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PRESENTACION

En el marco de Ia Iniciativa
Comunitaria INTERREG III programa-
da por la Comisién Europea para el
periodo 2000-2008, Andalucia vy
Algarve vienen sosteniendo una
importante cooperacidn transfronteri-
za en el eje del desarrolio socioeconé-
mico y promocién de la empleabilidad,
siendo uno de los principales objetivos
generales promover la innovacién y
los niveles de desarrollo tecnoldgico
de las empresas y de las organizacio-
nes regionales, asi como la cualifica-
cion de los recursos humanos, inclu-
yendo como medida principal el
desarrollo tecnolégico, la investigacion
y la extensiéon de la sociedad de la
informacién. Esta medida considera
como objetivo especifico estimular la
creacion de ambientes favorables a la
cooperacion cientifica y tecnoldgica.
Especialmente, a partir de desarroliar
experiencias de trabajo comuin, de
potenciar la produccién y la distribu-
cién de resultados de los procesos de
innovacién y desarrollo tecnoldgico
realizados por instituciones de I+D de
ambos lados de la frontera, y de apo-
yar la concepcidén y desarrolio de
acciones conjuntas, con la finalidad de
promover la investigacion técnica y
cientifica en campos orientados a la
valorizacion de recursos regionales.

Dentro de este objetivo, durante los
dltimos afios se vienen ejecutando
diversas acciones de cooperacién
entre Andalucia y el Algarve para
incorporar el conocimiento y la inno-
vacion en el desarrollo de los cultivos
acuicolas y en la optimizaciéon de la
gestiéon y promocién de los recursos
pesqueros litorales, realizados por el
Instituto de Investigacion y Formacion

APRESENTACAO

No ambito da Iniciativa Comunitdria
INTERREG 1III programada pela
Comisséo Europeia para o periodo de
2000-2008, a Andaluzia e o Algarve
vém mantendo uma importante coo-
peragdo transfronteirica no eixo do
desenvolvimento socio-econémico e
promogado da empregabilidade, sendo
um dos principais objectivos gerais a
promogao da inovagdo e dos niveis de
desenvolvimento tecnolégico das
empresas e das organizagdes regio-
nais, assim como a qualificagdo dos
recursos humanos, incluindo como
medida principal o desenvolvimento
tecnolégico, a investigacdo e a exten-
sdo da sociedade da informacgdo. Esta
medida considera como objectivo
especifico a estimulagdo da criagdo de
ambientes favoraveis a cooperagdo
cientifica e tecnolégica. Especialmente
a partir do desenvolvimento de expe-
riéncias de trabalho comum, do refor-
go da produgdo e da distribuicdo de
resultados dos processos de inovagdo
e desenvolvimento tecnolégico reali-
zados por instituicbes de I+D de
ambos os lados da fronteira, e do
apoio a concepgdo e desenvolvimento
de acgdes conjuntas, tendo em vista
promover a investigacdo técnica e
cientifica em campos orientados para
a valorizagdo de recursos regionais.

Dentro deste objectivo, durante os
altimos anos vém-se executando
diversas acgles de cooperagdo entre a
Andaluzia e o Algarve para incorporar
o conhecimento e a inovagdo no des-
envolvimento dos cultivos aquicolas e
na optimizagdo da gestdo e promogdo
dos recursos pesqueiros litorais, reali-
zados pelo Instituto de Investigacdo e
Formagdo Agrdria e Pesqueira, pelo



Agraria y Pesquera, el Instituto
Nacional de Investigacao Agraria e
das Pescas y la Universidad do
Algarve. Incluyen distintos proyectos
sobre diversificacién de la acuicultura
(DIVERAQUA, REDAQUA y PROMAR) y
sobre las bases cientificas para la ges-
tibn de los recursos pesqueros de
interés comin (GESTPESCA I y II,
PROMOPESCA). Estos proyectos incor-
poran estudios conjuntos y coopera-
ciones cientificas y tecnoldgicas, inter-
cambios de conocimientos y forma-
cibn de jévenes investigadores, asi
como jornadas técnicas y difusion de
los resultados mediante catélogos de
actuaciones y manuales de divulga-
cién.

La presente monografia sobre
Marcadores Moleculares en Especies
Marinas, derivada parcialmente de los
trabajos de GESTPESCA, forma parte
de este capitulo de transferencia de
resultados y divulgaciéon sobre los
conocimientos cientificos actuales,
metodologias y aplicaciones de dicha
técnica genémica, para una optimiza-
cién de la gestion de los recursos acu-
icolas y pesqueros algarvios y andalu-
ces de interés comun, que esperamos
redunde en una modernizacién e inno-
vacién de los sistemas productivos
como instrumento para reforzar la
capacidad competitiva y la mejora
socioecondmica sectorial en dicho
ambito interregional.

Instituto Nacional de Investigagdo
Agraria e das Pescas e pela
Universidade do Algarve. Incluem
diferentes projectos sobre a diversifi-
cagdo da aquicultura (DIVERAQUA,
REDAQUA e PROMAR) e sobre as
bases cientificas para a gestdo dos
recursos pesqueiros de interesse
comum (GESTPESCA I e II, PROMO-
PESCA). Estes projectos incorporam
estudos conjuntos e cooperagdes cien-
tificas e tecnoldgicas, intercambios de
conhecimentos e formagdo de jovens
investigadores, assim como jornadas
técnicas e difusdo dos resultados
mediante catdlogos de actuagdes e
manuais de divulgagao.

A presente monografia sobre
Marcadores Moleculares em Espécies
Marinhas, derivada parcialmente dos
trabalhos da GESTPESCA, faz parte
deste capitulo de transferéncia de
resultados e divulgacdo dos conheci-
mentos cientificos actuais, metodolo-
gias e aplicagBes de tal técnica gené-
mica, para uma optimizagdo da gestéo
dos recursos aquicolas e pesqueiros
algarvios e andaluzes de interesse
comum, que esperamos redunde
numa modernizagdo e inovagdo dos
sistemas produtivos como instrumen-
to para o reforgo da capacidade com-
petitiva e para a melhoria socio-eco-
némica sectorial em tal &mbito inte-
rregional.
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UNIDAD 1.
Variabilidad genética:
Bases moleculares

1.1 Introduccién

A lo largo de la evolucion, la constitu-
cion genética de los organismos sufre
modificaciones que dan lugar a poli-
morfismos intraespecificos y a proce-
sos de especiacion. Siempre ha existi-
do un enorme interés por la estima-
cion y cuantificacion de esta variabili-
dad. Limitaciones en los habitats en
los que los organismos se desarrollan
junto a diferentes estrategias repro-
ductivas contribuyen a generar gran-
des diferencias en la cantidad y distri-
bucién de dicha variabilidad genomi-
ca. El actual estado de desarrollo de
las técnicas basadas en ADN ha posi-
bilitado la aparicion de métodos mas
potentes para medir la variabilidad
genética. Estas medidas nos han per-
mitido estudiar y avanzar en el cono-
cimiento de los mecanismos evoluti-
vos, relaciones de parentesco y de
parametros poblacionales o adaptati-
vos que permiten investigar la historia
evolutiva de las poblaciones.

El conocimiento de las relaciones filo-
genéticas entre individuos de especies
proximas es Util para la comprension
de la conducta y de los procesos evo-
lutivos intraespecificos. Igualmente,
los programas de mejora genética y
los de regeneracion de stocks de
especies amenazadas, requieren el
conocimiento del grado de parentesco
genético entre los individuos para evi-
tar los efectos perjudiciales de la
endogamia. Ademads, los planes de
repoblacion deben considerar el
impacto genético sobre la poblacion
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UNIDADE 1.
Variabilidade genética:
Bases moleculares

1.1 Introducao

Ao longo da evolugdo, a constituicdo
genética dos organismos sofre modifi-
cagdes que dao lugar a polimorfismos
intraespecificos e a processos de
especiagdo. Existiu sempre um enor-
me interesse pela estimativa e quanti-
ficagdo desta variabilidade. LimitacSes
dos habitats onde o0s organismos se
desenvolvem juntamente com dife-
rentes estratégias reprodutivas contri-
buem para gerar grandes diferencas
na quantidade e distribuicdo da dita
variabilidade genémica. O actual esta-
do de desenvolvimento das técnicas
baseadas em DNA possibilitou o apa-
recimento de métodos mais potentes
para medir a variabilidade genética.
Estas medidas permitiram-nos estu-
dar e avangar no conhecimento dos
mecanismos evolutivos, graus de
parentesco e de parametros popula-
cionais ou adaptativos que permitem
investigar a histéria evolutiva das
populagdes.

O conhecimento das relagGes filogené-
ticas entre individuos de espécies pro-
ximas é atil para a compreensdo do
comportamento e dos processos evo-
lutivos intraespecificos. Igualmente,
0s programas de melhoramento gene-
tico e os de regeneragao de stocks de
espécies ameagadas, requerem o con-
hecimento do grau de parentesco
genético entre os individuos para evi-
tar os efeitos prejudiciais da endoga-
mia. Além disso, os planos de repo-
voamento devem considerar o impac-
to genético sobre a populagdo nativa,



nativa, en cuanto a la modificacion de
la estructura genética y del tamafio
efectivo poblacional.

En esta unidad se abordara, desde un
punto de vista molecular, los mecanis-
mos que dan origen a la variabilidad y
a la diversidad genética. La compren-
sion de estos mecanismos, con una
vision eminentemente practica, per-
mitird el analisis e interpretacion de
los resultados obtenidos al aplicar en
especies de origen marino distintas
técnicas basadas en marcadores
moleculares.

1.2 Replicacion del ADN

La transmision del ADN a la siguiente
generacion requiere nuevas copias de
sus 2 cadenas, proceso conocido como
replicacién. Sin embargo, este paso
critico implica la existencia de meca-
nismos que garanticen una alta fideli-
dad para evitar cambios que puedan
alterar la informacion de las cadenas
molde. En eucariotas la replicacion es
muy compleja, comenzando en dife-
rentes sitios simultaneamente, que
son reconocidos por proteinas especi-
ficas posibilitando que el proceso dure
s6lo unas horas.

Generalmente los procesos de replica-
ciéon del ADN estan intimamente aso-
ciados a otros a nivel celular y cromo-
somico. En la mayoria de eucariotas,
las células son diploides, con 2 juegos
de cromosomas (células somaticas,
2N), o haploides (gametos, N).
Cuando los gametos se unen y forman
un cigoto diploide, éste entra en divi-
sidon celular para producir células
diploides en un proceso conocido
como mitosis. Paralelamente, los
gametos se originan a partir de célu-
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no que diz respeito a modificacdo da
estrutura genética e do tamanho do
efectivo populacional.

Nesta unidade abordar-se-a, do ponto
de vista molecular, os mecanismos
que ddo origem a variabilidade e a
diversidade genética. A compreensdo
destes mecanismos, com uma pers-
pectiva eminentemente pratica, per-
mitird a analise e interpretacdo dos
resultados obtidos ao aplicar em espé-
cies de origem marinha diferentes téc-
nicas baseadas em marcadores mole-
culares.

1.2 Replicacdo de DNA

A transmissdo do DNA a geragdo
seguinte requer novas copias das suas
duas cadeias, processo conhecido
como replicagdo. No entanto, este
passo critico implica a existéncia de
mecanismos que garantam uma alta
fidelidade, para evitar modificagdes
que possam alterar a informac¢ado das
cadeias molde. Nos eucariotas a repli-
cagao é muito complexa, comegando
em diferentes sitios simultaneamente,
que sao reconhecidos por proteinas
especificas possibilitando que o pro-
cesso dure somente algumas horas.

Geralmente os processos de replica-
cao de DNA estdo intimamente asso-
ciados a outros a nivel celular e cro-
mossomico. Na maioria dos eucario-
tas, as células sao dipldides, com 2
cromossomas por par (células somati-
cas, 2N), ou hapldides (gametas, N).
Quando os gametas se unem e for-
mam um zigoto dipldide, este entra
em divisdo celular para produzir célu-
las num processo conhecido como
mitose. Paralelamente, os gametas
originam-se a partir de células espe-
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las especializadas en un proceso simi-
lar conocido como meiosis. La diferen-
cias bdsicas entre los procesos de
mitosis y meiosis radican en que esta
ultima posee dos divisiones celulares,
frente a una division Unica en mitosis,
que dan lugar a gametos haploides.
Ademas, durante la meiosis ocurren
emparejamientos y procesos de
recombinacién entre cromosomas
homéiogos. No obstante, la mitosis y
la meiosis se asemejan en que ambas
necesitan una replicacidon de cada cro-
mosoma antes de que ambos proce-
sos comiencen. Los cromosomas se
replican en una cromatida hermana
que después se divide en 2 cromoso-
mas hermanos para cada célula hija o
bien, en una segunda divisién, en 4
células haploides hijas durante la
meiosis.

1.3 Mutacién: tipos

Aunque la replicaciéon del ADN es un
sistema muy eficiente y seguro, a
veces no funciona correctamente
dando lugar a errores o mutaciones.
Hay que indicar que mientras muchas
mutaciones ocurren durante la repli-
cacion, otras pueden ocurrir de forma
espontanea y por factores ambienta-
les, tales como la luz ultravioleta o
quimicos, que dafian el ADN. La
mayor velocidad evolutiva del ADN
mitocondrial (ADNmt) generalmente
se ha asociado a la alta produccién de
especies reactivas de oxigeno (EROs)
en las cadenas de transporte electré-
nico. Las EROs interaccionan con el
ADNmt provocando mutaciones que
no pueden ser corregidas debido a la
ausencia de un sistema reparativo
especifico de este orgdnulo. Si estas
mutaciones se heredan entre genera-
ciones permitird la aparicion de nue-
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cializadas num processo similar con-
hecido como meiose. As diferencas
bésicas entre os processos de mitose
e meiose residem no facto desta ulti-
ma possuir duas divisOes celulares,
contra apenas uma na mitose, que
dao lugar a gadmetas hapldides. Além
disso, durante a meiose ocorrem
emparelhamentos e processos de
recombinagdo entre cromossomas
homdlogos. Nado obstante, a mitose e
a meiose assemelham-se por ambas
necessitarem de uma replicacdo de
cada cromossoma antes do inicio de
ambos os processos. Os cromossomas
replicam-se numa cromatide irma que
depois se divide em 2 cromossomas
irmdos para cada célula filha, ou
entdo, numa segunda divisdo, em 4
células hapldides filhas durante a
meiose.

1.3 Mutacgao: tipos

Ainda que a replicagdo de DNA seja
um sistema muito eficaz e seguro, por
vez ndo funciona correctamente
dando lugar a erros ou mutacdes. Ha
que dizer que apesar de muitas muta-
¢des ocorrerem durante a replicagdo,
outras podem ocorrer de forma
espontanea e por factores ambien-
tiais, tais como luz ultravioleta ou qui-
micos, que danificam o DNA. A maior
velocidade evolutiva do DNA mitocon-
drial (DNAmt) associa-se geralmente
a grande produgdo de espécies reacti-
vas de oxigénio (EROs) nas cadeias de
transporte electronico. As EROs inter-
agem com o DNAmt provocando
mutagbes que ndo podem ser corrigi-
das devido a auséncia de um sistema
reparador especifico deste organelo.
Se estas mutagdes se herdam entre
geracOes, isto permitira o apareci-
mento de novas variantes genéticas e



vas variantes genéticas y favorecera
el cambio evolutivo. Por ello, soélo
aquellas mutaciones que ocurran en
los gametos tendran la posibilidad de
transmitirse. Errores que ocurren en
las células somaticas produciran tras-
tornos al individuo pero no se transmi-
tirdn a su descendencia.

Las mutaciones pueden clasificarse en
funcién de la longitud de la secuencia
de ADN afectada. Asi, aquellas muta-
ciones que afectan a un solo nucledti-
do se denominan mutaciones pun-
tuales, frente a las que afectan a
varios nucledtidos adyacentes o
mutaciones de segmento. Las
mutaciones también se clasifican por
el tipo de cambio: i) sustituciones,
cuando se cambia un nucleétido por
otro; ii) recombinaciones, cuando
se intercambia una secuencia con
otra; iii) inserciones o deleciones
(Indels), cuando se afiaden o elimi-
nan 1 o mas nucleétidos y iv) inver-
siones, por la rotacion de 180° de un
segmento de ADN bicatenario que
comprende 2 o mas bases.

1.3.1.- Mutaciones por sustituciéon

Las sustituciones se clasifican en
transiciones y transversiones. Las
transiciones son cambios entre las
purinas A y G o entre las pirimidinas C
y T (Fig. 1). Las transversiones son
cambios entre purinas y pirimidinas.
Mientras que tan sélo se describen 4
tipos de transiciones, existen 8 tipos
de transversiones.

Cuando las sustituciones ocurren en
regiones que codifican para proteinas
se pueden clasificar segun su efecto
en la traduccion. Una mutacion se
considera sinénima o silente si no
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favorecerd a mudancga evolutiva. Por
isso, apenas aquelas mutagles que
ocorram nos gametas terdo a possibi-
lidade de se transmitir. Os erros que
ocorrem nas células somaticas produ-
zirdo alteragbes no individuo mas nao
se transmitirdo a sua descendéncia.

As mutagdes podem classificar-se em
funcdo do tamanho da seqliéncia de
DNA afetada. Assim, aquelas mutagd-
es que afetam apenas um nucleétido
denominam-se mutacoes pontuais,
em comparagdo com as que afetam
varios nucledtidos adjacentes ou
mutacoes de segmento. As mutago-
es também se classificam pelo tipo de
troca: i) substituigcdoes, quando se
troca um nucledtido por outro; ii)
recombinagdes, quando se interliga
uma seqliéncia com outra; Jjii) inser-
¢coes ou delecoes (Indels), quando
se adicionam ou eliminam 1 ou mais
nucledtidos e iv) inversdes, pela
rotacdo de 180° de um segmento de
DNA de cadeia dupla que contém 2 ou
mais bases.

