobre les relacions
filogenétiques entre els llinatges de truita comuna. Els apartats 3.2 i 3.3
son la base per a la discussié general que es presenta al final d’'aquesta

memoria.
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3.1. Filogeografia de la truita comuna a les vessants

atlantica (Articles i Il) i mediterrania (Article I1I)

Quan es va iniciar aquest treball, estava ampliament acceptada la
hipotesi que un udnic llinatge matriarcal de truita comuna es trobava
distribuit al conjunt de la vessant atlantica, del Marroc fins al Mar Blanc
(Bernatchez et al. 1992). Pero en base a la variacio en els loci LDH-C* i
CK-A1* Garcia-Marin et al. (1999a) havien proposat que les poblacions
atlantiques de la peninsula ibérica podrien pertanyer a un llinatge diferent
dels de la resta de [I'Atlantic europeu. Aquests resultats van ser
corroborats amb treballs de mtDNA a la peninsula Ibérica (Machordom et
al. 2000, Suarez et al. 2001) que indicaven l'existéncia de tres grups de
poblacions de truita a I'Atlantic. Aquests autors definien un llinatge ibéric
natiu a la conca del Duero i la divisio del llinatge Atlantic en dos grups; el
Nord abarcaria del Mar Blanc fins al Cantabric, i el Sud distribuit del
Cantabric cap al sud. A la vessant mediterrania s’ha proposat que els
llinatges AD, MA i ME estarien basicament distribuits en alopatria a la
Mediterrania oriental, al nord de I'Adriatic i a la Mediterrania occidental,
respectivament (Bernatchez et al. 1992). A nivell de la peninsula Ibérica
les analisis de mtDNA han donat suport a la distribucié al-lopatrica dels
linatges AD i ME, (Machordom et al. 2000). Perd per altra banda s’ha
constatat la intergradacio entre diferents grups de poblacions en diversos
punts de la conca mediterrania: a la peninsula Ibérica (Sanz et al. 2002),
al nord d’'ltalia (Giuffra et al. 1996), a Eslovénia (Berrebi et al. 2000) i a
Grécia (Apostolidis et al. 1997).

Els treballs que es presenten en aquest apartat se centren en la
distribucié de la variabilitat genética de la truita comuna a la peninsula
Ibérica, d’on provenen una part important de les mostres analitzades.
Tanmateix, i degut a l'obtenci6 de mostres de referencia daltres
laboratoris europeus i la integracié de la informacié publicada en altres
treballs, també aprofundeixen en la historia evolutiva de I'espécie a les

vessants atlantica i mediterrania, descriuen les relacions filogenétiques
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dins d’aquestes vessants i avaluen limpacte de les glaciacions del

Quaternari en I'actual estructura poblacional.
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Article |. Evidence for phylogeographycally informative

sequence variation in the mitochondrial control region of
Atlantic brown trout. Journal of Fish Biology 60, 1058-1063
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Article Il. Phylogeography of Atlantic brown trout based on

Mitochondrial DNA control region. En preparacio
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Article lll. Historical Biogeography of Mediterranean Trout.
Molecular Phylogenetics and Evolution 33, 831-844
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3.2. Comparacio entre marcadors moleculars (Article V)

En aquest segon apartat de resultats, s’ha avaluat la importancia relativa
dels marcadors d'allozims i mitocondrials per detectar senyals
d'intergradacié secundaria entre llinatges, comparant els escenaris
evolutius que reconstrueixen ambdues técniques. L’estudi s’ha realitzat en
poblacions del sud de la peninsula Ibérica, una zona de contacte entre
llinatges Atlantics i Mediterranis, on ja s'han detectat barreges entre grups
en altres espécies de peixos (Doadrio 1998), i on les poblacions salvatges
de truita comuna han estat repoblades amb exemplars al-loctons d'origen

centreeuropeu (Garcia-Marin et al. 1999b).
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Article V. Novel and ancient hybridization between brown trout

lineages in South Iberia indicated by complementary Allozymes and

mtDNA markers. Enviat a Conservation Genetics (22 revisio)
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3.3. Filogenia molecular de la truita comuna (Article V)

Per a la truita comuna s'ha publicat un gran nombre d’estudis filogenétics
basats en diferents marcadors moleculars. El gran nombre de marcadors
moleculars assajats en els treballs publicats, tot i que ha fet augmentar el
coneixement que tenim de l'espécie, no s'ha traduit necessariament en
resultats concordants sind en punts de vista enfrontats en relacié a la
historia evolutiva de la truita comuna, al temps i la manera en qué van
ocorrer els processos evolutius i al nivell de divergéncia intraespecifica
existent. Bernatchez et al. (1992) van proposar I'existéncia de cinc
llinatges evolutius per a la truita comuna: AT, AD, ME, DA i MA, i el 2001
Suarez et al. van proposar un sisé llinatge endémic a la conca del Duero.
Giuffra et al. (1994) van proposar que el llinatge AT era el més ancestral,
perd les analisis morfomeétriques (Dorofeeva 2000) i de DNA nuclear
(Antunes et al. 2002) proposen els llinatges MA i DA com a ancestrals,
respectivament. En general, les relacions evolutives entre els llinatges
matriarcals tampoc estan resoltes, tot i que la monofilia d’aquests
llinatges esta ampliament acceptada. Per altra banda, alguns autors han
relacionat la divergéncia entre els llinatges amb la crisi salina del
Messinia, durant el Plioce (Apostolidis et al. 1997, Machordom et al.
2000), mentre que d’altres consideren el Pleistocé com l'origen de la
divergencia per a la truita comuna (Bernatchez 2001, Osinov i Bernatchez
1996, Suarez et al. 2001).

