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RESUMEN

En el presente trabajo se ha empleado la electroforesis bidimensional (2-
DE) y otras técnicas proteémicas para realizar un analisis cuantitativo y cualitativo
de la expresién proteica de mejillones de la especie Mytilus galloprovincialis Lmk.

Con el fin de detectar posibles diferencias en los niveles de expresion
proteica entre mejillones de cultivo y mejillones del intermareal, se comparo la
expresion de 92 polipéptidos separados mediante 2-DE encontrandose diferencias
estadisticamente significativas en 45 (48,9%) de ellos. Estas diferencias se
discuten en conexién con los cambios moleculares implicados en la adaptacion de
mejillones a diferentes condiciones ecolégicas.

Se ha empleado la electroforesis bidimensional como una fuente de
marcadores monogénicos y codominantes para el estudio genético de poblaciones
naturales de Mytilus galloprovincialis.

Asi, se ha utilizado la 2-DE para medir el nivel de variabilidad genética de
loci que codifican proteinas abundantes de dicho mejillén marino, obteniéndose los
niveles mas elevados de heterozigosis media (0,101 + 0,018) detectados hasta la
fecha en una especie animal mediante 2-DE. Estos resultados ponen de
manifiesto que es necesario un replanteamiento en torno a la cuestién de los
niveles de variabilidad que la 2-DE es capaz de detectar.

Se estudidé la estructura genética de poblaciones naturales de Mytilus
galloprovincialis a partir de 8 muestras procedentes de las costas atlantica y
mediterranea de la Peninsula Ibérica, mediante el andlisis de la variacion genética
existente en 38 loci polimérficos separados mediante 2-DE y su comparacion con
resultados precedentes obtenidos por otros autores mediante el estudio de
alozimas. Se observé la existencia de una discontinuidad genética asociada al
frente oceanogréfico Almeria — Oran y coincidente con la detectada en estudios
previos mediante el andlisis de marcadores de alozimas y DNA mitocondrial. El
nivel de diferenciacion genética detectado es més de tres veces superior al
detectado mediante el andlisis con alozimas. Se aportan nuevos datos acerca de
las fuerzas evolutivas responsables de este patrén de estructura genética
poblacional.



SUMMARY

Proteomic tools, essentially two-dimensional electrophoresis (2-DE), were
used for the quantitative and qualitative analysis of the protein expression of the
marine mussel Mytilus galloprovincialis Lmk.

The quantitative expression of 92 selected proteins separated using
classical 2-DE was compared between intertidal and cultured mussels. Statistically
significant differences were detected in the expression of 48.9% of the
polypeptides analysed. These findings are discussed in connection with the
molecular changes involved in the adaptation of mussels to different ecological
conditions.

Furthermore, two-dimensional electrophoresis has been used as a source
of monogenic and codominant markers for population genetic studies in natural
populations of Mytilus galloprovincialis.

Classical 2-DE has been used to measure the degree of genetic variability
of loci coding abundant proteins of this marine mussel. The highest 2-DE estimates
of average heterozygosity (0.101 + 0.018) reported to date in an animal species
were obtained. It is suggested that these data throw open the question of the level
of genetic variability detectable by 2-DE.

Genetic structure of natural populations of Mytilus galloprovincialis was
investigated from 8 samples collected from Atlantic and Mediterranean coasts of
the Iberian Peninsula through analysis of 2-DE variation at 38 polymorphic loci and
comparison with preceding allozyme data. A genetic discontinuity associated to the
Almeria — Oran oceanographic front and coincident with that previously reported
for allozyme and mtDNA data was observed. The level of genetic differentiation
detected was nearly three-fold higher than that reported for allozyme loci.
Additional insights on the evolutionary forces responsible of this pattern of genetic
structure were provided.
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“It's funny when you think about it.
It’s like the DNA world is finite but

maybe the protein world is infinite”.
D. Hochstrasser

INTRODUCCION

“The last decade has witnessed a
revolution in molecular biology. The
result has been an era of holistic biology,
where it is now accepted that biology
must be studied on a global scale”.
Jenny L. Harry




INTRODUCCION

En la era post-genomica, la prote6mica se esta erigiendo como una
herramienta fundamental en la investigacion de los sistemas biolégicos al
abordar el vacio de conocimiento existente entre el genoma y la célula
viva, tratando de identificar las proteinas expresadas en cada momento y
gue proporcionan a las células sus estructuras y sus funciones (Anderson y
Anderson, 1998; Hochstrasser, 1998). El término “proteoma” fue acufiado
por Marck Wilkins en 1995 para describir el conjunto de proteinas que se
expresan a partir de un genoma. Se trata de un elemento altamente
dinamico, cuyos componentes varian en un organismo, tejido, célula o
compartimiento subcelular dados, como consecuencia de cambios en su
entorno, situaciones de estrés, administracion de drogas, efectores o
sefiales bioquimicas o su estado fisiolégico o patolégico (Anderson y
Anderson, 1996). Estos factores incrementan de forma considerable la
complejidad del proteoma, como consecuencia de la activacion o supresion
de genes, las alteraciones en la intrincada pauta de interacciones
intracelulares entre las proteinas o los cambios en sus modificaciones
post-traduccionales (Anderson y Anderson, 1998). Aunque el término
proteoma se aplica indiscriminadamente a cualquier conjunto de proteinas,
sSu acepcidn mas precisa es la que se refiere al conjunto de proteinas que
componen una célula o tipo celular dado, en unas condiciones
determinadas. El proteoma de una célula es la expresion de su fenotipo
caracteristico, y las diferencias entre un tipo celular y otro o entre un
mismo tipo celular en diferentes situaciones, se pueden con cierta
propiedad asignar a los cambios que tienen lugar en la expresion y
funcionalidad de sus proteinas. La protedmica podria definirse como la

ciencia de o el conjunto de técnicas que se usan para el andlisis



sistematico del proteoma. Su objetivo principal es describir la expresion
proteica de una célula o tejido y los cambios que en ella ocurren debido a
la influencia de factores de diverso origen (variaciones ambientales, estrés,
estado fisiologico de la célula, etc.).

La electroforesis bidimensional de alta resolucién (2-DE), descrita
por primera vez hace mas de un cuarto de siglo, es la técnica central en los
estudios protedbmicos y la base sobre la cual la protedmica se ha
desarrollado ya que ha demostrado ser la técnica mas poderosa para
separar mezclas complejas de proteinas de muy diverso origen biolégico
(Rabilloud, 2002). Su elevado poder resolutivo se basa en que separa
proteinas en base a dos criterios independientes: el punto isoeléctrico (en
la primera dimensién) y el peso molecular (en la segunda dimensién)
(O"Farrell, 1975). Posibilita asi, la separacion y visualizacion en un solo gel
de todos los componentes proteicos mayoritarios de una célula o tejido,
dando lugar a un patrén de “spots” que es caracteristico de tejidos,
condiciones ambientales y genotipos. Desde que fuera descrita de forma
independiente por Patrick O’Farrell y Joachim Klose en 1975, ha
experimentado una serie de mejoras importantes. Entre ellas, cabe
destacar la introduccion de gradientes de pH inmovilizados en la primera
dimensién gracias al uso de inmovilinas (Bjellgvist et al., 1982; Gorg et al.,
1988) como agentes formadores de pH, en lugar de los anfolitos
transportadores libres empleados en la técnica original. Con ello se ha
podido ampliar el rango de proteinas analizables mediante 2-DE, aumentar
la reproducibilidad entre laboratorios, simplificar en gran medida el proceso

electroforético y facilitar la identificacion de las proteinas separadas en los
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geles bidimensionales al permitir cargar mayor cantidad de proteina en
cada gel.

Las técnicas protedbmicas se han aplicado en el estudio de un gran
namero de problemas bioldgicos, bioquimicos y biomédicos y en un gran
namero de organismos. Sin embargo, apenas se han realizado estudios
prote6micos en moluscos marinos. En este trabajo se emplean técnicas
protedbmicas (fundamentalmente 2-DE) para el analisis cuantitativo y
cualitativo de Ila expresion proteica del mejillon marino Mytilus
galloprovincialis.

Los mejillones del género Mytilus se encuentran entre los moluscos
marinos mas comunes y constituyen un elemento fundamental en la
ecologia de las aguas costeras. Viven adheridos a las rocas o al fondo
marino en la zona intermareal en aguas tropicales y templadas de todo el
mundo, conformando extensas poblaciones naturales o bancos. En las
costas europeas existen tres formas de mejillon del género Mytilus, de las
que las principales son M. edulis, que se encuentra en las aguas frias del
norte de Europa, y M. galloprovincialis, que se distribuye por las aguas
templadas del Mediterraneo extendiéndose por la costa atlantica espafiola

hasta Francia y Reino Unido (Sanjuan et al., 1990; 1994).
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El cultivo de Mytilus galloprovincialis en aguas costeras gallegas, que
constituye aproximadamente el 95 % de la produccion espafiola de
mejillon, el 40 % de la produccion europea y el 21 % del total mundial
(Labarta, 2004), ha convertido a Espafia en el primer productor europeo y
segundo mundial (tras China) de este recurso marino. El sector mejillonero,
con una elevada renta, unos 11.500 empleos entre fijos y temporales y
2.458 productores, que producen unas 290.000 toneladas de mejillon,
continla destacadndose como sector estratégico para Galicia y principal
armazén de la acuicultura en Espafia (Labarta 2000). El “cluster” del
mejillon genera en Galicia unos beneficios anuales que rondan los 420

mI”OneS de eUI’OS Principales productores mundiales de meijillon. Afio 2000.
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Las aplicaciones de la electroforesis bidimensional son numerosas,
especialmente en el contexto de los estudios de protedmica de expresion
(estudio de la expresion de proteinas entre muestras que difieren en
alguna variable). Por ejemplo, para detectar y cuantificar modificaciones en
la expresion proteica durante el desarrollo, bajo diferentes tipos de estrés o

en respuesta a diferentes condiciones ambientales. La aparicion o



INTRODUCCION

desaparicion de “spots” en los geles bidimensionales proporciona
informacion sobre la expresion diferencial de proteinas y la intensidad de
los “spots” permite conocer los niveles de expresién proteica. En este
trabajo se ha estudiado mediante 2-DE la existencia de posibles
alteraciones en los niveles de expresion proteica entre dos poblaciones de
mejillon procedentes de condiciones ecoldgicas diferentes (una cultivada
en batea y otra procedente del intermareal).

Desde un punto de vista cualitativo, la técnica de electroforesis
bidimensional permite disponer de un gran numero de marcadores
genéticos diferentes a los analizados hasta la fecha en mejillén. Varios
autores han hecho referencia a la 2-DE como una técnica que permite
estudiar un gran numero de marcadores genéticos que pueden ser de gran
utiidad en los estudios de genética de poblaciones ya que son
monogeénicos, codominantes y probablemente no estén sometidos a un
fuerte efecto de la seleccién natural (Leigh Brown y Langley, 1979; De
Vienne et al., 1996). Ademas, la elevada resolucion de esta técnica permite
separar en un solo gel miles de productos génicos y detectar cambios del
orden de 0,02 unidades de pH en la primera dimension y de 1 kDa. en la
segunda dimensioén, por lo que provee de un gran namero de marcadores
distribuidos aleatoriamente por el genoma. Al contrario que la electroforesis
convencional (1-DE) que restringe su analisis a proteinas solubles en
estado nativo, fundamentalmente enzimas, la electroforesis bidimensional
(2-DE) permite estudiar un amplio espectro de proteinas y examinar por
tanto un mayor nimero de loci codificadores de proteinas. Esto sugiere
gue la 2-DE podria tener un gran potencial para el estudio de la

variabilidad genética de las poblaciones, ya que permite analizar una



muestra del genoma mas representativa. Sin embargo, son muy escasos
los estudios de variabilidad genética en poblaciones naturales realizados
mediante 2-DE, debido a la complejidad técnica de la misma y a su mayor
duracion respecto a la 1-DE. Ademas, en ellos se obtuvieron estimas de
variabilidad genética sustancialmente inferiores a las detectadas mediante
1-DE (Edwards y Hopkinson, 1980; Aquadro y Avise, 1981; Neel, 1990).
No obstante, estos estudios se focalizaron en un nimero muy reducido de
especies (esencialmente hombre y Drosophila) de manera que la
informacion de la que se dispone es redundante y sesgada como para
obtener una vision adecuada de los niveles de variabilidad que la 2-DE es
capaz de detectar. En el hombre, las estimas de heterozigosis media (H)
en diferentes tejidos varian entre 0,000 y 0,040 cuando se analizan mas de
30 loci (Walton et al., 1979; Smith et al., 1980; Hamaguchi et al., 1981;
Comings, 1982; Goldman y Merril, 1983; Rosenblum et al., 1983; Hanash
et al., 1986a,b; Takahashi et al., 1986). Otros estudios realizados en el
hombre pero basados en menos de 30 loci detectaron niveles de
heterozigosis media superiores a éstos (Rosenblum et al., 1984; Asakawa
et al., 1985). Aparte del hombre solo se han analizado mediante 2-DE los
niveles de variabilidad de otras dos especies de mamiferos: guepardo (H =
0,013, O'Brien et al., 1983) y ratén (H = 0,020, Racine y Langley, 1980). En
invertebrados, las estimas de variabilidad genética obtenidas mediante 2-
DE se encuentran restringidas a dos especies de Drosophila, en las cuales
las estimas de heterozigosis media detectadas son muy similares a las
descritas en mamiferos (0,040 y 0,018 para diferentes tejidos de D.
melanogaster; 0,000 y 0,028 para diferentes tejidos de D. simulans; Leigh
Brown y Langley, 1979; Ohnishi et al., 1982; Coulthart y Singh, 1988). Se
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requiere por tanto la obtencion de estimas adicionales de variabilidad
genética mediante 2-DE en vertebrados e invertebrados.

En este trabajo se ha empleado la técnica de electroforesis
bidimensional para determinar el nivel de variabilidad genética de las
proteinas abundantes del mejillon marino Mytilus galloprovincialis. Los
moluscos son uno de los grupos taxondmicos del reino animal en los que
se han detectado niveles de variabilidad genética mas elevados (valor
medio de heterozigosis en marcadores alozimicos 0,145 + 0,010 para 105
especies de moluscos revisadas por Ward et al., 1992). De hecho, en la
especie Mytilus galloprovincialis se han detectado niveles de heterozigosis
particularmente altos (H= 0,240, Grant y Cherry, 1985).

El uso de los marcadores de electroforesis bidimensional para el
estudio de la diferenciacion genética entre poblaciones y el andlisis de la
estructura poblacional, ha estado todavia mas restringido que para el
estudio de la variabilidad genética intrapoblacional. Su empleo en estudios
filogenéticos ha demostrado ser de gran utilidad y fiabilidad en analisis
sistematicos de varios grupos de organismos (felinos: Slattery et al., 1994,
0s0s: Goldman et al., 1989 y primates: Goldman et al., 1987; Janckzewski
et al., 1990). En varios estudios se han obtenido fundamentalmente las
mismas relaciones filogenéticas mediante el andlisis de este tipo de
marcadores y analisis de secuenciacion nucleotidica (Bargelloni et al.,
1994; Ritchie et al., 1997; Tokita et al., 2002). La 2-DE permite inferir
diferencias genéticas entre organismos basadas en comparaciones de
cientos de proteinas codificadas por un gran numero de genes, en
contraste con los analisis filogenéticos a partir de secuenciacién

nucleotidica de uno o unos pocos genes (en los que no se puede excluir la



posibilidad de que las relaciones filogenéticas resultantes puedan estar
sesgadas debido a que se muestrean un nimero pequefio de caracteres
genéticos). Estimas conservadoras indican que una muestra de 400 loci
proteicos separados mediante 2-DE equivalen al estudio de 100.000
nucledtidos (Goldman y O"Brien, 1993).

Los mejillones constituyen el grupo de organismos marinos mas
empleado en estudios genéticos. Hay varias razones para ello, como es la
amplia distribucion del género, que los hace especialmente adecuados
para el estudio de poblaciones de la misma o distintas especies en
diferentes escalas geograficas. Ademéas, como ocupan un amplio rango de
ambientes dentro de una misma &rea geogréfica, se pueden comparar los
niveles de variabilidad genética entre mejillones de diferentes habitats.
Asimismo, los dos estadios presentes en su vida (fase de larva pelégica y
fase adulta sedentaria) facilitan el estudio de las contribuciones relativas de
la seleccion natural y del flujo génico en el mantenimiento de los patrones
de variacién genética en las poblaciones naturales.

Uno de los factores mas importantes que pueden interferir en la
interpretacion de la estructura genética actual de una especie es la historia
de esa especie en relacion con los cambios hidro-geolégicos del ambiente
en el que evoluciond. Se cree que Mytilus galloprovincialis se origin6 en el
Mediterraneo a partir de Mytilus edulis durante el Pleistoceno (Barsotti y
Merluzzi, 1968). En esta época el contacto entre el mar Mediterraneo vy el
océano Atlantico se vio interrumpido en el transcurso de sucesivas
glaciaciones. Las diferentes condiciones ambientales existentes en el mar
Mediterraneo junto con la interrupcion del flujo entre ambas masas de agua

probablemente favorecieron la diferenciacion y dieron lugar al origen de
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INTRODUCCION

esta nueva especie, que posteriormente, con la apertura del estrecho de
Gibraltar, se extenderia a través de éste hacia el Atlantico.

La distribucion actual de Mytilus galloprovincialis a lo largo de la
Peninsula Ibérica presenta unas caracteristicas genéticas muy
interesantes. Estudios realizados con marcadores enzimaticos y de DNA
mitocondrial demostraron que existe una fuerte disrupcion genética
asociada al frente Almeria — Oran (Sanjuan et al., 1994; 1996; 1997;
Quesada et al., 1995 a, b), una barrera oceanografica que delimita el
extremo oriental del mar de Alboran. El mar de Alboran, entre Espafa y
Marruecos, tiene aproximadamente 400Km de largo, 170Km de ancho y
2.000m de profundidad (Hauschildt et al., 1999). Como brazo mas
occidental del mar Mediterraneo y abierto al océano Atlantico por el
estrecho de Gibraltar, se convierte en una zona de transicidn entre estas
dos cuencas de caracteristicas oceanogréaficas radicalmente distintas
(Carballo et al., 1997). El desnivel entre ambas cuencas (14cm) permite un
intercambio de aguas que se traduce en un flujo superficial de agua
atlantica que entra en el Mediterrdneo y se extiende hacia el oriente,
mezclandose poco a poco con aguas inferiores y soportando una
evaporacion y un calentamiento variable en la superficie, en funcion de la
época del afio y la situacién geografica. Estas aguas vuelven al Atlantico
como aguas intermedias y profundas, estableciéndose una circulacion
bicapa (Bornans et al., 1986). La cantidad neta estimada de agua que fluye
a través del estrecho es de aproximadamente 75.000m%s (Sawyer, 1987).
En esencia, la corriente atlantica, fuertemente baroclina, penetra en el mar
de Alboran formando uno o dos torbellinos anticiclonicos semi-

permanentes, uno occidental y otro oriental mas inestable, antes de ser
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canalizada y dar origen a la corriente argelina. Durante el transito, la
corriente atlantica se va transformando en agua atlantica modificada. En el
limite nordeste del torbellino oriental, la corriente de agua atlantica
modificada converge con las aguas superficiales mediterrdneas mas
salinas y mas densas, procedentes del sureste peninsular, originando una
discontinuidad en la densidad, conocida como frente Almeria - Oran
(AOOF), que suele extenderse normalmente de noroeste a sureste. Estos
torbellinos y corrientes se manifiestan claramente, en las imagenes
infrarrojas captadas por los satélites TIROS (Satélite de television

observacional Infrarrojo):

cidental | oriental |

El AOOF es una zona de fuertes corrientes (1m/s) en la que se dan
cambios bruscos en la temperatura del agua y en su salinidad (1,4°C, 2psu
en 2Km) (Tintore et al., 1988). Todo ello puede convertirlo en una
importante barrera que impida el flujo génico entre las poblaciones
atlanticas y mediterraneas, que viven y se adaptan a medios con
caracteristicas oceanograficas diferentes, contribuyendo de esta manera a
su diferenciacion.

Estudios posteriores demostraron la existencia de un patrén de

diferenciacion similar entre poblaciones atlanticas y poblaciones
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INTRODUCCION

mediterraneas en otras especies de moluscos (Sepia officinalis: Pérez-
Losada et al., 1999; 2002; Pecten maximus y Pecten jacobaeus: Rios et
al., 2002), crustaceos (Chthamalus montagui: Dando y Southward, 1981;
Pannacciulli et al., 1997; Chthamalus stellatus: Pannacciulli et al., 1997;
Meganyctiphanes norvegica: Zane et al., 2000) y peces (Sardinella aurita:
Chikhi et al., 1997; Gobius paganellus: Amores et al., 1990; Platichtys
flesus: Galleguillos y Ward, 1982, Borsa et al., 1997; Platichtys stellatus:
Borsa et al., 1997; Dicentrarchus labrax: Naciri et al., 1999; Merluccius
merluccius: Pla et al., 1991, Roldan et al., 1998; Aphanius iberus: Perdices
et al., 2001). No obstante, s6lo en algunos casos (Sepia officinalis, Gobius
paganellus, Dicentrarchus labrax, Meganyctiphanes norvegica, Chthamalus
montagui, Chthamalus stellatus, Pecten maximus y Pecten jacobaeus) este
patron de diferenciacion se ha asociado con el frente oceanogréfico
Almeria - Ordn. En otras especies en cambio (Nephrops norvegicus:
Stamatis et al., 2004; Ostrea edulis: Saavedra et al., 1993, 1995; Launey et
al., 2002), no parece existir un cambio genético abrupto en esta zona. La
medida en la que esta barrera influye sobre la distribucion de las diferentes
especies que habitan ambas cuencas dependera tanto de sus
caracteristicas como de las de la especie en cuestiéon. En cualquier caso,
el estudio de marcadores enzimaticos y de DNA ha puesto de manifiesto
gue esta zona de transicion entre dos cuencas marinas con caracteristicas
ecoldgicas distintas parece constituir un area de gran importancia
filogeogréafica y de discontinuidad genética para varias especies. Todos los
estudios realizados a este respecto tienen como precursores los llevados a

cabo en Mytilus galloprovincialis mediante el estudio de marcadores
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alozimicos (Sanjuan et al., 1994; Quesada et al., 1995a; Sanjuan et al.,
1997) y de DNA mitocondrial (Quesada et al., 1995b; Sanjuan et al., 1996).

En este trabajo se pretende analizar la utilidad de los marcadores
de electroforesis bidimensional para el estudio de la estructura genética de
las poblaciones de Mytilus galloprovincialis de la Peninsula Ibérica en
relacion al frente oceanografico Almeria - Oran. Asimismo, se pretende
refinar la comprensioén de la historia y evolucion de esta especie en la
Peninsula Ibérica a través del estudio de la estructura genética de sus
poblaciones mediante marcadores de 2-DE y la comparacion con los datos
obtenidos anteriormente por Quesada (1992) con el andlisis de
marcadores alozimicos.

Hasta la fecha, el grado de asociaciones no al azar o desequilibrio
de ligamiento entre loci que codifican proteinas abundantes en poblaciones
naturales se desconoce. La 2-DE permite separar en un solo gel un gran
namero de productos génicos, de manera que el genotipo multilocus de
cada individuo puede inferirse directamente. A partir de estos datos,
pueden estudiarse asociaciones entre polimorfismos genéticos en
poblaciones con apareamiento al azar (Excoffier y Slatkin, 1995; Slatkin y
Excoffier, 1996; Weir, 1996). Ademas, la magnitud del desequilibrio de
ligamiento entre marcadores genéticos, resultado de la accién de varias
fuerzas como mutacién, seleccién, deriva o mezcla de poblaciones durante
la historia evolutiva de una poblacién, pueden utilizarse para inferir de
forma indirecta cuan estrechamente estan ligados en el mismo
cromosoma. En este trabajo, se estudia el nivel de asociaciones no al azar
entre loci codificadores de proteinas abundantes en poblaciones naturales

de Mytilus galloprovincialis.
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1.- RECOLECCION DE MUESTRAS

Se muestrearon un total de 12 poblaciones de mejillon
pertenecientes a la especie Mytilus galloprovincialis Lmk. (Sanjuan et al.,
1990, 1994, 1997) distribuidas a lo largo de la costa de la Peninsula
Ibérica.

Dos de ellas, muestreadas en Vilagarcia (Noroeste de la Peninsula
Ibérica) en Noviembre de 1998, proceden de condiciones ambientales
diferentes: una se extrajo de la franja del intermareal en una zona expuesta
al oleaje; la otra en cambio procede de cultivo en batea en una zona
resguardada en el interior de la Ria de Arosa. Los mejillones de ambas
zonas se encuentran expuestos a condiciones fisicas (temperatura,
desecacion, turbulencia) y ecologicas (disponibilidad de alimento,
depredacién) muy diferentes. En el intermareal los mejillones se
encuentran expuestos a periodos de desecacion debido a las mareas,
durante los cuales no tienen disponibilidad de nutrientes y soportan
temperaturas que pueden descender hasta 0°C en invierno y subir hasta
30°C en verano. En cambio, los de cultivo se encuentran
permanentemente sumergidos en un ambiente estable y rico en nutrientes
con temperaturas que oscilan entre los 12°C en invierno y los 19°C en
verano (Fuentes et al., 2000). De cada una de estas poblaciones se extrajo
una muestra de cuatro individuos adultos que se analizaron mediante
electroforesis bidimensional de alta resolucién con anfolitos (técnica
clasica) para detectar posibles diferencias en los niveles de expresion

proteica entre mejillones de cultivo y mejillones del intermareal.
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Otras dos poblaciones, una natural procedente de Ribadeo, de la
gue se extrajo a partir del nivel inferior de la franja intermareal una muestra
de 30 individuos adultos en Junio de 1999, y una cultivada en Vilagarcia,
de la que se extrajo en Noviembre de 1997 una muestra de 8 individuos
adultos, se emplearon para analizar los niveles de variabilidad genética de
Mytilus galloprovincialis mediante electroforesis bidimensional de alta
resolucién con anfolitos (técnica clasica).

Las ocho poblaciones restantes se distribuyen a lo largo de las
costas atlantica y mediterranea de la Peninsula Ibérica, de manera que
cuatro se encuentran al oeste del frente oceanografico Almeria — Oran
(Santander, Ribadeo, Sintra y Marbella) y las otras cuatro al este de dicho
frente (Aguilas, Valencia, Cullera, Vilanova i la Geltrd). De cada una de
ellas se extrajeron muestras de 30 individuos adultos entre Abril de 2001 y
Julio de 2002 que se analizaron mediante la técnica de electroforesis
bidimensional con inmovilinas para estudiar la estructura genética de las
poblaciones de Mytilus galloprovincialis de la Peninsula Ibérica. En la
mayoria, el muestreo se realizé durante la bajamar a partir del nivel inferior
de la franja intermareal. En el caso de las poblaciones de Aguilas y
Vilanova i la Geltrd, ante la imposibilidad de encontrar mejillones en la
zona intermareal, el muestreo se realizé en poblaciones de mejillones del
infralitoral adheridos a jaulas de cultivo de peces.

Los mejillones se trasladaron vivos al laboratorio de forma
inmediata tras su muestreo dentro de recipientes refrigerados con un
elevado grado de humedad (en neveras portatiles con hielo y papel mojado

con agua de mar).
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Lugar y fecha de muestreo de poblaciones de Mytilus
galloprovincialis analizadas mediante 2-DE con
anfolitos (las cuatro primeras) y 2-DE con inmovilinas
(las ocho Ultimas).

Localidad Mes Afo
1.- Vilagarcia (cultivo) Noviembre 1998
2.- Vilagarcia Noviembre 1998
3.- Vilagarcia (cultivo) Noviembre 1997
4.- Ribadeo Junio 1999
5.- Santander Mayo 2001
6.- Ribadeo Abril 2001
7.- Sintra Abril 2001
8.- Marbella Septiembre 2001
9.- Aguilas Julio 2001
10.- Cullera Julio 2002
11.- Valencia Noviembre 2001
12.- Vilanova i la Geltru Junio 2002

2.- PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Una vez en el laboratorio, los mejillones recolectados en cada
muestreo se diseccionaron extrayéndoseles el pie que inmediatamente se
congeld, liofilizé y conservd en viales de plastico a una temperatura de
—80°C. Se escogi6 este tejido debido a que fue con el que se obtuvieron
patrones electroforéticos de mayor calidad (Mosquera, 2000) y por no estar
sometido a cambios estacionales, como el manto, o a contaminantes
externos, como las branquias o la glandula digestiva.