1.3.1.- Mutacgoes por substituicdo

As substituicbes classificam-se em
transicoes e transversoes. As tran-
sicdes sdo trocas entre as purinas A e
G ou entre as pirimidinas C e T (Fig.
1). As transversdes sao trocas entre
purinas e pirimidinas. Embora s6 se
descrevam 4 tipos de transigdes, exis-
tem 8 tipos de transversoes.

Quando as substituicdes ocorrem em
regides que codificam para proteinas
podem-se classificar de acordo com o
seu efeito na tradugdo. Uma mutagdo
considera-se sinénima ou silente se
ndo provoca trocas nos aminoacidos
codificados. Caso contrario, conside-
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Purinas
A o G
C o T
Pirimidinas

Figura 1: Tipos de sustituciones. Ts: Transiciones; Tv: Transversiones
Figura 1: Tipos de substitui¢fes. Ts: Transi¢Bes; Tv: Transversdes

provoca cambios en los aminoacidos
codificados. En caso contrario, se le
considera no sinénima. A su vez,
estas mutaciones no sinénimas se cla-
sifican en mutaciones con cambio de
aminodcido y mutaciones sin sentido,
cuando se crea un coddén de termina-
cion que finaliza prematuramente la
traduccion, originando una proteina
truncada.

Dada la degeneracion del cédigo
genético, casi el 70% de los cambios
nucleotidicos que ocurren en la terce-
ra posicion de los codones son sinéni-
mos. Por el contrario, todos los cam-
bios nucleotidicos de la segunda posi-
cion y el 96% de la primera posicion
de los codones son no sinénimos. Esta
situacidon se quiere representar en la
figura 2. Estos datos corresponden a
las sustituciones encontradas en el
gen mitocondrial citocromo b de 10
especies pertenecientes a la familia
Soleidae. Al representar la distancia
genética frente al nUmero de mutacio-
nes podemos observar como el nime-
ro de mutaciones de ia tercera posi-
cion es mucho mas abundante.
Ademas, mientras que el nimero de
mutaciones aumenta con la distancia

ra-se ndo sinénima. Por sua vez,
estas mutagdes ndo sinénimas classi-
ficam-se em mutagcbes com troca de
aminodcido e mutagées sem sentido,
quando se cria um coddo de termina-
gao que finaliza prematuramente a
tradugdo, originando uma proteina
truncada.

Devido a degeneragdo do cddigo
genético, quase 70% das trocas
nucleotidicas que ocorrem na terceira
posicdo dos coddes sdo sindnimas.
Pelo contrario, todas as trocas nucleo-
tidicas da segunda posicdo e 96% da
primeira posicdo dos coddes sdo nao
sindbnimas. Pretende-se representar
esta situacdo na figura 2. Estes dados
correspondem as substituigdes encon-
tradas no gene mitocondrial citocromo
b de 10 espécies pertencentes a fami-
lia Soleidae. Ao representar a distan-
cia genética em comparagdo com o
numero de mutagdes podemos obser-
var como o numero de mutagbes da
terceira posicdo é muito mais abun-
dante. Além disso, embora o nimero
de muta¢bes aumente com a distancia
genética de forma linear para as tran-
sicoes e transversOes da primeira e
segunda posigao, as transicdes da ter-



genética de forma lineal para las tran-
siciones y transversiones de la prime-
ra y segunda posicion, las transiciones
de la tercera posicidn estan saturadas.
Este fendmeno nos indica la alta fre-
cuencia de transiciones en esta posi-
cion, lo que origina procesos de
homoplasia o reversién. Cuando una
posicién muta repetidamente pueden
ocurrir reversiones hacia la secuencia
primigenia. Esto hace que el acimulo
de mutaciones no sea lineal. Como se
observa en la grafica correspondiente
a la tercera posicion, mientras que las
transversiones siguen una tendencia
lineal, las transiciones presentan pro-
cesos de saturacién.
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ceira posicdo estdo saturadas. Este
fendmeno indica-nos a alta freqliiéncia
de transicbes nesta posicdo, o que ori-
gina processos de homoplasia ou
reversdo. Quando uma posicdo muda
repetidamente podem ocorrer rever-
soes até a seqliéncia primogénia. Isto
faz com que a acumulagdo de mutago-
es nao seja linear. Como se observa
no grafico correspondente a terceira
posicdo, embora as transversdes
sigam uma tendéncia linear, as transi-
cOes apresentam processos de satura-
gao.
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Figura 2: Saturacién de sustituciones por posicidn. Se representa la distancia filogenética (p) fren-
te al nimero de mutaciones en la 12, 22 y 32 posicién del codén del citocromo b en 10 especies de

soleidos

Figura 2: Saturac8o de substitui¢cbes por posicdo. Representa-se a distancia filogenética (p) em com-
paracdo com o nimero de mutacdes na 12, 22 e 32 posigdo do coddo do citocrom b em 10 espécies

de soleidos
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1.3.2.- Recombinacién

Existen dos tipos de recombinacion
homéloga: la recombinacion reciproca
o entrecruzamiento y la recombina-
cidén no reciproca o conversién géni-
ca. La primera implica un intercambio
de secuencias homdlogas entre cro-
mosomas homdélogos, produciendo
nuevas combinaciones de secuencias
adyacentes al mismo tiempo que se
retienen ambas variantes implicadas
en la recombinaciéon. La recombina-
cién no reciproca, en cambio, implica
la sustitucion de una secuencia por
otra, lo que determina la pérdida de
una de las secuencias implicada en la
recombinacion (Fig. 3).

Tanto en el entrecruzamiento como en
la conversidon génica ocurre un inter-
cambio entre secuencias homologas.
Sin embargo, existen recombinaciones
especificas de sitios que implican el
intercambio de una secuencias gene-
ralmente pequefias por otras mas lar-
gas y que generalmente no comparten
similitud. Esto ocurre, por ejemplo, en
la integracién de los genomas de los
fagos en los bacterianos.
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1.3.2.- Recombinagado

Existem dois tipos de recombinac&o
homdloga: a recombinacdo reciproca
ou intercruzamento e a recombina-
¢do ndo reciproca ou conversdo
génica. A primeira implica um inter-
cdmbio de sequéncias homdlogas
entre cromossomas homdlogos, pro-
duzindo novas combinagdes de
seqléncias adjacentes ao mesmo
tempo que se retém ambas as varian-
tes implicadas na recombinacdo. A
recombinagdo n&o reciproca, por
troca, implica a substituicdo de uma
seqliéncia por outra, o que determina
a perda de uma das seqléncias impli-
cadas na recombinagdo (Fig. 3).

Tanto no intercruzamento como na
conversao génica ocorre um intercim-
bio entre seqliéncias homdlogas. No
entanto, existem recombinagdes
especificas de locais que implicam o
intercambio de seqliéncias geraimente
pequenas por outras mais largas e
que geralmente ndo apresentam
semelhangas. Isto ocorre, por exem-
plo, na integracdo dos genomas dos
fagos nos bacterianos.

1

Figura 3: Tipos de mutacién por recombinacién
Figura 3: Tipos de mutagdo por recombinagdo
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1.3.3.- Inserciones y deleciones
(Indels)

Las inserciones y deleciones pueden
ocurrir mediante varios mecanismos.

1.- Entrecruzamiento desigual.
Este mecanismo determina una dele-
cién en un fragmento de ADN y una
adicién reciproca en otro fragmento
homélogo. La probabilidad aumenta
cuando los segmentos de ADN estén
duplicados en tandem, debido a una
mayor probabilidad de alineamiento
erroneo (Fig. 4).

1.3.3.- Insercoes e Delegdes
(Indels)

As insercoes e delegdes podem oco-
rrer mediante varios mecanismos.

1.- Intercruzamento desigual. Este
mecanismo determina a delegdo de
um fragmento de DNA e uma adigdo
reciproca de outro fragmento homdlo-
go. A probabilidade aumenta quando
os segmentos de DNA estdo duplica-
dos em tandem, devido a uma maior
probabilidade de alinhamento erréneo

(Fig. 4).

e o I — [ o N S —

Insercion

1

I

Figura 4: Indels por entrecruzamiento desigual
Figura 4: Indels por intercruzamento desigual

Inter¢ao ———

Delecion —
Delec¢iao

2.- Delecién intracatenaria.

Consiste en una recombinaciéon espe-
cifica de sitio que aparece entre
secuencias repetidas con la mima
orientacion y situadas en la misma
cromatida por un entrecruzaminento
intracromosdmico (Fig. 5). Este meca-
nismo estd implicado en la reduccién
del numero de repeticiones de
secuencias en tdndem, como ocurre
en el ADN satélite.
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2.- Delecdo intracatendria. Consiste
numa recombinacdo especifica de
local que aparece entre seqiiéncias
repetidas com a mesma orientagéo e
situadas no mesmo cromatideo atra-
vés de um intercruzamento intracro-
mossomico (Fig. 5). Este mecanismo
estd implicado na redugdo do numero
de repeticdes de seqliiéncias em tan-
dem, como ocorre no DNA satélite.
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Figura 5: Delecién intracatenaria

Figura 5: Delegao

3.- Deslizamiento entre cadenas.
Este mecanismo ocurre entre regiones
de ADN que contienen repeticiones
contiguas. Durante la replicacién, un
mal apareamiento entre repeticiones
adyacentes determina una duplicacién
o delecién del segmento de ADN con-
tiguo (Fig. 6). Asimismo, durante los
mecanismos reparativos del ADN ocu-
rren malos apareamientos por desliza-
miento en presencia de motivos repe-
tidos que determinan la apariciéon de
inserciones o deleciones.

A

——CACACACACACACACACACACACA —
——GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT —

intracatenéria

3.- Deslizamento entre cadeias.
Este mecanismo ocorre entre regides
de DNA que contém repeticbes conti-
guas. Durante a replicagdo, um mau
emparelhamento entre repetigdes
adjacentes determina uma duplicacdo
ou delegdo do segmento de DNA conti-
guo (Fig. 6). Por isso mesmo, durante
0s mecanismos de reparacdao do DNA
ocorrem maus emparelhamentos por
deslizamento em presenga de sequén-
cias repetidas que determinam o apa-
recimento de insergGes ou delegles.

Ca
. c
Insercién A
Insercéo AC

— CACACA CACACACACACA —»
— GTGTGT GTGTGTGTGTGT ———
Delecién
Deleciao
—— CACACA CACACACACACA —»
— GTGTGT GTGTGTGTGIGT —
G
T
G
cT

Figura 6: Indels por desiizamiento
Figura 6: Indels por deslizamento
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4.- Transposicién de ADN.

La transposicion es el movimiento de
material genético desde un sitio dona-
dor a un sitio diana. Las secuencias de
ADN que poseen una capacidad intrin-
seca de cambiar su localizacién gené-
mica se denominan elementos movi-
les. Se distinguen 2 tipos de transpo-
sicion: transposicién conservativa
cuando el elemento se mueve de un
sitio a otro y transposicién replica-
tiva, cuando el elemento mdvil se
duplica permaneciendo el original en
el sitio donador y una copia que se
inserta en un nuevo sitio (Fig. 7).
Ademds, existe otro tipo denominado
retrotransposicién cuando el ele-
mento movil es un ARN que es retro-
transcrito a ADN para su incorporacion
en el genoma. Este tipo, que se obser-
va en infecciones por retrovirus, siem-
pre es una transposicidon replicativa,
ya que se transpone una copia retro-
transcrita del elemento mdvil

4.- Transposicdo de DNA.

A transposicdo é o movimento de
material genético desde um local dador
a um local alvo. As sequéncias de DNA
que possuem uma capacidade intrinse-
ca de trocar a sua localizagdo genémi-
ca denominam-se elementos moveis.
Distinguem-se 2 tipos de transposicdo:
transposi¢cdao conservadora quando
o elemento se move de um local para
outro e transposicao replicativa,
quando o elemento mével se duplica
permanecendo o original no {ocal dador
e uma copia que se insere num Novo
local (Fig. 7). Além destes, existe outro
tipo denominado retrotransposicdo
quando o elemento mdvel é um RNA
que é retrotranscrito em DNA para a
sua incorpora¢ao no genoma. Este tipo,
gue se observa em infecgdes por retro-
virus, é sempre uma transposigdo
replicativa, ja& que se transpbe uma
copia retrotranscrita do elemento
movel.

Donador/Dador

Transposicion conservativa
Transposido conservadora

N
Replicacién/Replicaio

Transposicion replicativa

whnasute mévilidoments mivel

=y

s
Integracitu/integragio

B — e )

Transposiao replicativa I
+ —
< :
[ Y4
Retrotranspos!clon b rrmeriia B0
Retrotransposicao e
Integracién/Integragio |

Figura 7: Tipos de transposicién
Figura 7: Tipos de transposigao.
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Las indels tienen un impacto impor-
tante cuando afecta a una regién codi-
ficante y su tamafio no es multiplo de
tres. Esto desencadena un desplaza-
miento de la fase de lectura y la apa-
ricion de una mutacion de fase de lec-
tura. Dichas mutaciones determinan
importantes cambios en la secuencias
de aminodacidos, eliminando o creando
codones de parada que producen pro-
teinas de longitud anormal.

1.3.4.- Inversiones

Es un tipo de reordenamiento de ADN
que ocurre debido a dos procesos
basicamente: i) rotura y unién de cro-
mosomas o ii) entrecruzamientos
intracromosémicos entre 2 segmentos
homélogos que estdn orientados en
direcciones opuestas. Las inversiones
generalmente implican grandes frag-
mentos de ADN, de cientos a miles de
pares de bases.

1.4 Distribucion y frecuen-
cia de mutaciones

Las mutaciones no ocurren general-
mente al azar a lo largo del genoma.
Algunas regiones son mas propensas
a mutar que otras y se conocen como
puntos calientes. Uno de estos pun-
tos calientes es el dinucleétido 5'-CG-
3', 0 CpG, en el que la citosina esta
frecuentemente metilada cambiando a
5'-TG-3'. En eucariotas, la repeticio-
nes pequenas en tandem son a menu-
do puntos calientes para deleciones e
inserciones, probablemente debido a
los malos apareamientos por desliza-
miento. Secuencias que incluyen
motivos dinucledtidos alternantes de
purinas y pirimidinas, como GC, AT y
GT son capaces de adoptar una con-
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As indels tém um impacto importante
gaundo afectam uma regido codifican-
te e o seu tamanho ndo seja multipio
de trés. Isto desencadeia um desloca-
mento da fase de leitura e a aparigdo
de uma mutagdo da fase de leitura.
Estas mutagdes determinam impor-
tantes mudangas nas seqléncias de
aminoacidos, eliminando ou criando
coddes de paragem que produzem
proteinas de longitude anormal.

1.3.4.- Inversédes

E um tipo de reordenamento de DNA
que ocorre basicamente devido a dois
processos: i) quebra e unido de cro-
mossomas ou ii) intercruzamentos
intracromossémicos entre 2 segmen-
tos homédlogos que estdo orientados
em direcgdes opostas. As inversdes
implicam geralmente grandes frag-
mentos de DNA, de centenas a milha-
res de pares de bases.

1.4 Distribuicdo e freqiién-
cia de mutagoes

As mutagdes ndo ocorrem geralmente
de forma aleatéria ao longo do geno-
ma. Algumas regides sdo mais pro-
pensas a mutar que outras e sdo con-
hecidas como hot spots (pontos
quentes). Um destes hot spots é o
dinucleétido 5'-CG-3', ou CpG, no qual
a citosina estd freqlentemente meti-
lada mudando para 5'-TG-3'. Nos
eucariotas, as repeticbes pequenas
em tandem s3o muitas vezes hot
spots para delegdes e insergdes, pro-
valvemente devido aos maus empa-
relhamentos por deslizamento.
Seqliéncias que incluem dimeros
alternantes de purina e pirimidinas,
como GC, AT e GT sao capazes de



formacién de tipo ADN-Z que favorece
las deleciones.

Ademas la direccién de las mutaciones
no es al azar. Las transiciones ocurren
mas frecuentemente que las transver-
siones. En el ADN nuclear, las transi-
ciones suponen sobre un 60-70% de
las mutaciones, que se desvia del
33% esperado por azar. Por el contra-
rio, la relacién de transiciones a trans-
versiones en el ADN mitocondrial es
15-20. Esto parece asociarse al meca-
nismo de replicacion por desplaza-
miento de este ADN.
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adotar uma composigao do tipo DNA-
Z que favorece as delegdes.

Além disso a direcgdo das mutagdes
ndo é aleatdéria. As transigdes oco-
rrem com mais freqliéncia que as
transversdbes. No DNA nuclear, as
transigdes implicam 60-70% de muta-
coes, que se desvia 33% do esperado
aleatoriamente. Pelo contrario, a rela-
¢do entre transigdes e transversdes no
DNA mitocondrial é 15-20. Isto parece
associar-se ao mecanismo de replica-
¢do por deslocamento deste DNA.
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UNIDAD 2.
Dinamica de genes en
las poblaciones

2.1 El principio de Hardy-
Weinberg

Las frecuencias genotipicas en una
poblacién vienen determinadas, en
parte, por el tipo de reproduccion. Si
consideramos un patrén de reproduc-
cién sexual al azar (panmixia) sin
generaciones solapantes, en el que las
frecuencias alélicas debido a las fuer-
zas evolutivas mas importantes tales
como mutacion, migracion y seleccién
natural no cambian de una generacion
a otra, y que la poblacién es de gran
tamafio en niumero, entonces, y segin
el modelo de Hardy-Weinberg, la rela-
cién matematica entre las frecuencias
alélicas y las frecuencias genotipicas
viene dada por: AA=p? Aa=2pq y
aa=qg*, donde las frecuencias alélicas
de Ay asonpyqgy secumple que

p+qg=1 (Fig. 8).