En aquest apartat s'ha reconstruit les relacions evolutives entre els
linatges matriarcals de truita de riu i s'ha testat escenaris filogeografics
alternatius proposats a partir de dades morfomeétriques i marcadors de
DNA nuclear i mitocondrial. També s’ha avaluat I'ajust de la truita comuna
als models de biogeografia historica basats en els conceptes de dispersio
(Banarescu 1992) i vicariancia (Bianco 1990), aixi com el paper del Pliocé
i el Pleistoce en la historia evolutiva de la truita comuna. L'estudi s’ha
abordat a partir d'un conjunt de dades que cobreix el rang natural de

distribucio de I'espécie.
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Article V. Phylogenetic Relationships in the Brown Trout

complex (Salmo ftrutta L.) based on Molecular Evolution of

the Mitochondrial Control Region. En preparaci6
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4. Discussi6 general

4.1. Estructura genética de les poblacions de truita comuna
a la peninsula Ibérica. Comparaci6 amb els patrons

al-lozimics

L’analisi de les poblacions del sud de la peninsula Ibérica de I'Article IV
indica que ni la técnica allozimica ni les seqiéncies de mtDNA per
separat permeten determinar I'origen dels pools génics natius. En aquest
treball s’ha pogut constatar que el procés d’hibridacié entre les poblacions
natives i els exemplars de repoblacié d’origen centreeuropeu criats en els
centres piscicoles no han repercutit d'igual manera en els genomes
nuclears i mitocondrials a totes les poblacions. Tanmateix, tampoc sén
idéntiques les senyals obtingudes pels processos evolutius antics
d’aquestes poblacions. Aixi, la manca d’haplotips AT (o DU) a la conca del
Guadalquivir (Article 1ll) diferencia clarament aquest riu de la resta de rius
atlantics, confirmant els resultats de Machordom et al. (2000). Al contrari,
els allozims, i basicament la fixaci6 de lallel CK-A1*115 si que

relacionen aquestes poblacions de truita del Guadalquivir amb les altres
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poblacions atlantiques. En aquestes poblacions del sud peninsular,
sembla que la ra6 de les diferéncies entre els al-lozims i el mtDNA seria el
diferent grau d’intensitat amb qué actua la deriva genética sobre el
genoma nuclear i mitocondrial, com a consequéncia de la menor
grandaria efectiva (N.) que tenen les poblacions pel genoma mitocondrial.
Els processos de deriva, perd, no necessariament han de ser generals a
tota la peninsula Ibérica. De fet, les poblacions del sud sén segurament
les que es troben en habitats més precaris per a la truita, en tant que més
al nord les condicions climatiques fan augmentar els trams de riu amb
condicions adequades per a la supervivéncia de les truites i les poblacions

poden ser, per tant, més grans.

Per tal de comprovar si els patrons biogeografics de la truita comuna
obtinguts a la peninsula Ibérica mitjancant les analisis al-lozimiques
(Garcia-Marin i Pla 1996, Bouza et al. 1999, Sanz et al. 2000, Bouza et al.
2001, Sanz et al. 2002), concorden amb els observats en aquest treball
pel mtDNA (Articles |, 11 i lll), s’han comparat els patrons obtinguts per al
conjunt de quaranta-sis poblacions del laboratori analitzades per ambdues
técniques. Les dades al-lozimiques corresponen a un treball previ del LIG
i utilitzen informacié per a 41 loci, 33 dels quals son polimorfics (Sanz
2000). Els patrons de diferenciacié entre aquestes mostres s’han analitzat
mitjangant I'analisi de coordenades principals (PCO), a partir de les
matrius de distancia entre mostres calculades per les dades al-lozimiques
i mitocondrials. Aquestes matrius s’han construit amb I'index de distancia
de Nei (1972) per a les dades allozimiques i utilitzant la taxa de
substitucié nucleotidica gamma Tamura-Nei (1993) per a les dades de
mtDNA. El grau de correspondéncia entre les matrius s’ha calculat amb
un test de Mantel (Mantel 1967), a partir de I'estadistic Z de Mantel que
mesura el grau de relacié entre dues matrius. La correspondéncia de les
dades al‘lozimiques i mitocondrials també s’ha analitzat amb I'index de
correlacié (r) entre les tres primeres coordenades respectives dels PCO.

Les analisis s’han realitzat inicialment al conjunt de localitats i
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posteriorment s’han considerat per separat les poblacions atlantiques i les

mediterranies.

Les localitats analitzades (Taula 2) s’han representat en les PCO
considerant un numero per a cada mostra, un simbol per a cada vessant
principal (una rodona per a la mediterrania i un quadrat per a I'atlantica), i
un color per a cada grup considerat: els llinatges DU, AD, ME i AT.
L’analisi encaixada de clades (NCA) del llinatge AT ha permes definir els
subclades AT3-1, AT3-2 i AT3-3 (Article Il, Figura 3, p.91).

Taula 2. Freqiiéncia dels llinatges mitocondrials a les mostres de truita utilitzades
en la comparacié amb la técnica allozimica. Codi de colors de llinatge: AD,
negre; ME, blanc; DU, vermell i AT, blau.* freqiiéncia d’haplotips de repoblacié.

Localitat Riu principal (afluent) Composiciéo (mtDNA)
@ 1 Queralbs Ter (Freser) AD (18), ME (10)
O 2Ter Ter ME (14), AD (1)
@ 3 Massanes Ter (Freser) AD (7), ME (3)
O 4Riutort Llobregat ME (20)
@ 5ot Ebre (Cinca) AD (18)
@ 6 0rdisa Ebre (Cinca) AD (15)
@ 7 Guares Ebre AD (13) + AT(17)*
@ 8 Contraig Ebre (Segre) AD (19), ME (2)
@ 9 Conangles Ebre (Segre) AD (19)
o 10 Cardéds Ebre (Segre) ME (16), AD (9)
@ 11 Manyanet Ebre (Segre) AD (17), ME (7)
O 12Villahermosa Millars ME (27)
O 13 Noguera Taria ME (23)
@ 14 Madera Segura AD (27)
QO 15Endrinales Segura (Mundo) ME (35)
@ 16 Poqueira Guadalfeo AD (4) + AT(7)*
QO 17 Chico Guadalfeo ME (5) + AT(5)*
@ 8 Lanjardn Guadalfeo AD (10)
@ 19 Trévelez Guadalfeo AD (9)
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Taula 2. Continuacio.