Los tres pasos fundamentales en la preparacion de las muestras para

su andlisis mediante electroforesis bidimensional (2-DE) son: rotura de las
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células del tejido a analizar, solubilizacién de las proteinas presentes en la
muestra y eliminacion de sustancias tales como lipidos, polisacaridos o
acidos nucleicos que puedan interferir en la posterior separacion
electroforética. Para romper las células del pie de mejillén, se liofilizaron
las muestras previamente congeladas y se pulverizaron con la ayuda de un
homogeneizador. La liofilizacién contribuye a la rotura posterior de las
células y evita la accién de las proteasas presentes en el tejido. La
solubilizacién de las proteinas de la muestra es probablemente la etapa
mas critica y por tanto un paso fundamental en el desarrollo de la técnica
de electroforesis bidimensional ya que de ella depende en gran medida la
calidad de los patrones proteicos obtenidos. Para obtener patrones
reproducibles y comparables, es necesario que las proteinas estén
totalmente solubilizadas, desnaturalizadas y que no interaccionen entre
ellas. Para conseguirlo, las muestras se disuelven en un tampon de lisis
cuya composicion, aunque puede variar ligeramente, consta basicamente
de:

- Un detergente no ionico (CHAPS, NP-40) que solubiliza las proteinas
evitando que se produzcan precipitaciones que modifiquen la movilidad
electroforética. Ademas, al ser un detergente no iénico no altera la carga
de las mismas.

- Un agente desnaturalizante (urea, thiourea), que hace que las proteinas
presenten todos los aminoacidos al medio, siendo la movilidad en el
gradiente de pH lo mas fiel posible a la estructura primaria. También es
muy Gtil para que los agentes reductores puedan actuar, asi como los
detergentes. Al trabajar con urea a concentraciones altas, es necesario

tener precaucién de no calentar la muestra por encima de 37°C, situacion
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en la cual la urea se descompone y el isocianato resultante carbamila las
proteinas que modifican entonces su movilidad electroforética tanto en la
primera como en la segunda dimension.

- Un agente reductor (DTT) que impida la formacién de puentes disulfuro
entre las proteinas, evitando que interaccionen.

En nuestro caso, la composicion del tampdn de lisis empleado varié
ligeramente en la 2-DE clasica (urea 9,5M, NP-40 2%, anfolitos 7-9 2%,
DTT 100mM) y la 2-DE con inmovilinas (urea 7M, thiourea 2M, CHAPS
4%, DTT 3%) debido a los avances desarrollados entre la aplicacién de
ambas técnicas. Las muestras de pie de mejillébn se solubilizaron
disolviendo 20mg del tejido liofilizado en 1ml de tampoén de lisis y
manteniéndolo en agitacion a una temperatura constante de 30°C durante
5 horas. Transcurrido este tiempo y con el fin de eliminar los restos no
proteicos del extracto que pudieran intervenir en el proceso de separacion
electroforética, se centrifugaron las muestras durante 20 minutos a 14.000
g. Los sobrenadantes se conservaron en viales de plastico a —-80°C hasta

el momento de la electroforesis.

3.- VALORACION DE LA CONCENTRACION PROTEICA DE LAS
MUESTRAS

Los estudios, tanto cualitativos como cuantitativos, de las proteinas
separadas en los geles bidimensionales pueden ser, en ocasiones,
problematicos si no se han cargado en los geles de primera dimensién

cantidades similares de proteina (O Farrell, 1975; Ramagli y Rodriguez,
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1985). Este efecto es particularmente importante si se emplea un método
de deteccion tan sensible como la tincion con plata que permite detectar
cantidades de hasta 0,05 — 0,1ng de proteina / mm?* de gel (Dunn, 1987).
El conocimiento de la concentracion proteica de la muestra es fundamental
para controlar la cantidad de proteina que se carga en los geles de primera
dimensién. La concentracion de proteina disuelta en tampén de lisis no
puede determinarse directamente por el método de Bradford, ni por ningliin
otro método especifico para proteinas (Biuret o Lowry) debido a que los
componentes del tampén de lisis (urea, detergentes, anfolitos, DTT)
alteran la lectura espectrofotométrica. Para evitar este problema, Ramagli y
Rodriguez (1985) desarrollaron un ensayo (Bradford modificado),
consistente en acidificar el tampdn de lisis previa dilucién de las proteinas
de la muestra. Asi se pueden llevar a cabo mediciones fiables de la
concentracion de proteina en un rango de 0,5 a 50 pg. Este ensayo se
aplico a las muestras de pie de Mytilus galloprovincialis. En él, al igual que
en el método tradicional de Bradford, es necesaria la construccion de una
recta patron elaborada a partir de concentraciones conocidas de una
proteina determinada (en este caso, se utilizé la ovoalbumina) disuelta en
tampén de lisis y las medidas espectrofotométricas (absorbancias)
correspondientes a cada una de ellas. En la siguiente tabla se indican las
distintas concentraciones de ovoalbumina (disuelta en tampén de lisis)
empleadas para la elaboracién de la recta patron y las cantidades del resto
de reactivos necesarios (acido clorhidrico, agua ultrapura milliQ y reactivo
de Bradford).
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Ensayos realizados con diferentes concentraciones de proteina (ovoalbimina)
disuelta en tampon de lisis para su posterior lectura espectrofotométrica y
elaboracién de la recta patrén

Ovoalbdmina  Tampdénde HCI (0,1 N) (pl) H,0 milliQ Reactivo de
(i) lisis () (Hl) Bradford (ml)

0 10 10 80 3,5

2 8 10 80 3,5

4 6 10 80 3,5

6 4 10 80 3,5

8 2 10 80 3,5

10 0 10 80 3,5

A continuacién, se midid la absorbancia a 595 nm de cada una de
las diluciones de ovoalbumina en un espectrofotometro. Con los valores
obtenidos y los datos de concentracion proteica empleados, se construy6

la siguiente recta de regresion:

y=0,012X+0,03 r*=0,998

Absorbancia
a 595 nm

0,000 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

ug de ovoalbimina

Recta de regresion de la absorbancia en funcién de la concentracién de
ovoalbumina disuelta en tampdn de lisis
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Posteriormente, se realizaron diferentes diluciones en tampén de lisis de
las muestras de pie de Mytilus galloprovincialis y se les aplicé el mismo
procedimiento empleado con las muestras de ovoalbumina:

Diluciones de las muestras de pie de Mytilus galloprovincialis preparadas para el
andlisis espectrofotométrico y determinacion de la concentracién proteica.

Pie (ul) Tampénde  HCI (0,1 N) (ul) H,O milliQ (pl) Reactivo de
lisis (pl) Bradford (ml)

10 0 10 80 3,5

8 2 10 80 3,5

6 4 10 80 35

4 6 10 80 3,5

2 8 10 80 3,5

0 10 10 80 3,5

Con los valores de absorbancia obtenidos y haciendo uso de la
recta de regresidn construida anteriormente con la ovoalbumina se
determiné que la concentracion de proteina que se obtiene al solubilizar

20mg de pie de Mytilus galloprovincialis en 1ml de tampdn de lisis es

8,5ug/pl.

4.- ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (2-DE)

La electroforesis bidimensional de alta resolucion fue desarrollada
inicialmente por P. H. O"Farrell y J. Klose independientemente en 1975 y
estd considerada como la técnica experimental mas resolutiva para
separar mezclas complejas de proteinas en un solo gel. Consta de dos

separaciones electroforéticas independientes: en la primera dimension las
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proteinas se separan segun su punto isoeléctrico (pl) y en la segunda

dimensién en base a su peso molecular (PM).

4.1.- Primera dimension: el isoelectroenfoque

En la primera dimensidén las proteinas se separan segun su carga
eléctrica en un gradiente de pH. En él, migraran hacia el &nodo o el catodo
de acuerdo a su carga neta hasta alcanzar la regién del gradiente de pH
gue coincida con su punto isoeléctrico (pl, pH especifico en el cual la carga
neta de la proteina es cero). El efecto del tamafio de las proteinas en la
movilidad electroforética se minimiza utilizando geles de tamafio de poro
grande (concentraciones de poliacrilamida en torno al 3,5%). El gradiente
de pH en el gel puede lograrse mediante un sistema tampdn con anfolitos

transportadores o mediante un sistema de gradiente de pH inmovilizado.

4.1.1.- Anfolitos transportadores sintéticos (técni ca clasica)

En la técnica original descrita por OFarrell (1975), la primera
dimensién es una electroforesis vertical que se realiza en geles de
poliacrilamida polimerizados en tubos estrechos con gradientes de pH
creados por anfolitos. Los anfolitos son moléculas anfotéricas solubles de
pequefio tamafo (300 — 600Da) que poseen una gran capacidad
amortiguadora cerca de su punto isoeléctrico (pl). Existen dos protocolos
principales para sintetizar anfolitos transportadores: la reaccion de
diferentes oligoaminas (tetra-, penta-, y hexa- aminas) con 4cido acrilico y

la copolimerizacibn de aminas, aminoacidos y dipéptidos con
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epiclorhidrina. Estos procedimientos generan mezclas que contienen
cientos o0 aun miles de especies anfoteras con valores de pl distribuidos en
todo el rango de pH. Como distintas casas comerciales pueden emplear
protocolos diferentes para la formacion de anfolitos, se utilizaron siempre
anfolitos de la misma casa comercial, ya que de lo contrario se veria
afectada la reproducibilidad de los patrones proteicos bidimensionales. En
presencia de un campo eléctrico, los anfolitos migran hasta el punto donde
su carga neta es cero, formando un gradiente de pH continuo. Debido a
gue cada uno de los anfolitos tiene alta capacidad amortiguadora, el pH del
medio que los rodea, es igual a su propio pl. Durante la electroforesis, las
proteinas migrardn en ese gradiente hasta alcanzar un pH igual a su pl.
Cabe destacar que los gradientes de pH creados por los anfolitos no son
estables y tienden con el tiempo a la deriva hacia el catodo.

Se analizaron mediante esta técnica cuatro poblaciones de Mytilus
galloprovincialis (3 procedentes de Vilagarcia y 1 de Ribadeo). La
separacion se realizd en geles cilindricos de poliacrilamida de 180 x 1,5
mm al 4% (peso / volumen). Los tubos de cristal donde se polimerizan los
geles de primera dimension han de estar extremadamente limpios para
gue el gel permanezca firmemente adherido a las paredes del mismo
durante la electroforesis. Para ello, entre cada electroforesis se lavaron
depositandolos en mezcla cromica durante 10-12 horas, tras lo cual se
lavaron con agua. A continuacién se hirvieron en acido clorhidrico (HCI) 0,1
M durante 30 minutos. Se lavaron nuevamente con agua, esta vez
destilada, y se introdujeron en etanol puro durante 30 minutos para
finalmente secarlos en el microondas. La composicion del gel de primera

dimensién se describe en la siguiente tabla:
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Composicion del gel de primera dimensién (Isoelectroenfoque, IEF).

Urea 5,50

Solucién de Acrilamida 1,3ml
(Acrilamida 28,38%, Bisacrilamida 1,62%)

NP-40 10% 2,0ml
Agua destilada 1,7ml
Anfolitos pH 5 - 7 0,6ml
Anfolitos pH 3 - 10 0,12ml
TEMED 7ul
APS 10% 10pl

Una vez mezclados todos los reactivos (excepto el TEMED y el APS) y
solubilizada perfectamente la urea, se desgasificé la solucion haciendo uso
de una bomba de vacio. La desgasificacion tiene por objeto eliminar el
oxigeno de la solucion ya que éste actua como un inhibidor de la
polimerizacién de la poliacrilamida. La razén de que se hayan mezclado
anfolitos 5-7 con anfolitos 3-10 es que algunos lotes de anfolitos presentan
“agujeros” en el gradiente de pH, lo cual puede provocar un calentamiento
local que dafie la matriz en este punto. Una vez afiadidos los agentes
polimerizantes (TEMED y APS) se cargé rapidamente la solucién del gel
en el interior de los tubos de vidrio previamente sellados con parafilm en
uno de sus extremos y dispuestos en un soporte vertical. Los tubos se
llenaron con una aguja larga de punta roma cuidando que no quedaran
burbujas y hasta una altura que disté 3 cm del extremo superior. La mezcla
del gel se cubrié con agua destilada para evitar el contacto con el oxigeno

del aire y se dejaron polimerizar durante tres horas. Transcurrido este
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tiempo, se retir6 el parafilm y el agua de los tubos y se transfirieron éstos a

una camara de electroforesis.

Elaboracién de los geles de primera dimension con anfolitos

Se determino la cantidad Optima de muestra a cargar en la primera
dimension a fin de obtener patrones de gran calidad (buena resolucion,
distribucion de los “spots” con ausencia de solapamiento, poca tincion de
fondo, etc.) en los que se pueda observar el mayor numero de “spots”
posibles. Como la muestra se carga por uno de los extremos del gel, al
principio de la electroforesis la concentracion de proteinas es muy grande
en la zona de carga y puede ocurrir precipitacion de algunas proteinas que
no entraran en el gel y por tanto se perderan. Ademas, si alguna proteina
se encuentra en grandes cantidades se concentrara en una zona concreta
del gel pudiendo éste llegar a romperse. Se ve limitada por tanto, la
cantidad de proteina que se puede cargar en los geles de primera
dimensién. Se hicieron varias pruebas y finalmente se cargaron en cada
gel entre 5 y 30ul de muestra haciendo uso de una jeringa Hamilton y a
continuacion 12ul de tampdén de recubrimiento (urea 8M, anfolitos pH 7-9
1%, DTT 10mM), seguidos de la suficiente cantidad de hidréxido sédico
(NaOH 20mM) como para acabar de llenar los tubos. ElI tampén de

recubrimiento tiene por objeto evitar el contacto entre las proteinas de la
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muestra y el hidroxido sodico. El reservorio superior de la cubeta de
electroforesis se llend con hidroxido sédico 20mM y se conecto al
electrodo negativo. En el reservorio inferior, conectado al electrodo positivo
se dispusieron tres litros de acido fosforico (PO4H; 10mM).

Carga de las muestras en los geles de primera dimension (anfolitos)

Las condiciones del corrido electroforético fueron seguidas en base a
las instrucciones proporcionadas por la casa comercial proveedora del
sistema de electroforesis bidimensional (200V durante las dos horas
iniciales seguidos de otras dos horas a 500V y por ultimo 800V durante 16
horas). Todo el proceso se realizd6 a temperatura controlada mediante
refrigeracion por agua. Al finalizar la electroforesis de primera dimension,
los geles se extruyeron mediante inyeccion de agua a presion con una
jeringa en el interior de los tubos, para someterlos de forma inmediata al
proceso de equilibrado.

Este protocolo es incapaz de separar proteinas con pl superiores a 7,5.
O’Farrell et al.,, (1977) modificaron la técnica original de manera que
pudieran separarse las proteinas mas basicas (NEPGHE, electroforesis en
gel en condiciones de no equilibrio). De manera que si pretendiésemos
analizar un rango 3-10, tendriamos que realizar dos electroforesis distintas,

una para proteinas acidas con pH comprendidos entre 3y 7,5 (IEF) y otra
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para proteinas basicas con pH entre 7,5y 10 (NEPGHE). En el presente
estudio no se empled esta ultima debido a que el grado de reproducibilidad
de los geles para proteinas basicas (NEPGHE) es muy bajo (O Farrell et
al., 1977).

4.1.2.- Gradiente de pH inmovilizado en el gel (IPG s)

Con el fin de superar las limitaciones de la técnica clasica, Bjellgvist et
al., (1982) desarrollaron unos agentes formadores de gradientes de pH
inmovilizados a los que llamaron inmovilinas (LKB, Bromma, Suecia). A
finales de los 80, se disefidé una nueva metodologia (Gorg et al., 1988) que
utiliza geles de acrilamida al 4% deshidratados y unidos a un soporte
plastico donde el gradiente de pH lo generan inmovilinas, unas moléculas
anfotéricas unidas covalentemente a la matriz del gel (tiras IPG, Inmobiline
pH gradient DryStrip, Amersham Biosciences). Estos geles se obtienen
mediante una serie de derivados de la acrilamida cuya estructura general
es CH2=CH-CO-NH-R, donde R contiene grupos carboxilo o amino
terciarios. Se trata en este caso de una electroforesis horizontal que
permite un control mas eficaz de la temperatura. La utilizacion de las tiras
mejora enormemente la reproducibilidad (Corbett et al., 1994) y el manejo
de los geles. Los gradientes de pH, al encontrarse fijados covalentemente
a la matriz del gel, son mucho mas estables. El rango de pH analizable en
un solo gel es mucho mas amplio que en la electroforesis que emplea
anfolitos (técnica clasica).

Las tiras se presentan deshidratadas y en varios tamafos (7, 11, 13 o

18 cm), abarcando un rango de pH variable y una distribucién de dicho
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rango que puede ser lineal (L) o no lineal (NL). Con el fin de optimizar la
técnica para su aplicacion al analisis de muestras de pie de mejillén, se
hicieron pruebas con tiras de IPG de varias longitudes y rangos de pH
lineales y no lineales. En este caso, como se pretendia analizar el mayor
namero posible de proteinas, se eligieron tiras de 18cm pH 3-10. Dado que
la mayor parte de las proteinas de la muestra se concentraban en la zona
central del gel, empleamos un gradiente no lineal (NL) que se distribuye
sigmoidalmente entre los pH 5 a 7 (donde suelen concentrarse la mayor
parte de las proteinas) reduciendo el solapamiento y favoreciendo una
distribucion de los “spots” méas uniforme en el gel (Bjellgvist et al., 1993).

También se optimiz6 la cantidad de proteina o carga aplicable a cada
gel en la primera dimension para obtener patrones proteicos de gran
calidad, la cual varia en funcién del gradiente de pH empleado, la distancia
de separacion (longitud de las tiras) y la complejidad proteica de la
muestra. Segun se pudo observar, cargando 30ul (~255ug) de muestra se
obtenia un patron con una excelente resolucién y una gran cantidad de
“spots” sin apenas veteado y solapamiento entre ellos.

La rehidratacion de las tiras se llevo a cabo de forma simultanea a la
aplicacion de la muestra, mezclandose 315ul de tampdn de rehidrataciéon
(urea 7M, thiourea 2M, CHAPS 4%, azul de bromofenol trazas, DTT 0,3%
p/v, tampén IPG 0,5% v/v) y 35ul de muestra. Estas proporciones se
pueden variar, pero cuidando no sobrepasar los 350ul totales ya que en
caso contrario, el gel no absorberia toda la solucién y las proteinas
permanecerian en la solucién sobrante en vez de entrar en el gel. Dicha
mezcla se extendié en unos recipientes de ceramica (“strip holders”) donde

se realiz6 la primera dimension y se dispuso encima el gel deshidratado,
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cuidando que no se formaran burbujas entre la matriz del gel y la mezcla
muestra-tampon de rehidratacion. Las tiras de IPG se cubrieron entonces
con aceite mineral para evitar la evaporacion durante la electroforesis y la
cristalizacion de la urea. Al no existir un punto concreto de aplicacion de la
muestra en el gel, se aumenta la resolucién, ya que no se forman
agregados proteicos que precipiten y provoquen estrias en el patrén
proteico resultante. Ademds, se hace posible cargar una cantidad de
muestra mucho mas elevada (Rabilloud et al., 1994).

o d N ~
Carga de las muestras en los geles de primera dimension (IPGs).

El isoelectroenfoque se llevd a cabo en una unidad IPGphor
(Amersham Biosciences), sobre una placa refrigerada y siguiendo las
instrucciones proporcionadas por la casa comercial. Es muy importante
controlar la temperatura de los geles para que no suba de 20°C, lo cual
podria afectar a la movilidad de algunas proteinas (Gorg et al., 1991).
Normalmente el corrido electroforético se realiza en varios pasos en los
gue el voltaje se aumenta de forma progresiva. Un voltaje inicial bajo
minimiza la agregacion de las proteinas de la muestra. La rehidratacién se
puede hacer de forma pasiva, sin aplicacién de voltaje o bien activa,
aplicando un voltaje bajo. Se realiz6 en este caso una rehidratacién activa

a 30V durante 12 horas para favorecer la entrada en el gel de las proteinas
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de alto peso molecular (Gorg et al., 1999; 2000). Transcurridas estas 12
horas se inici6 inmediatamente el isoelectroenfoque a 500V durante 1
hora, seguidos de 1.000V también durante 1 hora y finalmente 8.000V
hasta alcanzar un voltaje acumulado total de 33.500Vh. El tiempo de esta
tltima fase puede variar dependiendo de la naturaleza de la muestra, la
cantidad de proteina cargada en el gel y el método de aplicacion de la
misma. Una vez finalizada la primera dimension los geles se sometieron de
forma inmediata al proceso de equilibrado.

Electroforesis, primera dimension (técnica de IPGs)

4.2.- Equilibrado de los geles de primera dimension

El equilibrado es un paso intermedio que prepara los geles de
primera dimension para la electroforesis de segunda dimensién. Su funcién
principal es poner en contacto las proteinas que han sido separadas en el
isoelectroenfoque con el detergente SDS. ElI SDS es un agente
desnaturalizante con una fuerte carga negativa que se une a las proteinas
enmascarando las diferencias individuales de carga entre ellas. Ademas,

como la cantidad de SDS que se une a una proteina es directamente
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proporcional a su masa, la migracion en la segunda dimension no
dependera de la carga de la proteina, si no inicamente de su masa.

Tras la primera dimension los geles con anfolitos (técnica clasica)
se mantuvieron durante 10 minutos sumergidos en solucion de equilibrado
(Tris-HCI 0,06M pH 6,8, SDS 2%, DTT 100mM, glicerol 10%) para eliminar
los anfolitos y la urea y permitir la interaccion de las proteinas con el SDS.
El equilibrado de los geles de primera dimensién con IPGs, difiere
ligeramente debido a los avances incorporados a esta fase en los ultimos
afos. Se realiz6 en dos pasos: en el primero los geles se incubaron
durante 15 minutos en una solucion de DTT (10mg/ml), que reduce los
puentes disulfuro de las proteinas y las mantiene completamente
desnaturalizadas, en tampon de equilibrado (Tris 50mM, urea 6M, glicerol
30%, SDS 2%). En el segundo, se incubaron también 15 minutos en una
solucion de iodoacetamida (25mg/ml) en el mismo tampon. La
iodoacetamida elimina el exceso de DTT evitando el veteado en los
patrones electroforéticos. Tras el equilibrado se retird la solucion y se

guardaron los geles a —80°C.

4.3.- Segunda dimensiéon: SDS-PAGE

En la segunda dimension las proteinas se separan en base a su
peso molecular mediante la técnica de SDS-PAGE (electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS). La carga intrinseca de las proteinas de la muestra
no es un factor de separacion debido a la presencia de SDS en la muestra
y en el gel. Tanto para la segunda dimensién de los geles de la técnica

clasica como para los de IPGs se utiliz6 un sistema de electroforesis
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vertical, ya que éste permite correr varios geles de forma simultdnea. Para
la segunda dimensién de los geles de anfolitos, (técnica clasica) se
empled el sistema de geles discontinuos con SDS descrito por Laemli
(1970). El gel de resolucion, con unas dimensiones de 200 x 160 x 1,5mm

se realizé al 15% de poliacrilamida segun el siguiente protocolo:

Composicion del gel de resolucién para la segunda dimensién (2-DE

clasica)
Solucién A (Acrilamida 30%, Bisacrilamida 0,15%) 50ml
SDS Iml
Solucién B (Tris-CIH 1,5 M pH 8,8) 25ml
Agua destilada 23,5ml
TEMED 20yl
APS 10% 0,5ml

Antes de afadir el TEMED y el APS se desgasifico la solucion del
gel y una vez mezclados todos los componentes la solucién se vertié entre
las dos placas verticales del molde del gel, dejando libres 2,5cm en la parte
superior. La parte superior del gel se sellé cuidadosamente con isobutanol
saturado con agua para eliminar las burbujas que pudieran haberse
formado al verter el gel en el molde y para evitar el contacto con el oxigeno
del aire. Transcurridas unas dos horas el gel estaba perfectamente
polimerizado y se elimind por tanto la capa de isobutanol, se lavé
cuidadosamente la superficie del gel con agua destilada y se secd con
papel whatman. En los 2,5cm restantes del molde se afiadi6 el gel de
concentracion, al 5% de poliacrilamida, que se preparé como se describe a

continuacion:
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Composicion del gel de concentracion para la segunda dimensién (2-DE

clasica)
Solucién D (Acrilamida 10%, Bisacrilamida 0,5%) 10ml
SDS 10% 0,2ml
Solucién C (Tris-Base 240 mM pH 6,8) 10ml
TEMED 8ul
APS 10% 0,16ml

Las soluciones A (del gel de resolucion) y D (del gel de
concentracion), se prepararon siempre en la misma semana en que se
iban a utilizar y antes de guardarlas a 4°C se pasaban por un filtro de
0.45um. El gel de concentracion también se recubrié con isobutanol
saturado con agua y se dejo polimerizar durante una hora, tras lo cual se
lavé y seco al igual que el gel de resolucion.

La segunda dimensién correspondiente a los geles de IPGs, se
realizé6 en geles al 12,5% de poliacrilamida (200 x 220 x 1,5mm) y su

composicion se describe en la siguiente tabla:

Composicion del gel de segunda dimension (2-DE IPGs)

Solucion de Acrilamida/Bis 37,5:1 50ml
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 30ml
SDS 10% 1,2ml
Agua destilada 38,1ml
TEMED 40pl
APS 10% 0,6ml
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Una vez mezclados los todos los componentes, la solucion se vertio
en el molde del gel y se recubridé con isobutanol saturado con agua hasta
su completa polimerizacion (dos horas). Entonces se lavo la superficie del
gel con agua destilada y se secé con papel whatman. En ambos casos (2-
DE con anfolitos y 2-DE con IPGs), tras descongelar el gel de primera
dimensién se situé éste pegado a la parte superior del gel de segunda
dimensién, sellandose posteriormente con una solucién de agarosa al
0,5% en tampon de electroforesis (Tris base 25mM, glicina 192mM, SDS
0,1%) y trazas de azul de bromofenol. Esta solucién de sellado también
nos permitio visualizar el frente de la electroforesis. El corrido
electroforético se realizé a 25mA por gel durante 1,5 horas seguidos de
35mA por gel durante 5 horas en el caso de la segunda dimension de los
geles de anfolitos y a 25mA por gel durante 15 minutos y 60mA por gel
durante 3,5 horas en el caso de la segunda dimension de los geles de
IPGs. Los tiempos indicados para las dultimas fases del corrido
electroforético en ambas técnicas son aproximados; se considerd
finalizada la electroforesis cuando el frente de azul de bromofenol llegaba
al final del gel. El tampon de electroforesis, de igual composicion en ambas
técnicas, es el mismo en los reservorios superior e inferior (Tris base
25mM, glicina 192mM, SDS 0,1%). La segunda dimension se realizé a una

temperatura constante de 15°C.
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5.- FIJACION Y TINCION DE LOS GELES

Tanto en los geles realizados mediante la técnica clasica como en
los de la técnica de IPGs, el método de deteccién empleado fue la tincién
con plata. Aunque se emplearon dos protocolos ligeramente distintos, el
fundamento del método de tincion es basicamente el mismo: unir iones de
plata a las proteinas y reducir con formaldehido en medio bésico los iones
de plata para formar un precipitado marrén de plata metalica. Esta técnica
se eligi6 debido a su gran sensibilidad, capaz de detectar 0,1ng de
proteina. En la electroforesis clasica, las proteinas se visualizaron con el
método de tincién de plata descrito por Morrisey (1981), que emplea DTT
previa impregnacion con nitrato de plata, proceso que permite obtener
patrones de tincion mas reproducibles. Se prefijaron los geles en una
solucién al 50% de metanol y 10% de &cido acético durante 30 minutos,
seguidos de otros 30 minutos en una solucién al 5% de metanol y 7% de
acido acético. Posteriormente se fijaron con glutaraldehido al 10% durante
media hora, se lavaron y se dejaron sumergidos en agua milli-Q toda la
noche. Al dia siguiente se realiz6 un nuevo lavado de 30 minutos con agua
milli-Q, seguido de un bafio en DTT 5ug/ml de media hora. Seguidamente
se trataron con una solucion de nitrato de plata al 0,1% durante otros 30
minutos, al cabo de los cuales se lavaron los geles rapidamente con una
pequefia cantidad de agua mili-Q y se procedi6 al revelado (3% carbonato
sodico y formaldehido 0,018%). El revelado se pard con acido citrico 2,3M
y agitacién durante 10 minutos.