Organismos diploide / Organismos dipléide

Reproduccién sexual / Reprodugiio sexual

Generaciones no solapantes / Geragdes “discretas”

Locus en estudio posee dos alelos / Locus em estudo possui 2 alelos
Frecuancias alélicas idénticas en machos y hembras /

Frequéncias alélicas idénticas em machos e fémeas

Reproduccién al azar / Reprodugfio ao acaso

Tamafio poblacional grande (en teora infinito) /

Tamanho populacional grande (em teoria, infinito)

No hay migraci6n / Nao hi migragiio

UNIDADE 2.
Dinamica de genes nas
populacoes

2.1 O principio de Hardy-
Weinberg

As freqliéncias genotipicas numa
populagdo sdao determinadas, em
parte, pelo tipo de reprodugdo. Se
considerarmos um padrao de reprodu-
Gao sexual aleatério (panmixia) sem
salto de geragdes, no qual as freqlién-
cias alélicas devido as forgas evoluti-
vas mais importantes tais como muta-
¢ao, migragao e seleccdo natural ndo
mudam de uma geragao para outra, e
que a populagao é de grande tamanho
em numero, entdo, e segundo o
modelo de Hardy-Weinberg, a relagao
matematica entre as freqliéncias aléli-
cas e as freqiiéncias genotipicas pode
ser expressa por: AA=p?, Aa=2pq y
aa=g? onde as freqliéncias alélicas de
A e a sdo p e g e se infere que p+g=1
(Fig. 8).

Genotipos/Genétipos
AA Aa aa
Panmixia P 2pq I'd
Endogamia P +pgF 2pq - 2pgF @ + pqF

Figura 8: Equilibrio de Hardy-Weinberg. A la izquierda supuestos teéricos del modelo H-W. A la derecha,
frecuencias alélicas esperadas para cada .genotipo en una poblacién panmictica y con endogamia

Flgura 8: Equilibrio de Hardy-Weinberg. A esquerda pressupostos teéricos do modelo H-W. A direita, fre-
qliéncias alélicas esperadas para cada genétipo numa populagdo panmixica e com endogamia.



Este modelo es muy simplista en sus
principios. Sin embargo, ha servido de
base para el estudio tedrico y experi-
mental en el drea de la genética de
poblaciones, ya que no considera las
fuerzas evolutivas y sélo se basa en
aquellas derivadas del proceso de
reproducciéon exclusivamente. No obs-
tante, nos permite comparar con
modelos mas realistas en los que parti-
cipen los procesos de mutacién, selec-
cién o migracion.

2.2 Desviaciones del equili-
brio de Hardy-Weinberg

Segun el modelo de Hardy-Weinberg,
una poblacién de gran tamafio con
apareamiento al azar debe encontrarse
en equilibrio con unas frecuencias alé-
licas y genotipicas constantes de gene-
racion a generaciéon. Cuando las pro-
porciones observadas se desvian de las
esperadas habria que recurrir a facto-
res externos, como seleccién o migra-
cién, o internos, como la mutacién.

La seleccién significa que los animales
mejor adaptados a las condiciones del
medio son los que logran la reproduc-
cién. La seleccion natural se define
como la reproduccion diferencial de
individuos genéticamente diferentes o
genotipos dentro de las poblaciones.
Esta reproduccién esta provocada por
diferentes caracteristicas como morta-
lidad, fertilidad, fecundidad, capacidad
para aparearse y la viabilidad de la
descendencia.

La mayoria de mutaciones que ocurren
en los genes no modifican el fenotipo
de un organismo. Cuando esto si ocu-
rre, algunas afectan a la capacidad de
adaptacion de los organismos en forma
positiva o negativa. Cuando una muta-
cién reduce la adaptacion se conoce
como deletérea, de tal forma que esos
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Este modelo é muito simplista nos seus
principios. No entanto, serviu de base
para o estudo tedrico e experimental
na area da genética de populagoes, ja
gue ndo considera as forgas evolutivas
e s6 se baseia naquelas derivadas do
processo de reprodugdo, exclusiva-
mente. Ndo obstante, permite-nos
comparar com modelos mais realistas
nos quais participem o0s processos de
mutacdo, selecgdo ou migragao.

2.2 Desvios do equilibrio de
Hardy-Weinberg

Segundo o modelo de Hardy-Weinberg,
uma populacdo de grande tamanho
com emparelhamento aleatdério deve
encontrar-se em equilibrio com fre-
quiéncias alélicas e genotipicas cons-
tantes de geragdo em geragdo. Quando
as proporgdes observadas se desviam
das esperadas era necesario recorrer a
factores externos, como seleccdo ou
migragdo, ou internos, como a muta-
¢ao.

A seleccdo significa que os animais
melhor adaptados as condigdes do
meio sao 0s que conseguem a reprodu-
¢ao. A selec¢do natural define-se como
a reprodugdo diferencial de individuos
genéticamente diferentes ou genétipos
dentro das populagbes. Esta reprodu-
¢ao é provocada por diferentes carac-
teristicas como mortalidade, fertilida-
de, fecundidade, capacidade de empa-
relhamento e viabilidade da descen-
déncia.

A maioria das mutagdes que ocorrem
nos genes ndo modificam o fendtipo de
um organismo. Quando isto ocorre,
algumas afectam a capacidade de
adaptacdo dos organismos de forma
positiva ou negativa. Quando uma
mutacao reduz a adaptagao designa-se
como deletaria, de tal forma que esses
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organismos seran eliminados de la
poblacién. Este tipo de seleccién se
denomina seleccién negativa o puri-
ficante. Ocasionalmente, una nueva
mutacién puede comportarse como el
mejor alelo de la poblacién, y se deno-
mina selectivamente neutra. Son
muy raros los casos de mutaciones que
aumentan la adaptacion de los porta-
dores, en cuyo caso se le denomina
seleccion positiva o ventajosa.

Se distinguen los siguientes tipos de
interaccion: i) codominancia o selec-
cién génica cuando los dos homocigo-
tos tienen diferentes valores de adap-
tacion y el heterocigoto un valor inter-
medio; ii) recesividad y dominancia
completa, cuando los homocigotos tie-
nen distinta adaptacion y el heterocigo-
to es igual a uno de los homocigotos;
iii) sobredominancia cuando el hetero-
cigoto expresa un fenotipo mas extre-
mo que cualquiera de los progenitores
homocigotos. Si el fenotipo del indivi-
duo heterocigoto es mas deseable, se
habla de una ventaja heterocigota y iv)
subdominancia, cuando el heterocigoto
muestra una menor adaptacion que los
homocigotos (Fig. 9).

Codominancia/Codominéincia

Dominancia/Dominio
A>a

Recesividad/Recessividade
A<a

.

Seleccién/Seleccgio

O<s>t

Subdominancia/Subdominincia

0>s<t

organismos serdo eliminados da popu-
lagdo. Este tipo de seleccdo denomina-
se seleccdo negativa ou purifican-
te. Ocasionalmente, uma nova muta-
Gao pode comportar-se como o melhor
alelo da populagdo, e denomina-se
selectivamente neutra. S3o0 muito
raros os casos de mutagbes que
aumentam a adaptagdo dos portado-
res, as quais se denominam seleccdo
positiva ou vantajosa.

Distinguem-se o0s seguintes tipos de
interaccéo: i) codomindncia ou selec-
¢do génica quando os dois homozigotos
tém diferentes valores de adaptaco e
o heterozigoto um vaIOI: intermédio; ii)

essiv ,
quando os homozigotos tém distinta
adaptagdo e o heterozigoto é igual a
um dos homozigotos; iii) sobredomi-
nancia quando o heterozigoto expressa
un fendtipo mais extremo que qualquer
dos progenitores homozigotos. Se o
fenétipo do individuo heterozigoto é
mais desejavel, fala-se de uma vanta-
gem heterozigética e iv) subdominin-
cia, quando o heterozigoto mostra uma
menor adaptagdo que os homozigotos

(Fig. 9).

Sobredominancia/Sobredominancia

AA Aa aa
1 1+s 142s
14s 14s 1
1+s 1 1
1 1+s 1+t

Figura 9: Tipos de seleccién. s y t denotan diferentes valores de adaptacién
Figura 9: Tipos de selecgdo. s e t denotam diferentes valores de adaptagéo
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La migracién se refiere al movimien-
to de organismos 0 sus gametos entre
subpoblaciones. Este representa otro
sistema para introducir nueva variabi-
lidad genética en las poblaciones. El
flujo génico va a maodificar las fre-
cuencias alélicas, homogeneizandolas
entre ellas, evitando la especiacion y
neutralizando las diferencias entre las
subpoblaciones.

La deriva genética es otro factor que
puede provocar cambios en las fre-
cuencias alélicas. Estos cambios son
debidos exclusivamente al azar. Los
peces producen un alto namero de
gametos, de los que sélo una parte lle-
garan a adultos y sélo una fraccion se
reproducird en la siguiente generacién
y dard descendencia viable. Este éxito
reproductivo va a generar cambios en
las frecuencias alélicas al azar. Segun
algunos modelos matematicos, se ha
demostrado que las fluctuaciones en
las frecuencias alélicas son mucho mas
pronunciadas cuando las poblaciones
son de pequefio tamafio. Mientras que
los procesos sistematicos de mutacion,
seleccién o migracién son muy lentos,
los cambios en poblaciones pequefias
son muy rapidos.

2.3 Tamaiio efectivo pobla-
cional

El tamafio efectivo de la poblacién
(N.) es uno de los parametros mds
importantes a considerar para la ges-
tion de recursos pesqueros y en acui-
cultura. Para describir una poblacién
desde el punto de vista genético hay
que recurrir a Ng, que nos indica los
genes que se transmiten a la siguien-
te generacion y en qué proporcion.

26

A migracao refere-se ao movimento
de organismos ou seus gametas entre
sub-populagdes. Este representa
outro sistema para introduzir nova
variedade genética nas populagdes. O
fluxo génico vai modificar as frequén-
cias alélicas, homogeneizando-as
entre elas, evitando a especiagdo e
neutralizando as diferengas entre as
sub-populagbes.

A deriva genética é outro factor que
pode provocar mudangas nas freqién-
cias alélicas. Estas mudangas sao
exclusivamente aleatdrias. Os peixes
produzem um grande namero de
gametas, dos quais sé uma parte che-
gardo a adultos e s6 uma fracgdo se
reproduzird na seguinte geragdo e
dard descendéncia viavel. Este éxito
reprodutivo vai gerar mudangas alea-
térias nas frequéncias alélicas.
Segundo alguns modelos matemati-
cos, demonstrou-se que as flutuagdes
nas frequéncias alélicas sdo muito
mais pronunciadas quando as popula-
¢bes sdo de pequeno tamanho.
Embora os processos sistematicos de
mutagdo, seleccdo ou migragdo sejam
muito lentos, as mudangas nas popu-
lagbes pequenas sdo muito rapidas.

2.3 Tamanho efectivo
populacional

O tamanho efectivo da populagdo (N)
é um dos parametros mais importan-
tes a considerar para a gestdo de
recursos pesqueiros e em aquicultura.
Para descrever uma populagdo do
ponto de vista genético € necessario
recorrer ao N, que nos indica os genes
que se transmitem a geragao seguinte
€ em que proporgao.
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Son numerosas las aproximaciones
para estimar Ne en funcién de los
parametros considerados (Fig. 10),
tales como el nimero de machos vy
hembras que producen descendencia
viable, la variacién en el nimero de
descendientes producidos por cada
reproductor o el nUmero de generacio-
nes en las que ha participado.

Si consideramos la proporcién de
sexos para el calculo de N,, y asumi-
mos que la reproduccion dentro de
una poblacién es al azar y cada repro-
ductor posee capacidad para producir
descendencia viable, entonces: N.=
4(H)(M)/(H+M), donde H y M son el
numero de machos y hembras (Fig.
10).

Sin embargo, se conoce que no todos
los adultos se llegan a reproducir o
bien su descendencia no es viable. En
cualquiera de estas circunstancias
tales reproductores no deberian ser
incluidos en el célculo de N,, ya que su
material genético no se transmite a la
siguiente generacion.

Sd8o numerosas as abordagens para
calcular Ne em fungdo dos pardmetros
considerados (Fig. 10), tais como o
numero de machos e fémeas que pro-
duzem descendéncia viavel, a varia-
¢ao no numero de descendentes pro-
duzidos por cada reprodutor ou o
nuimero de geragbes em que partici-
pou.

Se considerarmos a proporgdo de
sexos para o calculo de N,, e assumir-
mos que a reproducdo dentro de uma
populagdo é aleatéria e que cada
reprodutor possui capacidade para
produzir descendéncia vidvel, ent3o:
N.= 4(H)(M)/(H+M), onde He M sdo o
numero de machos e fémeas (Fig.
10).

No entanto, sabe-se que nem todos os
adultos se chegam a reproduzir ou
que a sua descendencia ndo é viavel.
Em qualquer destas circunstancias
tais reprodutores nao deveriam ser
incluidos no calculo de N, ja que o seu
material genético ndo se transmite a
geragdo seguinte.

Efecto de la proporcion de sexos/Efeito da proporciio de sexos

Z 2 Ne= 4 (M*H) / (M+H)

@ 9

A -

< g

g g Ne= 1/t (1/N1+1/N2+...+1/Nn)
L] QE

— jed

W /]

[capcs

I

Efecto de las fluctuaciones de la poblacién/Efeito das flutuagdes da populacéio

Efecto del tamaiio de las familias/Efeito do tamanho das familias
Ne=4 (N-2) / (Km+Vm/Km) + (Kh+Vh/Kh)

Figura 10. Aproximaciones para la estimacién de N,
Figura 10. Abordagens para o calculo de N,
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Para estimar N, tras n generaciones se
utiliza una media armonica: 1/N.= 1/n
(1/Ng+1/Neo+1/Nes+...+1/N.,), donde
Nei, Nez; Nes Y No, representan el
nimero efectivo en la 138, 23, 33 y n
generaciones. Como caracteristica
particular de la media harmonica tene-
mos que el valor mas pequeiio de N,
es el que tendra mayor peso sobre el
N. promedio. Esto significa que si en
cualquier momento hay una reduccion
importante en el nimero de reproduc-
tores por enfermedad, muerte o repo-
sicion, tendra gran repercusion sobre
el valor N, con independencia de que
posteriormente se recuperen los valo-
res esperados.

El desarrollo matematico para la
estimacion de Ne considerando
las diferencias en la contribucién
de descendencia para cada
reproductor es mas complejo:
N.=4(N-2)/(Km+Vm/Km)+(Kh+Vh/Kh)
donde Km y Kh son el numero medio
de descendientes por macho y hem-
bra, Vm y Vh las varianzas de los
tamafios familiares de machos y hem-
bras, y N el numero total de la descen-
dencia.

El tamafio efectivo de la poblacion esta
inversamente relacionado con el valor
medio de endogamia (F) de un colecti-
vo a través de la relacién F= 1/(2N,).
La razbén de esta relacién se basa en
que la probabilidad de encontrar
parientes préximos aumenta a medida
que las poblaciones son mas peque-
flas. Esta relacion entre F y N,
demuestra la importancia de estimar
N. vy aplicarlo al manejo de poblaciones
en cautividad.

Uno de los cambios de tamaiio pobla-
cional que mas influencia la evolucion
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Para calcular N, sobre n geragoes uti-
liza-se uma média harménica: 1/N.=
1/n (1/Ng;+1/Ng+1/Nes+...+1/N.),
onde N.;, Ne,, No; € N, representam o
nUimero efetivo na 13, 23, 33 e n gera-
¢oes. Como caracteristica particular
da média harmoniosa temos que o
valor mais pequeno de N, é o que tera
maior pesos sobre o N, médio. Isto
significa que se em qualquer momen-
to houver uma redugdo importante no
numero de reprodutores por doenca,
morte ou reposicdo, terd grande
repercurssao sobre o valor N, inde-
pendentemente de depois se recupe-
rarem os valores esperados.

O desenvolvimento matematico
para o calculo de Ne considerando
as diferentas na contribuigdo de
descendéncia para cada
reprodutor é mais complexo:

N.= 4(N-2)/(Km+Vm/Km)+(Kh+Vh/Kh)
onde Km e Kh sdo o nimero médio de
descendentes por macho e fémea, Vm
e Vh as variagbes familiares de
machos e fémeas, e N o nimero total
da descendéncia.

O tamanho efectivo da populagdo esta
inversamente relacionado com o valor
médio de endogamia (F) de um colec-
tivo a través da relagdo F= 1/(2N.). A
razdo desta relagdo baseia-se na pro-
babilidade de que encontrar parentes
préximos aumenta a medida que as
populagbes sdo mais pequenas. Esta
relacdo entre F e N, demonstra a
importdncia de calcular N, e aplica-lo
a manipulagdo de populagdes em cati-
veiro.

Uma das mudangas de tamanho popu-
lacional que mais influéncia a evolu-
¢do molecular de uma populagédo oco-
rrem quando existe um decréscimo
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molecular de una poblacién ocurre
cuando existe un descenso rapido y
severo en el nimero de individuos,
quizas por desastres naturales o enfer-
medades. Esto se conoce como cuello
de botella poblacional. Dichos cuellos
de botella reducen la variacién genéti-
ca de las poblaciones debido a que sélo
un pequefio nimero de genes, presen-
tes en unos huéspedes afortunados,
permaneceran tras la reduccidn de
tamafo. Dicha reduccién provocaré un
aumento de la endogamia y un incre-
mento en la homocigosidad.