Localitat Riu principal (afluent) Composiciéo (mtDNA)
B 20 Dilar Guadalquivir AD (16)
B 21 Castril Guadalquivir AD (15)
[ 22 Hoceseca Tajo (Tajo) AT 3-3 (19)
[ 23 Pelagallinas Tajo (Henares) AT 3-3 (17)
[ 24Bomova Tajo (Henares) AT 3-3 (17)
[ 25Dulce Tajo (Henares) AT 3-3 (8) + AD (6) AT (6)*
B 26 Arenal Tajo (Tiétar) DU (19), AT 3-3 (11)
Bl 27 carrion Duero (Pisuerga) DU (28)
[l 28Pisuerga Duero (Pisuerga) U (27)
Bl 29 Aguisejo Duero (Riaza) U (19)
Bl 30Mazo Duero U (18)
Bl 31 Muriel Duero (Abion) DU (20)
IB 32Duruelo Duero DU (14), AT 3-2 (9)
[l 33Tera Duero DU (17)
[l 34 Moros Duero (Eresma) DU (23), AT 3-3 (1)
B 35Riafio Duero (Esla) DU (14)
[l 36Esla Duero (Esla) DU (12)
[l 37 Villomar Duero (Esla) DU (2) + AT(17)*
[l 38 Milar Duero (Esla) DU (17)
[ 39Bemesga Duero (Esla) DU (20)
[l 40 Vegade Viejos Mifio (Sil) DU (19), AT 3-2 (1)
[l 41 Palacios del Sil Mifio (Sil) DU (18), AT 3-3 (2)
B 42Boeza Mifio (Sil) DU (11), AT 3-3 (8), AT 3-2 (1)
[ 43 Vendul Nansa AT 3-2 (18)
[ 44 Gorrotola Oria (Leizaran) AT 3-2 (26)
[ 45 Santolatz Oria (Leizaran) AT 3-2 (20), AT 3-3 (3)
[ 46 Vall de Ruda Garona AT 3-1(25)

A les Figures 10 a 18 es presenten els PCO que correlacionen les dades

allozimiques i els nous PCO per a les dades de mtDNA amb la

simbologia de la Taula 2 i que permetra veure de manera directa les

concordances entre ambdues técniques.
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Els resultats obtinguts amb les dades allozimiques al conjunt de la
peninsula Ibérica (Figura 10) ldgicament repeteixen allo que ja és
conegut: la diferenciacio entre les poblacions mediterranies i atlantiques
(Garcia-Marin i Pla 1996), l'estructura hidrografica que segueixen les
mostres del nord-oest de la peninsula (Sanz et al. 2000), amb I'especial
singularitat de les poblacions del Duero (Bouza et al. 2001), i la manca
d’aquest patro entre els rius mediterranis (Sanz et al. 2002). Tanmateix es
posa de manifest la separacio de les truites del Guadalquivir (localitats 20
i 21) en relacié a la resta de poblacions atlantiques i les relacions que
tenen amb algunes de les poblacions mediterranies del sud peninsular, ja

comentades a l'Article IV.
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Figura 10. Projeccio de les 46 mostres de truita comuna sobre el pla format per
les dues primeres coordenades principals de la matriu de distancies de Nei (1972).
Codi de colors dels haplotips definit a la Taula 2.

La correlacid de les primeres coordenades dels PCO d’alllozims i
mitocondrials d’aquestes dues analisis és significativa (r?=0.7879,
p=0.001). Aquesta coordenada permet observar clarament, tant amb les

dades al'lozimiques (Figura 10) com mitocondrials (Figura 11),
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diferéncies entre poblacions que contenen haplotips dels llinatges
atlantics i mediterranis, posant de relleu la important diferenciacié que
existeix entre les poblacions de truita comuna de les dues vessants de la
peninsula Ibérica (Garcia-Marin i Pla 1996) i una associacié entre

marcadors al-lozimics i mitocondrials.
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Figura 11. Projeccio de les 46 mostres de truita comuna sobre el pla format per
les dues primeres coordenades principals de la matriu de distancies gamma
Tamura-Nei (1993). Codi de colors dels haplotips definit a la Taula 2.

A més a més s’observa una correlacio significativa (r=0.559, p=0.009,
Figura 12) en la comparacié de les matrius de distancies entre localitats
obtingudes amb la técnica al'lozimica i de mtDNA. Les tres primeres
coordenades de les analisis al-lozimiques expliquen el 64.64% de la
variabilitat present en la matriu de distancies; en el cas de les dades
mitocondrials, les tres primeres coordenades arriben a explicar el 82.56%
de la variabilitat.
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Figura 12. Correlacié entre les distancies Tamura-Nei (1993) i de la distancia
proteica de Nei (1972) per a les poblacions de la peninsula Ibérica..

En canvi, per a la 2a i 3a coordenades la correlacié no és significativa
(r22a=0.0071, p=0.577, r25,=0.0119, p=0.471), suggerint processos de
diferenciacio no coincidents. Aixi, la 2a coordenada en la PCO d’al-lozims
separa les localitats del sud de la peninsula, caracteritzades
electroforéticament per la preséncia dels al-lels LDH-A2*100QL, MEP-
3*90 i PEP-LGG*75 de la resta de localitats tant atlantiques com
mediterranies (Figura 10), perd la 2a coordenada de les projeccions
obtingudes a partir de dades de mtDNA sembla distingir entre les
localitats del llinatge DU, i les del llinatge AT (Figura 11). Les terceres
coordenades també apunten cap a processos diferents. La 3a coordenada
d’al-lozims assenyala la diferenciaci6 de les poblacions dins de les
vessants (Figura 13), en tant que la 3a coordenada de mtDNA separa les
localitats en funcio de la seva composicid segons els llinatges AD i ME
(Figura 14).
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Figura 13. Projecci6 de les 46 mostres de truita comuna sobre el pla format per la

la i la 3a coordenades principals de la matriu de distancies Nei
colors dels haplotips definit a la Taula 2.
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Figura 14. Projecci6 de les 46 mostres de truita comuna sobre el pla format per la
la i la 3a coordenades principals de la matriu de distancies gamma Tamura-Nei

(1993). Codi de colors dels haplotips definit a la Taula 2.
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4.1.1. La vessant atlantica Ibérica

