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INTRODUCCION ,

La trucha comun es una especie originaria de Eurasia y Norte de Africa
que presenta una gran plasticidad fenotipica y distintas variantes ecoldgicas, lo
que ha llevado a una considerable confusion taxondmica (Bernatchez, 2001).
En Aragdn, se comenzaron los estudios genéticos en 1997 con ejemplares de
rios pertenecientes a la Confederacion Hidrografica del Ebro y del Jucar,
utilizando como herramienta molecular la zona de control (D-loop) y genes
adyacentes del ADN mitocondrial (mtDNA) mediante tecnologia PCR-RFLPs
(Villalta et al., 1998; Larrayad et al, 1999). Mas recientemente, se
caracterizaron los RFLPs resultantes para establecer las distancias genéticas
entre las diferentes poblaciones autéctonas “mediterraneas” identificadas, asi
como su relacion genética con las truchas repobladas de origen “atlantico”. A
su vez, y para confirmar los resultados obtenidos con esta técnica, también se
estudié la secuencia nucleotidica del D-loop de individuos representativos de
cada una de las poblaciones de trucha anteriormente identificadas. Del analisis
conjunto de ambas técnicas se obtuvieron resultados coincidentes, destacando
que en los rios y afluentes aragoneses podemos encontrar dos razas de trucha
comun autdctona “mediterranea” ME1 y ME2.

MATERIAL Y METODOS

Se analizaron un total de 1401 ejemplares de rios y afluentes de nuestra
Comunidad Auténoma, asi como de las piscifactorias oficiales. A su vez, se
incluyeron truchas procedentes de otras cuencas como controles externos. El
estudio se llevé a cabo a partir de ADN de aleta adiposa donde se ampilifico un
fragmento de 2.75 Kb que comprende la zona de control o D-loop y genes
adyacentes del mtDNA para, posteriormente, caracterizarse con enzimas de
restriccion (Villalta et al., 1998). Las distancias genéticas calculadas a partir de
los RFLPs y sus representaciones gréaficas se obtuvieron con el software Lane
Manager y ADA de TDI. Asimismo, también se secuenci¢ la region de control o
D-loop (1 Kb) de 59 individuos representativos de las diferentes poblaciones
identificadas. La secuenciacion automatica se llevo a cabo en un ABI PRISM-
310 Genetic Analyzer, alineando las secuencias con el software Seq.Ed.v.1.3.

RESULTADOS Y DISCUSION
Para el estudio genético de las poblaciones de trucha impiicadas se han
encontrado 14 enzimas de restriccion de utilidad filogenética que han resultado
en 43 haplotipos mitocondriales diferentes (RFLPs) -designados desde la letra
A ala D-. De su andlisis, se obtuvieron 108 fragmentos de restriccion que han
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servido para la obtencion de una matriz de distancias genéticas utilizando
como criterio la presencia o ausencia del fragmento (Tablas 1y 2).

Tabla 1. Genotipos mitocondriales obtenidos por RFLPs donde se indica el origen macrogeogréfico. ME:
mediterraneo; AT: atlantico y DU: cuenca del Duero. ME1: rios Huecha, Alto Ara, Lubierre, Pitarque y
Pancrudo. ME 2: rios Mesa, Guadalope y Acirén. DU 1: rios Duero y Pedroso. AT 1: rias Camariias y
Lires. AT 2: ria Camarifias. AT 3: Piscifactoria de Planduviar (Huesca). AT 4: Piscifactoria de Planduviar
(Huesca) y rio Rudrén. S. salar: salmén atlantico.

mDNA | Hpa | Mbo | Alu | Tag ['Dde | Fok | Hinf | Alw [ Hha [ Ita | Mae | Mae | Nci | Nia
genotipo | || [ I ! [ [ I 281 | | i | 1l I v
ME 1 A A A A Al A A A AlA]l A A A A
ME 2 A B B B A | A T‘ A A AlAlC A A A
DU 1 B A C A A | A A B cC /B[ B A B A
AT 1 Al B | B | B|A|B| B | A|B|B|B|A]A|B
AT 2 A C B B A | B B A B [ B8] B A A B
AT3 A B 8 | B B B B A A | B| B A A B
AT 4 B B B B A B 8 | A A | B| B A B B
S.salar | C D c C c C c A [c| D B c C