Los tamafos poblacionales también
cambian cuando un pequefio grupo de
individuos se queda aislado del grupo
principal, tal como ocurre al constituir
stocks cultivados de reproductores.
Dado que dichos individuos sélo portan
una pequefa proporciéon de la varia-
cion genética de la poblacion mas
grande, la deriva genética y la selec-
cién natural modificardn radicalmente
su estructura genética, conduciendo,
en casos extremos, a procesos de
especiacion. Esto se le conoce como
efecto fundacional. De igual forma a
lo mencionado con los cuellos de bote-
lla, estos procesos determinardn un
aumento de la endogamia y la fijacién
de alelos raros, incluso de alelos dele-
téreos.

2.4 Polimorfismo genético

Para determinar el grado de polimor-
fismo se puede usar una medida del
nimero de loci polimdrficos del total
muestreado. Sin embargo, esta medi-
da es dependiente del nimero de indi-
viduos estudiados, de tal forma que a
menor muestra, mas dificil de identifi-
car los loci polimoérficos.
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répido e grave no nimero de indivi-
duos, seja por desastres naturais ou
doengas. Isto é conhecido como
bottleneck populacional. Os ditos
bottlenecks reduzem a variagdo gené-
tica das populagbes devido a que sé
um pequeno numero de genes, pre-
sentes nalguns hospedeiros afortuna-
dos, permanecerdo depois da reducdo
de tamanho. A dita redugdo provocara
um aumento da endogamia e um
incremento na homozigocidade.

Os tamanhos populacionais também
mudam quando um pequeno grupo de
individuos se mantém & parte do
grupo principal, como ocorre ao cons-
tituir stocks em colheitas de reprodu-
tores. Dado que os ditos individuos
apenas transportam uma pequena
proporgdo da variagdo genética da
populagdo maior, a deriva genética e a
selecgdo natural modificardo radical-
mente a sua estrutura genética, con-
duzindo, em casos extremos, a pro-
cessos de especiagao. Isto & conheci-
do como efeito fundador. De igual
forma ao mencionado com os bottle-
necks, estes processos determinardo
um aumento da endogamia e a fixa-
¢ao de alelos raros, inclusivamente de
alelos deletéreas.

2.4 Polimorfismo genético

Para determinar o grau de polimorfis-
mo pode usar-se uma medida do
ndmero de loci polimérficos do total
da amostra. No entanto, esta medida
esta dependente do nimero de indivi-
duos estudados, de tal forma que na
amostra menor, é mais dificil de iden-
tificar os loci polimérficos.



Por eso se utilizan otras medidas
como la heterocigosidad media espe-
rada o diversidad génica (H). Esta
se define como la probabilidad de que
dos alelos tomados al azar de una
poblacién sean diferentes. Si conoce-
mos las frecuencias alélicas, ésta se
puede representar como H=1-zx?. (1
menos la probabilidad de que sean
homocigotos). Esto es util cuando el
marcador molecular que se utiliza son
perfiles electroforéticos o técnicas que
incluyen enzimas de restriccion.
Cuando utilizamos secuencias de ADN,
bien nucleares o mitocondriales, es
necesario recurrir a medidas que
determinen los polimorfismos a nivel
de nucleétido. Un indice es la diversi-
dad nucleotidica o =, que es la pro-
porcién de diferencias de nucleétidos
entre todos los posibles pares de
secuencias en estudio y que matema-
ticamente se indica como:

n
n-l

[:' a
%x XL ‘. o
|

n

Otro parametro muy Uutil es el poli-
morfismo de nucleétido o o, que es
la proporcidn de sitios segregantes
normalizada al nimero de secuencias
analizadas y que se calcula:

S

|
| i

n-1
Ei )

Ambos parédmetros estan relacionados
si asumimos que los alelos en estudio
no estdn ajenos a fendmenos de
selecciéon natural en una poblacion
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Por isso se utilizam outras medidas
como a heterozigocidade média espe-
rada ou diversidade génica (H). Esta
define-se como a probabilidade de que
dois alelos escolhidos aleatoriamente
de una populagdo sejam diferentes. Se
conhecermos as frequéncias alélicas,
esta pode-se representar como H=1-
=x2. (1 menos a probabilidade de que
sejam homozigotos). Isto € util quando
o marcador molecular que se utiliza sao
perfis electroforéticos ou técnicas que
incluem enzimas de restrigdo.

Quando utilizamos seqiiéncias de DNA,
sejam nucleares ou mitocondriais, é
necessario recorrer a medidas que
determinem os polimorfismos a nivel
do nucledtido. Um indice é a diversi-
dade nucleotidica ou =, que é a pro-
porcdo de diferencas de nucleétidos
entre todos os possiveis pares de
seqliéncias em estudo e que matema-
ticamente se indica como:

frecuencia de secuencias de tipo a y b / frequéncia de sequéncias de tipo a e b

proporcidn de nucledtidos diferentes entre los tipos ay b
proporgdo de nucledtidos diferentes entre os tiposae b

niimero de secuencias [ nimero de sequéncias

Outro pardmetro muito util é o poli-
morfismo de nucleétido ou 6, que é
a proporcao de locais segregantes
normalizados ao nimero de seqién-
cias analisadas e que se calcula:

| § sitios segregantes / sitios segregantes
niimero de secuencias en la muestra / niimero de sequéncias na amostra

Ambos os parametros estdo relaciona-
dos se assumir-mos que os alelos em
estudo ndo sdo estranhos a fendéme-
nos de selecgdo natural numa popula-
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grande de tamafio constante. De esta
forma segln la teoria neutral evoluti-
va, n=0. Dicha relacién se puede ana-
lizar con el test de Tajima cuya hipéte-
sis nula es H,=n-6=0.

0 también estd relacionado con el
tamano efectivo poblacional. Segtn el
modelo infinito de alelos, se ha defini-
do que 6=4N.u donde N, es el tamafio
efectivo y pu la tasa de mutacién para
el locus analizado por generacién. En
lugar de usar el nimero de alelos
también se puede utilizar la heteroci-
gosidad para la que N.=(H/1-H)4p.
Estas aproximaciones se basan en los
supuestos de neutralidad. Por lo tanto
requerira la aplicacion del test de
Tajima previamente a su aplicacién.

Dicho desarrollo es de aplicacion prac-
tica. A modo de ejemplo y usando las
aproximaciones anteriormente men-
cionadas, el tamario efectivo de las
subpoblaciones mediterraneas de
lubina (Dicentrarchus labrax) se sita-
an entre 10.000 y 60.000 reproducto-
res. Basado en capturas, el tamafio de
estas subpoblaciones se estimé en 1.4
millones de animales, unas 40 veces
superior. Sin embargo, si atendemos a
lo anteriormente expuesto, estas dife-
rencias son esperables ya que N,
siempre es menor o igual que el
censo poblacional.

2.5 Diferenciacion genética

La existencia de estructura genética
en poblaciones naturales es un proce-
SO0 que ocurre de forma natural dada
la tendencia de los organismos a for-
mar cardimenes, un comportamiento
reproductivo con cortejo o la existen-
cia de barreras geograficas que limi-
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¢do grande de tamanho constante.
Desta forma segunda a teoria neutra
evolutiva, n=6. Esta relagdo pode ana-
lisar-se com o teste de Tajima cuja
hipétese nula é H,=n-6=0.

6 também estd relacionado com o
tamanho efectivo da populagdo.
Segundo o modelo infinito de alelos,
definiu-se que 6=4Ny onde N, é o
tamanho efectivo e p a taxa de muta-
¢do para o locus analisado por gera-
¢a0. Em vez de usar oniimero de ale-
los também se pode utilizar a hetero-
zigocidade para a qual N.=(H/1-H)4y.
Estas abordagens baseiam-se nos
pressupostos de neutralidade.
Portanto requerem a aplicagdo do
teste de Tajima previamente & sua
aplicagao.

Este desenvolvimento é de aplicagdo
pratica. Como exemplo e usando as
abordagens anteriormente menciona-
das, o tamanho efectivo das sub-
populagbes mediterraneas de robalo
(Dicentrarchus labrax) situam-se
entre 10.000 e 60.000 reprodutores.
Baseado em capturas, o tamaho des-
tas sub-populagbes estimou-se em
1.4 milhdes de animais, umas 40
vezes superior. No entanto, se aten-
dermos ao exposto anteriormente,
estas diferengas sdo expectdveis ja
que N, é sempre menor ou igual do
que o censo populacional.

2.5 Diferenciacdao genética

A existéncia de estrutura genética em
populagdes naturais € um processo
que ocorre de forma natural dada a
tendéncia dos organismos a formar
cardumes, um comportamento repro-
dutivo com corte ou a existéncia de



tan la dispersiéon de los organismos.
Cuando una poblaciéon se separa, es
inevitable la aparicion de diferencia-
ciébn genética entre las subpoblacio-
nes. Por diferenciacién genética se
entiende la adquisicién de frecuencias
alélicas que difieren entre las subpo-
blaciones. Tal diferenciacién genética
serd consecuencia de la seleccién
natural, si se favorecen diferentes
genotipos en diferentes subpoblacio-
nes, y de procesos al azar en la trans-
misién de alelos de una generacién a
otra o por diferencias en las frecuen-
cias alélicas tras un efecto fundacio-
nal.

Cuando dos poblaciones comienzan a
divergir se observa una reduccién en
la proporcion de heterocigotos obser-
vados respecto a los esperados por
una reproduccién al azar. Esta reduc-
cion disminuye el tamafio efectivo
poblacional y potencia los procesos de
deriva genética. Si consideramos una
poblacién panmictica, de acuerdo con
los principios de Hardy-Weinberg, se
esperaria que AA, Aa y aa estuviesen
presentes con unas frecuencias p?,
2pq y g respectivamente. Sin embar-
go, cuando existe subdividisiéon pobla-
cional los homocigotos aumentan de
tal forma que las frecuencias espera-
das serian p*+pgF y g*+pqF para AA'y
aa respectivamente, mientras que
para los heterocigotos Aa serian 2pg-
2pgF, siendo F la endogamia (Fig. 8).

Para cuantificar el efecto de la endo-
gamia, o la reduccién de heterocigosi-
dad esperada con apareamiento al
azar a cualquier nivel de una jerarquia
poblacional en relacién a otro nivel
mas inclusivo de la misma, se utilizan
los estadisticos tipo F o indices de fija-
cién (Fig. 11). Los niveles mas usados
son las subpoblaciones y poblacion
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barreiras geogréaficas que limitam a
dispersdo dos organismos. Quando
uma populagdo se separa, € inevitavel
a apari¢do de diferenciagdo genética
entre as sub-populagbes. Por diferen-
ciagdo genética entende-se a aquisi-
¢do de freqUéncias alélicas que dife-
rem entre as sub-populagfes. Tal dife-
renciacdo genética sera conseqiiéncia
da seleccdo natural, se se favorecem
diferentes genoétipos em diferentes
sub-populagdes, e de processos alea-
torios na transmissdao de alelos de
uma geracao a outra ou por diferengas
nas frequéncias alélicas depois de um
efeito fundacional.

Quando duas populagdes comegcam a
divergir observa-se uma redugdo na
proporcao de heterozigotos observa-
dos em relagdao aos esperados por
uma reprodugdo aleatdria. Esta redu-
¢ao diminui o tamanho efetivo popula-
cional e potencia os processos de deri-
va genética. Se considerar-mos uma
populacdo panmictica, de acordo con
os principios de Hardy-Weinberg,
esperaria-se que AA, Aa e aa estives-
sem presentes com as freqliéncias p?,
2pqg e q? respectivamente. No entanto,
guando existe subdivisdo populacional
os homozigotos aumentam de tal
forma que as freqUéncias esperadas
seriam p*+pqF e g°+pqF para AA e aa
respectivamente, embora para os
heterozigotos Aa seriam 2pg-2pqgF,
sendo F a endogamia (Fig. 8).

Para quantificar o efeito da endoga-
mia, ou a reducgdo da heterozigocida-
de esperada com emparelhamento
aleatério a qualquer nivel de uma hie-
rarquia populacional em relagdo a
outro nivel mais inclusivo da mesma,
utilizam-se as estatisticas tipo F ou
indices de fixacdo (Fig. 11). Os niveis
mais usados sdo as sub-populagdes e
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total, y los indices mas utilizados son  populagdo total, e os indices mais uti-
Fis, que mide la subdivision intrapo- lizados s&o Fs, que mede a subdivisio
blacional, Fs;, para subdivisién geo- populacional, Fs;, para subdivisdo
grafica y F, para la endogamia total.  geogréfica e F, para a endogamia
Si nos centramos en Fgp, oscila entre 0 total. Se nos centrar-mos em Fsr, Osci-
(panmixia) y 1 (fijacion de alelos Ia entre 0 (panmixia) e 1 (fixacdo de
alternativos) con valores de diferen- alelos alternativos) com valores de
ciacién que si estdn entre 0-0'05 se diferenciagdo que se estdo entre 0-
considera que existe poca diferencia- 0°05 considera-se que existe pouca
cién genética, moderada si estd en el  diferenciacdo genética, moderada se
rango 0'05-0'15, grande si estd entre  estd no intervalo 0'05-015, grande se
0’15-0'25 y muy grande si es mayor estd entre 0'15-0,25 e muito grande

Iz 4 H ’
de 0'25. se é maior que 0'25.
H, Heterogocidad observada en subpoblaci H, Heterogocidad observada en subpoblaciones H,. Heterogocidad observada en la poblacién total
Heterozigosidade observada em subpopulagé Heterozigosidade observada em subpopulag H igosidade observada na populagdo total
H-H H-H H-H
= s 1 Form T s _ T
fs=—4 = Fr=—7F——
S T T

| Fig=-1 Exogamia

-1 <Fg<l |
1< Is 1 | Fig=1 Endogamia

Fg=0 Panmixia
| Fg;=1 Dif iaci ica méxima/Dife iag ética méxima

(1- Fp)=(1-Fgp)(1-Fyg) 0 <Fgr<1

-1< FIT<1 || Nivel méximo de inclusién/M4ximo nivel de incl

Figura 11. Indices de Fijacién. Arriba, férmulas para la estimacién de Fy, Fer y Fr. Abajo, relacién

entre los indices de fijacidn y rango de valores e interpretacién.
Figura 11. Indices de Fixagdo. En cima, formulas para o caiculo de Fis, Fsr Y Fr. Em baixo, relagdo
entre os indices de fixac8o e intervalo de valores e interpretagdo.

33



UNIDAD 3.
Marcadores moleculares:
Tipos y aplicaciones

3.1.- Introduccién

Todos los organismos son susceptibles
de sufrir mutaciones como consecuen-
cia de su metabolismo celular normal
tal como se ha descrito en la unidad 1.
Tales mutaciones conducen a la apari-
cién de variabilidad genética (polimor-
fismos) entre los individuos, especies
y grupos taxonomicos de orden supe-
rior. El nimero y grado de variacién de
cada tipo de mutacién va a definir la
variabilidad genética que se pone de
manifiesto mediante el analisis de
marcadores moleculares.

El desarrollo de la biologia molecular
de las ultimas décadas ha permitido la
aparicidon de herramientas de gran uti-
lidad para la realizacidén, entre otros,
de estudios encaminados a determi-
nar las caracteristicas genéticas de
todo tipo de poblaciones, asi como la
determinacion de las relaciones filoge-
néticas entre organismos.
Previamente a dicho desarrollo, tales
estudios se basaban en el analisis de
las caracteristicas morfolégicas, muy
influenciables por el entorno. Los mar-
cadores moleculares aparecen asi
como la herramienta mas idénea por:

e Ser caracteres transmitidos
genéticamente, que no se ven
influenciados por variaciones de
las condiciones ambientales y se
transmiten entre generaciones.

e Ser ubicuos, es decir, estan pre-
sentes en un gran nuamero de
organismos diferentes.

UNIDADE 3.
Marcadores moleculares:
Tipos e aplicacoes

3.1.- Introducao

Todos os organismos sdo susceptiveis
de sofrer mutagdes como conseqiién-
cia do seu metabolismo celular normal
tal como se descreveu na unidade 1.
Tais mutagdes conduzem ao apareci-
mento de variabilidade genética (poli-
morfismos) entre os individuos, espé-
cies e grupos taxondmicos de ordem
superior. O nimero e grau de variagao
de cada tipo de mutagdo vai definir a
variabilidade genética que se pode
constatar mediante a andlise de mar-
cadores moleculares.

O desenvolvimento da biologia mole-
cular das Ultimas décadas permitiu o
aparecimento de ferramentas de
grande utilidade para a realizagdo,
entre outros, de estudos destinados a
determinar as carateristicas genéticas
de todo o tipo de populagdes, assim
como a determinar as relagdes filoge-
néticas entre organismos. Antes do
referido desenvolvimento, tais estu-
dos baseavam-se na analise das
caracteristicas morfolégicas, muito
influenciaveis pelo ambiente. Os mar-
cadores moleculares aparecem assim
como a ferramenta mais idonea por:

e Serem caracteres transmitidos
geneticamente, que ndo s&o
influenciados pelas variagdes das
condigdes ambientais e se trans-
mitem entre geragdes.

e Serem ubiquos, isto &, estdo pre-
sentes num grande numero de
organismos diferentes.
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¢ Constituir una fuente ilimitada de
caracteres, dada la gran diversi-
dad de marcadores moleculares
existentes.

Permitir comparaciones a cual-
quier nivel de diferenciacién
genética. Se pueden definir mar-
cadores especificos para cual-
quier nivel taxonémico, desde el
mas general hasta el més parti-
cular. Incluso dentro de un
mismo individuo se pueden
determinar marcadores especifi-
cos de drganos, tejidos o tipos
celulares.

¢ Discriminar homologia de analo-
gia, en cuanto que permiten
conocer el origen comun o no de
un determinado caréacter.