Com s’ha dit, a la vessant atlantica de la peninsula Ibérica els grups de
poblacions de truita detectats amb la técnica al-lozimica semblen
relacionar-se amb el patré hidrografic. D’aquesta manera podem distingir
les truites dels rius Cantabrics, les del Mifio, les del Duero, les del Tajo i
les poblacions del Guadalquivir (Machordom et al. 2000, Sanz et al. 2000,
Bouza et al 2001). Aquestes Ultimes pertanyerien a un grup de
poblacions d’influéncia mediterrania (Garcia-Marin et al 1996,
Machordom et al. 2000, Article IV). Al comparar aquests resultats
al-lozimics amb els trobats en aquesta tesi, veiem que tant el test de
Mantel entre les matrius (r=0.74462, p=0.0198), com la correlacié de les
tres primeres coordenades de les analisis de PCO (r21a=0.5735, p=0.001,
r2,,=0.4927, p=0.001, r2;,=0.2818, p=0.004) donen resultats significatius, i
en conseqléncia podem considerar que ambdues metodologies detecten

processos similars.
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Figura 15. Projecci6 de les 27 mostres atlantiques sobre el pla format per les dues
primeres coordenades principals de la matriu de distancies de Nei (1972). Codi de
colors dels haplotips definit a la Taula 2.
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En concret, les analisis fetes en aquesta tesi assenyalen I'existéncia a la
vessant atlantica Ibérica dels llinatges AD (basicament en el riu
Guadalquivir), DU i AT. En relacié a aquest ultim llinatge, s’han observat
tres clades de nivell 3 que estan descrits a 'article 1l, si bé el clade AT3-1
s’ha detectat només a la conca del Garona. D’altra banda, a la conca del
Duero s’hi ha trobat el llinatge AT restringit a les localitats 32.Duruelo i
34.Moros (Taula 2), tot i que la presencia d’aquest llinatge sembla més
habitual en les poblacions més properes a la seva desembocadura
(Antunes et al. 2001, Vera 2003).
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Figura 16. Projeccio de les 27 mostres atlantiques sobre el pla format per les 1a i
la 3a coordenades principals de la matriu de distancies de Nei (1972). Codi de
colors dels haplotips definit a la Taula 2.

El clade 3-2 del llinatge AT és abundant en els rius cantabrics i es
relacionaria amb el grup Cantabric de Sanz et al. (2000) que presenta els
allels GPI-B2*135 i MPI*105. A la conca del Mifio-Sil, trobem poblacions
que comparteixen els allels sMDH-B1,2*75 i PEPLT*70 amb el grup

Duero, perd es diferencien d’aquest per l'alta freqiéncia de I'al-lel
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ME™*120. A aquesta conca predominen els haplotips del llinatge DU, pero
s’observen haplotips propis d’aquest llinatge com ara DUcs7, 8 i 9 (Article
I, Taula 1, p.81). Finalment, la conca del Tajo es caracteritza
electroforéticament per la preséncia de I'al'lel aMAN*90 i es relaciona
també amb el clade 3-3 del llinatge AT (Article Il). Aquest clade és el més
modern del llinatge AT i per tant semblaria que aquesta conca ha estat
recolonitzada per aquest llinatge posteriorment a la colonitzacié del Duero

pel llinatge DU.

4.1.2. La vessant mediterrania Ibérica

Ni la técnica allozimica ni les sequéncies de mtDNA detecten
diferenciacié associada a la xarxa hidrografica a la vessant mediterrania,
les poblacions apareixen barrejades i disperses independentment del riu

on provenen (Figures 17 i 18).
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Figura 17. Projeccio de les 19 mostres mediterranies sobre el pla format per les

dues primeres coordenades principals de la matriu de distancies de Nei (1972).
Codi de colors dels haplotips definit a la Taula 2.
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Aixi, i a diferéncia de la vessant atlantica, no s’observa correlacio entre les
matrius d’ambdues analisis (r=0.119, p=0.198), ni entre les tres primeres
coordenades principals de la PCO (r,=0.0495, p=0.360, r,,=0.066,
p=0.288, r?3,=0.115, p=0.155). Les coordenades de la PCO d’al-lozims
assenyalen, apart de la diferenciaciéo de dues mostres del riu Guadalfeo,
I'abseéncia de clars patrons geografics en la diferenciacio de la resta de
poblacions mediterranies. Les nostres analisis (Figura 18, Articles Il i IV)
confirmen els resultats de Sanz et al. (2002), i recolzen la hipotesi de
colonitzacié dels rius mediterranis per diversos llinatges de truita, seguits
de contactes secundaris entre els diferents grups. Segons les dades

mitocondrials aquests llinatges serien el AD i el ME.
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Figura 18. Projeccio de les 19 mostres mediterranies sobre el pla format per les
dues primeres coordenades principals de la matriu de distancies gamma Tamura-
Nei (1993). Codi de colors dels haplotips definit a la Taula 2.

La 1a coordenada de la PCO de mtDNA per a les mostres mediterranies
(Figura 18) es relaciona amb la proporcié d’haplotips dels llinatges AD i

ME a les mostres, amb les localitats “pures” AD en els valors més positius
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i les localitats “pures” ME en els valors més negatius. La 2a coordenada
es relaciona amb la preséncia d’haplotips AT, segurament com a resultat
de repoblacions. Les 3 localitats que presenten més de la meitat
d’haplotips AT (7, 16, 17) se situen diferenciades en els valors més
negatius, la resta se situen al llarg de I'eix en funcié del nombre

d’haplotips AT que presenten.

A la vessant mediterrania, d’'una banda, la distribuci6 desordenada
d'haplotips i variants al-leliques confirmaria les oportunitats per el contacte
secundari i la hibridacio (Article Ill). Per altra banda, la falta de correlacio
entre matrius de dades al-lozimiques i mitocondrials, i de coordenades
principals de la PCO, apuntarien que la deriva genética ha estat molt

intensa a tota aquesta vessant, tal i com s’explica a I'article IV.