Los geles realizados mediante la técnica que emplea IPGs, se

tineron mediante el método de tincién con plata descrito por Heukeshoven
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y Dernick (1985) con ligeras variaciones. La fijacion se realiz6 sumergiendo
los geles durante 30 minutos en una solucion al 40% de etanol y 10% de
acido acético. Se elimin6 de esta fase la fijacion con glutaraldehido debido
a su incompatibilidad con un posible analisis posterior mediante
espectrometria de masas. En la siguiente fase (sensibilizacion) se
sumergieron los geles en una solucion al 30% de etanol, 0,2% de tiosulfato
sédico y 6,8% de acetato sddico durante media hora. A continuacion se
hicieron tres lavados de 5 minutos con agua milli-Q y se pusieron en
contacto con una solucion de nitrato de plata al 0,25% durante otra media
hora. Transcurrido este tiempo se lavaron los geles con agua milli-Q y se
hicieron varios pases con solucién de revelado (2,5% carbonato sédico y
0,015% de formaldehido). Cuando los patrones proteicos estaban lo
suficientemente tefiidos, se paro el revelado con una solucién de EDTA al
1,5%.

Puntualmente, se recurri6 a la tincibn con azul de Coomassie,
manteniendo los geles durante 3 - 4 horas en agitacion sumergidos en una
solucién de tincién (azul de Coomassie 0,2%, etanol 50%, acético 5%)
para posteriormente destefirlos en varios pases en una solucion de etanol
(20%) — acético (5%).

Finalizado el proceso de tincién, se lavaron los geles con agua milli-
Q y se digitalizaron en un densitdmetro GS-700 (Bio-Rad) a una resolucién

de 84,7 x 84,7um. Los geles originales se conservaron plastificados a 4°C.
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6.- ANALISIS INFORMATICO DE LOS PATRONES PROTEICOS
BIDIMENSIONALES (ANALISIS CUANTITATIVO)

Una vez digitalizados los patrones bidimensionales se analizaron
mediante el software Melanie 3 (Bio-Rad) evitando el uso de filtros que
pudieran interferir en las comparaciones posteriores. Se eliminaron del
andlisis los “spots” solapantes, los que se encontraban situados en los
margenes del gel (donde hay una mayor inestabilidad de pH) y los que se
encontraron soélo en un individuo. Los demas, se caracterizaron respecto a
su masa molecular aparente, y punto isoeléctrico (pl). Se normalizé la
intensidad de los “spots” de cada gel expresandola como la proporcion de
la intensidad proteica total detectada de ese gel (volumen relativo o % vol.)
(Byrjalsen et al., 1999; Tsuji et al., 1999). Los datos de las intensidades
proteicas normalizadas para todos los “spots” analizados se exportaron al
programa de andlisis estadistico SPSS donde se testd la existencia de
diferencias significativas en la intensidad de cada “spot” entre mejillones

del intermareal y mejillones de cultivo mediante el test U de Mann-Whitney.

7.- SELECCION DE POLIPEPTIDOS PARA EL ANALISIS DE
POLIMORFISMOS GENETICOS (ANALISIS CUALITATIVO)

La seleccion de polipéptidos para el andlisis de variabilidad
genética y estructura poblacional se realizé sin tener conocimiento previo
de la identidad de los “spots”, en base Unicamente a su apariencia en el gel

y fue llevada a cabo por dos investigadores que no habian realizado en
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ellos ningun estudio de variabilidad. Los criterios empleados para esta
seleccion fueron tres: reproducibilidad, intensidad y aislamiento relativo en
el gel. Se desestimaron todos los “spots” no reproducibles. No se
consideraron por tanto aquellos presentes en los margenes del gel ya que
en esta zona el pH es inestable y la reproducibilidad baja. Se
seleccionaron “spots” con una intensidad suficiente como para que, en
caso de aparecer dos variantes en lugar de una (heterozigoto, situacion en
la que, segun el criterio de dosis génica, cada variante apareceria con la
mitad de intensidad que en el homozigoto, en cuyo caso solo se observa
una) éstas puedan distinguirse de forma inequivoca sobre el fondo del gel.
Se requiere ademas un minimo de margen libre alrededor del “spot”,
suficiente como para permitir la deteccion de posibles variantes alélicas.
Se excluyeron por tanto los “spots” asociados a estrias y aquellos

presentes en zonas sobrecargadas del gel.

8.- TERMINOLOGIA DE LOS POLIPEPTIDOS

Se empled un sistema de nomenclatura numérico basado en la
posicién de los “spots” en el gel. La numeracién se realizé de izquierda a
derecha y de arriba abajo. Dos investigadores compararon visualmente los
patrones proteicos de los diferentes individuos. Muchos polipéptidos
aparecen en los geles bidimensionales formando parte de “constelaciones
de spots”, facilmente identificables y muy utiles para la localizacién de
“spots” concretos, asi como la forma vy el color caracteristico de éstos. Para

facilitar el analisis se considerd conveniente dividir el gel en varias zonas

41



cuyos limites fueron determinados de forma arbitraria, en consonancia

generalmente con las citadas “constelaciones”.

9.- CRITERIOS PARA LA IDENTIFICACION DE POLIMORFISM OS

Entre todos los “spots” analizados, se identificaron varios
polimorfismos genéticos, teniendo en cuenta los siguientes criterios
(Goldman y Merril, 1983; Rosenblum et al., 1984):

- Sus variantes presentan alteraciones en carga. En el
isoelectroenfoque, un cambio de carga produce un cambio significativo en
la posicion del “spot”. El grado en el que un simple cambio de carga influye
en el punto isoeléctrico de una proteina (es decir, la distancia entre el
“spot” original y el “spot” producido por la proteina modificada) depende del
punto isoeléctrico de la proteina asi como de su peso molecular y su
composicion aminoacidica. Si una proteina posee un grupo disociable con
un pK, (constante de disociacién) préximo al punto isoeléctrico de la
misma, un simple cambio en carga podria situar dicho punto isoeléctrico en
un valor igual al pK, de ese grupo, provocando su disociacién y un cambio
de carga todavia mayor. El efecto producido por un cambio de carga
disminuye a medida que aumenta el peso molecular. Las proteinas con un
peso molecular menor tienen normalmente cambios en su punto
isoeléctrico mas acusados que las proteinas de elevado peso molecular.
Algunas variantes también muestran pequefias diferencias en masa

molecular. La electroforesis bidimensional permite detectar cambios de
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0,02 unidades de pH en la primera dimensién de de 1kDa en la segunda
dimension.

- Dosis génica. Cuando estan presentes las dos variantes en carga
(heterozigoto), la densidad con la que cada una de ellas aparece en el gel
es el 50% de la existente cuando sélo esté presente una (homozigoto).

- Diferentes geles en los que se han corrido muestras de un mismo
individuo deben presentar el mismo fenotipo para todos los polimorfismos.

Los polimorfismos proteicos asi identificados se analizaron en todas
las poblaciones muestreadas, calculandose las frecuencias genotipicas

correspondientes y a partir de ellas, las frecuencias génicas.

10.-VARIABILIDAD GENETICA INTRAPOBLACIONAL

Se calculd la heterozigosis esperada por locus mediante la estima

insesgada de la heterozigosis propuesta por Nei (1978):

k 2
he=2N|1- X Pi |/2N-1
i=1

siendo pila frecuencia estimada del alelo i en la muestra, calculada a
partir de las frecuencias genotipicas observadas, k el nimero de alelos
presentes en el locus y N el nimero de individuos analizados. Dichas
estimas se realizaron con la ayuda del programa GENEPOP (Raymond y
Rousset, 1995).

Para obtener una estima de la variabilidad genética poblacional,

también se calculd el nimero medio de alelos por locus (Ng):
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Na zina/r
i=1

siendo n, el numero de alelos por locus y r el nUmero de loci analizados.

Con el mismo fin, se calcul6 la heterozigosis media por locus:
r
H=>he / r
i=1
Esta ultima es una medida de variabilidad genética mucho mas

precisa que la anterior, ya que tiene en cuenta la frecuencia a la que

aparece cada alelo.

11.- AJUSTE A LAS PROPORCIONES ESPERADAS EN EL
EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG

Se test6 la hipétesis de conformidad de las distribuciones
genotipicas observadas con las esperadas en el equilibrio Hardy-Weinberg
mediante el test x* y el test de probabilidad exacta (Louis y Dempster,
1987; Hernandez y Weir, 1989; Guo y Thompson, 1992). El test x* de
bondad de ajuste a las proporciones Hardy-Weinberg, puede dar lugar a
resultados espureos cuando el tamafio de muestra no es elevado o hay
frecuencias genotipicas con valores muy bajos. Es precisamente en esos
casos cuando el test de probabilidad exacta es muy (til.

Con el fin de conocer la magnitud de las desviaciones entre las
frecuencias genotipicas observadas y las esperadas en equilibrio Hardy -
Weinberg, se calcul6é el valor del estadistico Fis mediante el estimador

insesgado para Fis = 0 desarrollado por Robertson y Hill (1984), basado en
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la proporcién de alelos en homozigosis. Para cada uno de los homozigotos
gue segregan en un locus multialélico, estos autores sefialan que la estima
de Fis viene determinada por la expresion:
° 4NTii
fi =————
Ni (ZN - Ni)

con varianza
~\_ 1
Var(fii ) = N

donde Ni es el nimero de alelos i presentes en la muestra, N el nimero
de individuos analizados y Ti la estima insesgada del exceso de
homozigotos para el genotipo ii, la cual responde a la férmula:
_mzz@N—QNn—N(M—Q

4N -1)

siendo N; el nimero de individuos ii. La estima global de Fs para el locus

es
. _25i(Ti/Ni)
fr=——r——1
k-1
donde kes el niumero de alelos. Su varianza para grandes muestras viene
dada por
- 1
van fr |=———
ifr) N(k -12)

Aunque se han propuesto varios estimadores Fis, éste propuesto por
Robertson y Hill, es el que presenta menor varianza cuando su valor es
cero, por tanto es apropiado para poblaciones en las que existen pequefias

desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg.
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Robertson y Hill (1984) propusieron un test de significacion para la
hipotesis nula de Fis = 0. Su fundamento se basa en la propiedad de que el
cuadrado de una variante normal estandarizada (z%) sigue una distribucion
x? con 1 grado de libertad (Weir, 1996):

|\ fr - fo)2
Z2 = =
varn f

bajo la hipétesis nula, es decir, cuando fr = fo =0.

Con el mismo fin (medir la magnitud de las desviaciones de las
proporciones esperadas en equilibrio Hardy-Weinberg) se calculé el valor
del estadistico f. (Weir y Cockerham, 1984) que esta relacionado con el
namero de heterozigotos presentes en la muestra (Rousset y Raymond,
1995):
4N2 =" n? = 2(2N —Nne

4N 2 —Zi Ni — 2Nnet

fc:

donde n; es el numero de alelos, N el nimero de individuos y Npe €l
namero de heterozigotos. Todos estos andlisis se realizaron con el
programa GENEPOP (Raymond & Rousset, 1995).
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12.- ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL
12.1.- Medida de la diferenciacion genética entre pobla  ciones

Para una poblacion que se encuentra dividida en varias
subpoblaciones, Wright (1951, 1965) desarroll6 tres estadisticos F (Fir, Fis
y Fst) que defini6 como correlaciones entre gametos que se unen al azar
para formar zigotos y que se encuentran relacionados mediante la
siguiente férmula: 1- Fr = (1 - Fis) (1 - Fst). Fis constituye una medida
promedio de las desviaciones de las proporciones Hardy-Weinberg
presentes en las subpoblaciones mientras que Fr mide éstas en el total.
Fst el grado de diferenciacion genética entre subpoblaciones y se define
como

Fsr :—0%
X(l—X)
donde X y g# son la media y la varianza de la frecuencia génica entre
poblaciones. Este modelo asume una serie de premisas que dificilmente se
cumplen en las poblaciones naturales, razén por la cual su uso en las
poblaciones reales es controvertido (Nei, 1986).

Weir y Cockerham (1984) redefinieron los indices de Wright en
términos de correlacion intraclase derivada de un analisis de varianza de
las frecuencias alélicas. Si hay estructuracién poblacional, los alelos
presentes dentro de una subpoblacién deben estar correlacionados
(encontrarse juntos en una proporcion superior a la esperada) con
respecto a todos los alelos de la poblacion. El estimador 8 de Weir y

Cockerham (1984) correspondiente al estadistico Fst de Wright, estima la
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correlacion de pares de alelos entre individuos dentro de una subpoblacién
mediante un andlisis de la varianza de las frecuencias alélicas:

o=_ 2

atb+c

donde a, b y ¢ con los componentes de varianza entre poblaciones, entre
individuos dentro de poblaciones y entre gametos dentro de individuos,
respectivamente.

Se calcul6 el valor de este estimador para cada locus, asi como el
correspondiente al global de las poblaciones analizadas, a las poblaciones
de la regién atlantica y a las de la region mediterranea mediante el
programa de ordenador GENEPOP (Raymond y Rousset, 1995).

La formulacion de Weir y Cockerham (1984) asume basicamente
las mismas premisas que Wright:

- Hay un numero infinito de poblaciones que derivaron de una Unica
poblacién ancestral al mismo tiempo y de la cual se muestrean s
poblaciones. Los indices de fijacion se definen en funcién de la poblacién
ancestral y se estiman a partir de los datos de frecuencias genotipicas de
las s poblaciones muestreadas.

- Todas las poblaciones son estadisticamente independientes y no se
asume gque exista mutacién, migracion ni seleccion

- El tamafo de poblacién se mantiene igual para todas las poblaciones y
en todas las generaciones.

Nei, reformulé el indice de fijaciébn Fsr en base a las heterozigosis
observadas y esperadas en la poblacién y lo denominé coeficiente de
diferenciacion génica (Gsr). Su método presenta la gran ventaja de ser

aplicable a cualquier situacién, independientemente de los agentes
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evolutivos que estén actuando sobre las poblaciones de estudio. En una
poblacién subdividida en s supoblaciones, Nei (1977) define el indice de
diferenciacién genética entre las subpoblaciones (Gsr) para cada locus
como

Hr —Hs

e

Gsr =
siendo Hs =1- zi Zk p2 /s el promedio de las heterozigosis esperadas y

Hr =1—kak2 la heterozigosis esperada en la poblacion total (P«

frecuencia media del alelo k en el total de las subpoblaciones, pi
frecuencia del alelo k en la subpoblacion i). Para r loci, el valor de Gsr se
calcula a partir de los Hr y Hs medios.

Se estimo la diversidad genética total (Hy), la diversidad genética
dentro de poblaciones (Hs) y el coeficiente de diferenciacion genética Gsr
para cada locus asi como para el global de las poblaciones analizadas,
para las poblaciones de la region atlantica y para las de la region
mediterrdnea. También se calcul6 el valor de Gsr entre y dentro de ambas
regiones, todo ello con la ayuda del programa DISPAN (Ota, 1993).

A pesar de sus diferentes filosofias, las propiedades de los
estimadores descritos por Nei (1977) y Weir y Cockerham (1984) son muy
similares (Chakraborty y Danker-Hopfe, 1991).

12.2.- Estimacion del flujo génico

El flujo génico es un componente principal de la estructura

poblacional porque determina hasta qué punto cada poblacién local de una
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especie es una unidad evolutiva independiente. EI método indirecto mas
comunmente utilizado para estimar los niveles de flujo génico se basa en el
estadistico Fsr. Wright (1951) mostr6 que en un modelo de isla en
equilibrio

_ 1

~1+4Nm

donde N es el tamafio efectivo poblacional y m la tasa de migracion. De

Fsr

este resultado puede obtenerse una estimacion indirecta de Nm, ya que

Nm = l(i —1j (Slatkin, 1985).
4\ Fsr
Mediante esta formula se calcularon los niveles de flujo génico en el area
total, en la regiobn mediterrdnea, en la region atlantica, entre y dentro de
dichas regiones a patrtir de los valores de & (Weir y Cockerham, 1984) y a
partir de los valores de Gsr (Nei, 1977).

Para evidenciar si existe un patrén de aislamiento por distancia
(Slatkin, 1993) se calcul6 el valor de Gsr para cada par de poblaciones
muestreadas mediante el programa DISPAN (Ota, 1993) y el valor
resultante se utilizé6 para obtener una estimacibn de Nm mediante la
férmula anteriormente descrita. A estas estimas de flujo génico entre
poblaciones se las denota por M. Se construyd asi una recta de regresion
con los valores de flujo génico (M) entre pares de poblaciones en funcién
de la distancia geografica que las separa (ambas variables en escala

logaritmica).

50



12.3.- Medidas de distancia genética y construccion de ar  boles
filogenéticos

Los datos de frecuencias alélicas permiten estudiar las relaciones
evolutivas entre poblaciones intimamente relacionadas (Takezaki y Nei,
1996) mediante el calculo de distancias genéticas. Las medidas de
distancia genética permiten cuantificar el grado de divergencia genética
existente entre poblaciones. La medida de distancia genética mas
ampliamente utilizada fue propuesta por Nei (1972, 1978). Su estima

insesgada entre dos poblaciones viene dada por la expresion
D =-Inl

Iy
JxJdy

siendo Jx = Z: YUx/ry dy= Z: > y2/r las homozigosis medias

de los loci analizados en las poblaciones X e Y, respectivamente y

donde | es la identidad genética normalizada | =

r mj . . .
Jy = Zj D" XiYi /T . x; e y; son las frecuencias del alelo i del locus j en

las poblaciones X e Y, m; es el nimero de alelos en el locus j y r el nimero
de loci analizados. Bajo el modelo de infinitos alelos, se espera que D
aumente linealmente con el tiempo si el balance mutacion-deriva se
mantiene durante el proceso evolutivo (Takehazi y Nei, 1996). Esta medida
de distancia se estimé para cada par de poblaciones mediante el programa
DISPAN (Ota, 1993).

En 1983 Nei et al. proponen una nueva medida de distancia

genética a la que designan como D, y cuya expresion es
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Da = %2(1—211/&] Vij ]
=1 =

y que bajo el modelo de infinitos alelos ha demostrado ser mas eficiente
qgue D a la hora de obtener &rboles filogenéticos con una topologia correcta
cuando el periodo evolutivo que se estudia es corto. Esto es debido a que
D tiene un elevado error de muestreo. No obstante D proporciona estimas
de la longitud de las ramas del arbol mas fiables (Takehazi y Nei, 1996).
Las estimas de Dx para cada par de poblaciones se obtuvieron mediante el
programa de ordenador DISPAN (Ota, 1993).

Reynolds et al., 1983 describen para poblaciones que divergen
Unicamente debido a la deriva una medida de distancia genética para
periodos evolutivos cortos basada en el coeficiente de coascendencia &

D =-In(1-6)

El coeficiente de coascendencia fué calculado para cada par de
poblaciones con la ayuda del programa GENEPOP (Raymond y Rousset,
1995) mediante el andlisis de varianza descrito por Cockerham, 1973 y
Weir y Cockerham, 1984.

Las matrices de distancia genética obtenidas mediante las estimas
D Da y Dy se emplearon para la construccion mediante el programa
MEGA2 (Kumar et al., 2001) de dendrogramas segun el método UPGMA
(unweighted pair group-method with arithmetic mean, Sneath y Sokal,
1973) y NJ (neighbor joining, Saitou y Nei 1987). Este dltimo, no asume
una tasa constante de cambios evolutivos. Para estimar la fiabilidad de los
diferentes nodos en los arboles filogenéticos construidos se aplicé un test
bootstrap (Efron, 1982; Felsenstein, 1985) mediante el programa de
ordenador DISPAN (Ota, 1993).
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13.- DESEQUILIBRIO GAMETICO

Se testd la asociacion entre genotipos para cada par de loci en
cada poblaciéon mediante el test de probabilidad exacta de Fisher. Con el
fin de determinar qué pares de loci mostraban en el global de las
poblaciones una asociacion genotipica significativa, se aplicé el test de
combinacion de probabilidades de Fisher (Fisher, 1950). Todo ello se
realiz6 con la ayuda del programa GENEPOP (Raymond y Rousset, 1995).

Uno de los métodos méas empleados para la reconstruccién de
haplotipos a partir de datos de frecuencias genotipicas es el método de
méxima verosimilitud, que emplea el algoritmo EM (expectation-
maximization, Dempster et al., 1977; Excoffier y Slatkin, 1995). Mediante
este algoritmo se calcularon las frecuencias haplotipicas para cada par de
loci a partir de los datos de frecuencias genotipicas con el programa de
ordenador ARLEQUIN (Schneider et al., 2000). Xu et al. (2002) han
demostrado la efectividad del algoritmo EM en la prediccion de frecuencias
haplotipicas utilizando frecuencias genotipicas de individuos no
relacionados. El célculo del desequilibrio de ligamiento a partir de los datos
de frecuencias haplotipicas fué realizado teniendo en cuenta que muchos
de los loci proteicos analizados son multialélicos (Weir y Cockerham, 1978;
Weir, 1996). Por tanto, para cada par de alelos A; y B; de los loci Ay B,
respectivamente, se calculo el coeficiente de desequilibrio

D = Xj - piq
siendo X; la frecuencia del gameto AB; y pi y q; las frecuencias alélicas

correspondientes. Para cada par de alelos se calculé también la medida
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normalizada del grado de desequilibrio gamético descrita por Lewontin
(1964)
D,ij = Dij/ Dmax

donde Drmax = min[piqj (1-p)2-q; )] cuando D;<0 0
Drmax = min[pi (1-q;).@- p )qj] cuando D;>0. Se calcularon los valores
medios de D’; para cada combinacion alélica en el global de las
poblaciones, en las poblaciones de la region atlantica y en las poblaciones
de la regién mediterranea. Asimismo, se testo la existencia de diferencias
estadisticamente significativas entre los D’ de cada par alélico en las
poblaciones del Atlantico y en las del Mediterraneo mediante el test U de

Mann-Whitney. El grado de desequilibrio entre todos los alelos de dos loci
se calculé mediante D'= Zik:lzlj:l pig; |D'ij| donde k y | son el nimero de

alelos en los loci A y B respectivamente (Hedrick, 1987; Zapata et al.,
2001). La significacion estadistica del desequilibrio gamético para cada par
alélico se calculé mediante el test yZ = 2ND?/pi (1— pi )qj (1—q,-) con un
grado de libertad, donde N es el nimero de individuos muestreados (Weir
y Cockerham, 1978; Weir, 1996). La hipdtesis general de que ninguno de

los Dj es diferente de cero se test6 mediante test x?> para cada par de
alelos () con correccion de Bonferroni para mdltiples test (Zapata et al.,

2001) y con un test de razdn de verosimilitudes (Slatkin y Excoffier, 1995).
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14.- OTROS ANALISIS ESTADISTICOS

En el transcurso del presente trabajo se han incluido algunos
andlisis adicionales, correspondientes en general con métodos
convencionales que pueden encontrarse detallados en manuales de
estadistica (Gibbons, 1992; Pefia, 2001; Siegel, 1988; Sokal y Rohlf,
1995). Aquellos que presentan alguna particularidad especial se explican

en la parte del texto en la que se utilizan.
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1.- DIFERENCIAS EN LOS NIVELES DE EXPRESION PROTEICA ENTRE

MEJILLONES BE CULTIVO Y MEJILLONES DEL INTERMAREAL







RESULTADOS

La figura 1 muestra un mapa representativo del patron proteico
obtenido al cargar en los geles bidimensionales 50ug de muestra de pie de
Mytilus galloprovincialis. Mediante el programa de analisis de geles
bidimensionales Melanie 3 se detectaron un promedio de 750 “spots” por
gel.

pM
(x10°)

100 =

45 |

14

Figura 1. - Mapa representativo del patrén proteico obtenido mediante electroforesis
bidimensional (técnica clasica) a partir de una muestra de pie de Mytilus
galloprovincialis. Se sefialan con circulos las 92 proteinas seleccionadas para el
andlisis cuantitativo. El peso molecular (PM) y el punto isoeléctrico (pl) se indican en
los ejes vertical y horizontal, respectivamente.
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Con el fin de comprobar la reproducibilidad cuantitativa de los
“spots” proteicos se realizaron 3 repeticiones de dos series de
separaciones electroforéticas: en una de las series se separd la misma
muestra en dos geles distintos de forma paralela y en idénticas
condiciones dentro de un Unico proceso electroforético; en la otra se
separd la misma muestra en dos procesos electroforéticos ocurridos en
dias diferentes. Con la ayuda del programa Melanie 3, se cuantificaron las
intensidades de los diferentes “spots” presentes en los geles de cada serie.
El coeficiente de correlacion de las intensidades de los “spots” entre los
pares de geles fue de 0,988 + 0,011 en la primera serie y de 0,981 + 0,013
en la segunda, mostrando claramente una elevada reproducibilidad. En la
figura 2 se representan los resultados de estas dos series de ensayos
mediante sendas gréficas en las cuales se muestran las intensidades (%
volumen) de cada uno de los “spots” presentes en los dos geles de una
misma serie enfrentadas, es decir, una en el eje x y otra en el eje y. Como
se puede observar, los valores obtenidos se ajustan bastante bien a una
recta y = x. Para evitar posibles artefactos producto de la tincién con nitrato
de plata, se repiti6 el mismo proceso empleando tinciébn con azul de
Coomassie, obteniéndose resultados similares. Debido a este elevado
grado de reproducibilidad, aunque se realizaron varias réplicas de cada

muestra, solo se empleé un gel por individuo en el andlisis informatico.
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Figura 2.- Andlisis de reproducibilidad de la intensidad proteica. Se
representan enfrentadas (eje x vs. eje y) las intensidades (porcentaje
de volumen respecto al total) de cada “spot” presente en (A) dos geles
en los que se ha separado la misma muestra simultaneamente y bajo
las mismas condiciones (B) dos geles en los que se ha separado la
misma muestra bajo las mismas condiciones pero en dias diferentes.

Para comparar los niveles enddégenos o niveles de expresion
proteica de mejillones del intermareal con los de mejillones de cultivo, se
seleccionaron 92 “spots” que se podian identificar sin ambigledad en
todos los geles (figuras 1 y 3). Se descartaron los “spots” solapados,
aquellos presentes en los margenes del gel, donde el pH es mas inestable
y los que presentaban intensidades muy elevadas o bien muy bajas.
Tampoco se tuvieron en cuenta los cambios cualitativos, es decir, aquellos
“spots” que aparecian solo en un individuo ya que podrian ser debidos a la
presencia de variantes polimérficas. Se detectaron diferencias
estadisticamente significativas en la intensidad proteica (% volumen) entre
mejillones de cultivo y mejillones del intermareal (4 individuos de cultivo vs.