Los marcadores moleculares se pue-
den clasificar en dos categorias en
funcién del tipo de secuencia: tipo I,
asociados con genes de funcién cono-
cida, y tipo II, asociados con secuen-
cias gendmicas andnimas. Los marca-
dores de tipo I se han empleado clési-
camente en estudios de gendmica
comparativa, evolucién de los geno-
mas e identificacion de genes.
Ademas, la informacién obtenida con
este tipo de marcadores en especies
muy estudiadas se ha podido aplicar
en muchos casos en otras especies
menos conocidas. En general, los
marcadores de tipo II se consideran
no codificantes, y por tanto son neu-
tros desde el punto de vista evolutivo.
Este tipo de marcadores ha sido muy
atil en la elaboracién de estudios
poblacionales y de mapas genéticos.

Si atendemos a la naturaleza quimica
de la molécula se distinguen dos tipos
de marcadores moleculares:
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e Constituirem uma fonte ilimitada
de carateres, dada a grande
diversidade de marcadores mole-
culares existentes.

e Permitirem comparagbes a qual-
quer nivel de diferenciacdo gené-
tica. Se poderem definir marca-
dores especificos para qualquer
nivel taxonémico, desde o mais
geral até ao mais particular.
Inclusive dentro de um mesmo
individuo se poderem determinar

marcadores  especificos de
6rgdos, tecidos ou tipos celula-
res.

¢ Discriminarem homologia de ana-
logia, enquanto que permitem
conhecer a origem comum ou ndo
de um determinado carater.

Os marcadores moleculares podem
ser classificados em duas categorias
em fungdo do tipo de seqliéncia: tipo
I, associados com genes de fungdo
conhecida, e tipo II, associados com
seqliéncias gendmicas andnimas. Os
marcadores de tipo I foram utilizados
classicamente em estudos de gendmi-
ca comparativa, evolugao dos geno-
mas e identificagdo de genes. Aiém
disso, a informagdo obtida com este
tipo de marcadores em espécies muito
estudadas pbde ser aplicada em mui-
tos casos noutras espécies menos
conhecidas. Em geral, os marcadores
de tipo II consideram-se ndo codifi-
cantes, e portanto sdo neutros do
ponto de vista evolutivo. Este tipo de
marcadores foi muito util na elabora-
cdo de estudos populacionais e de
mapas genéticos.

Se atendemos a natureza quimica da
molécula, distinguem-se dois tipos de
marcadores moleculares:



e Basados en el polimorfismo de
proteinas: aloenzimas.

e Basados en polimorfismos a nivel
de ADN: microsatélites, minisatéli-
tes, RFLP ("Restriction Fragment
Length  Polymorphism"), AFLP
("Amplified Fragment Length Poly-
morphism"), SSCP ("Single Strand
Conformation  Polymorphism"),
RAPD ("Random Amplified Poly-
morphic DNA"), SNPs ("Single
Nucleotide Polymorphism").

3.2. Polimorfismo de protei-
nas: Aloenzimas

Las aloenzimas se definen como las
variantes alélicas de proteinas que
estan determinadas por un mismo
locus gendémico. Al ser el producto de
la expresion de los genes se les consi-
dera marcadores de tipo I. Los cam-
bios en la secuencia de nucleétidos a
nivel de ADN se pueden traducir en
cambios en la secuencia de aminodaci-
dos de las proteinas que codifican,
alterando su carga eléctrica total y su
movilidad electroforética cuando se
las somete a un campo eléctrico. Las
diferencias en los tipos y frecuencia
alélicas sirven para cuantificar la
variacidn genética a nivel de poblacio-
nes, especies y taxa superiores.

El procedimiento de andlisis se puede
resumir en tres etapas principales:
homogeneizacion del tejido que se
quiere analizar, electroforesis de la
muestra en un determinado sustrato
(acetato de celulosa, agarosa, acrila-
mida), y finalmente tincién y revelado
con un sustrato especifico de la enzi-
ma. En el ejemplo tedérico que se
muestra en la figura 12 se han anali-
zado ocho muestras distintas para una
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e Baseados no polimorfismo de
proteinas: aloenzimas.

¢ Baseados em polimorfismos a nivel
de DNA: microsatélites, minisatéli-
tes, RFLP ("Restriction Fragment
Length Polymorphism"), AFLP
("Amplified Fragment Length Poly-
morphism"), SSCP ("Single Strand
Conformation Polymorphism"),
RAPD ("Random Amplified Poly-
morphic DNA"), SNPs ("Single
Nucleotide Polymorphism™).

3.2. Polimorfismo de protei-
nas: Aloenzimas

As aloenzimas definem-se como as
variantes alélicas de proteinas que sdo
determinadas por um mesmo locus
gendémico. Sendo o produto da
expressdo dos genes, sdo considera-
dos marcadores de tipo I. As alteragd-
es na seqiiéncia de nucledtidos a nivel
de DNA podem ser traduzidas em alte-
racdes na seqliéncia de aminoacidos
das proteinas que codificam, alteran-
do a sua carga eléctrica total e a sua
mobilidade electroforética quando sdo
submetidas a um campo eléctrico. As
diferencas nos tipos e frequéncia alé-
licas servem para quantificar a varia-
¢do genética a nivel de populagdes,
espécies e taxa superiores.

O procedimento da analise pode ser
resumido a trés etapas principais:
homogeneizagdo do tecido que se
guer analisar, electroforese da amos-
tra num determinado substrato (ace-
tato de celulosa, agarose, acrilamida),
e finalmente coloragdo e revelagao
com um substrato especifico da enzi-
ma. No exemplo tedrico que se mos-
tra na figura 12, foram analisadas oito
amostras distintas para uma enzima
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enzima monomérica con tres formas
alélicas distintas (denominadas 1, 2 y
3). Tras efectuar la carga en el sustra-
to, cada uno de los monémeros migra
de forma diferente en la electrofore-
sis, obteniendo un patrén diferencial
para cada muestra.

1 2 3

4

monomérica com trés formas alélicas
distintas (denominadas 1, 2 e 3).
Depois de efetuar a carga no substra-
to, cada um dos monémeros migra de
forma diferente na electroforese,
obtendo um padrdo diferencial para
cada amostra.

6

Muestras / Amostras

5 7

Figura 12. Andlisis de las variantes aloenzimaticas en un conjunto tedrico de muestras
Figura 12. Andlise das variantes aloenzimaticas num conjunto tedrico de amostras

Las ventajas del analisis de aloenzi-
mas son:

* Facilidad de ejecucion. No requie-
re de prodimientos complejos ni
de equipamientos sofisticados, de
forma que puede llevarse a cabo
con unos minimos requerimien-
tos.

» Coste econbémico relativamente
bajo.

e Herencia mendeliana.
e Evaluacion simulténea de multi-

tud de loci que segreguen de
forma independiente.
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As vantagens da analise de aloenzi-
mas sao:

e Facilidade de execugdo. N&o
requer procedimentos complexos
nem equipamentos sofisticados,
de forma que pode ser levada a
cabo com uns requerimentos
minimos.

e Custo econdmico relativamente
baixo.

e Heranca mendeliana.
» Avaliacdo simultdnea de varios

loci que segreguem de forma
independente.



No entanto, neste tipo de estudos
também podemos encontrar uma
série de desvantagens como:

Sin embargo, en este tipo de estudios
también podemos encontrar una serie
de desventajas como:

e Conservacion de las muestras.
Puesto que tras la electroforesis
de una muestra la presencia de
una determinada aloenzima se
pone de manifiesto mediante el
revelado con un sustrato especifi-
co, las enzimas deben presentar,
en la medida de lo posible, su
actividad metabdlica intacta. Esto
significa que las extracciones
deben llevarse a cabo en condicio-
nes optimas y a partir de tejidos
que se encuentren en el mejor
estado posible de conservacion.

e Interpretacion de sistemas multi-
locus y poliméricos. Supongamos
por ejemplo que una enzima es
monomeérica y puede existir en
dos formas distintas localizadas
en un mismo locus: Ay B. En este
caso el analisis resulta sencillo
puesto que solamente observaria-
mos dos patrones electroforéticos
distintos, correspondientes a cada
uno de los mondmeros. Sin
embargo, en el caso de que la
enzima fuera dimérica, detectari-
amos tres patrones distintos: AA,
AB y BB. Si fuese trimérica, cuatro
patrones diferentes: AAA, AAB,
ABB y BBB. Y si la enzima fuera
tetramérica, podrian encontrarse
cinco patrones distintos: AAAA,
AAAB, AABB, ABBB y BBBB.
Resulta obvio que los resultados
se complicarian enormemente
conforme aumentase el numero
de unidades monomeéricas, y aun
mas si dichas unidades estuviesen
localizadas en locus distintos.
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e Conservacdo das amostras. Dado
que apods a electroforese de uma
amostra a presenga de uma
determinada aloenzima se mani-
festa mediante o revelado com
um substrato especifico, as enzi-
mas devem apresentar, na medi-
da do possivel, a sua actividade
metabdlica intacta. Isto significa
que as extracgdes devem ser
levadas a cabo em condigdes opti-
mas e a partir de tecidos que se
encontrem no melhor estado pos-
sivel de conservagao.

e Interpretacdo de sistemas multi-

locus e poliméricos. Suponhamos
por exemplo que uma enzima é
monomérica e pode existir em
duas formas distintas localizadas
num mesmo locus: A e B. Neste
caso, a analise seria simples,
dado que sé observariamos dois
padrdes electroforéticos distintos,
correspondentes a cada um dos
mondmeros. No entanto, no caso
de a enzima ser dimérica, detec-
tariamos trés padrdes distintos:
AA, AB e AB. Se fosse trimérica,
qguatro padrdes diferentes: AAA,
AAB, ABB e BBB. E se a enzima
fosse tetramérica, poderiamos
encontrar cinco padrdes distintos:
AAAA, AAAB, AABB, ABBB e
BBBB. E dObvio que os resultados
se complicariam enormemente
conforme aumentasse o numero
de unidades monoméricas, e
ainda mais se as ditas unidades
estivessem localizadas em locus
distintos.
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e El analisis conlleva la destruccién
de la muestra, impidiéndose su
repeticion en los casos necesarios.

e No son marcadores neutros en
cuanto que pueden estar sujetas a
seleccidn.

¢ Deteccion de moderada variacién
genética. Debido a la degenera-
cién del cédigo genético, no todos
los cambios a nivel de nucleétido
se traducen en cambios de amino-
acidos. Igualmente, no todas las
variaciones de aminoacidos dan
lugar a modificaciones de la movi-
lidad electroforética de las protei-
nas. Por tanto, existe una pérdida
de informacién que puede enmas-
carar muchas mutaciones a nivel
de ADN.

3.3. Polimorfismos a nivel
de ADN

Gran parte de los marcadores molecu-
lares empleados en la actualidad se
basan en la utilizacién de la técnica
conocida como reaccién en cadena de
la polimerasa, o PCR (“Polymerase
Chain Reaction”). Por ello resuita inte-
resante llevar a cabo una pequefia
descripcién del funcionamiento de la
técnica y de los factores que permiten
optimizaria.

3.3.1 PCR (“Polymerase Chain
Reaction”): La reaccién en cade-
na de la polimerasa

La PCR fue ideada por Kary Mullis con-
siguiendo por primera vez la sintesis in
vitro de ADN a partir de un ADN diana.
La estrategia de amplificacién destaca
por su simplicidad, tal como se recoge
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e A andlise implica a destruicdo da
amostra, impedindo-se a sua
repeticdo nos casos necessarios.

e NS0 sdo marcadores neutros
podendo estar sujeitos a seleccdo.

* Detecgdo de moderada variacdo
genética. Devido a degeneragio
do cédigo genético, nem todas as
alteragdes a nivel de nucleétido se
traduzem em alteragbes de ami-
noacidos. De igual modo, nem
todas as variagbes de aminoéci-
dos dao origem a modificagdes da
mobilidade electroforética das
proteinas. Portanto, existe uma
perda de informagdo que pode
mascarar muitas mutagdes a nivel
de DNA.

3.3. Polimorfismos a nivel
de DNA

Grande parte dos marcadores molecu-
lares utilizados actualmente baseiam-
se na utilizagdo da técnica conhecida
como reacgdo em cadeia da polimera-
se, o PCR (“Polymerase Chain
Reaction”). Por isso é interessante
levar a cabo uma pequena descrigio
do funcionamento da técnica e dos
factores que permitem optimiza-la.

3.3.1 PCR (“Polymerase Chain
Reaction”): A reaccdo em cadeia
da polimerase

A PCR foi idealizada por Kary Mullis
gque conseguiu pela primeira vez a sin-
tese in vitro de DNA a partir de um
DNA alvo. A estratégia de amplificacdo
destaca-se pela sua simplicidade, tal
como se observa na figura 13. Para
ser realizada, utilizam-se dois inicia-



en la figura 13. Para llevarla a cabo se
emplean dos cebadores sintéticos,
denominados directo y reverso, com-
plementarios de cada una de las cade-
nas del ADN diana y con sus extremos
3’ enfrentados entre si.

Una vez aislado el ADN total que con-
tiene el segmento que se desea ampli-
ficar, se realiza un proceso ciclico con
un primer paso de desnaturalizacion
por calor (normalmente 94-96°C
durante 2-5 minutos) con objeto de
separar las dos cadenas del ADN
diana. A continuacion tiene lugar el
alineamiento de los cebadores, que se
lleva a cabo a una temperatura infe-
rior (entre 50-60 °C) y por ultimo un
paso de extension para la creacion de
una cadena copia del ADN diana (Fig.
13).

Cada ciclo de desnaturalizacion, aline-
amiento y extension se repite 25-30
veces de forma automatica, amplifi-
cando asi la secuencia de ADN desea-
da, flanqueada en sus extremos por
ios cebadores (amplicon). En el tercer
ciclo aparecen ya dos amplicones del
tamano esperado, que se multiplican
hasta ocho en el cuarto ciclo. De esta
forma, al cabo de unos 30 ciclos se
consigue ampilificar la secuencia apro-
ximadamente 10° veces. La técnica es
tan sensible que puede llegar a detec-
tar y amplificar una tGnica molécula de
ADN en cualquier tipo de muestra.

Para este proceso se utilizan ADN poli-
merasas termoestables, que resisten
las altas temperaturas que implica el
proceso. En la actualidad se puede
encontrar una amplia variedad de
enzimas distintas, si bien se pueden
dividir basicamente en dos grupos:
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dores sintéticos (primers), denomina-
dos direto e reverso, complementarios
de cada uma das cadeias do DNA alvo
e com os seus extremos 3’ confronta-
dos entre si.

Uma vez isolado o DNA total que con-
tém o segmento que se deseja ampli-
ficar, realiza-se um processo ciclico
com um primeiro passo de desnatura-
c¢ao por calor (normalmente 94-96°C
durante 2-5 minutos) com o objectivo
de separar as duas cadeias do DNA
alvo. Em seguida, realiza-se o alinha-
mento dos primers, que se efetua a
uma temperatura inferior (entre 50-
60 °C) e por ultimo um passo de
extensdo para a criagdo de uma
cadeia copia do DNA alvo (Fig. 13).

Cada ciclo de desnaturalizagdo, alin-
hamento e extensao repete-se 25-30
vezes de forma automatica, amplifi-
cando assim a sequéncia de DNA des-
ejada, flanqueada nos seus extremos
pelos primers (fragmentos amplifica-
dos). No terceiro ciclo aparecem ja
dois fragmentos amplificados do
tamanho esperado, que se multipli-
cam até oito no quarto ciclo. Desta
forma, ao cabo de uns 30 ciclos con-
segue-se amplificar a seqiiéncia apro-
ximadamente 10° vezes. A técnica é
tdo sensivel que pode chegar a detec-
tar e amplificar uma Unica molécula
de DNA em qualquer tipo de amostra.

Para este processo utilizam-se DNA
polimerases termoestdveis, que resis-
tem as altas temperaturas que o pro-
cesso implica. Actualmente, pode-se
encontrar uma ampla variedade de
enzimas distintas, se bem que possam
ser divididas basicamente em dois
grupos:

e Sem actividade exonuclease 3'-5’,
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¢ Sin actividad exonucleasa 3’-5/, y
que por lo tanto no tienen capaci-
dad de corregir los errores duran-
te la sintesis del ADN. La mas
usada es la Taq polimerasa, aisla-
da originalmente de la bacteria
termofila Thermus aquaticus. Su
tasa de error se sitla en torno a 1
nucleétido por cada 1000 (107).

Con actividad exonucleasa 3'-5’' o
“proofreading". La mas conocida
es la Pfu, aislada de la bacteria
termdfila Pyrococcus furiosus.
También existen formas recombi-
nantes disponibles en el mercado.
A diferencia de la Taq, la Pfu es
una enzima de gran fiabilidad, con
una tasa de error unas mil veces
menor, situandose en torno a 10°.
Por el contrario, es una enzima
menos procesiva, requiriendo
tiempos de extension de 1-2
minutos por cada kb de ADN a
amplificar.

4]

e que portanto ndo tém capacida-
de de corrigir os erros durante a
sintese do DNA. A mais usada é a
Taq polimerase, isolada original-
mente da bactéria termofila
Thermus aquaticus. A sua taxa de
erro situa-se a volta de 1 nucleé-
tido por cada 1000 (107).

Com actividade exonuclease 3'-5’
ou “proofreading". A mais conhe-
cida é a Pfu, isolada da bactéria
terméfila Pyrococcus furiosus.
Também existem formas recombi-
nantes disponiveis no mercado.
Ao contrario da Taq, a Pfu é uma
enzima de grande fiabilidade, com
uma taxa de erro umas mil vezes
inferior, situando-se a volta de
10°. Em contrapartida, é uma
enzima menos processiva, reque-
rendo tempos de extensdo de 1-2
minutos por cada kb de DNA a
amplificar.
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Desde un punto de vista matematico,
la ecuacién que define la PCR es:

Ne = N, (E + 1)

donde C es el nimero de ciclos, E es
la eficiencia de amplificacion (0<E<1),
Nc es el nimero de amplicones en el
ciclo C y N, es el numero inicial de
moléculas de ADN diana. Por tanto,
cada ciclo produce un incremento de
Nc que es proporcional a la eficiencia
de amplificaciéon, de forma que un
valor de E=1 da lugar a una duplica-
cion en el nimero de amplicones en
cada ciclo.