4.1.3. Patrons d’evolucié de la truita comuna a la peninsula Ibérica

La peninsula Ibérica ha estat reconeguda com un refugi glacial on la flora i
la fauna han pogut sobreviure les edats de gel del Pleistoce, i es
considera l'origen de les rutes de recolonitzacié post-glacial en moltes
espécies d’'animals i plantes (Taberlet et al. 1998, Hewitt 1999). Tot i aixo,
les glaciacions del Quaternari no han afectat de la mateixa manera les
poblacions de truita de les vessants atlantica i mediterrania, com hem vist
en parlar dels processos evolutius que han marcat la filogeografia de
I'espécie. A la vessant atlantica tant les analisis d’al'lozims com les de
sequencies de mtDNA detecten una estreta relacié entre I'estructura
poblacional i [lestructura hidrografica, amb valors molt elevats de
diferenciacié (Article 1l, Sanz 2000). En general, no s’observen
incongruéncies, i totes dues analisis coincideixen a I'hora d’assenyalar la
distribucio geografica dels grups. En canvi, a la vessant mediterrania el
patré d’estructuracié poblacional no esta lligat a I'estructura hidrografica,
com assenyalen tant les dades de mtDNA (2,=0.15691*, Article IIl) com
les d’al'lozims (F g=0.316***, Sanz et al. 2002). Aquest patré indica que al

conjunt de la vessant mediterrania de la peninsula Ibérica s’ha produit una
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intensa intergradacié secundaria entre llinatges durant els periodes
glacials a partir de I'expansio de les poblacions aillades a les capcaleres
durant els interglacials. La consequeéncia és que els pools génics de cada
linatge s’han barrejat, donant lloc al patré actual, on la diferenciacio esta
associada a senyals filogenétiques, no pas a patrons hidrografics (Sanz et
al. 2002, Article Il1).

D’altra banda, els treballs previs de Machordom et al. (2000) i Suarez et
al. (2001), amb el mateix marcador mitocondrial, identificaren una estreta
correlacié entre grups filogenétics i distribucié geografica a la peninsula
Ibérica. Aixi, a la vessant mediterrania proposaren la distribucio
al-lopatrica dels grups Mediterrani i Adriatic-Andalis al nord i al sud,
respectivament de la conca del Segura. Pel que fa a la vessant atlantica,
el grup Atlantic sud-europeu es trobaria distribuit principalment a la conca
del Tajo, un grup Duero a la conca del Duero i un grup nord Atlantic es
trobaria des del Cantabric fins el Mar Blanc. La comparacié d'aquest patré
amb el d'aquest treball (Figura 19) assenyala que a la vessant
mediterrania els grups Mediterrani i Adriatic-Andalus es correspondrien als
llinatges ME i AD, tot i que aquests llinatges presenten una distribucié
barrejada en tota la zona analitzada i en cap cas es podria parlar d'una
distribucio al-lopatrica a la peninsula Ibérica (Article IllI). A la vessant
atlantica els grups Atlantic sud-europeu i Duero corresspondrien al clade
AT3-3 i al llinatge DU, respectivament. En canvi, pel grup nord-Atlantic la
uniformitat descrita en gran part de la vessant Atlantica (Suarez et al.
2001) no es correspon amb el patré descrit a I'Article I, on es proposa una
amplia distribucié dels clades AT 3-1i AT 3-2, des del golf de Biscaia fins

al Mar Blanc, sense un patr6 geografic clar (Article Il, Figura 1, p.89).
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Llinatge DU

I Llinatges AD i ME
Llinatge AT

B Clade AT 3-1

Il Clade AT 3-2
Clade AT 3-3

Figura 19. Distribuci6 dels llinatges mitocondrials de truita comuna a la
peninsula Ibérica.

4.2. Patrons filogeografics en peixos d’aigua dolca a
Europa

4.2.1. Diversitat molecular a Salmo trutta

Els resultats presentats a I'Article V han permés confirmar la posicié
ancestral del llinatge DA en la filogénia de S.trutta, d'acord amb els
models biogeografics que postulen I'origen asiatic de la ictiofauna europea
d'aigua dolgca (Banarescu 1989, 1992, Bianco 1990). Posteriorment
s’hauria produit la divergencia entre les poblacions de les tres grans
vessants que ocupa l'espécie: I'ancestral ponto-caspia i I'atlantica i la
mediterrania (Figura 20). Aquesta divergéncia seria conseqiiéncia de
I'aillament entre vessants a causa dels periodes glacials durant el
Quaternari. Les analisis no permeten determinar la ruta o rutes de
colonitzacié anteriors a aquesta divergencia, tot i que Antunes et al.
(2002) han proposat una dispersi6 de est a oest a través de la
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Mediterrania seguida d’una dispersié de sud a nord des de la peninsula
Ibérica fins a Escandinavia. Com ja hem explicat s'ha detectat a la vegada
un segon nivell de divergéncia dins de cada vessant que déna com a
resultat I'existéncia de sis llinatges evolutius: AT i DU a la vessant
atlantica, AD, ME i MA als rius mediterranis, i DA a la zona del ponto-caspi
(Figura 20).
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Figura 20. Distribuci6 dels grans grups i dels llinatges evolutius de truita
comuna.

La sequenciacié completa de la regié de control del mtDNA ha permés
detectar nivells de diversitat per a la truita comuna que sobrepassen els
que fins ara s'havien detectat amb sequéencies parcials de la mateixa regio
de control (Bernatchez 2001). La comparacio de les distancies evolutives
dins i entre llinatges en els dos treballs permet constatar una major
diversitat dels llinatges quan es treballa amb sequéncies completes de la
regi6 de control (Article V, Taula 2, p.172), tant en els llinatges
mediterranis com en els atlantics. Aixi, les analisis de Bernatchez (2001)

havien detectat 8 seqléncies del llinatge AT (distancia mitjana entre
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haplotips, dmh=0,0020), i 3 seqiéncies del llinatge ME (dmh=0,0005) que
contrasten amb els 71 haplotips que s’han trobat en el conjunt de la
vessant atlantica pels llinatges DU (23, dmh=0,013947 + 0,003218) i AT
(48, dmh=0,004659 + 0,00112), i els 22 que s’han detectat en el llinatge
ME (dmh=0,002843 + 0,000877).