De este modo, se han identificado 7 genotipos mitocondriales diferentes
que han sido codificados con las sucesivas letras de cada haplotipo. Mas en
concreto, se han detectado 2 genotipos “mediterraneos” —denominados ME1 y
ME2-, que presentan una distancia genética media entre ellos de 0.73%.
Asimismo, también se han identificado 2 genotipos aldctonos “atlanticos” —AT3
y AT4- presentes en nuestros rios y piscifactorias encargadas de los
programas de repobiacién. A su vez, y debido a la inclusion de ejemplares de
otras cuencas hidrograficas como control externo —Duero y Norte-, se ha
caracterizado un genotipo “autéctono” endémico de la cuenca de! Duero (DU 1)
que presenta una distancia genética media de 1.6% con nuestros genotipos
autéctonos “mediterraneos” (ME1 y ME2) y de 2.4% con los genotipos
autoctonos de origen “atlantico” identificados en la cornisa cantabrica (AT1 y
AT2). Como conclusion, la representacion grafica de estas distancias genéticas
revela la presencia de tres agrupamientos filogenéticos principales: 1) un
ensamblaje “mediterraneo” (ME 1 y ME 2) que incluiria nuestra trucha comun
autéctona “aragonesa’, 2) otro de origen “atlantico” constituido por genotipos
autéctonos de las cuencas del Norte (AT 1 y AT 2), asi como por genotipos
“aléctonos” (AT 3 y AT 4) presentes en nuestras piscifactorias oficiales y rios
sometidos a repoblacion y, finalmente, 3) un linaje “autdctono” exclusivo para la
cuenca del Duero (DU 1) que posiciona entre los dos agrupamientos anteriores
(no se muestran los dendogramas).

Tabla 2. Distancias genéticas (% diferenciacién nucleotidica) entre los distintos genotipos mitocondriales
identificados mediante PCR-RFLPs a partir de los programas Lane Manager y ADA de TD| (Nei and Li,
1979).

ME1 | ME2 | DU1 AT1 AT2 | AT3 | AT4
ME 1 0.7327 | 1.5237 | 1.9246 | 2.1376 | 1.6846 | 1.8960
ME 2 |0.7327 1.6666 | 1.3144 | 1.4183 | 1.0821 | 1.4179
DU1 |1.5237| 1.6666 23261 | 2.5428 | 1.9804 | 1.4188
AT 1 [1.9246 1.3144 | 2.3261 0.3560 | 0.2218 | 0.8048
AT 2 |2.1376| 1.4183 | 2.5428 | 0.3560 0.5769 | 0.9053
AT 3 |1.6846/ 1.0821 | 1.9804 | 0.2218 | 0.5769 0.5755
AT 4 [1.8960| 1.4179 | 1.4188 | 0.8048 | 0.9053 | 0.5755

Por dltimo, para comprobar la fidelidad de nuestros resultados obtenidos
por RFLPs se procedié a la secuenciacion automatica del D-loop. Del analisis
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de las secuencias nucleotidicas obtenidas de 59 individuos representativos de
las distintas poblaciones anteriormente caracterizadas por RFLPs, se duplicé el
ndmero de genotipos mitocondriales identificados (14 secuencias diferentes)
obteniéndose, en consecuencia, una mayor sensibilidad con esta técnica que
permite detectar mutaciones en nucledtidos que escaparon del alcance de las
14 endonucleasas de restriccion utilizadas (Tabla 3). En particular, en las
truchas “mediterraneas” —-ME 1 y ME 2- se han encontrado 3 genotipos
diferentes para cada linaje (a, b y c, respectivamente), estando algunos de
ellos circunscritos en rios aragoneses especifices. Por tanto, resulta evidente el
interés de este método analitico para la caracterizacion “microgeografica” de
nuestras poblaciones de trucha. De la misma manera, se debe indicar que las
distancias geneticas derivadas de este estudio coinciden plenamente con las
obtenidas a partir del analisis previo por RFLPs, asi como la distribucion de
agrupamientos filogenéticos (datos no presentados). En definitiva, este estudio
demuestra la idoneidad de ambas técnicas —RFLPs y secuenciacion- y la def
marcador molecular utilizado —mtDNA- para la caracterizacion genética de esta
especie.

Tabla 3. Genotipos mitocondriales detectados por secuenciacién completa del D-loop donde se indican
las posiciones variables. (1): indica la nomenclatura asignada a los genotipos en el Laborario de Ictiologia
Genética del Dr. Garcia-Marin

POSICIONES VARIABLES del D-loop
mDNA | (1) i[1[1]2]3]3[4a]s]7[8]8]8][s]o[9[9][9[9]9
genotipos 2]a]1[4a]o]s6|8[8]ol2fo[1[1]7]e]ofol3]5]7]8

| 49155189 ]2]9[9]2]6|6]9][2][6][5]/9[5]9
ME 1 (a) b.12 [ C clrlelelT G
ME 1 (b) b.85 [ C clT G T G
ME 1 (c) b87[C[T cliTtlelelT G
ME 2 (a) b.24 | C AlC Tlclc]|T claG C
ME 2 (b) b.67 | C C TG T c|G o]
ME 2 (c) Ib.86 | C G TlclelT cla clG
DU 1 (a) Ib. 2 T C G|G
DU 1 (b) [1b. 90 T]Gg]|cC G|G
AT 1(a) Ib. 7 ClA A [
AT 1(b) Ib. 88 ClA T c
AT 1(c) ib. 89 clA G A G
AT 3 (a ib. 14 i A
AT 3 (b 1b.30 | T AlA
AT 4 (a ib. 15 | T
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