3.3.2 Microsatélites

Los microsatélites consisten en
secuencias de 1-6 nucleotidos repeti-
das en tandem y que aparecen disper-
sas por todo el genoma, en todos los
cromosomas y en todas las regiones
dentro de los cromosomas. De hecho,
se pueden encontrar dentro de regio-
nes codificantes, intrones y en
secuencias no codificantes. La mayo-
ria de los microsatélites son relativa-
mente pequeios, variando desde unas
pocas a cientos de repeticiones. Su
pequefio tamafio permite llevar a cabo
su analisis mediante PCR. Dichas
repeticiones presentan una disposi-
cién "cabeza-cola", es decir, se
encuentran en la misma orientacién
5'-3" una tras otra.

En funcioén del tipo de secuencia pode-
mos diferenciar distintos tipos de
microsatélites (Fig. 14). Los microsa-
télites ininterrumpidos son aquellos
que se presentan en su forma mas
pura. Cuando aparece alguin nucleoéti-
do que rompe la secuencia de las
repeticiones, se habla de microsatélite
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De um ponto de vista matematico, a
equacgao que define a PCR é:

NC= No (E + 1)C

em que C é o numero de ciclos, E é a
eficiéncia de amplificagdo (0<E<1), Nc
€ o numero de fragmentos amplifica-
dos no ciclo C e N, € o nimero inicial
de moléculas de DNA alvo. Portanto,
cada ciclo produz um incremento de
Nc que é proporcional a eficiéncia de
amplificagdo, de forma a que um valor
de E=1 da lugar a uma duplicacdo no
namero de fragmentos amplificados
em cada ciclo.

3.3.2 Microsatélites

Os microsatélites consistem em
sequéncias de 1-6 nucledtidos repeti-
das em tandem e que aparecem dis-
persas por todo o genoma, em todos
0s cromossomas e em todas as
regides dentro dos cromossomas. De
facto, podem ser encontrados dentro
de regides codificantes, introns e em
seqliéncias nao codificantes. A maior
parte dos microsatélites sdo relativa-
mente pequenos, variando de umas
poucas a centenas de repeticdes. O
seu pequeno tamanho permite reali-
zar a sua andlise mediante PCR. As
ditas repeticdes apresentam uma dis-
posicdo '"cabega-cauda", isto &,
encontram-se na mesma orientacao
5'-3' uma atras da outra.

Em fungdo do tipo de seqliéncia pode-
mos diferenciar distintos tipos de
microssatélites (Fig. 14). Os microsa-
télites ininterrompidos s3o aqueles
que se apresentam na sua forma mais
pura. Quando aparece algum nucledti-
do que quebra a seqtiéncia das repeti-
¢Oes, fala-se de microsatélite inte-



MARCADORES MOLECULARES
MARCADORES MOLECULARES

interrumpido. En ocasiones el micro-
satélite estd formado por distintos
tipos de repeticiones, denominandose
compuesto. Los microsatélites crip-
ticos, en muchas ocasiones, pasan
inadvertidos debido a la dificuitad de
ser detectados.

Ininterrumpidos/Ininterrompidos
Interrumpidos/Interrompidos
Compuestos/Compostos

Cripticos

Figura 14. Ti
FiS
Tradicionalmente el aislamiento de
microsatélites se ha llevado a cabo a
partir de librerias de ADN gendmico,
analizando un numero elevado de clo-
nes mediante hibridacién con sondas
de ADN repetitivo marcadas con
radioactividad. Este tipo de protocolos
son costosos y relativamente lentos,
ademas de presentar el riesgo inhe-
rente al propio manejo de sondas
radioactivas. Sin embargo, hoy en dia
existen protocolos alternativos mucho
mas rapidos y eficientes basados en
PCR vy librerias enriquecidas con son-
das biotiniladas. En cualquier caso e
independientemente del protocolo uti-
lizado, una vez aislados los clones, el
procedimiento para el andlisis de
microsatélites se esquematiza en la
figura 15.

Los clones obtenidos son secuencia-
dos para confirmar la presencia de un
microsatélite. Una vez obtenidas
dichas secuencias, se disefian cebado-
res a partir de las secuencias flan-
queantes para su amplificaciéon por
PCR. Los fragmentos son finalmente
separados mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida. El tamafo de

ipos de mjcrosatg.
ura 14. Tipos de microsatélites
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rrompido. Por vezes o microsatélite é
formado por diferentes tipos de repe-
ticbes, denominando-se composto.
Os microsatélites cripticos, em mui-
tas ocasides, passam despercebidos,
devido a dificuldade de serem detec-
tados.

GTGTGTGTGTGTGT
GTGTGTAGTGTGTGT
GTGTGTGTCTCTCT
GAGTGTCTTCTTGTCTGTG

lites

Tradicionalmente o isolamento de
microsatélites era efetuado a partir de
livrarias de DNA genémico, analisando
um numero elevado de clones
mediante hibridacdo com sondas de
DNA repetitivo marcadas com radioac-
tividade. Este tipo de protocolos é
caro e relativamente lento, além de
apresentar o risco inerente ao manu-
seamento de sondas radioactivas. No
entanto, hoje em dia existem protoco-
los alternativos muito mais rapidos e
eficientes baseados em PCR e livrarias
enriquecidas com sondas biotiniladas.
Em qualquer caso e independente-
mente do protocolo utilizado, uma vez
isolados os clones, o procedimento
para a analise de microsatélites é
esquematizado na figura 15.

Os clones obtidos sdo seqlienciados
para confirmar a presenga de um
microsatélite. Uma vez obtidas as
ditas seqUéncias, desenham-se inicia-
dores a partir das seqliéncias flan-
queantes para a sua amplificacdo por
PCR. Os fragmentos sdo finalmente
separados mediante electroforese em
géis de poliacrilamida. O tamanho dos
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Figura 15. Aislamiento y analisis de microsatélites
Figura 15. Isolamento e analise de microsatélites

los fragmentos variard dependiendo
del numero de repeticiones que pre-
sente el microsatélite. Existen diver-
sos métodos de visualizacién de los
geles: tincion con plata, autorradio-
grafia, o deteccién por fluorescencia.

Los microsatélites como marcadores
moleculares presentan una serie de
ventajas:
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fragmentos variara dependendo do
numero de repeticbes que 0 microsa-
télite apresente. Existem diversos
métodos de visualizagdo dos géis:
coloracdo com prata, autoradiografia,
ou deteccdo por fluorescéncia.

Os microsatélites como marcadores
moleculares apresentam uma série de
vantagens:
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e Alta variabilidad alélica. De cada
locus pueden existir multitud de
alelos, facilitando asi los estudios
en los que se pretenda determinar
el grado de variabilidad genética
entre poblaciones e individuos.

Requiere muy poca cantidad de
tejido.

Permite el andlisis de muestras
antiguas.

Herencia mendeliana y codomi-
nancia.

Marcador neutro,
seleccion.

no sujetos a

Numero de loci potenciales muy
elevado.

Permite amplificacion cruzada con
especies filogenéticamente préxi-
mas.

e Alta variabilidade alélica. De cada
locus pode existir uma multiplici-
dade de alelos, facilitando assim
os estudos nos quais se pretenda
determinar o grau de variabilidade
genética entre populagbes e indi-
viduos.

e Requer muito pouca quantidade de
tecido.

* Permite a andlise de amostras
antigas.

» Heranca mendeliana e codominén-
cia.

e Marcador neutro, ndao sujeitos a
selecgdo.

e Numero de loci potenciais muito
elevado.

¢ Permite amplificagdo cruzada com
espécies filogeneticamente préxi-
mas.

A pesar de todas estas ventajas, el
uso de microsatélites también presen-
ta una serie de desventajas:

Apesar de todas estas vantagens, o
uso de microsatélites também apre-
senta uma série de inconvenientes:

e Requiere la caracterizaciéon previa

de las secuencias flanqueantes.

e Existencia de alelos nulos no
amplificables. Tales alelos pueden
deberse bien a modificaciones de
las secuencias flanqueantes o bien
a que los fragmentos son de un
tamafo tan grande que escapan a
la resolucién del gel.

e Homoplasias, es decir, alelos que
presentan un mismo tamafio y
que son tratados como el mismo
alelo, y sin embargo tienen un ori-
gen evolutivo diferente.
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e Requer a caracterizagdo prévia
das seqiiéncias flanqueantes.

e Existéncia de alelos nulos ndo
amplificaveis. Tais alelos podem
resultar de modificacbes das
seqliéncias flanqueantes ou do
facto de os fragmentos serem de
um tamanho tdo grande que
escapam a resolugdo do gel.

e Homoplasias, isto &, alelos que
apresentam um mesmo tamanho
e que sao tratados como sendo o
mesmo alelo, quando no entanto
tém uma origem evolutiva dife-
rente.



Las principales aplicaciones de los
microsatélites son:

e Genética de poblaciones, facilita-
da por la enorme varibilidad aléli-
ca existente. Estos estudios pue-
den ir dirigidos bien a la diferen-
ciacion geografica de poblaciones
naturales, bien a la determinacion
de los niveles de endogamia en
cultivos.

e Asignacion de parentesco e identi-
ficacién forense. La probabilidad
de que dos individuos muestren el
mismo patrén alélico para un
nimero variable de microsatélites
es practicamente nula.

e Mapeo cromosémico. Al ser marca-
dores distribuidos por practicamen-
te todo el genoma, pueden apare-
cer ligados a otros marcadores de
interés, como por ejemplo genes
causantes o que confieren resisten-
cia a ciertas enfermedades.

3.3.3 Minisatélites

Los minisatélites son repeticiones de
secuencia de entre 15-100 nucleétidos
que, al igual que los microsatélites,
aparecen repetidas en tandem en
numero variable y dispersas por todo
el genoma, pudiendo llegar a alcanzar
hasta 20 kb. Presentan también una
disposicion "cabeza-cola" de las repe-
ticiones.

Para su analisis (Fig. 16), el ADN
gendmico se digiere con enzimas de
restriccion que no presentan dianas
dentro de las repeticiones. Mediante
electroforesis, se separan los frag-
mentos de distintos tamafo genera-
dos, que se ponen de manifiesto de
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As principais aplicagbes dos microsa-
télites sdo:

e Genética de populacées, facilitada
pela enorme variabilidade alélica
existente. Estes estudos podem
ser dirigidos quer a diferenciacdo
geografica de populagdes natu-
rais, quer a determinagdo dos
niveis de endogamia em cultivos.

e Designagédo de parentesco e iden-
tificacdo forense. A probabilidade
de dois individuos mostrarem o
mesmo padrao alélico para um
namero variavel de microsatélites
é praticamente nula.

e Mapa cromossémico. Sendo mar-
cadores distribuidos por pratica-
mente todo o genoma, podem
aparecer ligados a outros marca-
dores de interesse, como por
exemplo genes causadores ou
que conferem resisténcia a certas
doengas.

3.3.3 Minisatélites

Os minisatélites sdo repeticoes de
seqUéncia de entre 15-100 nucledti-
dos que, tal como os microsatélites,
aparecem repetidas em tandem em
numero variavel e dispersas por todo
o genoma, podendo chegar a alcangar
até 20 kb. Apresentam também uma
disposicdo "cabega-cauda" das repeti-
cOes.

Para sua anadlise (Fig. 16), o DNA
gendmico digere-se com enzimas de
restricdo que ndo apresentam alvos
dentro das repeticbes. Mediante elec-
troforeses, separam-se os fragmentos
de diferentes tamanhos gerados, que
se manifestam de forma indirecta
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forma indirecta mediante la transfe-
rencia a un filtro de nylon y posterior
hibridacién con una sonda especifica
de la repeticidon (Southern blot).

Las principales ventajas que presenta
este tipo de marcador molecular son:

e Hipervariabilidad en el nimero de
repeticiones entre individuos.

e Marcador multilocus, puesto que
un mismo tipo de repeticién puede
aparecer en localizaciones gend-
micas distintas.

Por el contrario, también aparecen
una serie de desventajas que es pre-
ciso tener en consideracion:

* Requiere ADN de muy alta cali-
dad.

¢ Dificultad en la identificacién de
los alelos al tratarse de un méto-
do de deteccidn indirecto.

¢ Presencia de alelos nulos en los
casos en los que la enzima de res-
tricciéon usada presente una diana
dentro de la secuencia de las
repeticiones.

Los minisatélites, al igual que los
microsatélites, presentan principal-
mente aplicaciones forenses, en la
identificacion de individuos y en el
establecimiento de relaciones de
parentesco.
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mediante a transferéncia a um filtro
de nylon e posterior hibridacdo com
uma sonda especifica da repeticdo
(Southern blot).

As principais vantagens que apresenta
este tipo de marcador molecular sdo:

e Hipervariabilidade no numero de
repeticdes entre individuos.

e Marcador multilocus, dado que
um mesmo tipo de repeticdo pode
aparecer em localiza¢des gendmi-
cas distintas.

Em contrapartida, também existe uma
série de inconvenientes que é preciso
ter em consideragao:

e Requer DNA de muito alta quali-
dade.

e Dificuldade na identificacdo dos
alelos por se tratar de um método
de detecgdo indirecto.

® Presenga de alelos nulos nos
casos em que a enzima de restri-
¢do usada apresente um alvo
dentro da seqiiéncia das repetico-
es.

Os minisatélites, tal como o0s microsa-
télites, apresentam principalmente
aplicagdes forenses, na identificagdo
de individuos e no estabelecimento de
relagbes de parentesco.
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Figura 16. Deteccién de minisatélites mediante Southern blot
Figura 16. Detecgdo de minisatélites mediante Southern blot

3.3.4 RFLP ("Restriction
Fragment Length
Polymorphism"): Polimorfismo en
la longitud de los fragmentos de
restriccion

Se denomina RFLP al patrén de ban-
das de tamafos variables que se
obtiene mediante electroforesis tras la
digestion del ADN con diferentes enzi-
mas de restriccion. Esta digestion se
efectla a partir de ADN gendmico,
ADN mitocondrial, o bien fragmentos
amplificados previamente mediante
PCR, denominandose entonces PCR-
RFLP. En el ejemplo mostrado en la
figura 17, un fragmento de ADN de
aproximadamente 180 pb es amplifi-
cado mediante PCR en dos muestras
distintas (1 y 2), y tras la digestion
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3.3.4 RFLP ("Restriction
Fragment Length
Polymorphism"): Polimorfismo na
longitude dos fragmentos de res-
tricdo

D4-se o nome de RFLP ao padrao de
bandas de tamanhos varidveis que se
obtém mediante electroforese apds a
digestdo do DNA com diferentes enzi-
mas de restricdo. Esta digestdo efe-
tua-se a partir de DNA gendmico, DNA
mitocondrial, ou de fragmentos ampli-
ficados previamente mediante PCR,
denominando-se entdao PCR-RFLP. No
exemplo ilustrado na figura 17, um
fragmento de DNA de aproximada-
mente 180 pb é amplificado mediante
PCR em duas amostras diferentes (1 e
2), e apoés a digestdo com uma enzi-
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con una enzima de restricciéon la pri-
mera de ellas produce dos fragmentos
de 120 y 60 pb, mientras que la
segunda no es digerida.

ma de restricdo a primeira delas pro-
duz dois fragmentos de 120 e 60 pb,
enquanto que a segunda ndo é digeri-
da.

Regién diana/Regifio alvo

T T TTTT T T TTIIIT

Amplificacién por PCR ' Amplifica¢do por PCR

Digestién / \ Digestdo

60 pb 120 pb
(T -+ T

Muestra 1 / Amostra1

180 pb

Muestra 2 / Amostra 2

Electroforesis . Electroforese

1

180 pb -

120 pb -

60 pb -

2

Std

- 200 pb

-150 pb

-100pb

-50 pb

Figura 17. Técnica PCR-RFLP
Figura 17, Técnica PCR-RFLP

La variabilidad en el tamafio de las
bandas con RFLP puede originarse por
distintas causas: cambios en la
secuencia de nucleétidos localizados
dentro de las dianas de restriccidn,
indels que provocan la aparicién o
desaparicion de dianas de restriccién,
o por los reordenamientos de secuen-
cias que puedan ocurrir dentro de un
genoma.

La separacion de los fragmentos de
ADN mediante electroforesis puede
efectuarse en distintos medios, nor-
malmente agarosa para bandas de
entre 0°'5-20 kb, o bien acrilamida
para fragmentos de entre 10-1.000
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A variabilidade no tamanho das ban-
das com RFLP pode ser originada por
diferentes causas: alteragbes na
sequéncia de nucleétidos localizados
dentro dos alvos de restrigdo, indels
que provocam o0 aparecimento de
alvos de restrigdo, ou pelos reordena-
mentos de seqliéncias que possam
ocorrer dentro de um genoma.

A separagao dos fragmentos de DNA
mediante electroforese pode efetuar-
se em diferentes meios, normalmente
agarose para bandas de entre 0'5-20
kb, ou entdo acrilamida para fragmen-
tos de entre 10-1.000 pb. Por outro



pb. Por otro lado, la visualizacién de
las bandas de ADN también puede
efectuarse de diversas maneras: tin-
cién de los geles con bromuro de eti-
dio, para bandas que tengan al menos
50 ng; tincién de los geles con plata,
gue permite detectar bandas con
menos de 100 pg; empleo de nucleé-
tidos marcados con *P o *»S ("end-
labeling") para cantidades de ADN
muy pequefias, detectdndose las ban-
das mediante autorradiografia; tam-
bién puede emplearse un método indi-
recto como el Southern blot.