La determinacio d'elements funcionals dins de la seqiéncia i la
caracteritzacié del patré de substitucié de la regié de control del mtDNA
han permés determinar un patré de mutacié esbiaixat per a la molécula,
amb una proporcié important de llocs invariables i una taxa de substitucio
nucleotidica altament variable entre llocs nucleotidics. Tot i aixi, la
molécula no presenta simptomes de saturacio i pot utilitzar-se en I'analisi
filogenética. D'aquesta manera s'ha pogut utilitzar el rellotge molecular de
la regi6 de control de truita per tal de determinar el temps de divergéncia
de l'espécie. Aplicant una calibracié molt amplia (0,75-2 %-Ma™), les
estimes de temps evolutiu assenyalen el Pleistocé com a l'origen de
I'espécie (Articles Il i V). En conseqiiéncia, les grans subdivisions
filogeografiques i l'origen dels llinatges evolutius apareixen lligades als
canvis ambientals que ocorregueren durant el Quaternari, descartant la

influencia de la crisi salina del Messinia.

4.2.2. Patrons filogenetics dels llinatges atlantics i mediterranis

El grau de divergéncia que s’observa entre els llinatges mediterranis (AD,
ME i MA) és molt semblant a les diferéncies que existeixen entre els
linatges atlantics (AT i DU), com assenyalen tant les estimes mitjanes de
distancia entre llinatges, 0,007475 a la vessant atlantica i 0,006995 a la
mediterrania, com el nombre mitja de substitucions, 5,748 i 4,908
posicions variables, respectivament. Aixi mateix, la comparacié de les
topologies dels arbres filogenétics entre els llinatges atlantics i
mediterranis indiquen I'existéncia d’'una certa relacié entre els patrons que

s’observen en ambdues vessants (Article V, Figura 6, p.181).
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Segons Bernatchez i Wilson (1998) la diversitat genetica dels llinatges o
espécies de peixos més afectades per les glaciacions es substancialment
menor que la que s’observa en els llinatges o espécies que han habitat
zones menys afectades per les glaciacions. Sorprenentment no sembla
ser aixi en el cas de la truita comuna. La profunditat de les branques que
generen els clades i la topologia dels haplotips atlantics és més complexe
que a la vessant mediterrania, assenyalant que la divergéncia a la vessant
mediterrania és lleugerament posterior a la de I'atlantic (Article V, Figura
6, p.181). Aixo confirmaria I'existéncia de refugis glacials on el llinatge AT
va conservar abundants poblacions que mantingueren elevada la
diversitat. Aquest fet s’'observa clarament en els dissenys de I'analisi de
clades encaixats, on un unic clade de nivell 3 engloba tots els haplotips
dels llinatges AD i ME (Article 1ll, Figura 3, p.104), i sén necessaris fins a
tres clades de nivell 3 per a englobar els haplotips només del llinatge AT
(Article 1l, Figura 3, p.91). La diversitat d’aquests clades AT de 3r nivell és
molt semblant — fins i tot superior — a la dels llinatges AD i ME. De la
mateixa manera, la diversitat que presenta el llinatge DU, localitzat en el
refugi glacial de la peninsula Ibérica, on se suposa que la intensitat de les
glaciacions del Quaternari fou menor que en indrets localitzats més al
nord, és només la meitat de la diversitat que presenta el conjunt del
linatge AT, que ha estat fortament afectat per les glaciacions (Article V,
Taula 2, p.172).

4.2.3. Filogénia comparada en peixos d’aigua dolga

La topologia de I'arbre d’haplotips de S.trutta presenta, com ja s’ha dit
anteriorment, tres branques principals (Article V, Figura 6, p.181), que es
corresponen a cadascuna de les vessants on es troba distribuida
I'espécie: ponto-caspia, atlantica i mediterrania. Un segon nivell de
divergencia dins de cada branca ens permet definir fins a sis llinatges
evolutius dins de I'espécie. La diversitat mitjana entre els llinatges se situa

entre 0,5 i 1 %. Estudis filogeografics realitzats en altres espécies de
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peixos d'aigua dolga (vegeu Figures 3 a 7, p.19 a 21) assenyalen, com en
el cas de la truita, que l'origen de la diversitat es troba a la vessant ponto-
caspia, molt sovint associada a la conca del Danubi. La unica excepci6
seria el timal, on els llinatges més antics es troben actualment en la regio

adriatica.

El grau de divergencia de la filogenia de truita (~0,75%) es troba entre el
del timal (1%) i el del barb (0,5%), és superior al de la perca (0,25%) i és
inferior al del cavillat (1,5%) i la bagra (>2%). Aquestes estimacions s’han
fet amb diferents regions del mtDNA (regié de control, citocrom b, ND5) i
els rangs de les calibracions dels rellotges moleculars varien molt: des del
0,72-0,76 %'Ma™ en barb fins el 2-6 %-Ma™ en perca. A pesar de la
imprecisié inherent en la comparacié d'aquests valors, diferents autors
han proposat per a la familia dels salmonids que la regié de control del
mtDNA presentaria una taxa de substitucié semblant a la de la resta del
genoma mitocondrial (Shedlock et al. 1992, Churikov et al. 2001), i per
tant és plantejable la comparacié dels patrons filogeografics a nivell

interespecific.

4.2.4. Distribucié actual de la diversitat molecular, el paper de les

glaciacions

A nivell europeu, la comparacié de patrons filogeografics interespecifics
de diferents taxons, duta a terme per Taberlet ef al. (1998), per tal de
determinar pautes generals en els processos de recolonitzacio, va posar
de relleu un nombre limitat de coincidéncies. Tot i les diferéncies entre els
taxons analitzats (mamifers, amfibis, insectes i plantes), es van localitzar
tres refugis glacials potencials als Balcans i a les peninsules Ibérica i
Italica (Figura 21), i es van proposar tres grans patrons de colonitzacié per
a organismes terrestres (Hewitt 1999, 2000). Tot i aix0, Bilton et al. (1998)
proposaren que els refugis glacials implicats en la recolonitzacié de petits
mamifers a Europa estarien situats a Europa central i a la zona ponto-

caspia (Figura 21). L'aillament de les poblacions i I'existéncia d’'un gran
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nombre d’endemismes a I'Europa mediterrania, explicaria que les zones
proposades per Taberlet et al. (1998) no es poguessin considerar, per
aquestes espécies, com a refugis glacials ni I'origen de la colonitzacio

postglacial.
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Figura 21. Models biogeografics de recolonitzacio post-glacial segons el model
tradicional, en verd (Taberlet et al. 1998, Hewitt, 1999, 2000), i segons el model
proposat per a petits mamifers, en blau (Bilton et al. 1998). En gris maxima
extensio de la capa de gel durant el Wiirmia (18000 AP).