4 individuos del intermareal) en 45 de los 92 “spots” analizados (48,9%)
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mediante el test no paramétrico U de Mann — Whithney (p<0,05). De esos
45, 31 presentaban una mayor expresion en mejillones de cultivo
(representados mediante circulos negros en la figura 3) y 14 se
expresaban en mayor medida en los mejillones del intermareal
(representados mediante circulos blancos).
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Figura 3.- Representacion esquemética de las 92 proteinas seleccionadas para el
andlisis cuantitativo. Los circulos negros indican aquellas proteinas que presentan una
mayor expresion en mejillones de cultivo y los blancos las que se expresan en mayor
cantidad en mejillones del intermareal. Se representan con circulos grises aquellas
proteinas que no presentaron diferencias detectables en los niveles de expresion
proteica entre mejillones de cultivo y mejillones del intermareal
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En los 47 (51,1%) “spots” restantes (circulos grises), no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos. En la
figura 4 se indica la intensidad media de los 6 “spots” que mostraron las
variaciones mas grandes entre mejillones de cultivo y mejillones del
intermareal (“spots” 8, 20, 32, 41, 75 y 80). Estas proteinas se analizaron
mediante espectrometria de masas (Lépez et al., 2001), identificAndose los
“spots” 8, 20 y 80 como Hsp70 (heat-shock protein 70), cadena ligera de la
miosina y actina, respectivamente. Debido a que esta especie no se
encuentra representada en las bases de datos, la identificacion de las
proteinas es compleja y se realiza por homologia con proteinas de otras
especies presentes en las bases de datos. Por esta razon, los “spots” 32,

41 y 75 no se pudieron identificar.
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Figura 4.- Representacion de las diferencias en la abundancia relativa de 6
proteinas en mejillones de cultivo y mejillones del intermareal. Se han seleccionado
aquellas proteinas (8, 20, 32, 41, 75, 80) donde se detectaron las variaciones mas
acusadas.
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2.-  VARIABILIDAD C,ENéT!CA INTRAPOBLACIONAL  PETECTAPA
MEDIANTE ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL







2.1.- SELECCION DE POLIPEPTIDOS PARA EL ANALISIS E
IDENTIFICACION DE POLIMORFISMOS GENETICOS.

Para el andlisis de variabilidad genética intrapoblacional, se analiz6
mediante electroforesis bidimensional de alta resolucion (técnica clasica)
una muestra de 30 individuos de la poblacién de Ribadeo recogida en
Junio de 1999 y otra de 8 individuos de la poblacion de Vilagarcia recogida

en Noviembre de 1997 (figura 5).

Ribadeo

OcéanoAtlantico

Vilagarcia

wal

Figura 5. - Localidades muestreadas en la costa noroeste de la Peninsula Ibérica
para el andlisis de la variabilidad genética de poblaciones de Muytilus
galloprovincialis mediante electroforesis bidimensional.
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RESULTADOS

Por cada individuo muestreado, se realizaron al menos 2
separaciones electroforéticas a diferentes concentraciones proteicas (8,50
y 4,25ug/ul). En la figura 6 se muestra un mapa representativo del patron
proteico obtenido al separar 255ug de muestra de pie de Mytilus

galloprovincialis mediante 2-DE (técnica clasica).
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Figura 6.- Patrén proteico obtenido a partir de una muestra de pie de Mytilus
galloprovincialis mediante electroforesis bidimensional (técnica clasica). Se indican
con numeros los 86 polipéptidos seleccionados para el analisis de variabilidad
genética y con letras (a: acido; b: basico) variantes polimérficas presentes en alguno
de ellos. El peso molecular (PM) y el punto isoeléctrico (pl) se indican en los ejes
vertical y horizontal, respectivamente.
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Los rangos de pH (4,5 — 7,5) y de peso molecular (PM 10 — 100
kDa) analizados permiten visualizar mediante tincion con nitrato de plata
aproximadamente 1.200 “spots” en cada gel. La reproducibilidad cualitativa
de éstos se comprobd en un estudio anterior (Mosquera, 2000). En base a
los criterios descritos con anterioridad en material y métodos se
seleccionaron 86 “spots”, que se indican con flechas junto a la numeracion
correspondiente a cada uno (figura 6). Entre ellos, algunos se identificaron
como polimorfismos genéticos en base a los criterios descritos en material
y métodos.

En la figura 7 se muestran 3 ejemplos de polimorfismos genéticos
(loci 46, 14 y 53, cuyas posiciones en el gel bidimensional pueden

observarse en la figura 6) identificados en los geles bidimensionales.

e .

Figura 7.- Ejemplos de 3 polimorfismos genéticos detectados mediante
electroforesis bidimensional (técnica clasica). De arriba abajo: loci 46, 14 y 53. Para
cada locus se muestran los genotipos posibles con dos alelos; de izquierda a
derecha: homozigoto 4cido, heterozigoto y homozigoto basico. Las flechas indican
la posicion de las variantes presentes y ausentes.
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Se muestran todos los genotipos posibles con dos alelos: los
heterozigotos en la columna central, pudiéndose observar en ellos el efecto
de dosis génica al comparar su intensidad con la de los homozigotos, los
homozigotos &acidos en la columna de la izquierda y los homozigotos
basicos en la columna derecha. La seccién de gel que se incluye en cada
caso permite identificar una serie de “spots” de referencia que sirven para,
atendiendo a sus posiciones relativas, identificar la variante alélica
presente en cada caso.

De los 86 “spots” analizados en ambas poblaciones, se detectaron
26 polimérficos en la poblacién de Vilagarcia y 32 en la poblacion de
Ribadeo. En la figura 8 se muestra un esquema con los 86 “spots”
analizados donde se distinguen los que no mostraron variabilidad
(monomorficos) representados con circulos blancos y aquellos en los que
se identificaron 2 0 mas variantes polimorficas, que se presentan como
circulos negros o grises unidos con lineas. Los circulos negros indican la
variante alélica mas frecuente y los grises las demas. La denominacion de
las variantes alélicas se realiz6 mediante numeracion de las mismas desde

la parte mas basica a la parte méas &cida del gel.
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Figura 8. - Representacion esquematica de los 86 polipéptidos analizados mediante
electroforesis bidimensional (técnica clasica). Las variantes polimorficas se
muestran unidas por una linea resaltandose en negro la correspondiente al alelo
mas frecuente y en gris las demas. Las proteinas monomorficas se muestran en
blanco.

2.2.- AJUSTE A LAS PROPORCIONES HARDY-WEINBERG

En las tablas 1 y 2 se muestran las frecuencias genotipicas
observadas para los loci polimérficos detectados en las poblaciones de
Ribadeo y Vilagarcia. Solamente 3 de los 32 polimorfismos identificados en
la poblacion de Ribadeo (locus 2, 48 y 46) mostraron desviaciones del

equilibrio Hardy-Weinberg estadisticamente significativas. En el locus 2 se
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detectd una deficiencia de heterozigotos significativa (fr = +0,490, P<0,01;
)(2 = 6,47, P<0,01; test exacto, P = 0,10), y en el locus 48 un exceso de
heterozigotos significativo (fr = -0,430, P<0,05; )(2 = 5,81, P<0,05; test
exacto, P = 0,03). Los test x* y fr no detectaron desviaciones significativas
en el locus 46 (fr = +0,171, P>0,05; )(2 = 5,74, P>0,05) pero si lo hizo el test
de probabilidad exacta (P = 0,0497). También se detectd en este locus,
una deficiencia de heterozigotos estadisticamente significativa para el alelo
20 (f; = +0,424, P<0,05). En la poblaciéon de Vilagarcia sélo 2 loci (6 y 76)
presentaron desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg estadisticamente
significativas (fr = +0,703, P<0,05 para ambos loci). Todas estas
desviaciones pierden su significacion estadistica al aplicar a los test la
correccion de Bonferroni para controlar los posibles errores de tipo | debido
al uso de mudltiples test, en cada poblacion.

Las desviaciones de las proporciones Hardy-Weinberg mostradas
por los dos estadisticos Fis (fc y fr) son similares en las dos poblaciones.
En la muestra de Ribadeo, los valores de fc oscilan entre —0,426 y +0,478
y los valores de fr varian entre —0,430 y +0,490. Los valores medios de fc y
fr para todos los loci analizados son -0,004 + 0,018 y —0,011 + 0,016,
respectivamente. En la poblacién de Vilagarcia los valores de fc oscilan
entre —0,581 y +0,632 y los valores de f; varian entre -0,571 y +0,703
siendo sus valores medios -0,065 + 0,032 y -0,033 = 0,032,

respectivamente.
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En la figura 9 se representan las distribuciones de los valores de fr

en ambas poblaciones.
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Figura 9. - Distribucién de las estimas de fr para los
loci polimérficos detectados mediante electroforesis
bidimensional en las poblaciones de Ribadeo y
Vilagarcia.
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Se observa que la media de los valores de fr es similar aunque la
dispersién de los datos es mas amplia en la poblacion de Vilagarcia,
probablemente debido al reducido tamafio de muestra analizado. En
ambas poblaciones, los valores medios de fr y fc estimados se encuentran
muy préximos al exceso de heterozigotos esperado por muestreo en una
poblacion en equilibrio Hardy-Weinberg, que es Fis = -(1/(2N-1) (Kirby,
1975; Robertson & Hill, 1984). De esta manera, el valor de F;s esperado
por muestreo seria —0,017 en la poblacion de Ribadeo (N = 30) y —-0,067
en la poblacion de Vilagarcia (N = 8). Parece por tanto, que los datos
genotipicos se encuentran en lineas generales en concordancia con las
proporciones esperadas en equilibrio Hardy-Weinberg, aunque pueden
existir desviaciones significativas en loci especificos, con tendencia hacia
la deficiencia de heterozigotos. El defecto de heterozigotos es un
fenbmeno detectado cominmente en poblaciones de moluscos marinos de
diferentes especies y que ya se describié para marcadores alozimicos en
Mytilus galloprovincialis con anterioridad a este trabajo (Sanjuan et al.,
1990, 1994; Raymond et al., 1997). Aunque no hay una explicacién
satisfactoria para este fenbmeno, se ha sugerido que pueden estar
implicados factores que actian especificamente sobre algunos locus como

la seleccién o el efecto Wahlund (Raymond et al., 1997).
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2.3.- VARIABILIDAD GENETICA INTRAPOBLACIONAL

En la tabla 3 se muestran los indices de variabilidad (heterozigosis
esperada, grado de polimorfismo y nimero de alelos por locus) estimados
para las poblaciones de Vilagarcia y Ribadeo. Los patrones de
polimorfismo son muy similares en ambas poblaciones. En la poblacion de
Ribadeo se encontraron 54 loci monomorficos y 32 polimorficos (16 con
dos alelos, 12 con tres alelos y 4 cuatro alelos). En la poblacion de
Vilagarcia de los 86 loci analizados 60 eran monomorficos y 26

polimorficos (17 con dos alelos, 5 con tres alelos y 4 con cuatro alelos).

Tabla 3.- Estimas de variabilidad genética obtenidas mediante
marcadores de 2-DE en dos poblaciones de Mytilus
galloprovincialis.

Ribadeo Vilagarcia
Heterozigosis media 0,101+ 0,018 0,114 0,021
Numero medio de alelos placus 1,61+0,10 1,45 +0,09
Proporcion deéoci polimorficos 0,372 0,302
NUmero de individuos 30 8
Numero déoci 86 86

Las estimas de variabilidad genética son muy similares también en
ambas poblaciones con valores de heterozigosis media de 0,101 + 0,018
en la poblacién de Ribadeo y 0,114 + 0,021 en la poblacién de Vilagarcia.
En la tabla 4 se comparan estas estimas con la obtenida para esta misma

especie mediante analisis de alozimas (H = 0,240; Grant y Cherry, 1985), y
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con estimas obtenidas para otras especies mediante marcadores de
electroforesis bidimensional y marcadores de alozimas. En cuanto a las
estimas obtenidas mediante 2-DE en diferentes especies, la obtenida en
este trabajo es la mas elevada, siendo del orden de 5 a 7 veces mayor que
los valores de heterozigosis detectados en Drosophila (promedio de las
estimas de heterozigosis de diferentes estudios ponderada por el nimero
de loci analizados: 0,021 y 0,023 para D. melanogaster y D. simulans,
respectivamente), ratén (0,020), guepardo (0,013) y hombre (promedio
ponderado 0,017). Las estimas de heterozigosis obtenidas mediante
marcadores de 2-DE en diferentes especies animales son siempre
menores que las obtenidas mediante marcadores de alozimas. Existe entre
ellas, no obstante, una correlacion positiva y estadisticamente significativa
(r = 0,838, g.l. 4, P<0,05) de manera que las especies en las que los
marcadores de alozimas detectan una mayor variabilidad genética,
también son més variables segun los analisis mediante marcadores de 2-
DE, y aquellas que muestran un menor grado de variabilidad mediante
marcadores de alozimas también son menos variables segun los andlisis
mediante marcadores de 2-DE. También se observa que a pesar de que
hay relativamente pocas estimas de variabilidad obtenidas mediante
marcadores de 2-DE, el rango de variacion de las mismas es mucho mas
reducido que el de las estimas obtenidas mediante marcadores de

alozimas.
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Tabla 4.- Estimas de variabilidad genética obtenidas mediante marcadores de
electroforesis bidimensional (2-DE) y electroforesis de una dimension (1-DE) en varias
especies animales. N indica el tamafio de muestra y H la heterozigosis media

2-DE 1-DE
Especies / Tejidos Ne H Ref. N° H Ref.
loci loci
Hombre Homo sapiens) 71 0,067 (18)
121 0,143 (19)
fibroblastos 5 200 0,006 2)
linfocitos 28 186 0,024 2)

3 250 0,005+ 0,003 ?3)
40 106  0,031+0,002 4)

eritrocitos 27 46 0,031+ 0,005 (5)

100 55  0,040+0,003 (6)
plaquetas 44 33 0,026 (@)
plasma 62 20 0,062+ 0,007 (8)

107 (@) 23  0,045:0,006 (9)
110 () 23  0,057:0,007  (9)
62(c) 23 0,080:0,011 (9)

cerebro 145 176  0,0004 (20)
rifion 25 83 0,000 (11)
Guepardo Acinonyx jubatus)
fibroblastos 6 155 0,013 (12) 47 0,000 (12)
Raton (Mus musculus)
rifion - 72 0,020 (13) 41 0,085 (20)
Drosophila D. melanogaster)
cuerpo completo 20 54 0,040 (14) 19 0,132 (20)
tracto reproductor masculino 20 307 0,018 (15)
Drosophila D. simulans)
cuerpo completo 19 (d) 70 0,000 (16) 79 0,118 (21)
tracto reproductor masculino20 (d) 295 0,028 (15)
Meijillén
(Mytilus galloprovincialis)
pie 30 86 0,101+0,018 (17) 23 0,240 (22)

(1) Walton et al., 1979; (2) Goldman and Merril3B9(3) Hamaguchi et al., 1981; (4) Hanash etl@86a; (5) Rosenblum
et al., 1984, (6) Takahashi et al., 1986; (7) Haretsal., 198B; (8) Rosenblum et al., 1983; (9) Asakawa et &85l (10)
Comings, 1982; (11) Smith et al., 1980; (12) O'Bré&t al., 1983; (13) Racine and Langley, 1980; (@eiyh Brown and
Langley, 1979; (15) Coulthart and Singh, 1988; (Dé)nishi et al., 1982; (17) Mosquera et al., 20d38) Harris and
Hopkinson, 1972; (19) Nei and Graur, 1984; (20) &Jed878; (21) Singh et al., 1987; (22) Grant an@gh 1985.

(a)Amerindios (b) Japoneses (c) Caucasoides
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2.4.- DESEQUILIBRIO GAMETICO

Debido al reducido tamafio de muestra analizado en la poblacion de
Vilagarcia, el analisis de desequilibrio se restringi6 a la poblacion de
Ribadeo. En él no se consideraron aquellos loci en los que se detect6 una
desviacion significativa del equilibrio Hardy-Weinberg, ya que la estimacién
de maxima verosimilitud de las frecuencias haplotipicas a partir de las
frecuencias genotipicas asume que las poblaciones se encuentran en
equilibrio Hardy-Weinberg (Hill, 1974; Excoffier y Slatkin, 1995). Se
descartaron del andlisis de desequilibrio por tanto los loci 2, 46 y 48 y se
incluyeron los 29 loci polimorficos restantes, analizdndose un total de 406
asociaciones entre pares de loci. Se detectd asociacion gamética
estadisticamente significativa en 18 pares (4,43%) segun el test de razén
de verosimilitudes y en 81 (19,95%) segun los tests x* (con correccion de
Bonferroni) para cada par de alelos. Mediante el test x* se detectaron
asociaciones significativas entre los alelos méas frecuentes de 53 pares de
loci (13,05%). En total se detectaron asociaciones estadisticamente
significativas mediante los diferentes test aplicados en 92 (22,66%) de los
406 pares de loci analizados. Los resultados de este estudio muestran que
los test x? detectan mas asociaciones significativas que el test de razén de
verosimilitudes. De todas formas, cabe destacar que el test x? no tiene una
elevada potencia estadistica para detectar desequilibrio gamético
significativo, especialmente cuando las frecuencias alélicas son extremas y

el desequilibrio no es relativamente intenso (Brown, 1975; Zapata y
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Alvarez, 1992). Este hecho debe considerarse de manera especial en

nuestro caso, ya que el tamafio de muestra no es muy elevado (2N = 60).
En la tabla 5 se muestran valores de desequilibrio correspondientes

a los 92 pares de loci en los que se detectaron asociaciones

estadisticamente significativas.

Tabla 5.- Analisis de desequilibrio gamético para los 92 pares de loci que
mostraron alguna asociacion estadisticamente significativa. Se indican los valores
de D’ global, la probabilidad del test de razon de verosimilitudes (P) y el nimero de
)fij significativos / nimero de )(2 (con correccién de Bonferroni). También se indica
el valor de D7 y xzij para los alelos mas frecuentes. k y | son los nimeros de alelos
en cada par de loci

DESEQUILIBRIO GLOBAL ALELOS MAS
FRECUENTES

Parde (kxl) D P X sign/ D' Xi
loci no x?
3-6 (3x2) 0,991 0,210 213 1,000 5,88*
4-14  (2x3) 1,000 0,032 1/3 1,000 3,11
8-3 (4x3) 0,547 0,155 2/12 0,433 0,50
8-14  (4x3) 0,557 0,074 412 0,527 12,48+
8-17  (4x3) 0,287 0,181 2/12 0,202 0,89
8-23  (4x3) 0,323 0,138 1/12 0,298 3,79
8-24  (4x3) 0,273 0,045 2/12 0,188 1,12
8-26  (4x4) 0,411 0,473 0/16 0,453 4,04
8-39  (4x2) 1,000 0,022 1/4 1,000 3,84*
8-40  (4x4) 0,290 0,372 1/16 -0,102 0,03
8-41  (4x2) 0,905 0,911 1/4 -1,000 8,79%
8-51  (4x3) 0,568 0,221 2/12 0,627 6,77
8-67  (4x3) 1,000 0,156 4/12 1,000 8,19%
8-76  (4x2) 0,380 0,233 1/4 0,413 3,70
8-79  (4x2) 0,598 0,023 1/4 0,575 4,18*
8-80  (4x3) 0,282 0,226 2/12 0,208 0,01
17-24  (3x3) 0,224 0,192 1/9 0,086 0,30
17-39  (3x2) 1,000 0,132 213 1,000  13,53%*
17-64  (3x3) 0,494 0,019 5/9 0,443 8,61+
17-79  (3x2) 0,302 0,186 1/3 0,258 2,33
17-80  (3x3) 0,233 0,534 1/9 0,160 1,16
19-40  (2x4) 0,214 0,303 1/4 0,179 1,27
19-86  (2x4) 0,314 0,205 1/4 0,132 0,25
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Tabla 5.- continuacion

23-6 (3x2) 1,000 0,178 1/3 1,000 5,47*
24 -3 (3x3) 0,221 0,123 2/9 0,025 0,03
24 -4 (3x2) 0,994 0,217 2/3 1,000 7,83*
24-14  (3x3) 0,153 0,366 2/9 0,179 0,77
24 -26 (3x4) 0,656 0,023 1/12 0,699 5,08*
24 -39 (3x2) 1,000 0,068 2/3 1,000 7,29**
24-40  (3x4) 0,294 0,244 2/12 0,138 0,76
24 - 46 (3x3) 0,340 0,008 2/9 0,438 1,63
24-50  (3x2) 0,453 0,298 0/3 0,452 4,11*
24 -58 (3x3) 0,486 0,393 2/9 0,451 3,14
24-64  (3x3) 0,131 0,784 1/9 0,056 0,15
24 -79 (3x2) 0,301 0,255 1/3 0,230 1,26
24-80  (3x3) 0,282 0,269 1/9 0,286 3,24
24 -86 (3x4) 0,457 0,242 1/12 0,560 4,41*
26-23 (4x3) 0,443 0,244 1/12 -0,240 0,47
26 -46 (4x3) 0,381 0,019 1/12 0,223 2,43
26-51 (4x3) 0,816 0,073 1/12 1,000 5,64*
26 - 66 (4x2) 0,659 0,464 0/4 1,000 4,14*
26-80  (4x3) 0,409 0,167 1/12 -0,083 0,03
26 -86 (4x4) 0,387 0,082 1/16 0,369 5,91*
29-68 (2x2) 1,000 0,028 1/1 1,000 8,67*
29 -86 (2x4) 0,269 0,468 1/4 0,284 3,15
39-23 (2x3) 1,000 0,000 1/3 1,000 5,35*
39-79 (2x2) 1,000 0,104 1/1 1,000 18,29%**
39-80 (2x3) 1,000 0,173 2/3 1,000 10,66**
40 -23 (4x3) 0,407 0,328 1/12 -0,305 0,20
40 - 86 (4x4) 0,377 0,245 0/16 0,453 4,36*
41 -3 (2x3) 0,471 0,106 2/3 0,448 6,90**
41 -4 (2x2) 1,000 0,043 0/1 1,000 3,56
41 - 59 (2x2) 0,454 0,163 1/1 0,454 5,24*
41-64  (2x3) 0,684 0,063 2/3 0,683 9,64**
41 - 66 (2x2) 1,000 0,018 1/1 1,000 11,74%*
50-23 (2x3) 0,447 0,005 1/3 0,370 3,52
50 - 86 (2x4) 0,255 0,163 1/4 0,075 0,24
51-58 (3x3) 0,507 0,242 3/9 0,480 6,58*
51-80 (3x3) 0,232 0,355 1/9 0,160 1,16
57-3 (3x3) 0,572 0,162 3/9 0,626 10,06**
57-23 (3x3) 0,142 0,908 1/9 0,104 0,29
58 - 68 (3x2) 0,477 0,189 2/3 0,458 8,15*
58-79 (3x2) 0,477 0,190 213 0,458 8,15*
58-80  (3x3) 0,492 0,315 3/9 0,453 4,45*
58 - 86 (3x4) 1,000 0,113 1/12 1,000 3,60
59-3 (2x3) 0,481 0,426 0/3 0,481 3,95*%
59-23 (2x3) 0,390 0,184 1/3 0,356 2,21
59-64  (2x3) 1,000 0,287 1/3 1,000 8,45**
59-79 (2x2) 1,000 0,181 1/1 1,000 5,09*
64 -3 (3x3) 0,401 0,271 0/9 0,352 3,85*%
64 -79 (3x2) 0,443 0,151 1/3 0,421 3,80
66 - 23 (2x3) 0,497 0,204 0/3 0,545 5,15*
66-64  (2x3) 0,649 0,009 2/3 0,634 13,16%**
66 -79 (2x2) 0,263 0,176 1/1 0,263 4,16*
66 - 86 (2x4) 0,584 0,277 1/4 -0,427 1,02
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Tabla 5.- continuacion

67 -53 (3x2) 1,000 0,365 0/3 1,000 4,41*
67 -58 (3x3) 1,000 1,000 2/9 -1,000 0,26
67 - 68 (3x3) 0,471 0,524 1/9 0,408 1,86
67 -76 (3x2) 0,458 0,310 1/3 0,438 4,34*
68 -79 (2x2) 0,263 0,259 1/1 0,263 4,16*
68 - 86 (2x4) 0,868 0,073 1/4 1,000 5,61*
76 -58 (2x3) 0,457 0,299 1/3 0,438 4,34*
76-64  (2x3) 0,287 0,129 0/3 0,285 4,54*
76-79 (2x2) 0,607 0,058 1/1 0,607 12,87**
76 - 80 (2x3) 0,365 0,090 2/3 0,326 6,15*
79 -23 (2x3) 0,616 0,041 1/3 0,574 5,48*
79 -80 (2x3) 0,636 0,027 2/3 0,621 13,05%**
80-4 (3x2) 1,000 0,073 2/3 1,000 10,66**
80-14  (3x3) 0,257 0,078 2/9 0,200 0,62
86-3 (4x3) 1,000 0,792 0/12 -1,000 6,93**
86-4 (4x2) 1,000 0,031 1/4 1,000 1,77
86 -23 (4x3) 0,456 0,264 1/12 0,404 2,92

En general, en estos pares se pueden observar dos patrones de
desequilibrio gamético. En 53 de ellos, la asociacion estadistica es debida
fundamentalmente a alelos frecuentes, mientras que en los 39 pares
restantes, se encuentra asociada a alelos raros. En el primer caso, la
magnitud del desequilibrio gamético detectado es elevada (D'= 0,687 *
0,036) y también lo es considerando sélo los alelos frecuentes (D" = 0,699
+ 0,037). En el segundo caso en cambio, la magnitud del desequilibrio
global (D= 0,411 + 0,040) y del desequilibrio asociado a alelos frecuentes
(D7 = 0,334 + 0,045) es considerablemente menor.

Se han detectado grupos de loci en los cuales todas las
combinaciones muestran desequilibrio gamético estadisticamente
significativo. En la tabla 6 se muestra uno de estos grupos, compuesto por
6 loci (8, 17, 24, 39, 79 y 80). En él, el desequilibrio global para pares de

loci varia entre 0,224 y 1 con un valor medio de 0,561 + 0,088. Ademas,
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tres loci de este grupo (39, 79 y 80) muestran asociaciones significativas

entre los alelos més frecuentes para todas las combinaciones, con valores

de D’j para alelos frecuentes que varian entre 0,621y 1.

Tabla 6.- Grupo de seis loci (8, 17, 24, 39, 79 y 80) que muestran
asociaciones estadisticamente significativas entre todos los pares. Para
cada par de locus se indican en la linea superior el D" total y el nimero de
xzij estadisticamente significativos / nimero total de )(2 (entre paréntesis) y
en la linea inferior, los valores de | D'ij| y xzij para los alelos més frecuentes
(entre paréntesis).

8 17 24 39 79 80
8 -
17 0,287 (2/12) -
0,202 (0,89)
24 0,273 (1/12) 0,224 (1/9) -
0,188 (1,12) 0,086 (0,30)
39 1(1/4) 1 (2/3) 1 (2/3) -
1 (3.84) 1(13,53") 1(7,29")
79 0,598 (1/4) 0,302 (1/3) 0,301 (1/3) 1 (1/1) -
0,575 (4,18 0,258 (2,33) 0,230 (1,26) 1 (18,29")
80 0,282 (2/12) 0,233 (1/9) 0,282 (1/9) 1 (2/3) 0,636 (2/3) -
0,208 (0,91) 0,160 (1,16) 0,286 (3,24) 1 (10,66) 0,621 (13,05")
"P<0,08 " F<0,01™ P<0,00:

También se detectaron varios grupos formados por 3 0 4 loci. En la

tabla 7 se muestra uno de ellos, formado por cuatro loci (58, 76, 79 y 80).

El valor global de D” para pares de loci en este grupo varia de 0,365 a

0,636 con un valor medio de 0,506 + 0,041. En él, todas las combinaciones
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muestran asociaciones significativas entre los alelos mas frecuentes, con

valores de D’ dentro de un rango de 0,326 a 0,621.

Tabla 7.- Grupo de cuatro loci (58, 76, 79 y 80) que muestran
asociaciones estadisticamente significativas entre todos los pares. Para
cada par de locus se indican en la linea superior el D" total y el nimero de
xzij estadisticamente significativos / nimero total de )(2 (entre paréntesis) y
en la linea inferior, los valores de |D'ij |y xzij para los alelos mas
frecuentes (entre paréntesis).

58 76 79 80
58 -
76 0,457 (1/3) -
0,438 (4,39
79 0,477 (2/3) 0,607 (1/1) -
0,458 (8,15) 0,607 (12,87")
80 0,492 (3/9) 0,365 (2/3) 0,636 (2/3) -
0,453 (4,45 0,326 (6,15 0,621 (13,05")
"P<0,0t " F<0,017 F<0,00:
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3.- ESTRUCTURA GENETICA PORLACIONAL







3.1.- SELECCION DE POLIPEPTIDOS PARA EL ANALISIS E
IDENTIFICACION DE POLIMORFISMOS GENETICOS.