Las principales ventajas de la RFLP como
marcador molecular son:

e Reproducibilidad. Al tratarse simple-
mente de una digestion enzimatica
del ADN especifica de secuencia, no
se ve alterado por pequefios cam-
bios en las condiciones experimenta-
les.

e No exige conocimiento previo de
secuencias. El patrén de bandas
obtenido dependerd de las enzimas
de restriccion elegidas y de la
secuencia de nucleétidos del ADN
diana.

¢ Herencia mendeliana y codominan-
cia.

Como principales desventajas de la RFLP
destacan:

e Requiere ADN en cantidad y de
buena calidad.

e Exige el uso de enzimas de restric-
cién, que en algunos casos pueden
alcanzar costos muy elevados.

e A veces requiere la deteccién indi-
recta de una determinada banda o
bandas mediante Southern blot, lo
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lado, a visualizagdo das bandas de
DNA também pode efetuar-se de
diversas maneiras: coloragdo dos géis
com brometo de etidio, para bandas
que tenham ao menos 50 ng; colora-
¢do dos géis com prata, que permite
detectar bandas com menos de 100
pg; emprego de nucledtidos marcados
com *P o *»S ("end-labeling") para
quantidades de DNA muito pequenas,
detectando-se as bandas mediante
autoradiografia; também pode empre-
gar-se um método indirecto como o
Southern blot.

As principais vantagens da RFLP como
marcador molecular sao:

e Reproduzibilidade. Tratando-se sim-
plesmente de uma digestdo enzima-
tica do DNA especifica de seqliéncia,
ndo se vé alterado por pequenas
alteragbes nas condigbes experimen-
tais.

e Njo exige conhecimento prévio de
seqliéncias. O padrdao de bandas
obtido dependera das enzimas de
restricBo escolhidas e da sequiéncia
de nucleétidos do DNA alvo.

e Heranca mendeliana e codominén-
cia.

Como principais inconvenientes da RFLP
destacam-se:

e Requer DNA em quantidade e de
boa qualidade.

e Exige o uso de enzimas de restrigéo,
que nalguns casos podem atingir
custos muito elevados.

e Por vezes requer a detecgdo indirec-
ta de uma determinada banda ou
bandas mediante Southemn blot, o
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que implica la transferencia del ADN
a un soporte de nylon e hibridacién
posterior con una sonda marcada, lo
que supone un incremento de tiem-
po y costo.

* Nivel de polimorfismo es relativa-
mente bajo.

La RFLP se utiliza fundamentaimente en:

» Aplicaciones forenses, para el esta-
blecimiento de relaciones de paren-
tesco.

En comercializacién, para la identifi-
cacién de especies tanto de produc-
tos frescos y congelados como pro-
cesados térmicamente. En este Ulti-
mo caso, y debido a la degradacién
del ADN en fragmentos de aproxi-
madamente 200 pb como conse-
cuencia del tratamiento térmico, se
lleva a cabo una PCR-RFLP de un
fragmento menor de 200 pb.

3.3.5 AFLP (“Amplified Fragment
Length Polymorphism”):
Polimofismo en la longitud de los
fragmentos amplificados

La AFLP es una técnica basada en la
PCR con cierta similitud a la RFLP en el
sentido que precisa de una digestion
del ADN con enzimas de restriccidn.
Para su realizaciéon se usan normal-
mente dos enzimas distintas, una de
ellas con una diana de 4 nucleétidos,
que por tanto corta frecuentemente,
como por ejemplo Tagl, y otra con
una diana de 6 nucleédtidos, de menor
frecuencia de corte, como EcoRI. Las
secuencias diana de estas enzimas se
muestran en la figura 18, donde las
flechas indican los extremos que se
generan tras la digestion.
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que implica a transferéncia do DNA
para um suporte de nylon e hibrida-
Gado posterior com uma sonda mar-
cada, o que supde um incremento
de tempo e de custo.

¢ Nivel de polimorfismo é relativamen-
te baixo.

A RFLP utiliza-se fundamentalmente em:

e Aplicagbes forenses, para o estabe-
lecimento de relagbes de parentes-
co.

e Em comercializacdo, para a identifi-
cagdo de espécies de produtos fres-
cos, congelados ou processados ter-
micamente. Neste ultimo caso, e
devido a degradacdo do DNA em
fragmentos de aproximadamente
200 pb como conseqliéncia do trata-
mento térmico, efetua-se uma PCR-
RFLP de um fragmento menor de
200 pb.

3.3.5 AFLP (“Amplified Fragment
Length Polymorphism”):
Polimofismo no tamanho dos
fragmentos amplificados

A AFLP é uma técnica baseada na PCR
com certa similitude com a RFLP no sen-
tido em que precisa de uma digestdo do
DNA com enzimas de restrigdo. Para sua
realizagdo, usam-se normalmente duas
enzimas distintas, uma delas com um
alvo de 4 nucledtidos, que portanto
corta frequentemente, como por exem-
plo Tagl, e outra com um alvo de 6
nucleétidos, de menor frequéncia de
corte, como EcoRI. As seqliéncias alvo
destas enzimas mostram-se na figura
18, onde as setas indicam os extremos
que se geram apos a digest3o.
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Figura 18. Puntos de corte de la enzimas Taqgl y EcoRI
Figura 18. Pontos de corte das enzimas Taql e EcoRI

Una vez finalizada la digestiéon apare-
ceran dos tipos distintos de fragmen-
tos en funcidén de sus extremos: aque-
llos que tienen los extremos iguales
por haber sido digeridos con la misma
enzima, ya sea Taqgl o EcoRI, y otros
en los que los extremos seran diferen-
tes. Estos Ultimos fragmentos son los
gue van a ser seleccionados, puesto
que el siguiente paso consiste en la
ligacion de unos adaptadores de
secuencia conocida (Fig. 19).

Uma vez finalizada a digestao, apare-

cerdo dois tipos diferentes de frag-
mentos em fungdo dos seus extre-
mos: aqueles que tém os extremos
iguais por terem sido digeridos com a
mesma enzima, quer seja Taqgl ou
EcoRI, e outros em que os extremos
serdo diferentes. Estes ultimos frag-
mentos sdo os que vao ser selecciona-
dos, dado que o passo seguinte con-
siste na ligagdo de uns adaptadores de
sequéncia conhecida (Fig. 19).

Fragmento de restriccién EcoRI-Tagl
Fragmento de restriciio EcoRI-Tagl

AATTC.cccecocecsccssoasssl
Geteeeeonnseeneseees AGC

Extremo EcoRI

Extremo Tagl

Ligacién de adaptadores l Ligacdo de adaptadores

Adaptador EcoRI

Adaptador Tagl
GGTCAGGACTCAT)|

CTCGTAGACTGCGTAC TTCueeeescconccssosscns
CTGACGCATGGTTAAG . e e e s esssseesssssss  AGCCAGTCCTGAGTAGCAG
Figura 19. Ligacidn de adaptadores en cada uno de los extremos de los fragmentos
Figura 19. Ligacdo de adaptadores em cada um dos extremos dos fragmentos

Tras la ligacion de los adaptadores se
llevan a cabo dos amplificaciones con-
secutivas mediante PCR. En la prime-
ra de ellas, denominada “preselecti-
va”, se utilizan cebadores de secuen-
cia complementaria a la de los adap-
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Apds a ligagao dos adaptadores, efe-
tuam-se duas amplificagBes consecu-
tivas mediante PCR. Na primeira
delas, denominada “preseletiva”, utili-
zam-se iniciadores de seqliéncia com-
plementar a dos adaptadores aos
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tadores a los que se les afiade una
base adicional en el extremo 3’ (base
selectiva) (Fig. 20). Solamente se
amplificard una fraccién de los frag-
mentos a los que se hayan unido los
adaptadores: los que presenten en su
secuencia una C tras la diana original
EcoRlI, y los que presenten una G pre-
via a la diana original Tagl.

Base selectiva

Cebador EcoRI l
CTCGTAGACTGCGTACCAATTCC

CTCGTAGACTGCGTAC TTCC . eveeesoeessnseassaandC
CTGACGCATGGTT seesssscssacnsseesseCAG

quais se adiciona uma base adicional
no extremo 3’ (base selectiva) (Fig.
20). Apenas se amplificard uma frac-
cdo dos fragmentos aos quais se
tenha unido os adaptadores: os que
apresentem na sua seqliéncia uma C
ap6s o alvo original EcoRI, e os que
apresentem uma G antes do alvo ori-
ginal Taql.

GGTCAGGACTCAT\__G‘
GTCCTGAGTAGCA
CAGCCAGTCCTGAGTAGCAG

T Cebador Tagl

Base selectiva

Figura 20. Disefio de la PCR preselectiva
Figura 20. Desenho da PCR pré-selectiva

El producto de esta PCR se amplifica
de nuevo utilizando una nueva pareja
de cebadores. En el ejemplo que se
muestra en la figura 21, en la PCR
“selectiva” solamente se amplificaran,
de los fragmentos ya amplificados en
la PCR preselectiva, aquellos que ten-
gan la secuencia CA por el extremo
EcoRI, y TG por el extremo Tagl.

Bases selectivas

Segundo cebador EcoRI l
CTCGTAGACTGCGTACCAATTCCCA

O produto desta PCR amplifica-se de
novo utilizando um novo par de inicia-
dores. No exemplo que se apresenta
na figura 21, na PCR “selectiva” s6 se
amplificardo, dos fragmentos ja ampli-
ficados na PCR pré-selectiva, aqueles
que tenham a seqliéncia CA pelo
extremo EcoRI, e TG pelo extremo
Taql.

CTCGTAGACTGCGTAC TTCCCA.ccteteescesssesses. TGGTICGGTCAGGACTCAT
CTGACGCATGGTT. GGT.evevetianeeeenseses ACCAGOCAGTCCTGAGTAGCAS

ACCAGCCAGTCCTGAGTAGCAG
T Segundo cebador Tagl

Bases selectivas

Figura 21, Disefio de la PCR selectiva
Figura 21. Desenho da PCR selectiva



De no llevarse a cabo estas amplifica-
ciones selectivas se originarian millo-
nes de fragmentos de PCR. Existen
muchas variantes alternativas a esta
estrategia igualmente vdlidas. En
cualquier caso, una vez finalizadas las
dos amplificaciones sucesivas, las
bandas de ADN son separadas
mediante electroforesis en geles de
secuenciacion. La visualizacién de las
bandas puede llevarse a cabo utilizan-
do radioactividad o bien fluorescencia,
en el caso de haber usado cebadores
marcados con fluoroforos. En este
ultimo caso se pueden usar distintas
combinaciones de cebadores, cada
uno de ellos con un marcaje diferente
(FAM y HEX, por ejemplo).

Las principales ventajas de los marca-
dores obtenidos por AFLP son:
¢ Requiere de muy poca cantidad de
ADN de partida.

o Alto grado de polimorfismo, puesto
que pueden flegar a detectarse
cientos de bandas diferentes.

e Marcadores representativos de
todo el genoma, puesto que los
fragmentos pueden haberse ampli-
ficado tanto de regiones codifican-
tes como no codificantes.

o No exige conocimiento previo de
secuencias.

» Repetitividad, ya que los resultados
no se ven alterados por pequenos
cambios en las condiciones experi-
mentales.

Entre las desventajas de la AFLP pode-
mos destacar:

¢ La interpretacion de los resultados
puede ser muy compleja, teniendo
en cuenta el elevado nimero de

Se nao se efetuassem estas amplifica-
cOes selectivas, originar-se-iam mil-
hdes de fragmentos de PCR. Existem
muitas variantes alternativas a esta
estratégia igualmente validas. Em
qualquer caso, uma vez finalizadas as
duas amplificacbes sucessivas, as
bandas de DNA sdo separadas
mediante electroforese em géis de
seqlienciagdo. A visualizagdo das ban-
das pode ser efetuada utilizando
radioactividade ou entdo fluorescén-
cia, no caso de ter usado iniciadores
marcados com fluoréforos. Neste dlti-
mo caso podem-se usar diferentes
combinagbes de iniciadores, cada um
deles com uma marcacdo diferente
(FAM e HEX, por exemplo).

As principais vantagens dos marcado-
res obtidos por AFLP sdo:
e Requerer muito pouca quantidade
de DNA a partida.

e Alto grau de polimorfismo, dado
que se podem chegar a detectar
centenas de bandas diferentes.

e Marcadores representativos de
todo o genoma, dado que os frag-
mentos se podem ter amplificado
tanto de regides codificantes como
nado codificantes.

e N5o exige conhecimento prévio de
seqiéncias.

e Repetitividade, ja que os resulta-
dos ndo se vém aiterados por
pequenas alteragbes nas condigbes
experimentais.

Entre os inconvenientes da AFLP pode-
mos destacar:

e A interpretacdo dos resultados
pode ser muito complexa, tendo
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bandas que pueden obtenerse, y
que la pérdida de una determinada
banda puede dar lugar a la apari-
ciéon de otras. Ademds, pueden
aparecer alelos nulos cuando el
tamafio de la banda se sitle fuera
del rango de resolucién (> 600

pb).
Coste es relativamente elevado.

Dificultad de deteccién de herencia
mendeliana por la propia compleji-
dad de los resultados que se obtie-
nen.

El sesgo en la composicién de
nucleétidos de un genoma puede
afectar los resultados, y debe
tenerse en cuenta a la hora de ele-
gir las enzimas de restriccion y las
bases selectivas en los cebadores.

Entre sus principales aplicaciones
podemos citar:

Determinacion de la diversidad
genética entre cepas, poblaciones
0 especies, dado su elevado poli-
morfismo.

Deteccion de modificaciones del
genoma tales como reordenamien-
tos cromosémicos, puesto que se
trata de un marcador representati-
vo del genoma completo.

Anélisis de la expresién génica en
diferentes condiciones ambientales
o en diferentes estadios de desa-
rrollo.

Mapeo genético.
Analisis de ligamiento a marcado-

res implicados en mejora genética
(QTLs).
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em conta o elevado nimero de
bandas que se podem obter, e que
a perda de uma determinada
banda pode dar lugar ao apareci-
mento de outras. Além disso,
podem aparecer alelos nulos quan-
do o tamanho da banda se situe
fora do intervalo de resolugdo (>
600 pb).

¢ O custo é relativamente elevado.

¢ Dificuidade de detecgdo de heranca

mendeliana pela prépria complexi-
dade dos resultados que se obtém.

* O sesgo na composicdo de nucled-
tidos de um genoma pode afectar
os resultados, e deve ser tido em
conta na hora de escolher as enzi-
mas de restricdo e as bases selec-
tivas nos iniciadores.

Entre as suas principais aplicagGes
podemos citar:

* Determinagdo da diversidade
genética entre cepas, populacdes
ou espécies, dado o seu elevado
polimorfismo.

e Deteccdo de modificagbes do
genoma tais como reordenamen-
tos cromossémicos, dado que se
trata de um marcador representa-
tivo do genoma completo.

e Andlise da expressdo génica em
diferentes condigGes ambientais
ou em diferentes estadios de des-
envolvimento.

* Mapeamento genético.
e Andlise de ligamento a marcado-

res implicados em melhoramento
genética (QTLs).



3.3.6 SSCP (“Single Strand
Conformation Polymorphism”):
Polimorfismo en la conformacién
de las cadenas sencillas de ADN

El analisis SSCP incluye dos pasos
principales: amplificacion mediante
PCR de una secuencia diana (de ahi
que se denomina también como PCR-
SSCP), y electroforesis de los produc-
tos de la PCR (previa desnaturaliza-
cién con calor y seguida de una rapida
renaturalizacién en frio) en un gel en
condiciones nativas. Estos geles per-
miten que las cadenas sencillas de
ADN se plieguen en diferentes confor-
maciones que se ven estabilizadas por
interacciones intracatenarias.
Pequefios cambios en la secuencia de
ADN alteran dicha conformacion,
pudiéndose comparar asi los diferen-
tes perfiles electroforéticos (Fig. 22).

Normal
A T

& TN
B

A TrrTTIITITRITTYYRRRTRTITITT
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3.3.6 SSCP ("Single Strand
Conformation Polymorphism”):
Polimorfismo na configuragcdo das
cadeias simples de DNA

A analise SSCP inclui dois passos prin-
cipais: amplificagdo mediante PCR de
uma seqliéncia alvo (dai denominar-
se também como PCR-SSCP), e elec-
troforese dos produtos da PCR (prévia
desnaturalizacdo com calor e seguida
de uma rapida renaturalizagao a frio)
num gel em condigbes nativas. Estes
géis permitem que as cadeias simples
de DNA apresentem diferentes confor-
magcdes que se véem estabilizadas por
interacgBes intracatenarias. Pequenas
alteragbes na seqliéncia de DNA alte-
ram a dita conformagdo, podendo-se
assim comparar os diferentes perfis
electroforéticos (Fig. 22).

Renaturatizacias

ﬂ /U

§ Electroforesiosn gel native
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Normal Mutante

Figura 22. Técnica SSCP
Figura 22. Técnica SSCP
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La eficiencia de la técnica para la
deteccion de mutaciones es mdaxima
cuando el tamafo del ADN analizado
se sitla en torno a 150-200 pb, dismi-
nuyendo rdpidamente conforme
aumenta el tamafio del fragmento.
Aunque la movilidad de los fragmen-
tos puede variar considerablemente
con el tipo de gel utilizado, con la tem-
peratura del ensayo y con la fuerza
idnica proporcionada por el tampén de
electroforesis usado, practicamente el
100% de las mutaciones pueden
detectarse en condiciones 6ptimas de
tampén y de temperatura.

La deteccién de las cadenas sencillas
(y plegadas) de ADN se puede llevar a
cabo por autorradiografia de los pro-
ductos de la PCR, o mediante tincién
del gel de electroforesis con plata o
bromuro de etidio.