De la mateixa manera que en altres especies de la ictiofauna europea
d’aigua dolga, les glaciacions del Pleistoce han modificat profundament el
rang de distribucié de la truita comuna, especialment a la vessant
atlantica. Tal i com s’ha comentat, per a la truita comuna semblen existir
diferents refugis pel llinatge AT, que han contribuit a la seva diversitat.
Segons la bibliografia existent, es pot considerar la presencia de fins a
quatre refugis glacials durant el Pleistocé: als llacs periglacials situats a

I'est de la capa de gel (Osinov i Bernatchez 1996, Makhrov et al. 2002), a
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Europa central (Weiss et al. 2001, Duftner et al. 2003), a I'entorn del canal
de la Manega (Garcia-Marin et al. 1999a, Bernatchez 2001) i a I'entorn del
golf de Biscaia (Garcia-Marin et al. 1999a, Bernatchez 2001); tot i que
només els tres primers haurien participat en la ultima recolonitzacié del
nord d’Europa al final del Wurmia (Bernatchez 2001). Segons les analisis
presentades a I'Article Il, la truita comuna a la vessant Atlantica presenta
tres clades de 3r nivell amb una marcada distribucié geografica. Els clade
AT3-1, el més antic, es distribueix a tota la vessant Atlantica europea
excepte a la peninsula Ibérica i a I'est del Mar Baltic. El clade AT3-2 es
troba a tot Europa excepte Islandia, i és I'Unic grup que s'ha detectat al
refugi glacial proposat a I'est d'Europa. Tot i aix0, els clades de 2n nivell
que formen aquest clade AT3-2 presenten una distribucié geografica molt
marcada (Article Il, Fig. 1, p.89). Aixi, el clade AT2-4, té una preséncia
molt limitada a la vessant atlantica de la peninsula Ibérica, i es troba
ampliament distribuit més al nord; en canvi, els clades AT2-5 i AT2-6 es
troben basicament distribuits a la peninsula Ibérica i el nord d'Africa i sén
absents a les zones recolonitzades. Finalment el clade AT3-3, que segons
les analisis filogenétiques fou I'Ultim d'aparéixer, només es troba a la
peninsula Ibérica i al nord d'Africa, i també és absent de les zones
recolonitzades. Les analisis de NCA suggereixen que I'origen d'aquests
clades de 3r nivell seria l'aillament (Article Il, Taules 5 i 6, p.86),
possiblement associat a un dels periodes glacials del Quaternari, tot i que
els models temporals i l'actual distribucié de la variabilitat genética
indiquen que la divergéncia seria anterior a I'Gltim periode glacial. Tot i
que actualment trobem distribuits els clades AT3-1 i AT3-2 practicament a
tot Europa, la distribucié de la variabilitat genética (Article Il, Figura 1,
p.89) suggereix que durant I'tltim periode glacial el refugi glacial del canal
de la Manega hauria estat ocupat principalment pel clade AT3-1 i al refugi
situat als llacs periglacials de l'est d'Europa hi trobariem el clade AT3-2
(basicament clade AT2-4). Les analisis dels estocs de centre piscicola,
d'origen centreeuropeu, assenyalen la preséncia d'ambdés clades i la

preeminéncia del clade AT3-1 (Article Il, Taula 1, p.81), el que explicaria
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que, probablement, ambdds grups s'haurien trobat en aquest refugi. El
refugi del golf de Biscaia que inclou el sud de Franga i el Cantabric hauria
estat l'origen de I'expansié cap al sud del clade AT3-3 durant algun
periode glacial del Pleistoce Superior. Segurament també hauria servit de
base per expansions cap al nord durant interglacials anteriors, perd no

durant el Wurmia.
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Figura 22. Patrons de recolonitzacio per a la truita comuna: refugis glacials i
linies principals recolonitzacid després de 1’ultim periode glacial.

A la vessant mediterrania de la peninsula Ibérica s’ha produit una intensa
intergradacié secundaria entre llinatges durant els periodes glacials a
partir de I'expansié durant els interglacials de les poblacions retingudes a
les capcaleres (Article Ill). Aixi, els llinatges AD i ME es troben barrejats
en aquesta vessant, amb poblacions “pures” per un o altre llinatge i
poblacions amb preséncia d'ambdoés llinatges, en tots els rius analitzats.

Aquest patré s’ha observat també en d'alires punts de la conca
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mediterrania, de manera que probablement sigui caracteristic del seu
conjunt (Article Ill, Figura 20). Aixd contrasta amb els resultats d’altres
espécies de peixos com ara la bagra (Figura 7, p.21) on observem una
separacié geografica de cadascun dels llinatges matriarcals. La major
capacitat de fluxe génic de la truita comuna, com a consequéncia de la
possibilitat de I'estil de vida anadroma, segurament afavoreix en alguns

periodes l'intercanvi d’individus entre poblacions dels diferents rius.