En la figura 10 se indica la localizacion de las 8 poblaciones de
mejillon de la especie Mytilus galloprovincialis muestreadas a lo largo de la
Peninsula Ibérica para el analisis de estructura poblacional entre Abril de
2001 y Julio de 2002. De ellas, 4 se sittan al oeste del frente
oceanografico Almeria - Oran (Santander, Ribadeo, Sintra y Marbella) y las
otras cuatro al este de dicho frente (Almeria, Cullera, Valencia y Vilanova i
la Geltra).

Ribadeo Santander

Sintra Vilanova
ila Geltra

Valencia
Cullera

Aguilas

Frente

Q @ "“a‘.oceanogréﬁco

Oréan

Marbella

Figura 10. - Localidades muestreadas en el andlisis de la estructura genética de
las poblaciones de Mytilus galloprovincialis de la Peninsula Ibérica mediante
marcadores de electroforesis bidimensional (técnica de IPGS).
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RESULTADOS

En la figura 11 se muestra un mapa representativo del patron

proteico obtenido al separar 255ug de muestra de pie de Mytilus

aalloprovincialis mediante 2-DE (técnica de IPGSs).

Figura 11.- Patron proteico de pie de mejilléon (Mytilus galloprovincialis) obtenido
mediante electroforesis bidimensional de alta resolucion (técnica de IPGs). Se
sefialan con numeros los polipéptidos en los que se ha detectado polimorfismo; las
letras indican variantes 4cidas (a) o bésicas (b). Se indica también la identidad de
algunos polipéptidos determinada mediante espectrometria de masas por Lopez et
al., 2002.
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RESULTADOS

Los rangos de pH (3 — 10) y de peso molecular (PM 10 — 100kDa)
analizados permiten visualizar mediante tincién con nitrato de plata
aproximadamente 1.300 “spots” en cada gel. En las figuras 12 y 13 se
muestran varios ejemplos de polimorfismos genéticos identificados en los
geles bidimensionales (técnica de IPGs).

o8 Lo¥ || o®

Figura 12.- Ejemplos de 5 polimorfismos genéticos detectados mediante
electroforesis bidimensional (técnica de IPGs). De arriba abajo: loci 45, 78, 110,
126 y 127. Para cada locus se muestran los genotipos posibles con dos alelos; de
izquierda a derecha: homozigoto &cido, heterozigoto, homozigoto bésico. Las
flechas indican la posicién de las variantes presentes y ausentes.
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RESULTADOS

Se muestran todos los genotipos posibles con dos (figura 12) y tres
(figura 13) alelos. En la figura 12 se muestran en la columna central los
heterozigotos, en la columna de la izquierda se muestran los homozigotos
acidos y en la columna derecha los homozigotos béasicos de 5 loci
polimoérficos (loci 45, 78, 110, 126 y 127) cuya posicion en el gel se puede

ver en la figura 11.

Figura 13.- Ejemplos de 2 polimorfismos genéticos detectados mediante
electroforesis bidimensional (técnica de IPGs). Se muestran los genotipos posibles
con tres alelos para los locus 7 (arriba) y 33 (abajo). Las flechas indican la
posicién de las variantes presentes y ausentes.
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En la figura 13 se muestran en las filas superiores los 3
heterozigotos posibles y en las filas inferiores los 3 homozigotos
correspondientes a cada alelo desde el mas acido (izquierda) al mas
bésico (derecha) de dos loci polimérficos (loci 7 y 33). Los 38 loci
polimorficos analizados (con su numeracion correspondiente) y todas las
variantes alélicas detectadas en cada uno de ellos (unidas mediante

lineas) se muestran en la figura 14.
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Figura 14.- Representacion esquematica de los 38 polimorfismos proteicos
analizados mediante 2-DE (técnica de IPGs) con todas sus variantes alélicas
(unidas mediante lineas).
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3.2.- FRECUENCIAS GENICAS Y VARIABILIDAD GENETICA
INTRAPOBLAIONAL

El nimero de alelos detectados por locus polimérfico en las ocho
poblaciones de mejillén estudiadas oscila entre 2 y 7 (hay ocho loci con
dos alelos, 13 con 3 alelos, 14 con 4 alelos, uno con 5, uno con 6 y uno
con 7 alelos). En la tabla 8 se muestran las frecuencias alélicas de los 38
loci polimérficos analizados en cada poblacion. EI modo en cémo varian
éstas a lo largo de las 8 poblaciones de mejillon de la Peninsula Ibérica
analizadas se puede observar en la figura 15. En la mayor parte de los loci,
se observa una pequefia variacion entre poblaciones. Sin embargo,
algunos loci (10, 17, 30, 33, 39, 45, 47 etc.) mostraron cambios bruscos en
las frecuencias génicas de sus alelos entre las poblaciones de la region
atlantica (Santander, Ribadeo, Sintra y Marbella) y las poblaciones de la
region mediterranea (Aguilas, Cullera, Valencia y Vilanova i la Geltr(),
llegando incluso a invertirse el patron de distribucion de dichas frecuencias
(el alelo mas frecuente en la region atlantica pasa a ser el mas raro en la
region mediterrdnea y viceversa). En cambio, el grado de variaciéon entre
poblaciones de la misma region suele ser en general, bajo. Cabe destacar
la posicion intermedia que en ocasiones muestra la poblacion de Aguilas
con frecuencias que se asemejan a veces a las frecuencias tipicas de las
poblaciones atlanticas, otras veces son mas similares a las frecuencias
tipicas de las poblaciones mediterraneas o bien se encuentran a medio

camino entre ambas.
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Tabla 8.- Frecuencias alélicas de 38 loci analizados mediante electroforesis
bidimensional en 8 poblaciones de Mytilus galloprovincialis. N es el nimero de
individuos analizados.

Alelo

Poblacion Locus 1 2 3 4 5 6 7 N
1. Santander 5 0,500 0,500 0,000 - - - - 26
2. Ribadeo 0,422 0,578 0,000 - - - - 32
3. Sintra 0,458 0,542 0,000 - - - - 24
4. Marbella 0,560 0,440 0,000 - - - - 25
5. Aguilas 0,350 0,633 0,017 - - - - 30
6. Cullera 0,375 0,625 0,000 - - - - 28
7. Valencia 0,196 0,804 0,000 - - - - 28
8. Vilanova 0,328 0,672 0,000 - - - - 29
1. Santander 7 0,268 0,625 0,089 0,018 - - - 28
2. Ribadeo 0,268 0,589 0,125 0,018 - - - 28
3. Sintra 0,146 0,750 0,083 0,021 - - - 24
4. Marbella 0,179 0,768 0,053 0,000 - - - 28
5. Aguilas 0,178 0,786 0,036 0,000 - - - 28
6. Cullera 0,111 0,796 0,056 0,037 - - - 27
7. Valencia 0,120 0,740 0,140 0,000 - - - 25
8. Vilanova 0,250 0,607 0,089 0,054 - - - 28
1. Santander 8 0,222 0,463 0,315 - - - - 27
2. Ribadeo 0,286 0,393 0,321 - - - - 28
3. Sintra 0,229 0,438 0,333 - - - - 24
4. Marbella 0,404 0,404 0,192 - - - - 26
5. Aguilas 0,278 0,407 0,315 - - - - 27
6. Cullera 0,143 0,571 0,286 - - - - 28
7. Valencia 0,100 0,500 0,400 - - - - 25
8. Vilanova 0,052 0,690 0,258 - - - - 29
1. Santander 9 0,000 1,000 0,000 - - - - 30
2. Ribadeo 0,000 1,000 0,000 - - - - 31
3. Sintra 0,000 1,000 0,000 - - - - 27
4, Marbella 0,018 0,982 0,000 - - - - 28
5. Aguilas 0,086 0,914 0,000 - - - - 29
6. Cullera 0,017 0,966 0,017 - - - - 29
7. Valencia 0,036 0,964 0,000 - - - - 28
8. Vilanova 0,093 0,907 0,000 - - - - 27
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Tabla 8. - continuacion

PNOUTPWONE ONOOTRWNE ONOORAEONE ®NOOAENE

PN O AN

. Santander 10

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

. Santander 14

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

. Santander 16

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

. Santander 17

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera
Valencia

. Vilanova

. Santander 26

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,017

0,018
0,000
0,000
0,020
0,000
0,000
0,000
0,000

0,103
0,040
0,055
0,048
0,021
0,022
0,000
0,000

0,867
0,883
0,914
0,885
0,654
0,444
0,190
0,448

0,034
0,031
0,034
0,034
0,000
0,033
0,000
0,017

0,232
0,232
0,333
0,173
0,500
0,569
0,720
0,550

0,321
0,380
0,396
0,400
0,432
0,296
0,250
0,327

0,000
0,040
0,000
0,000
0,000
0,000
0,018
0,000

0,133
0,117
0,086
0,115
0,346
0,556
0,810
0,552

0,966
0,969
0,966
0,966
1,000
0,967
1,000
0,983

0,768
0,768
0,667
0,808
0,466
0,431
0,280
0,433

0,661
0,620
0,604
0,580
0,568
0,704
0,750
0,673

0,759
0,800
0,806
0,762
0,854
0,826
0,889
0,768

0,000
0,000
0,000
0,019
0,034
0,000
0,000
0,000

0,138
0,120
0,139
0,190
0,125
0,152
0,093
0,232

28

- 24
- 26
- 29
- 29
- 25
- 30

28
- 25
- 24
- 25
- 22
- 27
- 26
- 26

29
- 25
- 18
- 21
- 24
- 23
- 27

30

- 29
- 26
- 26
- 27
- 29
- 29

29
- 32
- 29
- 29
- 30
- 30
- 30
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Tabla 8.- continuacion

. Santander

N A BN PR

. Santander

®NO O AN R

. Santander

N A ®N PR

. Santander

PN U R BN

. Santander

NG A LN

30
Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

32
Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

33
Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

35
Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera
Valencia

. Vilanova

39
Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,018
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,033
0,000
0,000
0,000

0,185
0,188
0,100
0,074
0,267
0,300
0,267
0,189

0,017
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,017
0,000
0,019
0,000
0,000
0,000

0,117
0,113
0,200
0,107
0,268
0,611
0,625
0,500

0,967
0,952
1,000
0,966
0,967
0,966
0,983
1,000

0,111
0,203
0,120
0,241
0,300
0,420
0,467
0,414

0,033
0,047
0,107
0,054
0,179
0,232
0,155
0,121

0,934
0,875
0,900
0,933
0,462
0,233
0,150
0,233

0,883
0,871
0,800
0,893
0,732
0,389
0,339
0,500

0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,016
0,000
0,033
0,000

0,950
0,953
0,875
0,946
0,821
0,768
0,845
0,879

0,033
0,094
0,083
0,067
0,461
0,750
0,833
0,700

0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,018
0,000

0,033
0,032
0,000
0,034
0,000
0,034
0,017
0,000

0,185
0,109
0,080
0,093
0,150
0,240
0,183
0,276

0,000
0,000
0,018
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,033
0,031
0,000
0,000
0,058
0,017
0,017
0,067

0,000
0,000
0,020
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,519
0,500
0,680
0,574
0,267
0,040
0,050
0,121

0,000 27
0,000
0,000
0,018
0,000
0,000
0,000

0,000

31
30
28
28
27
28
29

31
27
29
30
29
29
30

32
25
27
30
25
30
29

32
28
28
28
28
29
29

32
30
30
26
30
30
30
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Tabla 8.- continuacion

1.
. Ribadeo
. Sintra

. Marbella

N UAWN PR ©ONOUA®WNPR N UAWNPR O NOUAWN

PN O AN

Santander 42

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

. Santander 45

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

. Santander 46

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

. Santander 47

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera
Valencia

. Vilanova

. Santander 50

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

0,138
0,067
0,056
0,143
0,100
0,034
0,052
0,034

0,724
0,719
0,817
0,804
0,317
0,217
0,183
0,200

0,017
0,018
0,052
0,040
0,000
0,000
0,000
0,017

0,433
0,517
0,523
0,543
0,520
0,167
0,259
0,365

0,000
0,031
0,033
0,039
0,017
0,000
0,036
0,017

0,862
0,933
0,944
0,857
0,900
0,966
0,948
0,966

0,276
0,281
0,183
0,196
0,683
0,783
0,817
0,800

0,967
0,982
0,931
0,940
1,000
1,000
0,982
0,966

0,567
0,483
0,454
0,457
0,480
0,833
0,741
0,616

0,017
0,000
0,000
0,039
0,000
0,019
0,018
0,000

0,000
0,000
0,000
0,019
0,000
0,000
0,000
0,000

0,016
0,000
0,000
0,019
0,000
0,000
0,000
0,016

0,067
0,000
0,033
0,019
0,035
0,019
0,053
0,050

29
30
27
28
30
29
29
29

29
32
30
28
30
30
30
30

30
28
29
25
28
29
28
29

30
29
22
23
25
27
29
26

30
32
30
26
29
26
28
30

100



Tabla 8. - continuacion
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. Santander 54

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

. Santander 60

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

Santander 61
Ribadeo

Sintra

Marbella

Aguilas

Cullera

Valencia

Vilanova

Santander 62
Ribadeo

Sintra

Marbella

Aguilas

Cullera

Valencia

Vilanova

Santander 65
Ribadeo

Sintra

Marbella

Aguilas

Cullera

Valencia

Vilanova

0,017
0,000
0,000
0,017
0,000
0,000
0,000
0,000

0,033
0,000
0,000
0,000
0,017
0,000
0,000
0,033

0,000
0,000
0,017
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,018
0,017
0,000
0,000

0,154
0,167
0,180
0,231
0,204
0,140
0,120
0,130

0,983
1,000
1,000
0,950
1,000
1,000
1,000
1,000

0,967
0,984
1,000
1,000
0,983
1,000
1,000
0,967

0,033
0,000
0,000
0,000
0,017
0,000
0,000
0,033

1,000
0,984
1,000
0,983
0,982
0,983
1,000
1,000

0,846
0,833
0,820
0,769
0,796
0,860
0,880
0,870

0,000
0,000
0,000
0,017
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,967
0,984
0,983
1,000
0,983
1,000
1,000
0,967

0,000
0,016
0,000
0,017
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

30

32
30
30
30
30
29
30

30

32
30
30
30
30
30
30

30

32
30
30
30
30
30
30

30

32
30
30
28
30
30
30

26

30
25
26
27
25
25
27
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Tabla 8. - continuacion

PNOUTPWONE ONOUTRWNE ONOORAWONE ®NOOAENE

PN O AN

. Santander 66

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

. Santander 67

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

. Santander 71

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

. Santander 76

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera
Valencia

. Vilanova

. Santander 78

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

0,000
0,000
0,000
0,000
0,017
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,018
0,000
0,033
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,016
0,000

0,983
0,867
0,983
0,982
1,000
0,964
0,983
1,000

0,000
0,000
0,000
0,017
0,000
0,000
0,000
0,000

1,000
1,000
1,000
1,000
0,983
1,000
0,946
1,000

1,000
1,000
0,982
1,000
0,967
1,000
1,000
1,000

1,000
0,983
1,000
0,983
0,983
1,000
0,967
0,983

0,000
0,133
0,017
0,018
0,000
0,036
0,000
0,000

0,017
0,016
0,000
0,017
0,017
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,036
0,000

0,000
0,017
0,000
0,017
0,017
0,000
0,017
0,017

0,017
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,017
0,000

0,776
0,656
0,776
0,759
0,604
0,500
0,792
0,638

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,018
0,000

0,207
0,312
0,224
0,207
0,379
0,500
0,208
0,362

0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

29
29
28
28
30
25
28
27

30
29
28
29
30
25
29
27

30
30
28
30
30
29
30
30

30
30
29
28
29
28
30
29

29
32
29
29
29
28
24
29
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Tabla 8. - continuacion

1.
. Ribadeo
. Sintra

. Marbella

PNOTRWNE XNOOAONE ®NOOA®N

O NGOk wWN R

O NG ks WNPE

Santander 80

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

. Santander 86

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

Santander 87
Ribadeo

Sintra

Marbella

Aguilas

Cullera

Valencia

Vilanova

Santander 88
Ribadeo

Sintra

Marbella

Aguilas

Cullera

Valencia

Vilanova

Santander 110
Ribadeo

Sintra

Marbella

Aguilas

Cullera

Valencia

Vilanova

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,036
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000

0,914
0,922
0,983
0,933
0,900
0,967
0,883
0,883

0,018
0,000
0,034
0,058
0,050
0,000
0,066
0,020

0,411
0,437
0,500
0,425
0,250
0,159
0,250
0.212

1,000
0,969
1,000
0,983
1,000
0,964
1,000
0,983

0,100
0,250
0,133
0,217
0,117
0,033
0,083
0,100

0,086
0,078
0,017
0,067
0,100
0,033
0,117
0,117

0,130
0,062
0,155
0,096
0,150
0,217
0,167
0,080

0,589
0,563
0,500
0,575
0,750
0,841
0,750
0,788

0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,017

0,900
0,750
0,867
0,767
0,883
0,967
0,917
0,900

0,852
0,922
0,759
0,788
0,767
0,761
0,767
0,900

0,000
0,015
0,000
0,017
0,000
0,000
0,000
0,000

30

- 30
- 30
- 30
- 28
- 30
- 29

30
- 32
- 30
- 30
- 30
- 30
- 30
- 30

29

- 32
- 30
- 30
- 30
- 30

- 30

27

- 29
- 26
- 30
- 23
- 30

28

- 23
- 20
- 22
- 22
- 30
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Tabla 8. - continuacion

PN RWNE XNOOAONE ©ONOOA®NE

© NGOk wWNRE

. Santander 126

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

. Santander 127

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera

. Valencia
. Vilanova

. Santander 130

Ribadeo
Sintra

. Marbella

Aguilas
Cullera
Valencia
Vilanova

Santander 134
Ribadeo

Sintra

Marbella

Aguilas

Cullera

Valencia

Vilanova

0,000
0,000
0,017
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,034
0,000
0,017
0,018
0,000
0,018
0,000
0,000

0,000
0,000
0,033
0,000
0,021
0,000
0,000
0,000

0,950
0,937
0,950
0,911
0,966
0,950
0,964
0,950

0,444
0,453
0,450
0,339
0,483
0,273
0,056
0,421

0,621
0,641
0,600
0,679
0,583
0,553
0,586
0,535

0,979
0,953
0,950
0,978
0,875
0,857
0,786
0,958

0,050
0,047
0,050
0,089
0,034
0,050
0,036
0,050

0,537
0,547
0,533
0,661
0,517
0,727
0,944
0,579

0,345
0,344
0,383
0,303
0,417
0,393
0,414
0,448

0,021
0,047
0,017
0,022
0,104
0,143
0,214
0,042

0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,019
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,015
0,000
0,000
0,000
0,036
0,000
0,017

27
32
30
28
29
22

19

29
32
30
28
30
28
29
29

24
32
30
23
24
14

12

30
32
30
28
29
30
28
30
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Figura 15. - Variacion geografica de las frecuencias alélicas de 38 loci de 2-DE en
poblaciones de mejillén de la Peninsula Ibérica (Sa: Santander, Ri: Ribadeo, Si:
Sintra, Ma: Marbella, Ag: Aguilas, Cu: Cullera, Va: Valencia, Vi: Vilanova i la Geltrd).
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Figura 15.- continuacién
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Figura 15.- continuacién
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Figura 15.- continuacién
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Figura 15.- continuacion

Si Ma Ag CuVa Vi
poblaciones

Locus 66 Locus 67
19 14
09 09
08 08
g O g 71
§7 06 E’, 06
© 051 o 05
g g
S 04 S 04
3 3
3 03 3 03
024 02
014 01
0 ———t—y 0 & e @ o
( . . .
Si Ma Ag CuVa Vi Sa Ri  Si Ma Ag CuVa Vi
poblaciones poblaciones
Locus 71 Locus 76
17 14
09 09
08 08
s 071 g O
2 =3
5 061 E}) 06
=)
© 0517 © 057
S S
g 041 S 04
3 3
8 03 3 03
TR 02
01 014
.
0 % ¥ 4 ? B 0 & 4 + 4 * + # .
(
Si Ma Ag CuVa Vi Sa Ri  Si Ma Ag CuVa Vi
poblaciones poblaciones
Locus 78 Locus 80
17 14
09 1 09
038 08
g 077 g 071
§’ 06 @ 06
@ 05 s 057
S g
g 04 S 044
3 3
3 03 3 03
02 02
01 01
.
o ¥ # # # 5 0 & & & & & ¢ @ B

Sa Ri  Si Ma Ag CuVa Vi
poblaciones

109




Figura 15.- continuacién
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Figura 15.- continuacién
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Para comprobar si existen en algun locus diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de las frecuencias génicas
de las poblaciones de ambas regiones (atlantica y mediterranea) se
empleo el test t (t de Student). Este, asume que los datos siguen una
distribucion normal y que las varianzas de las muestras que se comparan

son homogéneas. Para que ambas condiciones se cumplan se ha
empleado la transformacién arcsin\/E , aplicando por tanto el test t al

arco-seno de la raiz cuadrada de las frecuencias génicas. Se detectaron
diferencias estadisticamente significativas en 14 loci que se muestran en la
tabla 9 junto con las probabilidades asociadas al test t correspondientes a
cada alelo. En la mayor parte de los casos, las diferencias significativas se
encuentran asociadas a alelos frecuentes, excepto en el locus 46, en el
gue la probabilidad significativa aparece asociada al alelo 1, que es un
alelo raro. Los resultados del test t coinciden, en lineas generales, con lo

observado en las distribuciones de frecuencias génicas.
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Tabla 9.- Loci que mostraron diferencias estadisticamente significativas en las medias de
sus frecuencias alélicas entre las regiones atlantica y mediterranea segun el test t (se
empled la transformacion arco-seno de la raiz cuadrada de las frecuencias alélicas). Se
indican los valores de probabilidad del test.

Alelo
Locus 1 2 3 4 5 6 7

5 0,0156 0,0191 0,3559

0,0109 0,0042 0,3559
10 0,3559 0,0012 0,0006 0,8452
16 0,0144 0,7920 0,1125 0,9713
17 0,0023 0,0023
30 0,3559 0,0038 0,0046 0,9680
33 0,0235 0,0033 0,1443 0,0368 0,3559 0,0010 0,3559
35 0,3559 0,0064 0,0115 0,3559
39 0,9698 0,0001 0,0002 0,1565
45 0,00002 0,00002
46 0,0136 0,0634 0,5340
110 0,0003 0,0003
127 0,1789 0,0147 0,0100 0,4166
130 0,8785 0,0287 0,0204

Las estimas de heterozigosis esperada para cada locus, asi como
sus valores medios por locus y por poblacion, se muestran en la tabla 10.
Los valores medios de heterozigosis por locus son muy heterogéneos,
variando entre 0,013 = 0,009 (locus 67) y 0,663 = 0,026 (locus 33).
Muestran una distribucion en la que la mayor parte de los valores se
concentran en el intervalo 0 — 0,05, siendo menos numerosos en intervalos

mayores (véase figura 16).
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Tabla 10.- Estimas de la heterozigosis esperada por locus en cada una de las
muestras de Mytilus galloprovincialis analizadas. También se muestran los valores
medios por locus y por poblacion, asi como el nUmero medio de alelos por locus (A).

Locus Santander Ribadeo Sintra Marbella Aguilas Cullera Valencia Vilanova Media
5 0,510 0,496 0,507 0,503 0,484 0,477 0,321 0,448 0,468+ 0,022
7 0,539 0,575 0,418 0,382 0,356 0,356 0,427 0,568 0,453+ 0,033
8 0,649 0,673 0,659 0,649 0,670 0,582 0,592 0,4630,617+ 0,025
9 0,000 0,000 0,000 0,036 0,160 0,068 0,070 0,171 0,063+ 0,025
10 0,363 0,363 0,454 0,324 0,541 0,499 0,411 0,518 0,434+ 0,029
14 0,468 0,481 0,488 0,513 0,502 0,425 0,382 0,449 0,464+ 0,015
16 0,402 0,349 0,338 0,390 0,260 0,300 0,205 0,363 0,326+ 0,024
17 0,235 0,210 0,160 0,208 0,462 0,503 0,313 0,503 0,324+ 0,051
26 0,068 0,062 0,068 0,068 0,000 0,066 0,000 0,0330,046+ 0,011
30 0,210 0,232 0,325 0,195 0,399 0,484 0,503 0,509 0,357+ 0,048
32 0,066 0,095 0,000 0,068 0,066 0,068 0,034 0,000 0,050+ 0,012
33 0,662 0,672 0,517 0,609 0,758 0,688 0,685 0,714 0,663+ 0,026
35 0,098 0,091 0,227 0,103 0,299 0,363 0,267 0,216 0,208+ 0,036
39 0,129 0,228 0,186 0,127 0,581 0,389 0,288 0,4590,298+ 0,058
42 0,242 0,127 0,107 0,249 0,183 0,068 0,100 0,068 0,143+ 0,026
45 0,407 0,411 0,305 0,321 0,440 0,345 0,305 0,3250,357+ 0,019
46 0,066 0,036 0,132 0,117 0,000 0,000 0,036 0,068 0,057+ 0,017
47 0,499 0,508 0,532 0,507 0,509 0,283 0,390 0,497 0,466+ 0,030
50 0,188 0,062 0,129 0,252 0,101 0,076 0,202 0,159 0,146+ 0,023
54 0,033 0,000 0,000 0,098 0,000 0,000 0,000 0,000 0,016+ 0,012
60 0,066 0,031 0,000 0,000 0,033 0,000 0,000 0,066 0,025 0,010
61 0,066 0,031 0,033 0,000 0,033 0,000 0,000 0,066 0,029+ 0,010
62 0,000 0,031 0,000 0,033 0,036 0,033 0,000 0,000 0,017+ 0,006
65 0,265 0,282 0,301 0,362 0,331 0,246 0,216 0,2300,279+ 0,018
66 0,000 0,000 0,000 0,000 0,033 0,000 0,105 0,0000,017+ 0,013
67 0,000 0,000 0,036 0,000 0,066 0,000 0,000 0,000 0,013+ 0,009
71 0,000 0,033 0,000 0,033 0,033 0,000 0,066 0,033 0,025+ 0,008
76 0,033 0,235 0,034 0,036 0,000 0,070 0,033 0,000 0,055+ 0,027
78 0,361 0,479 0,354 0,388 0,500 0,509 0,337 0,4700,425+ 0,025
80 0,000 0,062 0,000 0,033 0,000 0,070 0,000 0,034 0,025+ 0,010
86 0,183 0,381 0,235 0,371 0,210 0,066 0,155 0,1830,223+ 0,038
87 0,160 0,146 0,033 0,127 0,183 0,066 0,210 0,210 0,142+ 0,023
88 0,262 0,148 0,404 0,370 0,393 0,382 0,386 0,187 0,317+ 0,036
110 0,493 0,500 0,511 0,501 0,384 0,274 0,381 0,3400,423+ 0,032
126 0,523 0,503 0,521 0,456 0,508 0,406 0,111 0,501 0,441+ 0,049
127 0,503 0,479 0,501 0,455 0,494 0,547 0,494 0,522 0,499+ 0,010
130 0,042 0,091 0,098 0,043 0,228 0,254 0,363 0,0830,150+ 0,041
134 0,097 0,121 0,097 0,166 0,068 0,097 0,070 0,097 0,102+ 0,011
Media 0,234 0,243 0,229 0,239 0,271 0,238 0,223 0,251
+0,037 +0,036 +0,038 +0,034 +£0,039 £0,038 0,034 0,038
A 2,263 2,316 2,237 2,447 2,263 2,132 2,184 2,184
+0,134 +0,131 #0,153 +£0,172 0,140 £0,132 0,145 0,130
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0 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50 0,55 0,60 0,65 0.7

Heterozigosis media

Figura 16.- Distribucion de las estimas de
heterozigosis media por locus en las ocho
poblaciones de mejillon analizadas.