El model de recolonitzacié postglacial proposat per a la truita comuna,
amb tres refugis glacials principals durant el Wurmia, presenta molts punts
de coincidencia amb els models que s’han proposat en altres espécies
europees de peixos d’'aigua dolga i, a diferéncia dels models proposats
per Taberlet et al. (1998), les peninsules sud-europees no semblen estar
implicades en el procés de recolonitzacié post-glacial al final del Wurmia.
El refugi occidental a I'entorn del canal de la Manega també ha estat
proposat per al timal (Weiss et al. 2002), la perca (Nesbo et al. 1999) i la
bagra (Durand et al. 1999a). En el cas del timal i la perca, els llinatges
que haurien ocupat aquest refugi, Loire i Europeu occidental
respectivament, no es troben a la part oriental del Mar Baltic, com el clade
AT3-1 de la truita comuna. El refugi glacial d’Europa central, que se
sospita que podria haver contingut poblacions dels clades AT3-1 i AT3-2
de truita, també hauria contingut poblacions de timal (Koskinen et al.
2000, Weiss et al. 2002), cavil-lat (Kontula i Vainola 2001, Volckaert et al.
2002) i barb (Kotlik i Berrebi 2001). Per al cavil-lat, en aquest refugi hi
trobariem els llinatges I-W i Il. A I'est de la capa de gel, a més de truites
del clade AT3-1, el refugi glacial hauria estat ocupat pel timal (Koskinen et
al. 2000), la perca (Nesbo et al. 1999) i el cavil-lat (Kontula i Vainola
2001). El timal i el cavil-lat presenten un Unic llinatge distribuit en aquest
refugi glacial, en canvi per a la perca hi trobem fins a tres grups de

poblacions.

Tot i aquest gran nombre de coincidéncies també es déna alguna
desavinenca. Per exemple, la zona ponto-caspia, que en el cas de la truita

comuna no sembla haver participat en el procés de recolonitzacié post-
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glacial, si que hauria contingut poblacions de peixos que s’haurien
expandit cap al nord durant I'Holoce. Com a la bagra (Durand et al.
1999a) i la perca (Nesbo et al. 1999). L’'expansio6 cap al sud des del refugi
glacial del golf de Biscaia proposada per al clade AT3-3 de la truita
comuna, no ha estat observada en cap altra espécie de peixos. Només en
el cas de la bagra, Durand et al. (1999c) han proposat una expansié cap

al sud — des de la conca del Danubi cap a Grecia — durant el Pleistoce.
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5 . Conclusions

L'analisi dels resultats obtinguts en aquest treball sobre la filogeografia de
la truita comuna (Salmo trutta) mitjangant la seqiienciacio directa del la
totalitat de la regié de control del DNA mitocondrial, ens permet concloure

que:

e La sequenciacié completa de la regié de control del mtDNA permet
detectar nivells de diversitat per la truita comuna que sobrepassen els
que fins ara s'havien detectat amb seqiiéncies parcials de la mateixa

regié de control.

e Per a la truita comuna s’han confirmat sis grans llinatges evolutius:
Danubi (DA), Atlantic (AT), Duero (DU), Adriatic (AD), Mediterrani (ME)
i Marmoratus (MA). Els resultats obtinguts han permés confirmar la
posicié ancestral del llinatge Danubi en la filogenia de S.trutta, d'acord
amb els models biogeografics que postulen l'origen asiatic de la

ictiofauna europea d'aigua dolga. En un primera etapa es va produir la
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divergéncia entre les vessants ponto-caspia, atlantica i mediterrania.
Un segon nivell de divergéncia dins de cada vessant hauria originat els
linatges evolutius que s’observen actualment: un Unic llinatge molt
divers a la zona ponto-caspia, els llinatges AT i DU a la vessant

atlantica i els llinatges AD, ME i MA a la vessant mediterrania.

A la vessant atlantica de la peninsula Ibérica, I'estructura poblacional
es troba associada a la xarxa hidrografica i es determinen fins a cinc
grups de poblacions. Les truites dels rius Cantabrics, les del Mifio, les
del Duero i les del Tajo, es correlacionen amb els dissenys de clades
dels llinatges AT i DU, i les poblacions del Guadalquivir que
pertanyerien a un grup d’influéncia mediterrania. Els marcadors
d’al-lozims i de mtDNA es troben fortament correlacionats a la vessant

atlantica, on basicament ens informen de la mateixa historia evolutiva.

Els rius de la vessant mediterrania haurien estat colonitzats pels
linatges AD i ME, i s’hauria produit una intensa intergradacié
secundaria entre aquests llinatges durant els periodes glacials a partir
de I'expansid en els interglacials de les poblacions retingudes a les
arees de refugi. En conseqiiéncia els pools génics de cada llinatge
s’haurien barrejat donant lloc al patré actual, on la diferenciacio esta
associada a senyals filogenétiques i no pas a patrons hidrografics. A
consequéncia de la hibridacié i la deriva, els grups de poblacions

identificats pels marcadors d’al-lozims i de mtDNA no coincideixen.

Les glaciacions del Pleistocé han modul-lat profundament la diversitat i
el rang de distribucié de la truita comuna a la vessant atlantica. S’han
definit pel llinatge AT tres clades de tercer nivell amb una marcada
distribucio geografica. El clade AT3-1 és absent a la peninsula Ibérica,
perod el trobem a la resta d’Europa, excepte al refugi glacial proposat a
I'est de la capa de gel. El clade AT3-2 el trobem distribuit a tota la
vessant atlantica, tot i que els clades de nivell 2 d’aquest grup també

presenten un patré geografic clar. Finalment, el clade AT3-3 no
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s’observa en zones recolonitzades i es troba restringit a la peninsula

Ibérica i el nord d’Africa.

Dels quatre grans refugis glacials proposats per a la truita només tres
haurien participat en la recolonitzacié del Nord d’Europa al final de
I'dltima glaciacio (est,. Europa central i canal de la Manega). El quart
refugi, que inclou el sud de Franga i el Cantabric, hauria estat I'origen
de I'expansio cap al sud del clade AT3-3 durant el Pleistoceé Superior, i
també hauria servit de base per expansions cap al nord durant

interglacials anteriors.

El model de recolonitzacié6 per a la truita comuna presenta
coincidencies amb la resta d'ictiofauna europea d'aigua dolca. Les
poblacions de truita haurien compartit els refugis glacials durant
I'dltima glaciacié amb poblacions d'altres espécies de peixos com ara
el barb (Barbus barbus), el cavil-lat (Cottus gobio), la perca (Perca
fluviatilis), el timal (Thymallus thymallus) i la bagra (Squalius

cephalus).
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