Todos los loci excepto 4 son, en base a los valores medios de todas
las poblaciones, polimérficos bajo el criterio del 99%. Los 4 loci que no lo
son, esto es, los loci 54, 62, 66 y 67, son monomorficos en varias
poblaciones. Los valores medios de heterozigosis por poblacién son en
cambio muy homogéneos a lo largo de toda el area estudiada,
registrandose valores ligeramente mas elevados en Aguilas y Vilanova i la
Geltra, las Unicas poblaciones que se muestrearon en el fondo marino.
Este resultado es coherente con el estudio realizado por Levinton y Koehn
(1976) en el que detectaron la existencia de una correlacion negativa entre
el nivel mareal en el que viven los mejillones y su nivel de heterozigosis.
También se indican el nimero medio de alelos por locus en cada poblacion
analizada, que oscil6 entre 2,132 + 0,132 (Cullera) y 2,447 + 0,172

(Marbella), siendo también muy similar en las ocho poblaciones.
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3.3.- DISTANCIA GENETICA Y FILOGENIA

El grado de divergencia genética entre las ocho poblaciones de
mejillon analizadas se estim6 mediante las medidas de distancia D, Da y Dg
(véase Material y Métodos) cuyos valores obtenidos a partir del estudio de
38 loci de 2-DE se muestran en la tabla 11.

Tabla 11.- Estimas de distancia genética entre 8 poblaciones de Mytilus

galloprovincialis de la Peninsula Ibérica. En la primera linea se muestra la distancia
estandar de Nei, en la segunda D, y en la tercera De.

Santander Ribadeo Sintra Marbella Aguilas Cullera Valencia Vilanova

Santander

Ribadeo  0,0000
0,0118
0,0000

Sintra 0,0000 0,0000
0,0105 0,0115
0,0000 0,0000

Marbella  0,0000 0,0000 0,0000
0,0102 0,0113 0,0103
0,0000 0,0000 0,0000

Aguilas 0,0141 0,0118 0,0148 0,0190
0,0229 0,0228 0,0221 10,0252
0,0581 0,0505 0,0622 0,0713

Cullera 0,0544 0,0539 0,0581 0,0647 0,0065
0,0408 0,0390 0,0419 0,0469 0,0183
0,1731 0,1682 0,1862 0,1976 0,0370

Valencia  0,0772 0,0766 0,0796 0,0875 0,0211  0,0000
0,0530 0,0521 0,0545 0,0578 0,0240 0,0144
0,2380 0,2312 0,2489 0,2618 0,0801 0,0175

Vilanova  0,0412 0,0402 0,0462 0,0527 0,0000 0,0000 0,0033
0,0333 0,0341 0,0365 0,0413 0,0135 0,0117 0,0156
0,1347 0,1289 0,1504 0,1628 0,0186 0,0057 0,0309
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Estos valores oscilan entre 0,0000 y 0,0875, 0,0102 y 0,0578 y
0,0000 y 0,2618 para D, Da y Dg, respectivamente, con valores medios de
0,0294 + 2x107, 0,0281 + 1x10® y 0,0969 + 1x10°. En la tabla de
distancias mostrada también se puede observar que las estimas més bajas
son aquellas obtenidas a partir de parejas de muestras procedentes de la
region atlantica. Las estimas de D en esta zona son negativas debido a
error de muestreo, aunque se han transformado a cero para posibilitar la
creacion de dendrogramas (Nei, 1978), mientras que las estimas de Da
oscilan entre 0,0102 y 0,0118 con un valor medio de 0,0109 * 9x10™*,
siendo el valor de Dg 0,0000 en todos los casos. Aungque entre las
poblaciones de la region mediterrdnea se observa un grado de divergencia
mayor que entre las poblaciones de la regién atlantica, sigue tratdndose de
estimas bajas, que oscilan entre 0,0000 y 0,0211 (valor medio 0,0052 +
2x10), 0,0117 y 0,0240 (valor medio 0,0163 + 2x10™°) y 0,0057 y 0,0801
(valor medio 0,0316 + 2x10™") para D, Da y De, respectivamente. La mayor
parte de la divergencia genética observada se encuentra por tanto entre
las poblaciones de la region atlantica y las de la regién mediterranea,
cuyos valores de D oscilan entre 0,0118 y 0,0875, con valores medios de
0,0495 + 9x10°®. Los valores de Da y Dg para estas parejas de poblaciones
varian entre 0,0221 y 0,0578 (valor medio 0,0390 + 5x10°) y 0,0505 y
0,2618 (valor medio 0,1577 + 6x10°®) respectivamente. El test U de Mann-
Whitney indica que las diferencias observadas entre los promedios de las
distancias entre poblaciones de la misma region (atlantica o mediterranea)
y los promedios de las distancias entre poblaciones de distintas regiones
son significativas al 0,1%. Un patrén muy similar se observé a partir de

datos de 9 alozimas analizados en 21 poblaciones de mejillon de toda la
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costa de la Peninsula Ibérica, aunque con valores medios de distancia
ligeramente inferiores (Quesada, 1992; Quesada et al., 1995a). Este es un
dato llamativo, ya que la electroforesis bidimensional y la electroforesis de
alozimas se han empleado con anterioridad en varios estudios de especies
animales en los que las estimas de distancias evolutivas obtenidas
mediante 2-DE, aunque proporcionales a las obtenidas mediante
electroforesis de alozimas, siempre eran inferiores a ellas (Janczewski et
al., 1990).

A partir de los datos de distancias genéticas, se construyeron
arboles filogenéticos mediante los métodos UPGMA (Sneath y Sokal,
1973) y NJ (Saitou y Nei 1987) que se muestran en las figuras 17 y 18. Los
arboles obtenidos mediante UPGMA a partir de los tres estimadores de
distancia (D, Da y Ds) muestran resultados similares, pudiendo
diferenciarse dos grandes grupos: el primero muy homogéneo y con una
significacion estadistica segun el método bootstrap muy elevada incluye a
las poblaciones de la region atlantica; el segundo, menos homogéneo,
incluye a las poblaciones del Mediterraneo y en él, la poblacion de Aguilas
parece ser la mas divergente. Las mas similares son Cullera y Vilanova i la
Geltra, ocupando la poblaciéon de Valencia una posicién intermedia entre
Aguilas y éstas dos ultimas. Mediante el método NJ, se obtienen
resultados similares, observandose dos grandes grupos, aunque en este
caso, la poblacion de Aguilas, se agrupa con las poblaciones del Atlantico.
Las longitudes de las ramas del arbol filogenético ponen de manifiesto una
mayor divergencia entre las poblaciones de la region mediterranea que

entre las poblaciones de la regién atlantica.
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[ Cullera
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0.020

Figura 17. - Arboles filogenéticos obtenidos mediante el método UPGMA a partir de

las estimas de distancia genética D, Da y Dg (de arriba abajo) para 8 poblaciones y
38 loci. Los numeros sobre los nodos indican los valores de bootstrap.
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Figura 18. - Arbol filogenético obtenido por el método NJ a partir de las estimas de

distancia genética D, Dy y Dy (de arriba a abajo) para 8 poblaciones y 38 loci. Los
ndmeros sobre los nodos indican los valores de bootstrap.
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3.4.- AJUSTE A LAS PROPORCIONES HARDY-WEINBERG

En la tabla 12 se indica la magnitud de las desviaciones de las
proporciones Hardy-Weinberg para 38 loci de 2-DE en las ocho
poblaciones de mejillén analizadas segun los estadisticos fc y fr. Al final de
la tabla se indican los valores medios de fr y fc para cada poblacion. En
general los valores medios varian entre fc = —0,025 £ 0,034; fr = -0,015 +
0,032 (poblacién de Sintra) y fc = 0,048 + 0,023; fr = 0,043 + 0,021
(poblacion de Santander), siendo de signo positivo en la mayor parte de los
casos (excepto en Sintra y Vilanova i la Geltra).

También se muestra la significacion estadistica de las desviaciones
del equilibrio Hardy-Weinberg mediante el test de probabilidad exacta y el
test asociado al estadistico fr.

Las frecuencias genotipicas se encuentran en lineas generales en
concordancia con las proporciones esperadas en equilibrio Hardy-
Weinberg, aunque se detectan desviaciones significativas en loci
especificos. Es el caso de los loci 8 (poblacion de Ribadeo, fr = +0,314,
P<0,05; test exacto: P = 0,104 y poblacién de Valencia, fr = +0,317,
P<0,05; P = 0,009), 14 (poblacion de Ribadeo, fr = +0,435, P<0,05 P =
0,082), 16 (poblacién de Santander, fr = +0,265, P<0,05; P = 0,013), 33
(poblaciéon de Ribadeo, fr = +0,250, P<0,05; P = 0,020, poblacion de
Marbella, fr = +0,250, P<0,01; P = 0,061 y poblacién de Cullera, fr =
+0,227, P<0,05; P = 0,138), 35 (poblacién de Valencia, fr = +0,366,
P<0,05; P = 0,106), 45 (poblacién de Sintra, fr = +0,695, P<0,001; P =
0,002), 87 (poblacion de Santander, fr = +0,367, P<0,05; P = 0,171), 110
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(poblacion de Ribadeo, fr = -0,387, P<0,05; P = 0,039 y poblacion de
Marbella, fr = +0,528, P<0,05; P = 0,032) y 127 (poblacién de Valencia, fr =
+0,602, P<0,01; P = 0,002). Como se puede observar, en todos los casos
menos en uno, las desviaciones significativas estdn asociadas a defectos
de heterozigotos, fendmeno detectado comunmente en varias especies de
moluscos marinos, y que ya se describié para marcadores alozimicos en
Mytilus galloprovincialis con anterioridad a este trabajo (Sanjuan et al.,
1990, 1994; Raymond et al., 1997).

Los valores medios de fc y fr por locus muestran valores
especialmente elevados en los loci 7 (fc = 0,122 + 0,068; fr = 0,125 +
0,069), 33 (fc = 0,143 £+ 0,052; fr= 0,124 + 0,046), 35 (fc = 0,125 + 0,054; fr
= 0,119 + 0,053) y 47 (fc = 0,136 + 0,031, fr = 0,115 + 0,028), coincidiendo
algunos de estos loci (33 y 35) con loci en los que se detectdé una
diferencia estadisticamente significativa en las medias de las frecuencias
de sus alelos entre las regiones atlantica y mediterranea segun el test t
(tabla 9).

En la figura 19 se representan las distribuciones de los valores
medios de fr por locus en todas las poblaciones analizadas, en las

poblaciones de la region atlantica y en las de la regién mediterranea.
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por locus en el total de las poblaciones estudiadas,
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la region mediterranea.
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En el total de las poblaciones, los valores de fr se distribuyen en un
rango de -0,10 a 0,15, concentrandose la mayor parte de los valores en el
intervalo —0,05 — 0,00. Tanto en la regién mediterranea como en la regiéon
atlantica, el rango se amplia desde —0,15 a 0,30 y de -0,15 a 0,25,
respectivamente, aunque la mayor parte de los valores en ambos casos

siguen concentrandose en el intervalo —0,05 a 0,00.

3.5.- DIFERENCIACION GENETICA ENTRE POBLACIONES

En la tabla 13 se muestran las estimas de Fsr para 38 loci de 2-DE
segun los estadisticos Gsr y 6. Ambos estimadores mostraron resultados
muy similares. También se indican los resultados del test de probabilidad
exacta que se empled con el fin conocer la significacion estadistica de la
diferenciacidén genética entre poblaciones para cada locus.

El grado de diferenciacion detectado al considerar todas las
poblaciones analizadas (Gsr global 0,099; 6 global 0,096) fue bajo en la
mayor parte de los loci, mostrando valores de Gsr entre 0,005 y 0,078 y
valores de 6 entre —0,011 y 0,062. No obstante, en algunos loci (10, 17, 30,
33, 39 y 45) se detectd un grado de diferenciacion mayor, con estimas de
estimas Gsr entre 0,114 y 0,423 y valores de 6 entre 0,106 y 0,454. Estos
ultimos coinciden con algunos de los loci en los que el test t detectd
diferencias estadisticamente significativas en las medias de sus
frecuencias alélicas entre las poblaciones de la regién atlantica y las de la
region mediterranea. Esta distribucion asimétrica de las estimas de Fsr

puede observarse en la figura 20. En 17 de los 38 loci analizados (44,7%)
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la magnitud de la diferenciacion resulté ser estadisticamente significativa

segun el test de probabilidad exacta (tabla 13).

Tabla 13.- Estimas de Fsr para 38 loci en el global de las poblaciones
analizadas y en las poblaciones de las regiones atlantica y mediterranea,
segun los estadisticos Gst (primera linea) y 0 (segunda linea). En la tercera
linea, entre paréntesis, probabilidad del test exacto para diferenciacion de
frecuencias génicas. También se indican la diversidad genética (Hy), la
diversidad promedio dentro de las poblaciones (Hs) y las estimas de
diferenciacion genética (Gst) entre y dentro de las regiones atlantica y
mediterranea.

Locus Hr Hs Area total Er_1tre Den_tro de Atlantico Mediterraneo
regiones regiones
Todos 0,263 0,237 0,099 0,075 0,024 0,012 0,039
los loci 0,096 -0,002 0,028
5 0,482 0,460 0,046 0,030 0,016 0,011 0,023
0,034 -0,005 0,014
(0,004) (0,508) (0,148)
7 0,456 0,444 0,025 0,003 0,023 0,020 0,025
0,011 0,008 0,015
(0,186) (0,508) (0,088)
8 0,629 0,605 0,038 0,014 0,024 0,014 0,035
0,024 -0,002 0,028
(0,001) (0,358) (0,016)
9 0,065 0,062 0,039 0,025 0,015 0,014 0,016
0,029 0,001 0,004
(0,007) (0,476) (0,236)
10 0,495 0,426 0,140 0,121 0,018 0,016 0,025
0,137 0,002 0,014
(0,000) (0,354) (0,109)
14 0,461 0,454 0,015 0,003 0,012 0,004 0,020
-0,004 -0,017 0,007
(0,628) (0,898) (0,282)
16 0,324 0,319 0,015 0,004 0,011 0,006 0,017
-0,003 -0,016 0,006
(0,225) (0,751) 0,277)
17 0,448 0,318 0,290 0,229 0,061 0,003 0,110
0,310 -0,016 0,124
(0,000) (0,884) (0,000)
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Tabla 13.- continuacion

26 0,045 0,044 0,009 0,005 0,004 0,0001 0,015
-0,006 -0,017 0,004
(0.666) (1,000) (0.622)
30 0,442 0,351 0,207 0,154 0,052 0,012 0,086
0,215 0,002 0,094
(0,000) (0.449) (0,0001)
32 0,049 0,048 0,013 0,002 0,012 0,010 0,014
-0,002 -0,004 0,003
(0.313) (0,639) (0.148)
33 0,735 0,651 0,114 0,094 0,020 0,020 0,023
0,106 0,005 0,011
(0,000) (0,185) (0,013)
35 0,213 0,204 0,039 0,027 0,012 0,015 0,012
0,026 0,002 -0,005
(0,006) (0.408) (0,494)
39 0,509 0,293 0,423 0,390 0,034 0,009 0,073
0,454 -0,005 0,073
(0,000) (0,452) (0.,002)
42 0,144 0,141 0,023 0,007 0,016 0,017 0,014
0,009 0,004 0,002
(0,189) (0.277) (0.497)
45 0,500 0,351 0,298 0,288 0,009 0,011 0,015
0,313 -0,005 0,005
(0,000) (0,463) (0.323)
46 0,057 0,056 0,017 0,008 0,009 0,008 0,013
0,002 -0,007 -0,0001
(0,608) (0,852) (0,741)
47 0,492 0,457 0,071 0,032 0,039 0,008 0,078
0,062 -0,010 0,082
(0,000) (0,562) (0,001)
50 0,145 0,143 0,014 0,001 0,014 0,017 0,009
-0,002 0,005 -0,005
(0,628) (0.153) (0,891)
54 0,017 0,016 0,024 0,006 0,018 0,018 -
0,011 0,008 -
(0,233) (0,293) )
60 0,025 0,024 0,017 0,0003 0,017 0,018 0,015
0,003 0,008 0,004
(0,231) (0.172) (0,620)
61 0,029 0,028 0,015 0,001 0,014 0,014 0,015
0,001 0,002 0,004
(0.222) (0.170) (0.615)
62 0,017 0,017 0,011 0,002 0,009 0,008 0,009
-0,005 -0,006 -0,005
(0,667) (1,000) (0,610)
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Tabla 13.- continuacion

65 0277 0,274 0,009 0,002 0,007 0,006 0,009
-0,007 -0,010 -0,006
(0.814) (0,768) (0,642)
66 0,018 0,017 0,030 0,006 0,024 - 0,024
0,016 - 0,013
(0,061) 8 (0,182)
67 0,013 0,012 0,022 0,001 0,021 0,014 0,025
0,007 0,001 0,015
(0.242) (0,240) (0.246)
71 0,025 0,025 0,009 0,001 0,008 0,009 0,007
-0,007 -0,006 0,007
(0,998) (1,000) (1,000)
76 0,058 0,055 0,060 0,010 0,051 0,061 0,020
0,055 0,066 0,009
(0,0001) (0,001) (0.058)
78 0,437 0,417 0,046 0,016 0,030 0,012 0,047
0,035 0,002 0,039
(0,011) (0.648) (0,021)
80 0,025 0,025 0,017 0,002 0,016 0,012 0,020
0,003 -0,001 0,010
(0,146) (1,000) (0,024)
86 0,228 0,219 0,041 0,019 0,021 0,027 0,013
0,029 0,017 -0,0001
(0,006) (0,084) (0,384)
87 0,142 0,140 0,017 0,003 0,013 0,012 0,014
0,001 -0,001 0,0004
(0,286) (0,352) (0,304)
88 0,318 0,310 0,023 0,002 0,020 0,021 0,020
0,009 0,014 0,005
(0,128) (0.171) (0,224)
110 0443 0,415 0,063 0,057 0,006 0,005 0,008
0,050 0,014 0,011
(0,001) (0,837) (0,670)
126 0,469 0,433 0,078 0,015 0,063 0,011 0,127
0,029 -0,002 0,084
(0,023) (0,518) (0,002)
127 0495 0,491 0,008 0,005 0,003 0,004 0,002
-0,008 -0,012 -0,015
(0,747) (0,860) (0,789)
130 0,153 0,144 0,058 0,031 0,027 0,008 0,034
0,030 -0,008 0,001
(0,040) (0,644) (0,593)
134 0,100 0,100 0,005 0,002 0,004 0,005 0,001
0,011 -0,009 -0,015
(0,968) (0,831) (1,000)
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Figura 20. - Distribucién de las estimas de Gsr para
38 loci analizados mediante 2-DE en el total de las
poblaciones estudiadas, en las poblaciones de la
region atlantica y en las de la regién mediterranea.

130



Los valores de Gsr y 6 en las regiones atlantica y mediterranea son
mas bajos que en el total, indicando una mayor homogeneidad dentro de
ambas regiones. Esta homogeneidad parece ser mayor en las poblaciones
de la region atlantica (Gsr global = 0,012; 6 global = -0,002) que en las de
la regién mediterrdnea (Gsr global = 0,039; 6 global = 0,028) lo cual se
aprecia claramente en la distribucién de las estimas de Gsr de ambas
zonas que se muestra en la figura 20. En las poblaciones de la regién
atlantica so6lo 1 de los 38 loci analizados (2,63%) mostraron un grado de
diferenciacién estadisticamente significativo, frente a 9 (23,68%) en las
poblaciones de la region mediterranea.

La mayor parte de la diferenciacion genética detectada corresponde
al componente de diferenciacion entre regiones (Gsr global 0,075), en el
cual las estimas de Gsr oscilaron entre 0,0003 y 0,390 en los diferentes loci
(tabla 13) mientras que sélo una pequefia parte se debe a la diferenciacién
detectada dentro de regiones (Gsr global 0,024), con estimas de Gsr entre
0,003 y 0,063. Los loci que mostraron un mayor grado de diferenciacion
entre regiones fueron el 10 (Gst = 0,121), 17 (Gst = 0,229), 30 (Gsr =
0,154), 39 (Gsr = 0,390) y 45 (Gst = 0,288). Esta distribucion de la
diferenciacion genética detectada entre y dentro de regiones también se

puede apreciar en la figura 21.
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Figura 21. - Distribucion de las estimas de Gsr
entre y dentro de las regiones atlantica
mediterranea para 38 loci analizados mediante 2-
DE.

En la tabla 14 se comparan las distribuciones de Gsr por locus de
poblaciones de mejillén de la Peninsula Ibérica obtenidas en este trabajo
para 38 loci de 2-DE con las obtenidas para 13 loci alozimicos (Quesada,
1992; Quesada et al.,, 1995a). Se puede observar que el grado de
diferenciacion detectado mediante 2-DE casi triplica en la mayor parte de
los casos el detectado mediante alozimas. No obstante, la distribucion de
la diferenciaciébn genética detectada mediante ambos marcadores es

similar. Asi, los valores de Gst medio para todas las poblaciones obtenidos
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mediante analisis de marcadores de 2-DE (0,063) y mediante el andlisis de
alozimas (0,023), son mas altos que los obtenidos para las poblaciones de
la region atlantica (2-DE: 0,013; alozimas : 0,007) y poblaciones de la
region mediterranea (2-DE : 0,028; alozimas : 0,007) por separado. La
mayor parte de esta diferenciacion (un 68,25% en el caso de marcadores
de 2-DE y un 69,57% en el caso de alozimas) corresponde al componente
de diferenciacién entre regiones (0,043 en el estudio de 2-DE y 0,016 en el
de alozimas). El resto de la diferenciacion corresponde al componente

dentro de regiones.

Tabla 14.- Medias y varianzas de las distribuciones de Gsr para
38 marcadores de 2-DE y 13 marcadores alozimicos (datos de
Quesada, 1992). También se indican los valores del estadistico k
de Lewontin y Krakauer (1973).

Todas las  Entre Dentro  Atlantico Mediterraneo
poblacione: regiones regiones

2-DE (este estudio)

n 8 2 4 4 4
Gqr 0.063 0.043 0.020 0.013 0.028
& (x10%) 85.361  74.241 2275 0.992 8.548
Sz/(gszr 2.151 4.015 0.569 0.587 1.090
k 15.055 4.015 1.706 1.761 3.271

ALOZIMAS (Quesada, 1992)

n 21 2 10.5 13 8
GST 0.023 0.016 0.007 0.007 0.007
& (x10% 10.399 9.883 0.058 0.056 0.161
52/§S2r 1.966 3.861 0.118 0.114 0.329
k 39.316 3.861 1.125 1.371 2.300
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Lewontin y Krakauer (1973) propusieron que, bajo un modelo de

. k.F2 ) . .
evolucion neutral, s2 :ﬁ, donde s” es la varianza de las estimas de

n-1
Fsr para los diferentes loci, k es una constante dependiente de la
distribucion de las frecuencias alélicas en las distintas subpoblaciones
cuyo valor para loci neutrales en los que sélo actia la deriva ha de ser
menor o igual a 2 y F es el valor medio de Fsr. Aunque el test de
Lewontin y Krakauer no es valido para testar seleccion, (Robertson, 1975a,
b; Nei y Maruyama, 1975; Nei y Chakravarti, 1977; Nei et al., 1977) es un
test heuristico util para comprobar la existencia de efectos especificos de
locus (seleccién y/o mutacion). Baer (1999) utilizo el estadistico k para
detectar efectos especificos de locus en datos publicados de poblaciones
de peces con diferentes grados de restriccion del flujo génico (segun
consideraciones a priori de indole geogréfica y biolégica), teniendo en
cuenta que estos efectos, y por tanto el valor de k, serdn mayores en
poblaciones con bajos valores de flujo génico. En la tabla 14, se presenta
el valor del estadistico k de Lewontin y Krakauer junto con otras
caracteristicas de la distribucién de Gsr por locus para 38 loci polimorficos
analizados mediante 2-DE y para 13 loci alozimicos (valores calculados a
partir de los datos de Quesada, 1992). El valor de k entre las regiones
atlantica y mediterranea es superior a 2 (2-DE: 4,015; alozimas: 3,861),
siendo la media de ambos valores 3,938 + 0,077. En cambio, el valor de k
dentro de dichas regiones es inferior a 2 en ambos estudios (2-DE: 1,706;
alozimas: 1,125), siendo su valor medio 1,416 = 0,291. Esta mayor
heterogeneidad en los valores de Gsr por locus entre las dos regiones en

relacion a la heterogeneidad dentro de cada regién ha de ser debida a
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efectos especificos de locus, tales como la seleccién y/o mutacion, mas
fuertes entre regiones que dentro de regiones y podria estar indicando
indirectamente la existencia de una mayor restriccion al flujo génico entre
ambas regiones que dentro de cada una de ellas.

También se observa que los loci que mostraron una desviacion
promedio de las proporciones Hardy-Weinberg entre todas las poblaciones
mas acusada (que siempre eran de signo positivo, indicando por tanto un
defecto de heterozigotos) coinciden con algunos de los loci en los que se
detectd un grado de diferenciacion significativo (locus 17, 33, 35 y 47).
Parece existir por tanto una correlacion entre los valores de Fis y los
valores de Fsr al menos en algunos loci. Por este motivo, y con el fin de
profundizar un poco mas en el estudio de las fuerzas que provocan dicha
diferenciacién, se analizaron las correlaciones de rango t de Kendall y p de
Spearman entre los valores de Gsr y los valores de fr obtenidos en este
estudio para el total de las poblaciones analizadas, para las poblaciones de
la regidn atlantica y para las de la region mediterranea. Los resultados se
pueden observar en la tabla 15 y muestran una correlacion positiva y
estadisticamente significativa en el total de las poblaciones analizadas (1 =
0,118, P<0,01; p = 0,161, P = 0,01) y en las poblaciones de la regién
mediterrdnea (1t = 0,167, P<0,01; p = 0,245, P<0,01) mientras que la
correlacion en las poblaciones de la region atlantica, donde el grado de
diferenciacion detectado es muy bajo, no es significativa (t = 0,013,
P>0,05; p = 0,019, P>0,05). Este efecto se puede observar graficamente
en la figura 22, donde se representa la asociaciéon entre las estimas de fr y
las estimas de Gst en el total de las poblaciones, en las poblaciones de la

region atlantica y en las de la regién mediterranea.
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Tabla 15.- Correlaciones de rango T de Kendall y p de Spearman y su significacion
(entre paréntesis) entre los valores de Gsr y fr estimados para cada locus en el total
de las poblaciones estudiadas, en las poblaciones del Atlantico y en las poblaciones
del Mediterrdneo a partir de marcadores de 2-DE y marcadores alozimicos (calculadas
a partir de los datos de Quesada, 1992). También se indica el nUmero de pares de

valores (N) analizados.

2-DE ALOZIMAS
Total N Area N Area N Total N Area N Area N
atlantica. mediterr. atlantica mediterr.
GsrVvs. fr T 0.118 304 0.013 152 0.167 152 0.151 273 -0.004 156 0.120 117
(0.006) (0.826) (0.007) (0.001) (0.952) (0.088)
p 0.161 304 0.019 152 0.245 152 0.204 273 -0.005 156 0.167 117
(0.010) (0.829) (0.006) (0.001) (0.950) (0.088)
Gsrvs|fr| T 0.215 304 -0.066 152 0.095 152 0.063 273 0.032 156 0.076 117
(0.000) (0.275) (0.122) (0.182) (0.607) (0.284)
P 0.313 304 -0.107 152 0.141 152 0.089 273 0.040 156 0.103 117
(0.000) (0.228) (0.117) (0.167) (0.642) (0.293)

Se confirma por tanto, que los loci que presentan valores de fr

elevados (y por tanto desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg con
defectos de heterozigotos) contribuyen en mayor medida al grado de
diferenciacion entre regiones. Esto puede ser debido a efectos de mezcla
de poblaciones (efecto Wahlund) o bien a otros factores tales como la
selecciéon. Si ocurre un efecto de mezcla de poblaciones, los loci mas
diferenciados (con Gst mas elevados) son los que mas contribuyen a
generar un defecto de heterozigotos (valores de Fis positivos). La
diferenciacion provocada por seleccion puede causar defectos de
heterozigotos en unos loci y excesos de heterozigotos en otros (valores de

Fs positivos 0 negativos). Por tanto, la comparacion entre la correlacién de
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los valores de Fis y Gsr Yy la correlacion entre los valores absolutos de Fis y
los valores de Gsr puede ser una herramienta util para diferenciar entre
ambos procesos. Si la principal causante de la diferenciacion es la
seleccion, ha de observarse un incremento de la correlacion al considerar
los valores absolutos de Fis. Como se puede observar en la tabla 15, al
considerar el total de las poblaciones analizadas, la correlaciéon entre los
valores de fr y Gst aumenta si se consideran los valores absolutos de fr en
el caso de los datos de 2-DE (t = 0.215, P<0.001; p = 0.313, P<0.001),
pero en el caso de alozimas desciende, dejando de ser significativa (t =
0.063, P>0.05; p = 0.089, P>0.05). En las poblaciones de la region
atlantica tanto para los datos de 2-DE como para los de alozimas, la
correlacion se incrementa al considerar los valores de fr absolutos, aunque
no llega a ser significativa en ningun caso. En las poblaciones de la regién
mediterrdnea, la correlacién desciende en ambos casos al considerar los
valores absolutos de fr alejandose de la significacion. Estos efectos se
pueden observar graficamente comparando las figuras 22 y 23 para los
datos de 2-DE y 24 y 25 para los datos de alozimas, donde se muestran
las distribuciones de las estimas de f; y [t respectivamente, en relacion a
las estimas de Gsr. Parece claro que pueden estar actuando varios
agentes evolutivos (seleccion y efecto Wahlund) en las poblaciones

estudiadas.
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Para profundizar en el andlisis de los mismos, se ha realizado un
andlisis pormenorizado de estas correlaciones recurriendo en esta ocasion
a los loci multialélicos y considerando tan solo los alelos frecuentes. En la
tabla 16 se muestran los resultados de este andlisis en el que se ha
estudiado la correlacion de los valores de Gsr por alelo en cada locus con
los valores correspondientes de f; y f;Casi como con los valores de f; y
[f;0 medios para cada locus. En el locus 7 existe una correlacion positiva y
significativa entre los valores de Gsr por alelo y los valores tanto de fj,
como de f; medio. Esta correlacion baja y se convierte en no significativa al
considerar los valores absolutos de f; y f; medio, lo cual podria estar
indicando la existencia de un efecto de mezcla de poblaciones (efecto
Wabhlund). En el locus 8 se observa un patrén similar aunque en ningun
caso las correlaciones llegan a ser estadisticamente significativas. En los
locus 16 y 88 las correlaciones aumentan al considerar los valores
absolutos de los f; individuales pero disminuyen al con los valores
absolutos de los f; medios, mientras que en los loci 39 y 127 aumentan al
considerar los valores absolutos de los f; individuales pero permanecen
iguales con los valores absolutos de los f; medios. Por ultimo, en los loci 33
y 50, se puede observar en ambos casos (con los valores individuales y
con los valores medios de f;) un aumento de las correlaciones al considerar
los valores absolutos de las estimas de f; respecto a las estimas de f; con
signo, lo cual podria estar indicando la actuacion de la selecciéon natural

sobre estos loci.
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3.6.- FLUJO GENICO

Se ha estimado el nimero medio de individuos migrantes por
generacion (Nm) a fin de determinar la importancia relativa del flujo génico
sobre la diferenciacion de las poblaciones. Se emple6 la conocida
expresion de Wright (1951) para un modelo de isla en equilibrio

Fst = 1/(1+4Nm)

Para que un estimador del promedio de Nm sea Uutil, deberia ser insensible
factores como la tasa de mutacion y la intensidad de la seleccion. Slatkin y
Barton (1989) demostraron que este procedimiento se encuentra poco
afectado por la seleccién, mutacién o la variacion en la estructura de las
poblaciones. Se ha utilizado como estimador de Fsy el valor del estadistico
Gst Yy cuando se disponia de él, también el de 6. Los resultados obtenidos
con ambos estimadores son muy similares, tal como puede observarse en
la tabla 17.

Tabla 17.- Estimas de Nm calculadas a partir de los valores globales de Gsry 0
para el area total, las regiones atlantica y mediterranea, dentro y entre dichas
regiones segun la formula de Wright Fst = 1/(1+4Nm).

2-DE Alozimas

Gst Nm 5] Nm Gst Nm
Area total 0,099 2,275 0,096 2,354 0,029 8,371
Entre regiones 0,075 3,083 0,022 11,114
Dentro de regiones 0,024 10,167 0,007 35,464
Atlantico 0,012 20,583 -0,002 - 0,0065 38,212
Mediterraneo 0,039 6,160 0,028 8,679 0,007 35,464
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Aunque dichos valores se encuentran reflejados en la tabla, en el texto,
para una mayor claridad, vamos a referirnos tan solo a las estimas
realizadas a partir de los valores de Gsr. En el &rea total el valor de Nm es
muy bajo (2,275), mientras que al considerar ambas regiones por
separado, se obtienen estimas de Nm claramente superiores (20,583 en la
region atlantica y 6,160 en la regiéon mediterrdnea). La magnitud de Nm
entre ambas regiones (3,083) también es inferior a la estimada dentro de
regiones (10,167). Estos resultados podrian ser indicativos de la existencia
de una restriccion al flujo génico entre ambas regiones. Las estimas de Nm
para los datos de alozimas de Quesada (1992) muestran un patron muy
similar aunque detectan un mayor grado de migracion tanto al considerar el
total de las poblaciones (8,371) como entre regiones (11,114), dentro de
regiones (35,464) y en cada region por separado (38,212 en la regién
atlantica y 35,464 en la region mediterranea). Otra diferencia destacable es
gue mientras con los datos de 2-DE, parece existir mucha menos
migracion en la region mediterrdnea que en la region atlantica, con los

datos de alozimas, la migracién parece ser muy similar en ambas zonas.

La regresion lineal del logi, de M (M =1/4(1/Gg; -1)) sobre el

logaritmo de la distancia geografica para pares de poblaciones (véase
tabla 18) permiten detectar la existencia de aislamiento por distancia en el
area estudiada (Slatkin, 1993). Cuando se consideran todas las
combinaciones de poblaciones de la Peninsula Ibérica analizadas, la
pendiente de la regresidon es negativa y estadisticamente significativa tanto
en los datos de 2-DE (-0,450; P<0,05) como con los datos de alozimas
(-0,757 P<0,001). Esto parece indicar la existencia de aislamiento por

distancia entre las poblaciones de meijillon de la Peninsula Ibérica. Sin
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embargo, al observar las rectas de regresion (figuras 26 y 27) se puede ver
un elevado grado de dispersion entre los valores representados, debido a
la existencia de una heterogeneidad asociada a dos grupos de datos con

valores de flujo bastante diferentes.

Tabla 18.- Analisis de aislamiento por distancia en
poblaciones de mejillon de la Peninsula Ibérica
mediante la regresion del log;o de M sobre el log,, de
la distancia segun la ecuacion log;o M= a + b log,o d.
Entre paréntesis se indica la significacion estadistica

de b.
n a b r? Nm
2-DE
Area total 8 2,118 -0,450 0,165 -
(0,032)
Atlantico 4 1,960 -0,162 0,538 91,201
(0,097)
Mediterraneo 4 1,186 -0,072 0,021 15,346
(0,783)
ALOZIMAS
Area total 21 3,649 -0,757 0,546 -
(0,000)
Atlantico 13 2,114 -0,096 0,098 130,017
(0,005)

Mediterraneo 8 1,968 -0,068 0,008 92,897
(0,641)
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Figura 26. - Rectas de regresion correspondientes al
andlisis de aislamiento por distancia en poblaciones
de mejillén de la Peninsula Ibérica mediante 38
marcadores de 2-DE.
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de mejillén de la Peninsula Ibérica mediante 13
marcadores de alozimas.
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En cambio, al considerar por separado las poblaciones de ambas
regiones, la pendiente es mucho méas baja (véanse figuras 26 y 27), no
encontrandose una regresion significativa ni en la region atlantica (2-DE: -
0,162 P>0,05; alozimas: -0,096 P = 0,05) ni en la regiébn mediterranea (2-
DE: —0,072 P>0,05; alozimas: —0,068 P>0,05). El grado de aislamiento por
distancia entre las poblaciones de la region atlantica y entre las
poblaciones de la region mediterrdnea es por tanto muy pequefio. Este
hecho indica que la regresion estadisticamente significativa que se obtiene
al considerar todas las poblaciones de la Peninsula Ibérica analizadas en
conjunto, no se debe al aislamiento por distancia sino a la existencia de
una barrera o restriccion al flujo génico entre las poblaciones de ambas
regiones.

Las estimas de Nm por unidad de distancia (Km) obtenidas tanto en
el estudio de 2-DE como en el de alozimas son elevadas, tal y como cabe
esperar de un organismo que posee una fase larvaria pelégica, durante la
cual puede recorrer grandes distancias a merced de las corrientes marinas.
Estas estimas se mostraron superiores en la region atlantica (2-DE:
91,201; alozimas: 130,017) que en la region mediterranea (2-DE: 15,346;
alozimas: 92,897), indicando un grado de migracién mas elevado en esta

Zona.

3.7.- DESEQUILIBRIO GAMETICO

El conocimiento de la existencia de desequilibrio gamético entre

pares de loci provee de informacién muy util acerca de la historia de una
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poblacién y de las fuerzas evolutivas que actlian sobre esos loci. La deriva
genética, la seleccibn o la mezcla de poblaciones pueden provocar
asociaciones no al azar entre genotipos de diferentes loci. Se testo la
existencia de dicha asociacion mediante el test exacto de Fisher. Este test
computa mediante el método de cadena de Markov estimas insesgadas de
las probabilidades exactas de la asociacion no al azar para todas las tablas
de contingencia correspondientes a cada par de loci en cada poblacion. Se
analizd6 cada poblacion por separado para evitar distorsiones provocadas
por efecto Wahlund. Las probabilidades obtenidas para cada par de loci en
las ocho poblaciones analizadas se combinaron para obtener una Unica
estima de probabilidad para cada par de loci mediante el método de
combinacion de probabilidades de Fisher (Fisher, 1950; Sokal y Rohlf,
1995). Los célculos se realizaron con la ayuda del programa GENEPOP.
En la tabla 19 se muestran los 16 pares de loci en los que se detectd un
valor de probabilidad del test de combinacibn de probabilidades
estadisticamente significativo. Se indican las probabilidades del test exacto
de Fisher para cada par de locus en cada poblacion analizada y el valor del
test de combinacién de probabilidades. Muchos de los loci que integran
estos pares coinciden con loci en los cuales se ha detectado a lo largo de
este estudio un grado de diferenciacion elevado. Estos pares de loci se
analizaron con mayor detalle mediante el estadistico D” cuyos valores se
muestran en la tabla 20 (calculados s6lo para aquellos casos en donde no
se detectdé una desviacion significativa del equilibrio Hardy-Weinberg en
ninguno de los dos locus que componen el par). La magnitud del
desequilibrio gamético detectado en el total de las poblaciones analizadas

es elevada (D'= 0,556 + 0,061) y también lo es considerando sélo las
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poblaciones del Atlantico (D’= 0,542 + 0,071) y solo las poblaciones del
Mediterraneo (D'= 0,533 + 0,057), mostrando en todos los casos valores
muy similares.

El 77,4% de los desequilibrios significativos detectados es debido a
alelos frecuentes y sélo el 22,6% a alelos raros. Los valores de D’ij para
los alelos frecuentes de estos pares de loci se muestran en la tabla 21. El
estudio de los desequilibrios gaméticos interalélicos permite un analisis
detallado de las asociaciones no aleatorias, ya que proporciona
informacion sobre las asociaciones existentes entre todos los posibles
pares de alelos de cada par de loci. Los valores de D’ij se distribuyen a lo
largo de todo el rango de D’ (-1 a 1), no observandose diferencias
mediante el test U de Mann-Whitney entre los correspondientes a las

regiones atlantica y mediterranea.
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Proteins embody the active life of cells, while nucleic acids represents only plans: There
is more to paella than the recipe, more to Bach than ink on paper, and more to a society
than its code of laws”.

Anderson y Anderson, 1998

DISCUSION

“La problemdtica de la genética de poblaciones es la descripcion y explicacion de la
variacion genética dentro y entre poblaciones”.
Ttheodosius DobzhansKy

Todo lo que existe en el universo es fruto del azar y la necesidad.
Demdcrito de Abdera




1.- DIFERENCIAS EN LOS NIVELES DE EXPRESION PROTEICA
ENTRE MEJILLONES DE CULTIVO Y MEJILLONES DEL INTERM AREAL

Se empled la técnica de electroforesis bidimensional con anfolitos
(técnica clasica) para el estudio de las diferencias en los niveles de
expresion proteica entre mejillones cultivados en bateas y mejillones del
intermareal. El pie de mejillon, ademas de ser el tejido con el que se
obtienen los patrones proteicos bidimensionales de mayor calidad, no se
encuentra sujeto a cambios estacionales (como el manto con el ciclo
gonadal) ni a contaminantes externos (como la branquia) por lo cual se
consideré apropiado para este estudio. Debido a que los procesos de
extraccion proteica, congelado y descongelado de las muestras, tincion de
los geles etc. pueden influir en los resultados (Dunn, 1987; Klose & Kobalz,
1995), se realizd previamente un analisis de reproducibilidad cuantitativa.
Los resultados de este andlisis muestran que la técnica es reproducible y
fiable para llevar a cabo estudios comparativos. Otros autores aplicaron
este mismo analisis en otras especies y obtuvieron resultados similares
(Higginbotham et al., 1991; Heinke et al., 1998; Tsuji et al., 1999; Vasseur
et al., 1999).

La técnica de electroforesis bidimensional ha permitido separar en
un solo gel un promedio de 750 “spots” proteicos reproducibles. Gracias a
la elevada sensibilidad de esta técnica, se han podido detectar diferencias
en los niveles de expresiéon entre mejillones de cultivo y mejillones del
intermareal en aproximadamente la mitad de los “spots” analizados (45 de
92). Encontrar diferencias en los niveles de expresion entre ambas

poblaciones es previsible si se tienen en cuenta las condiciones ecoldgicas
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tan dispares de las que ambas provienen. Los mejillones del intermareal
viven en un ambiente estresante con cambios permanentes y ciclicos en la
temperatura, exposicion al aire, disponibilidad de alimento, etc., los
cultivados en bateas crecen en cambio en un ambiente mucho mas
estable. Los mejillones se adaptan a ambos ambientes alterando su
comportamiento fisioldgico, de manera que los mejillones de cultivo poseen
una mayor capacidad excretora de amonio y una eficiencia de absorcién
de alimentos también mayor que los mejillones del intermareal (Labarta et
al., 1997). Por lo tanto, se espera que existan entre ambos diferencias en
la expresion proteica, fruto de estas diferentes adaptaciones fisiolégicas.
Sin embargo, lo que resulta sorprendente es el elevado numero de
proteinas que presentan cambios en sus niveles de expresion. Esto
demuestra el enorme potencial y sensibilidad de una aproximacion de
indole protedbmico, ya que estos cambios no podrian detectarse mediante
un analisis exclusivamente genémico.

3 de los 6 “spots” proteicos que presentan mayores diferencias en
los niveles de expresién entre mejillones de cultivo y mejillones del
intermareal han sido identificados mediante espectrometria de masas
(Lépez et al., 2001), resultando ser actina (“spot” 80), miosina (“spot” 20) y
Hsp70 (“spot” 8). Los niveles de proteinas citoesqueléticas (actina y
miosina), superiores en mejillones de cultivo que en mejillones del
intermareal son dificiles de explicar. En cambio, los niveles de Hsp70
(Heat-shock protein 70), mas elevados en los mejillones del intermareal
pueden ocurrir como respuesta a los cambios bruscos de temperatura a los
gue se ven sometidos estos individuos durante la marea baja. Tanto la

fisiologia como la distribucién de los organismos intermareales estan muy
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influenciados por distintos tipos de estrés fisico. Temperatura, radiacion
ultravioleta y desecacion en condiciones de bajamar se suelen considerar
los més importantes. Dichos factores ejercen su impacto sobre el
metabolismo celular y la capacidad del organismo de adaptarse
rapidamente a condiciones ambientales alteradas establece sus limites de
distribucion mareal. Aunque dichas adaptaciones suelen ser de naturaleza
metabdlica o por cambios en el comportamiento, otro mecanismo
importante es el ajuste de la expresion génica en respuesta a un cambio
ambiental. Se ha demostrado de forma general el papel de la familia de
proteinas Hsp70 (proteinas de estrés) en las respuestas al estrés térmico
(Hofman y Somero 1996; Feder y Hofman, 1999; Buckley et al., 2001). Las
condiciones de estrés fisico pueden ocasionar dafios importantes en las
estructuras celulares y en las proteinas. Uno de los mecanismos mas
utilizados por la célula para paliar estos efectos es incrementar la
expresion de proteinas de estrés (Hsps) presentes en practicamente todos
los organismos (Feder y Hofmann, 1999). Estas proteinas se clasifican en
7 familias atendiendo Unicamente a su peso molecular, que varia entre 10
y 110 kDa. Sus funciones son numerosas y muchas de ellas todavia se
desconocen pero la mas importante es su actividad como chaperona.
Cumple esta funcibn uniéndose a las proteinas parcialmente
desnaturalizadas y ayudando a su correcto plegamiento tridimensional,
disociando agregados proteicos, contribuyendo a la sefalizacion de
proteinas dafiadas irreversiblemente para su degradacién y cooperando en
el transporte de los polipéptidos recién sintetizados a sus organulos de
destino (Sarto et al., 2000; Buckley et al., 2001).
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Los niveles de Hsp70 en especies del género Mytilus se han
analizado en numerosos estudios ecoldgicos de niveles de polucion,
empledndose como indices bioquimicos de dafio celular provocado por la
temperatura y también para estudiar la adaptacion al ambiente y tolerancia
a la temperatura (Hofman y Somero, 1996; Roberts et al., 1997; Chapple et
al., 1998).

2.- LA VARIABILIDAD GENETICA DE LAS POBLACIONES DE
MEJILLON DETECTADA MEDIANTE ELECTROFORESIS BIDIMENS IONAL

Se ha medido el grado de variabilidad genética de loci que codifican
proteinas abundantes de Mytilus galloprovincialis utilizando la técnica de
electroforesis bidimensional de alta resolucion con anfolitos (técnica
clasica). De los 1.200 polipéptidos de pie de mejillon separados en el gel,
se seleccionaron de forma insesgada 86 para llevar a cabo el que, para
nuestro conocimiento es el primer andlisis de variabilidad que se realiza en
mejillon haciendo uso de la técnica de electroforesis bidimensional. Se
detectd variabilidad genética en 32 (37,2%) de ellos en la poblacién de
Ribadeo, obteniéndose un valor de heterozigosis media de 0,101 + 0,018.
En la poblacién cultivada en Vilagarcia se encontraron resultados
similares, detectandose 26 (30,2%) loci polimoérficos y una heterozigosis
media de 0,114 £ 0,021. Ambas son las estimas de heterozigosis media
mas elevadas que se han detectado hasta la fecha en poblaciones
animales mediante electroforesis bidimensional (tabla 4). Son del orden de

5 a 7 veces superiores a las estimadas en estudios anteriores para
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Drosophila (el promedio de estimas procedentes de diversos estudios
ponderado por el nimero de loci estudiados en cada uno de ellos es 0,021
y 0,023 para D. melanogaster y D. simulans, respectivamente), ratén
(0,020), guepardo (0,013) y hombre (promedio ponderado de estudios en
diversos tejidos 0,017). Estos datos muestran claramente la necesidad de
extender los andlisis de variabilidad genética mediante 2-DE a un mayor
namero de especies, para poder obtener una visibn mas amplia de la
variabilidad genética de las proteinas abundantes en las poblaciones
naturales.

Cuando se comparan las estimas de heterozigosis obtenidas en
diferentes especies animales mediante 2-DE con las obtenidas mediante
electroforesis de alozimas (1-DE), hay dos aspectos que llaman la atencién
(tabla 4). Por una parte, aunque los datos de 2-DE disponibles todavia son
escasos, se observa en ellos que el rango de variacién de las estimas de
heterozigosis media para diferentes especies es mucho menor que el
encontrado en los datos alozimicos. En mamiferos, por ejemplo, las
estimas de heterozigosis varian entre 0 y 22% en 321 especies revisadas
por Makarieva (2001). Se ha demostrado que estas variaciones se pueden
explicar fundamentalmente por diferencias en el nimero de loci estudiados
(Makarieva, 2001). Desde esta perspectiva, el mayor namero de loci
analizados en los estudios de 2-DE podria ser una de las razones por las
cuales se detecta en ellos un menor grado de variacién de las estimas de
heterozigosis en diferentes especies. Por otra parte, aunque el grado de
variabilidad genética detectado mediante 2-DE es en general menor que el
detectado mediante 1-DE, las especies que muestran un mayor grado de

variabilidad genética segun los estudios de 1-DE también son mas
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variables segun los analisis de 2-DE (véase tabla 4). De hecho, existe una
correlacion estadisticamente significativa (r = 0,838, g.l. 4, P<0,05) entre
las estimas de heterozigosis obtenidas mediante ambas técnicas en las
especies incluidas en la tabla 4.

Se han propuesto dos explicaciones para este hecho, no
excluyentes mutuamente (Edwards y Hopkinson, 1980; Aquadro y Avise,
1981; Wanner et al., 1982; Mc Lellan et al., 1983; De Vienne et al., 1996).
Para algunos, el tipo de proteinas analizadas en los geles bidimensionales
es intrinsecamente menos variable que las enzimas solubles analizadas en
los estudios de 1-DE. Un hecho bien documentado es que la heterozigosis,
el nimero de alelos y el grado de polimorfismo pueden tener cierta
correlacion con las caracteristicas funcionales y estructurales de las
proteinas. El grado de variabilidad de una proteina puede depender de un
gran numero de factores diferentes, tales como la agregacion de
subunidades (Harris et al., 1977), el tamafo de las subunidades (Koehn y
Eanes, 1978), la abundancia relativa de la proteina (Singh y Coulthard,
1982; Edwards y Hopkinson, 1980), la integracion en membranas o
estructuras quinarias (Klose y Feller, 1981; Mc Conkey, 1982), la
localizacién subcelular (Jungblut y Klose, 1985) y, en el caso de los
enzimas, el origen del sustrato (Gillespie y Kojima., 1968), la implicacién
directa en el metabolismo de la glucosa (Kojima et al., 1970) y el hecho de
gue tengan o no funcion reguladora (Johnson, 1974). En la electroforesis
bidimensional, se analizan proteinas desnaturalizadas y se emplea un
método de tincién inespecifico para visualizarlas por lo que se puede
analizar una gran cantidad de proteinas abundantes (solubles o

insolubles), entre las cuales normalmente no se detectardn muchas

166



enzimas, debido a las concentraciones tan bajas a las que éstas suelen
encontrarse en las células (Racine y Langley, 1980; Leigh Brown y
Langley, 1979). Muchas de esas proteinas abundantes forman parte
probablemente de componentes estructurales de la célula y las
interacciones que establecen con otras moléculas hacen que el nimero de
mutaciones que pueden tener sea limitado (Mc Conkey, 1982). Esto es
debido a que muchas de las mutaciones que pueden ocurrir en los loci que
codifican esas proteinas, son probablemente letales, ya que las proteinas
defectuosas que producen inactivarian toda la estructura. Esta idea se ve
apoyada por varios estudios, entre los cuales destacan, por una parte el
realizado por Klose y Feller (1981) en el que se empleé la técnica de 2-DE
para analizar el grado de variabilidad genética en ratdn, no hallandose
variabilidad alguna en las proteinas de membrana pero si en las proteinas
procedentes del citosol. Por otro lado, Singh y Coulthard (1982)
demostraron en estudios realizados en Drosophila que las proteinas
abundantes solubles (que no se encuentran formando parte de estructuras
celulares) también tienen una grado de variabilidad menor que los
enzimas. Para otros, el menor grado de variabilidad genética detectado en
los estudios de 2-DE con respecto a los estudios de 1-DE se debe a que la
técnica de 2-DE no es capaz de separar muchas variantes que si se
detectan mediante la electroforesis convencional (1-DE), porque las
proteinas que se analizan se encuentran desnaturalizadas, no pudiéndose
detectar diferencias conformacionales. En 1982, Wanner et al., testaron la
capacidad de la 2-DE para separar variantes alélicas de 5 loci previamente
analizados mediante 1-DE. Se detectaron mediante electroforesis

bidimensional mas del 90% (16 de 17) de las variantes alélicas
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previamente detectadas mediante 1-DE. La Unica variante alélica que la 2-
DE no fue capaz de separar, era una variante conformacional. Analisis de
secuencias de DNA de diferentes clases electroforéticas de varios loci
enziméticos (Adh, Gpdh, Sod, Est-5, Est-6 y Xdh) en Drosophila
confirmaron que la mayor parte de las diferencias en movilidad proteica
detectadas por la electroforesis convencional (75-100%) son debidas a
cambios en la carga neta de la proteina (Riley et al., 1992; Veuille y King,
1995; Barbadilla et al., 1996). Por tanto, las grandes reducciones en los
niveles de variabilidad genética detectados por la electroforesis
bidimensional respecto a los detectados por la electroforesis convencional,
gue varian entre 58 (Mytilus galloprovincialis) y 85,2% (hombre) segun los
datos de la tabla 4, no pueden ser atribuidos a cambios conformacionales
no detectables mediante 2-DE. Esto sugiere que la causa mas probable es
que el tipo de proteinas analizables mediante 2-DE sea intrinsecamente
menos variable que las analizables mediante 1-DE. Podria decirse que los
estudios de 2-DE permiten obtener una visibn mas global de la variabilidad
existente a lo largo del genoma (Aquadro y Avise, 1981). Esto no quiere
decir que las proteinas que analiza esta técnica constituyan una muestra
insesgada a la hora de analizar la variabilidad genética. El sesgo existe y
estd ocasionado en gran medida porque se analizan proteinas que se
encuentran dentro de un rango determinado de pH y peso molecular, y
porque sélo se analizan las proteinas abundantes de la célula.

De los 406 pares de loci analizados para detectar desequilibrio
gamético en la poblacion de Ribadeo, 92 mostraron asociaciones
estadisticamente significativas. Se trata de una proporcion bastante

elevada (22,7%) teniendo en cuenta que el tamafio de muestra estudiado
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no es muy grande (2N = 60) y que la potencia estadistica de los tests
empleados para detectar desequilibrio gamético es baja cuando las
frecuencias alélicas son extremas o el desequilibrio no es relativamente
intenso (Brown, 1975; Zapata y Alvarez, 1992).

A partir de los andlisis realizados se puede extraer ademas
informacion de ligamiento fisico entre algunos loci proteicos. Se han
detectado grupos de loci en los que todos los pares presentan desequilibrio
estadisticamente significativo (tablas 6 y 7). En algunos casos, el
desequilibrio estadisticamente significativo se encuentra asociado a alelos
raros y probablemente se trata de un desequilibrio surgido recientemente y
no a ligamiento fisico entre dos loci, ya que lo mas probable es que los
alelos raros hayan surgido de manera reciente en la poblacion mediante la
introduccion de nuevas mutaciones. Son mas interesantes aquellos casos
en los que el desequilibrio estadisticamente significativo se encuentra
asociado a los alelos més frecuentes, ya que se espera que éstos sean
alelos antiguos de la poblacion. Aunque existen varios agentes evolutivos
gue pueden provocar asociaciones entre alelos de diferentes loci, se
espera que el desequilibrio gamético decaiga a lo largo de las
generaciones de forma mas lenta cuanto mas fuerte sea el ligamiento
fisico, lo cual permite inferir ligamiento fisico a partir de desequilibrio
gamético (Jorde, 1995; Kaplan et al., 1995; Weir 1996; Wu y Zeng, 2001).
En base a esto, se han detectado un grupo de 4 loci (58, 76, 79 y 80, tabla
7) y varios grupos de 3 loci (39, 79 y 80, tabla 6 etc.) en donde se
encuentra un grado de asociacion estadisticamente significativo entre
todos los pares de alelos frecuentes. Es muy posible que exista ligamiento

fisico entre los loci proteicos que forman parte de dichos grupos. El
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conocimiento previo de grupos de loci proteicos entre los que existe
ligamiento fisico provee de una informacibn muy atil a la hora de
seleccionar familias informativas para el andlisis tradicional de ligamiento
(Weir, 1996). Hasta la fecha, la informacién disponible acerca de
ligamiento en marcadores genéticos en mejillones marinos es muy escasa
(Beaumont, 1994), de manera que las investigaciones en este campo

seran de gran interés.

3.- DIFERENCIACION GENETICA DE LAS POBLACIONES DE
MEJILLON DE LA PENINSULA IBERICA Y EL FRENTE OCEANO GRAFICO
ALMERIA - ORAN.

Todavia més que en el caso del analisis de la variabilidad genética
intrapoblacional, el uso de marcadores de 2-DE en los estudios de
diferenciacién genética entre poblaciones ha estado muy restringido. La
complejidad de la técnica, la falta de reproducibilidad entre laboratorios
(debido al uso de anfolitos formadores del gradiente en la primera
dimensién) y el reducido nivel de variabilidad genética detectado por este
tipo de marcadores han sido las principales causas. Los dos primeros
inconvenientes se han superado con el desarrollo de la tecnologia que
emplea IPGs como agentes formadores de gradiente en la primera
dimensién. En cuanto al reducido nivel de variabilidad que es capaz de
detectar, ya se discutié en la seccion anterior la necesidad de extender los
analisis de variabilidad genética mediante 2-DE a un mayor nimero de
especies para poder obtener una visibn mas amplia de la variabilidad

genética de las proteinas abundantes en las poblaciones naturales. El
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grado de variabilidad intrapoblacional encontrado en este trabajo en
poblaciones del mejillon Mytilus galloprovincialis es el mas alto detectado
hasta la fecha en poblaciones animales mediante electroforesis
bidimensional. Ademds, el estudio de la estructura de poblaciones
naturales mediante este nuevo tipo de marcadores puede aportar
informacion adicional a la obtenida hasta la fecha mediante el andlisis de
marcadores de DNA y alozimas. Por todo ello, se ha considerado que este
tipo de marcadores son apropiados y podrian ser de gran utilidad para el
estudio de la diferenciacién genética de poblaciones de mejillon.

Se ha estudiado la diferenciacion genética existente entre
poblaciones naturales de mejillbn de la especie Mytilus galloprovincialis
para 38 loci de 2-DE (técnica de IPGs) a lo largo de la Peninsula Ibérica.
Para ello se analizaron 8 muestras procedentes de diferentes localidades
de la costa espafiola y portuguesa. Se detectd asi la existencia de un
cambio genético abrupto en el sureste de la Peninsula Ibérica coincidente
con el encontrado con anterioridad mediante marcadores alozimicos
(Sanjuan et al., 1994, 1997; Quesada et al., 1995a) y de DNA mitocondrial
(Quesada et al., 1995b; Sanjuan et al., 1996) en esta misma especie y que
aparece asociado geograficamente al frente oceanogréfico Almeria — Oran.

En los dendrogramas de relaciones filogenéticas obtenidos se
observa la existencia de dos grupos claramente diferenciados, uno que
agrupa a las poblaciones situadas al oeste de dicho frente oceanogréafico
(poblaciones de la region atlantica: Santander, Ribadeo, Sintra y Marbella)
y otro que agrupa a las poblaciones situadas al este del mismo
(poblaciones de la regibn mediterrdnea: Aguilas, Cullera, Valencia y

Vilanova i la Geltrd), observandose en ocasiones (arbol obtenido mediante
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el método NJ) una posicion ambigua para la poblacion de Aguilas. Cabe
destacar, que los valores de distancias genéticas obtenidos en este estudio
son mas elevados que los detectados por Quesada (1992) y Quesada et
al., (1995a) mediante el andlisis de marcadores alozimicos en poblaciones
de mejillon del mismo area, aunque ambos revelan un patron de relaciones
filogenéticas muy similar. Este resultado contrasta con los obtenidos
anteriormente por varios autores en estudios de diferentes especies, en los
que las distancias genéticas obtenidas mediante 2-DE eran siempre
inferiores a las obtenidas mediante 1-DE (Janczewski et al., 1990; O"Brien
et al., 1985; Goldman et al., 1989; O'Brien et al., 1987; Slattery et al
1994). Se asume que los loci alozimicos, que presentan un mayor numero
de alelos que los loci de 2-DE y un mayor grado de polimorfismo
produciran estimas méas precisas de distancias genéticas, especialmente
en poblaciones intimamente relacionadas. En cambio, en un estudio
reciente, Kalinowski (2002) demostr6 que se pueden obtener estimas de
igual precision analizando muchos loci con pocos alelos que analizando
pocos loci con muchos alelos. La precision de dicha estima depende del
namero total de alelos independientes que se analizan. El niumero de
alelos independientes analizados en este estudio es superior al analizado
por Quesada (1992) por lo cual no es de esperar que las estimas de
distancia obtenidas en él sean menos precisas que las de aquél. Aunque el
namero de individuos analizados por Quesada (1992) es superior al
analizado aqui, en un estudio de varianza de muestreo, Nei y
Roychoudhury (1974) concluyeron que para estimar tanto heterozigosis
como distancias genéticas, es preferible estudiar un mayor nimero de loci

gue un mayor nimero de individuos. Ademas, cuando la heterozigosis es
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elevada se hace preciso estudiar un mayor numero de individuos (Nei,
1978).

El grado de diferenciacion detectado entre las poblaciones de
mejillon de la Peninsula Ibérica es moderado (Gsr= 0,099; 6= 0,096) y
corresponde en su mayor parte a diferencias entre las poblaciones de la
region atlantica y las poblaciones de la region mediterranea (Gsr entre
regiones: 0,075). Sélo un pequefio porcentaje de la diferenciacion total
detectada es debida a la diferenciacion entre poblaciones de la misma
region (Gst= 0,024). A pesar del menor grado de variabilidad detectado por
la electroforesis bidimensional respecto a la electroforesis de alozimas, la
diferenciaciébn genética encontrada entre poblaciones de mejillon de la
Peninsula Ibérica en el presente estudio mediante el andlisis de
marcadores de 2-DE (Gsr= 0,099 en el area total y Gsr= 0,075 entre
regiones) es del orden de 3 veces superior a la detectada mediante
marcadores de alozimas (Gst= 0,029 en el area total y Gst= 0,022 entre
regiones; Quesada et al., 1995a). Todo ello sugiere que el analisis de este
nuevo tipo de marcadores puede ser de gran utilidad en el estudio de la
diferenciaciéon genética de las poblaciones de mejillon de la Peninsula
Ibérica.

Las poblaciones situadas antes y después de dicho frente
oceanografico (poblaciones de la regién atlantica y poblaciones de la
region mediterranea, respectivamente) se mostraron en general bastante
homogéneas genéticamente, tal y como indican los bajos valores de
distancias genéticas (poblaciones de la region atlantica: D media = 0,0000
+ 0,0000, Dy media = 0,0109 + 9 x 10", Dy media = 0,0000 + 0,0000;

poblaciones de la region mediterranea: D media = 0,0052 + 2 x 10, Da
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media = 0,0163 + 2 x 10", Dg media = 0,0316 + 2 x 107) y de Fsr
(poblaciones de la region atlantica: Gsr= 0,012; 6= -0,002; poblaciones de
la region mediterranea Gsr= 0,039; 6= 0,028). Dicha homogeneidad es
mayor entre las poblaciones de la region atlantica que entre las
poblaciones de la region mediterrdnea, posiblemente debido a que la
distribucion de las poblaciones de mejillén en el Atlantico es mas continua
y menos fragmentada que en el Mediterrdneo. Ademas, las caracteristicas
oceanograficas de la costa atlantica, donde ocurre una gran mezcla de
masas de agua (Bowden, 1975) promueven el intercambio larvario
evitando la diferenciacion entre las poblaciones de toda la costa de la
Peninsula Ibérica. Esta elevada homogeneidad afecta incluso a la
poblacién de Marbella, que se encuentra dentro del mar de Alboran, en
donde las condiciones ecolégicas son mas caracteristicas del océano
Atlantico que del mar Mediterrdneo (Estrada et al., 1985).

El grado de diferenciacion detectado es similar al encontrado en las
poblaciones ibéricas del molusco Sepia officinalis (Fst= 0,100), en las
cuales también se detecto la existencia de un cambio genético asociado al
frente oceanografico Almeria-Oran mediante el analisis de marcadores
alozimicos (Pérez-Losada et al.,, 1999; 2002) aunque en ese caso la
diferenciacién encontrada en las poblaciones de la region atlantica y en las
de la region mediterrdnea fue mayor (Fst region atlantica=0,063; Fsr region
mediterrdnea= 0,061). En vieira, se detectaron mediante el analisis de
marcadores alozimicos (Rios et al., 2002), niveles de diferenciacién muy
inferiores (Fst= 0,025 en el area total) que en un 63% son debidas a
diferencias entre ambas regiones. Las poblaciones situadas a ambos lados

del frente se mostraron también muy homogéneas (Fst= 0,009 en la regién
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atlantica y Fsr= 0,008 en la region mediterrdnea), pero a diferencia del
caso de mejillébn y sepia, corresponden a dos especies distintas, Pecten
jacobaeus en el Atlantico y Pecten maximus en el Mediterrdneo. También
se detectd un patron de diferenciacion asociado al frente Almeria — Oran
en poblaciones naturales de los crustdceos Meganyctiphanes norvegica
(Zane et al., 2000), Chthamalus montagui (Dando y Southward, 1981;
Pannacciulli et al., 1997) y Chthamalus stellatus (Pannacciulli et al., 1997)
y en poblaciones naturales de peces de las especies Dicentrarchus labrax
(Naciri et al., 1999) y Gobius paganellus (Amores et al., 1990). En otras
especies, se ha detectado un grado de diferenciacién elevado entre
poblaciones atlanticas y mediterrdneas aunque no se ha determinado su
asociacion con dicho frente (Sardinella aurita: Chikhi et al., 1997; Platichtys
flesus: Galleguillos y Ward, 1982, Borsa et al., 1997; Platichtys stellatus:
Borsa et al., 1997;. Merluccius merluccius: Pla et al., 1991, Roldan et al.,
1998; Aphanius iberus: Perdices et al., 2001).

El cambio genético entre las regiones atlantica y mediterrdnea se
observd en mas de la mitad de los loci analizados con una magnitud
variable tal y como se refleja en la gran heterogeneidad de los valores de
Fst entre loci, encontrdndose en general asociado a loci con un elevado
grado de variabilidad genética. Esto sugiere la intervencion de factores
histéricos segun los cuales las poblaciones situadas a ambos lados del
frente oceanografico han estado separadas en el pasado y durante el
tiempo que estuvieron en situacion de alopatria los distintos loci
experimentaron distintos grados de diferenciacion. Segin un estudio
realizado mediante marcadores de DNA mitocondrial en poblaciones de

mejillén de la Peninsula Ibérica (Quesada et al., 1995b), la divergencia
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existente entre las poblaciones de la region atlantica y las poblaciones de
la region mediterranea data de 2 millones de afios atras. En el Pleistoceno
(2 a 1,8 millones de afios atrds) y mas concretamente durante el
Cuaternario, series de periodos glaciares e interglaciares con regresiones
y transgresiones marinas asociadas, afectaron el &rea de conexién entre el
Atlantico y el Mediterraneo reduciendo e incluso cerrando totalmente el
estrecho de Gibraltar (Maldonado, 1985). Se sabe que estos eventos
fueron responsables de extinciones o cambios en la distribucién de
muchos bivalvos marinos (Raffi et al., 1985). Las poblaciones atlanticas y
mediterrdneas de Mytilus galloprovincialis pudieron estar fisicamente
aisladas durante esos ciclos y se diferenciaron genéticamente.

Sin embargo, el cambio genético abrupto detectado en el sureste
de la Peninsula Ibérica no podria persistir desde entonces en un
organismo como Mytilus galloprovincialis, caracterizado por la presencia en
su desarrollo de una fase larvaria pelagica, sin la intervencion de una
fuerte seleccién o la presencia de factores ambientales que limitasen la
dispersion larvaria y el flujo génico. Con el tiempo, los valores de Fsr
deberian converger hacia una situacion de equilibrio genético entre el
tamafo efectivo de poblacién y el flujo génico. Al estudiar la distribucién de
los valores de Gsr, se observa que el valor del estadistico k de Lewontin y
Krakauer (1973) entre las regiones atlantica y mediterranea es superior a
2, tanto en el andlisis de alozimas como en el de 2-DE (media de ambos
valores 3,938 + 0,077), mientras que dentro de dichas regiones es inferior
a 2 en ambos estudios (media: 1,416 + 0.291). Teniendo en cuenta que los
efectos especificos de locus (seleccion y/o mutacién), y por tanto el valor

de k, han de ser mayores en poblaciones con bajos valores de flujo génico

176



(Baer, 1999), esto podria estar indicando la existencia de una notable
restriccion al flujo génico entre las regiones atlantica y mediterranea y tal
vez la intervencion de efectos especificos de locus tales como la seleccion
en la diferenciacion de las poblaciones a ambos lados del frente Almeria -
Oréan. El flujo génico entre ambas regiones seria, tal y como fue sugerido
anteriormente por otros autores (Quesada et al., 1995 a, b; Ladoukakis et
al., 2002), insuficiente para contrarrestar los efectos de la seleccion,
mutacion y deriva genética. La diferenciacion genética detectada de forma
concurrente mediante el estudio de tres tipos diferentes de marcadores, asi
como el que ésta se encuentre asociada geograficamente a la presencia
de una barrera oceanogréfica entre las regiones atlantica y mediterranea
(Frente Almeria - Oran) y la existencia de una region de 200-300Km entre
Almeria y Alicante con asentamientos de mejillon muy limitados (Quesada
et al., 1995a), también sugieren la existencia de una restriccién actual del
flujo génico entre ambas regiones. Se ha tratado de cuantificar la magnitud
del flujo génico mediante la estimacion del numero medio de individuos
migrantes por generacion (Nm), segun el método basado en el valor de Fsr
(Slatkin, 1985). Al considerar ambas regiones por separado, se obtuvieron
estimas de Nm elevadas (20,583 en la region atlantica y 6,160 en la regién
mediterrdnea) aunque inferiores a las detectadas por Quesada (1992),
sobre todo en la regién mediterranea. Este resultado, junto con los valores
de Nm por unidad de distancia obtenidos para la regién atlantica (2-DE:
91,201; alozimas: 130,017) y para la regién mediterranea (2-DE: 15,346;
alozimas: 92,897) se encuentran en conformidad con lo esperado en una
especie con una elevada capacidad dispersiva, basada en la presencia de

una fase en su desarrollo de larva pelagica. Asimismo, explica la gran
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homogeneidad genética interna observada dentro de cada una de las dos
regiones, y el hecho de que ésta sea superior dentro de la regién atlantica
que dentro de la region mediterrdnea. Estos elevados valores de Nm, son
comparables a los encontrados en muchas especies de aves, en las que la
dispersién a largas distancias es también un fendbmeno comun. Ambos
casos (mejillon y aves) se incluyen en la primera categoria sugerida por
Slatkin (1994) que estaria formada por especies con una gran capacidad
dispersiva y que presentan unos elevados niveles de flujo génico. En las
dos restantes categorias se incluyen respectivamente las especies con una
pequefia capacidad de dispersion y unos niveles de flujo génico bajos
(muchas especies de salamandra, el roedor subterrdneo Thomomys
bottae, etc) y aquellas especies en las que la dispersién ocurre sobre
distancias muy cortas pero en las que ocurre un flujo génico sustancial
sobre distancias mucho mas grandes (Drosophila pseudoobscura, la
mariposa Euphydrias editha etc.). En mejillon, la magnitud de Nm entre las
regiones atlantica y mediterrdnea (3,083) es inferior a la estimada dentro
de dichas regiones (10,167). Estos resultados podrian ser indicativos de la
existencia de una restriccion al flujo génico entre ambas regiones. El
patrén de aislamiento por distancia detectado en las regiones atlantica y
mediterrdnea revela una minima restricciéon al flujo génico con la distancia
geograéfica, tanto para el analisis de alozimas como en el de 2-DE.

Todo parece indicar, que la historia del Mar Mediterraneo,
combinada con el patron hidrografico actual, pudieron promover y
mantener la diferenciacién genética observada. Las barreras hidrograficas
presentes hoy en dia, en particular el frente oceanografico Almeria - Oran,

podrian estar implicados en la diferenciacion genética observada. El frente
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oceanografico Almeria — Ordn es una zona de turbulencia en el mar de
Alboran que podria restringir la dispersion de larvas de mejillon en ambas
direcciones. Se origina al converger el limite nordeste de uno de los dos
torbellinos anticiclonicos presentes en el mar de Alboran (el mas oriental)
con las aguas superficiales mediterraneas mas salinas y densas
procedentes del sureste peninsular. En él se dan cambios en la
temperatura del agua de 1,4°C, y en su salinidad de 2psu en apenas 2 Km
(Tintore et al., 1988). Las corrientes en el mar de Alboran son fuertes y
estan sujetas a variaciones estacionales. Ni la composicion ni el
comportamiento de los dos giros (oriental y occidental) son estables. Las
imagenes de satélite revelan que ambos pueden cambiar su direccion e
incluso desaparecer. Una de las variaciones mas comunes consiste en que
el giro oriental desaparece, manteniéndose el occidental. Esto ocurre a
final del afio cuando el intercambio de agua a través del estrecho es
escasa. El giro occidental es permanente pero su posicion y tamafio son
variables (Cheney y Doblar, 1982). El tamafio y la posicion del frente esta
influenciada por el tamafio y posicion de los dos giros de Alboran. Cuando
el giro oriental esta presente, el frente estd mas al este. Salat et al., 1990
demostraron que en invierno el frente puede llegar a desaparecer. Esta
situacion podria favorecer cierto intercambio larvario entre las poblaciones
préximas al frente, siempre en la direccién de las corrientes marinas, es
decir, desde el Atlantico hacia el Mediterraneo. Esto explicaria la posicion
intermedia que en ocasiones se observa para la poblacién de Aguilas. La
duracién de la fase esta correlacionada con el grado de dispersion de las
larvas (Shanks et al., 2003), especialmente si se trata de especies con una

fecundidad muy alta y un elevado tamafio de poblacion. La captura de
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larvas procedentes de zonas costeras mar adentro y el bajo nivel de
estructuracion en las poblaciones marinas lo confirma (Palumbi, 1994). Sin
embargo, varios estudios demuestran que en ocasiones las larvas no
pueden desarrollar toda su capacidad dispersiva (Burton y Feldman, 1982;
Knowlton y Keller, 1986), e incluso, algunos estudios recientes (Swearer et
al., 1999; Jones et al., 1999) indican que los niveles de limitacion de la
dispersion larvaria pueden ser elevados. Ademas, la migracion exitosa de
individuos depende en gran medida de si la dispersion de las larvas ocurre
sin que estas se mueran, de manera que puedan asentarse y reproducirse
en nuevos ambientes (Hedgehock, 1986). La fase pelagica de Mytilus
galloprovincialis dura de una a cuatro semanas durante las cuales las
larvas se desplazan activamente en la columna de agua (Bierne et al.,
2002). Es entonces cuando, si encuentran un sustrato apropiado, tiene
lugar la metamorfosis y la fijacién al sustrato. En caso de no encontrar un
sustrato adecuado, las larvas pueden retrasar la metamorfosis por
periodos superiores a un mes (Gosling,1992). Los estadios embrionarios
tempranos de los mejillones poseen una tolerancia limitada a cambios
ambientales (Bayne, 1976). Los factores ambientales que mas afectan en
el desarrollo de las larvas de mejillén junto con la disponibilidad de
alimento son la temperatura y salinidad, que como ya se ha comentado
anteriormente, que en la zona del frente Almeria - Oran sufren cambios
importantes, pudiendo limitar la supervivencia de las larvas de mejillon que
llegan a esta zona.

Aparte de la restricciéon al flujo génico entre ambas cuencas, otros
factores pueden estar influyendo en la estructura genética actual de las

poblaciones de Mytilus galloprovincialis de la Peninsula Ibérica. En teoria,
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la deriva genética y el flujo génico afectan a todos los loci de manera
similar, sin embargo, la seleccion y en menor medida la mutacion, pueden
influir la estructura geografica de polimorfismos de loci concretos. Esto
puede provocar heterogeneidad entre loci de manera que en algunos de
ellos se detecten niveles elevados de diferenciacibn y en otros
diferenciacibn muy baja o inexistente. Varios estudios en bivalvos han
detectado la accion de la seleccion sobre ciertos loci alozimicos (Hilbish y
Koehn, 1985; Karl y Avise, 1992; Moraga y Tanguy, 2000; Pogson, 1991,
Sarver et al., 1992). El ejemplo mas claro de la actuacion de la seleccion
natural en moluscos es el caso del locus Lap-2 en las poblaciones de
Mytilus edulis de la costa este de Norteamérica (Koehn et al., 1976;
Hilbish, 1985) en la que ocurre una adaptacion en respuesta a cambios en
la salinidad del agua (Koehn, 1983; Koehn et al., 1980; Koehn e
Immermann, 1981; Koehn y Siebenaller, 1981).

Se detect6 la existencia de wuna correlacion positiva y
estadisticamente significativa entre los valores de Fis y los valores de Fsr
de los loci en el total de las poblaciones analizadas y en menor medida en
las poblaciones de la regién mediterranea, mientras que en las poblaciones
de la regién atlantica, donde el grado de diferenciacion detectado es muy
bajo, no se detectd dicha correlaciéon. Este resultado es debido a que los
loci que presentan un grado de diferenciacibn mayor entre regiones
presentan valores elevados de Fis, y por tanto desviaciones del equilibrio
Hardy-Weinberg con defectos de heterozigotos. El hecho de que se
detecte una mayor correlaciéon entre los valores absolutos de Fis vs. los
valores de Fsr (Tabla 15) para las poblaciones del area total sugiere la

actuacion de la seleccién natural, ya que ésta puede provocar defectos de

181



heterozigotos en unos loci y excesos de heterozigotos en otros (sin excluir
la presencia de un efecto Wahlund debido a mezcla de poblaciones como
el que se observa dentro de las regiones atlantica y mediterrdnea). Este
efecto se observa sélo para los loci de 2-DE, en alozimas, donde el
namero de loci analizado es mucho mas bajo, no se cumple este patron.

La deteccion de defectos de heterozigotos en moluscos marinos es
un fenémeno detectado comuUnmente y que ya se describi6 para
marcadores alozimicos en Mytilus galloprovincialis con anterioridad a este
trabajo (Sanjuan et al., 1990; 1994; Raymond et al., 1997). Aunque no hay
una explicacion satisfactoria para este fenomeno, se ha sugerido que
pueden estar implicados factores que actian especificamente sobre
algunos loci, como la seleccién o el efecto Wahlund (Raymond et al.,
1997). El estudio comparativo de las correlaciones entre Fis y Fsr y entre
los valores absolutos de Fis y los valores de Fsr confirman que ambos
factores podrian estar actuando en las poblaciones ibéricas de mejillon.

Se ha podido detectar la existencia de asociaciones no al azar entre
pares de loci de 2-DE, coincidiendo alguno de ellos con loci en los cuales
se encontré a lo largo de este estudio un grado de diferenciacion elevado.
El conocimiento de la identidad de estos loci, mediante su identificacién por
espectrometria de masas, podria ser una fuente de informacién importante

en futuras investigaciones.
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CONCLUSIONES

Se ha empleado la electroforesis bidimensional (2-DE) y otras
técnicas protedOmicas para estudiar mejillones de la especie Mytilus
galloprovincialis Lmk. con el fin de detectar posibles diferencias en los
niveles de expresion proteica entre mejillones de cultivo y mejillones del
intermareal, asi como para analizar la variabilidad genética intrapoblacional
de dicha especie y su estructura genética poblacional a lo largo de la
Peninsula Ibérica. De los resultados de este trabajo se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

1.- Se han detectado diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de expresion proteica entre mejillones de cultivo y mejillones del
intermareal en 45 de las 92 proteinas analizadas mediante 2-DE (48,9 %).
Algunas de estas diferencias pueden interpretarse como adaptaciones a
diferentes condiciones ecoldgicas. En concreto, la expresion de la proteina
de estrés Hsp70, muy superior en mejillones del intermareal que en
mejillones de cultivo, podria interpretarse como una adaptacion a cambios
bruscos de temperatura que tienen lugar durante la oscilacion de las

mareas.

2.- El uso de los marcadores de 2-DE para el estudio de la variabilidad
genética se ha restringido hasta la fecha a un pequefio numero de
especies en las que se encontraron niveles de heterozigosis muy inferiores
a los detectados con otros marcadores. Los niveles de variabilidad
genética detectados en este estudio en dos poblaciones de mejillén, una
natural (heterozigosis media: 0,101 + 0,018) y otra cultivada (heterozigosis

media: 0,114 + 0,021) son las mas elevadas descritas hasta la fecha en
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poblaciones animales mediante electroforesis bidimensional. Es necesario
por tanto, estudiar un mayor nimero de especies para obtener una vision
méas amplia de la variabilidad genética de las proteinas abundantes en las

poblaciones naturales.

3.- El analisis de la estructura de las poblaciones ibéricas de mejillén
mediante marcadores de 2-DE permite detectar un cambio genético
abrupto en el sureste peninsular coincidente con el encontrado con
anterioridad mediante marcadores alozimicos (Quesada, 1992; Sanjuan et
al., 1994, 1997; Quesada et al., 1995a) y de DNA mitocondrial (Quesada et
al., 1995b; Sanjuan et al., 1996) en poblaciones de esta misma especie. A
pesar del menor grado de variabilidad detectado por la 2-DE respecto a la
electroforesis de alozimas, la diferenciacion genética encontrada en el
presente estudio entre poblaciones de mejillon es del orden de 3 veces

superior a la detectada mediante marcadores de alozimas.

4.- El cambio genético se observO en mas de la mitad de los loci
analizados con una magnitud variable, encontrandose en general asociado
a loci con un elevado grado de variabilidad genética, lo cual sugiere la
intervencion de factores histéricos segun los cuales las poblaciones
atlanticas y mediterraneas de Mytilus galloprovincialis estuvieron
separadas en el Cuaternario durante series de periodos glaciares e
interglaciares con regresiones y transgresiones marinas asociadas, que
afectaron el area de conexion entre el Atlantico y el Mediterraneo

reduciendo e incluso cerrando totalmente el estrecho de Gibraltar. Durante
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el tiempo que estuvieron en situacion de alopatria los distintos loci

experimentaron distintos grados de diferenciacion.

5.- Dicho cambio genético aparece asociado geogréficamente al frente
oceanografico Almeria — Orén, que, en base a las evidencias genéticas
obtenidas en este trabajo parece actuar como una barrera que impide el
flujo génico entre las poblaciones atlanticas y mediterrdneas de Mytilus
galloprovincialis contribuyendo a mantener la diferenciacién genética entre

las mismas.

6.- La magnitud del flujo génico estimada segun el niumero medio de
individuos migrantes por generacion (Nm) en la regién atlantica y en la
region mediterrdnea es elevada (20,583 y 6,160 respectivamente) tal y
como se espera de una especie con una elevada capacidad dispersiva. El
valor de Nm es inferior entre ambas regiones (3,083) que dentro de ellas
(10,167), lo cual podria ser indicativo de la existencia de una restriccion al
flujo génico entre las regiones atlantica y mediterrdnea. En ambas, se ha
detectado una minima restriccion al flujo génico con la distancia geografica
dentro del area estudiada (1700Km en la region atlantica y 970Km en la

mediterranea).

7.- Se ha detectado la existencia de correlaciones positivas vy
estadisticamente significativas entre los valores de Fis y los valores de Fsr
de los loci analizados que sugieren, ademas de un posible efecto de

mezcla de poblaciones (efecto Wahlund), la actuacién de la seleccién
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natural entre las poblaciones situadas a ambos lados de dicho frente

oceanografico.
8.- El estudio de marcadores de 2-DE ha permitido detectar asociaciones

no al azar o desequilibrio de ligamiento entre loci que codifican proteinas

abundantes en poblaciones naturales de Mytilus galloprovincialis.
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