Entre las ventajas de la SSCP pode-
mos destacar:

e Método rapido y fiable de detec-
cion de nuevos alelos, que no
requiere de un equipamiento
especial.

e Facil de realizar, pudiéndose ana-
lizar muchas muestras de forma
simultanea.

e Pueden emplearse métodos de
deteccién no radioactivos.

e Amplia variedad de condiciones
de electroforesis.

Por el contrario, entre las desventajas
se debe citar:

e Optimizacion de la electroforesis.
Puesto que no existe ningin algo-
ritmo capaz de predecir de forma

A eficiéncia da técnica para a deteccio
de mutagdes é maxima quando o
tamanho do DNA analisado se situa a
volta de 150-200 pb, diminuindo rapi-
damente conforme aumenta o taman-
ho do fragmento. Ainda que a mobili-
dade dos fragmentos possa variar
consideravelmente com o tipo de gel
utilizado, com a temperatura do
ensaio e com a forga iénica proporcio-
nada pelo tampdo de electroforese
usado, praticamente 100% das muta-
¢des podem ser detectadas em condi-
cBes 6ptimas de tampdo e de tempe-
ratura.

A deteccdo das cadeias simples (e
dobradas) de DNA pode ser efetuada
por autoradiografia dos produtos da
PCR, ou mediante coloragdo do gel de
electroforese com prata ou brometo
de etidio.

Entre as vantagens da SSCP podemos
destacar:

» Método rdpido e fidvel de detec-
¢do de novos alelos, que ndo
requer um equipamento especial.

e Facil de realizar, podendo ser
analisadas muitas amostras de
forma simultinea.

e Podem empregar-se métodos de
detec¢do ndo radioativos.

* Ampla variedade de condigbes de
electroforese.

Em contrapartida, entre os inconve-
nientes ha a referir:

e Optimizagcdo da electroforese.
Dado que ndo existe nenhum
algoritmo capaz de prever de
forma precisa o numero de con-



precisa el nimero de conforma-
ciones que puede adoptar un
fragmento de ADN de cadena sen-
cilla, se deben ensayar diferentes
condiciones experimentales hasta
encontrar aquellas que proporcio-
nen el mejor resultado. Asi es
posible detectar practicamente el
100% de las mutaciones.

e Interpretacion dificultosa si apa-
recen multiples bandas

Las principales aplicaciones de Ia
SSCP son:

¢ Deteccién de mutaciones puntua-
les que alteran la funcién de los
genes.

e Identificacién de especies, con
aplicacion en el campo de la
comercializacién de todo tipo de
productos, especialmente en los
procesados.

e Estudios de diferenciacién genéti-
ca entre poblaciones.

3.3.7 RAPD (“"Random Amplified
Polymorphic DNA”): ADN polimér-
fico amplificado al azar

El anélisis de los patrones de bandas
de ADN generados mediante RAPD es
una técnica muy poderosa para la
deteccion rapida de polimorfismos
gendémicos. Utilizando cebadores (de
entre 7-15 nucledtidos) de secuencia
arbitraria, se lleva a cabo una amplifi-
cacion mediante PCR en condiciones
de baja estringencia. De esta forma,
se genera un patrén de fragmentos
que son posteriormente analizados
mediante electroforesis. Dada la natu-
raleza de la técnica, segun las secuen-
cias y tamafos de los cebadores se
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formagGes que pode adoptar um
fragmento de DNA de cadeia sim-
ples, devem-se ensaiar diferentes
condicGes experimentais até
encontrar aquelas que proporcio-
nem o melhor resultado. Assim, é
possivel detectar praticamente
100% das mutagdes.

e Interpretagdo dificil se aparecem
multiplas bandas.

As principais aplicagdes da SSCP sao:

e Deteccdo de mutagbes pontuais
que alteram a fungao dos genes.

e Identificagdo de espécies, com
aplicagdo no campo da comercia-
lizagdo de todo o tipo de produ-
tos, especialmente nos processa-
dos.

e Estudos de diferenciagdo genética
entre populagbes.

3.3.7 RAPD ("Random Amplified
Polymorphic DNA”): DNA polimér-
fico amplificado ao acaso

A andlise dos padrdes de bandas de
DNA gerados mediante RAPD é um
técnica muito eficaz para a detecgdo
répida de polimorfismos gendmicos.
Utilizando iniciadores (de entre 7-15
nucleétidos) de seqléncia arbitraria,
efetua-se uma amplificagdo mediante
PCR em condigGes de baixa estringén-
cia. Desta forma, gera-se um padrao
de fragmentos que sdo posteriormen-
te analisados mediante electroforese.
Dada a natureza da técnica, segundo
as seqliéncias e tamanhos dos inicia-
dores obter-se-do diferentes padrées
de bandas. A electroforese pode ser
realizada em géis de agarose, visuali-
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obtendran diferentes patrones de ban-
das. La electroforesis se puede reali-
zar bien en geles de agarosa, visuali-
zandose las bandas tras tincidn con
bromuro de etidio o bien geles de
secuenciacién, utilizdndose en este
caso tincidn con plata o deteccidon
mediante fluorescencia. En la figura
23 se muestra un ejemplo de RAPD
utilizando cebadores marcados con
fluorescencia para dos muestras dife-
rentes. El andlisis de los patrones
obtenidos permite detectar bandas
compartidas en las dos muestras, asi
como bandas especificas en cada una
de ellas.

zando-se as bandas apds coloragdo
com brometo de etidio, ou com géis
de seqlienciagdo, utilizando-se neste
caso coloragdo com prata ou deteccdo
mediante fluorescéncia. Na figura 23
mostra-se um exemplo de RAPD utili~
zando iniciadores marcados com fluo-
rescéncia para duas amostras diferen-
tes. A andlise dos padrdes obtidos
permite detectar bandas partilhadas
nas duas amostras, assim como ban-
das especificas em cada uma delas.
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Electroforesis ' Electroforese

Muestra 1

Amostral Amostra2

Muestra2

e===

—— <= Banda especifica
[o—]

——

[ === ]

m— -mm Banda especffica

Figura 23. Técnica RAPD
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Este tipo de analisis presenta entre
otras ventajas que:

e Es un método répido de deteccién
de polimorfismos, pudiéndose lle-
var a cabo utilizando ADN gené-
mico de cualquier organismo.

e Es un marcador representativo de
todo el genoma, puesto que se
utilizan cebadores de secuencia
corta. De este modo, la probabili-
dad de encontrar en el genoma
secuencias que pueda hibridar
con el cebador es muy alta.

e Posee herencia mendeliana de
forma dominante, es decir, el
alelo alternativo de una determi-
nada banda dominante es la
ausencia de dicha banda.

e Requiere muy poca cantidad de
ADN, variando entre 1-100 ng.

* No exige conocimiento previo de
secuencias del organismo que se
vaya a analizar.

La gran desventaja que ofrece el ana-
lisis de RAPD es sin duda alguna la
reproducibilidad. Existen multitud de
factores que pueden afectar al patron
de bandas de una determinada mues-
tra como la calidad del ADN de parti-
da, la cantidad de ADN que se afada
a la reaccién, la temperatura de des-
naturalizacion seleccionada en la PCR,
el volumen en el que se lleve a cabo la
reaccion de PCR, la cantidad de ceba-
dor empleada, el tipo de ADN polime-
rasa usada, el termociclador y el
material de laboratorio utilizado
(tubos, pipetas, puntas, etc).

Las aplicaciones mas comunes de la
técnica son:
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Este tipo de analise apresenta entre
outras vantagens que:

e E um método rdpido de deteccdo
de polimorfismos, podendo efe-
tuar-se utilizando DNA gendmico
de qualquer organismo.

e E um marcador representativo de
todo o genoma, dado que se utili-
zam iniciadores de seqiéncia
curta. Deste modo, a probabilida-
de de encontrar no genoma
seqliéncias que possam hibridar
com o iniciador é muito alta.

e Possui heranga mendeliana de
forma dominante, isto é, o alelo
alternativo de uma determinada
banda dominante é a auséncia da
dita banda.

e Requer muito pouca quantidade
de DNA, variando entre 1-100 ng.

e Ndo exige conhecimento prévio
de seqiéncias do organismo que
se vai analisar.

O grande inconveniente que oferece a
andlise de RAPD ¢é, sem duvida algu-
ma, a reprodutibilidade.Existe uma
multiplicidade de factores que podem
afectar o padrdo de bandas de uma
determinada amostra como a qualida-
de do DNA de partida, a quantidade
de DNA que se adicione a reacgao, a
temperatura de desnaturalizagdo
seleccionada na PCR, o volume no
qual se efetue a reaccdo de PCR, a
quantidade de iniciador empregue, o
tipo de DNA polimerase usado, o ter-
mociclador e o material de laboratério
utilizado (tubos, pipetas, pontas, etc).

As aplicagdes mais comuns da técnica
sdo:



MARCADORES MOLECULARES
MARCADORES MOLECULARES

* Mapeo genético. Bandas especifi-
cas obtenidas por RAPD pueden
aparecer ligadas a otros tipos de
marcadores de interés.

o Deteccion de diversidad genética
de cepas y de poblaciones, dado
el elevado caracter polimdrfico
que posee,

e Epidemiologia, para la identifica-
cién de variantes viricas y bacte-
rianas que causan patologias.

e Relaciones filogenéticas entre
diferentes taxa.

e Identificacion de especies, con
aplicaciéon en el &mbito comercial.

3.3.8 SNPs (“Single Nucleotide
Polymorphism”): Polimorfismos
de un nucleétido

Los SNPs describen polimorfismos
causados por mutaciones puntuales
que dan lugar a la aparicién de varian-
tes alélicas que contienen una base
diferente en una determinada posicién
dentro de un locus. Este tipo de mar-
cadores estan experimentando en los
Gltimos afios un auge creciente pues-
to que son los polimorfismos més
abundantes en cualquier organismo,
adaptables a sistemas automaticos de
deteccién, y revelan los polimorfismos
mas ocultos que no son detectados
con otros marcadores ni otros méto-
dos.

Desde un punto de vista teérico, un
SNP en un locus puede dar lugar a
cuatro alelos, cada uno de los cuales
tendria una base diferente (A, T, C y
G). Asi, aunque la variabilidad no es
demasiado alta, su utilidad se ve jus-
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e Mapeamento genético. Bandas
especificas obtidas por RAPD
podem aparecer ligadas a outros
tipos de marcadores de interesse.

» Detecgdo de diversidade genética
de cepas e de populagdes, dado o
elevado carater polimérfico que
possui.

e Epidemiologia, para a identifica-
gao de variantes viricas e bacte-
rianas que causam patologias.

e RelagBes filogenéticas entre dife-
rentes taxa.

e Identificagdo de espécies, com
aplicagdo no ambito comercial.

3.3.8 SNPs (“Single Nucleotide
Polymorphism”): Polimorfismos
de um nucleétido

Os SNPs descrevem polimorfismos
causados por mutagdes pontuais que
d&o lugar ao aparecimento de varian-
tes alélicas que contém uma base
diferente numa determinada posicdo
dentro de um locus. Este tipo de mar-
cadores tém experimentado nos Ulti-
mos anos um auge crescente, dado
que sdo os polimorfismos mais abun-
dantes em qualquer organismo, adap-
tdveis a sistemas autométicos de
detecgdo, e revelam os polimorfismos
mais ocultos que ndo sdo detectados
com outros marcadores nem outros
métodos.

De um ponto de vista teérico, um SNP
num locus pode dar origem a quatro
alelos, cada um dos quais teria uma
base diferente (A, T, C y G). Assim,
ainda que a variabilidade ndo seja
demasiado alta, a sua utilidade vé-se



tificada por su gran abundancia dentro
de un genoma. Se heredan de forma
mendeliana como marcadores codo-
minantes.

Para la deteccion de SNPs se puden
utilizar diferentes medios, incluyendo
el anadlisis por SSCP ya comentado
anteriormente, el analisis de hetero-
ddplex y la secuenciacién directa. Este
Gltimo es el método mas preciso y el
mas usado.

3.3.9 PCR a tiempo real

La PCR a tiempo real es una variante
de la PCR que se aplica, entre otras
finalidades, para la cuantificacion de
moléculas de ADN y de la expresion
génica (ARN mensajero). Para ello se
emplean termocicladores acoplados a
unidades 6pticas capaces de detectar
fluorescencia. Puesto que las secuen-
cias diana se amplifican y se detectan
en el mismo instrumento, no es nece-
sario analizar alicuotas de cada ciclo
de la reaccién ni tampoco procesarlas.
El mismo instrumento es capaz de
representar de forma grafica la tasa
de acumulacién del ADN amplificado a
lo largo de la reaccién de PCR.

Desde un punto de vista matematico,
la PCR cuantitativa se base en la
siguiente ecuacion, derivada de la
ecuacion basica de la PCR ya descrita
anteriormente:

Ny = N/(E + 1)°

De este modo, la cuantificion de Nc
permite calcular N, si se conoce la efi-
ciencia de la amplificacion. Cuando la
reacciéon de amplificacién alcanza el
umbral de fluorescencia, esta ecua-
cién se transforma en:
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justificada pela sua grande abundéan-
cia dentro de um genoma. Herdam-se
de forma mendeliana como marcado-
res codominantes.

Para a deteccdo de SNPs podem-se
utilizar diferentes meios, incluindo a
analise por SSCP, ja comentada ante-
riormente, a analise de heteroduplex
e a seqlenciagdo directa. Este ultimo
é o método mais preciso e 0 mais
usado.

3.3.9 PCR em tempo real

A PCR em tempo real é uma variante
da PCR que se aplica, entre outras
finalidades, para a quantificacdo de
moléculas de DNA e da expressao
génica (RNA mensageiro). Para isso,
empregam-se termocicladores adap-
tados a unidades opticas capazes de
detectar fluorescéncia. Dado que as
seqliéncias alvo se amplificam e se
detectam no mesmo instrumento, ndo
é necessdrio analisar aliquotas de
cada ciclo da reacgdo nem processa-
las. O mesmo instrumento é capaz de
representar de forma grafica a taxa de
acumulagdao do DNA amplificado ao
longo da reacgao de PCR.

De um ponto de vista matematico, a
PCR quantitativa baseia-se na seguin-
te equacdo, derivada da equagdo basi-
ca da PCR ja descrita anteriormente:

N, = No/(E + 1)

Deste modo, a quantificacdo de Nc
permite calcular N, se se conhecer a
eficiéncia da amplificagdo. Quando a
reaccdo de amplificagdo alcangca o
limiar de fluorescéncia, esta equagao
transforma-se em:
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No = Ny/(E + 1)«

donde C, es el ciclo umbral y N, es el
nimero de amplicones de la secuencia
diana en el umbral de fluorescencia.

Para llevar a cabo el anadlisis de los
datos que se obtienen mediante la
PCR a tiempo real existen dos méto-
dos distintos: la cuantificacién absolu-
ta sobre una curva estandar y la cuan-
tificacion relativa.

El primero de los casos se puede con-
seguir construyendo una curva estan-
dar. Para ello se representa grafica-
mente los valores de C, frente al log,,
del numero inicial de copias de una
serie de cantidades conocidas de ADN
estandar. Dicha representacion da
lugar a una linea recta, de forma que
la cantidad de secuencias diana pre-
sentes en una muestra desconocida
puede determinarse facilmente a par-
tir de su valor C, por interpolacién
sobre la curva estandar.

N, = N/(E + 1)

em que C, é o ciclo limiar e N, é o
numero de fragmentos amplificados
de la seqléncia alvo no limiar de fluo-
rescéncia.

Para levar a cabo a andlise dos dados
que se obtém mediante a PCR em
tempo real existem dois métodos dife-
rentes: a quantificagcdo absoluta sobre
uma curva standard e a quantificagdo
relativa.

O primeiro dos casos pode-se conse-
guir construindo uma curva standard.
Para isso, representa-se graficamente
os valores de C, frente ao log,, do
ndmero inicial de cépias de uma série
de quantidades conhecidas de DNA
standard. Essa representacdo da lugar
a uma linha recta, de forma a que a
guantidade de seqliéncias alvo pre-
sentes numa amostra desconhecida
possa ser facilmente determinada a
partir do seu valor C, por interpolagao
sobre a curva standard.

35 1
30 1 Curva estandar/Curva standard
251 I
20 1 :

Ct ;

157 y =-3,36x + 26,033 '

10 R?=0,9949 :

5 a
0 - : - : ,
-3 2 -1 0 1 2 3

Log;o [ADN estindar]

Log,, [DNA standard]

Figura 24. Cuantificacién a partir de una curva estandar
Figura 24. Quantificagdo a partir de uma curva standard
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La férmula matematica de dicha curva
estandar se obtiene al tomar logarit-
mos sobre la ecuacion anterior:

Log(No) = Log(N¢) - Log[(E + 1)“]
Log(N,) = Log(N,) - Log(E + 1) x C,
C. x Log(E + 1) = -Log(Ny)+ Log(N,)

C. = -Log(Ny)/Log(E + 1) +
Log(N,)/Log(E + 1)

Asumiendo que E y N, son constantes,
esta ecuacion tiene la estructura
general de una recta (y = mx + b), de
forma que cuando se representa C,
frente a Log(N,) da lugar a una recta
tal como la que se muestra en la figu-
ra 24 de pendiente (S):

S = -1/Log(E + 1)
Log(E + 1) = -1/ S
E+1=10Ys

y por tanto:
Es = 10- -1

donde Es es la estimacion de la efi-
ciencia derivada de la pendiente de la
curva. De acuerdo con esta féormula,
una eficiencia de la PCR del 100% se
consigue con una pendiente tedrica de
-3,32.

En la cuantificacién relativa se pueden
determinar los cambios en los niveles
de expresiéon génica de un gen diana
relativos a algun gen de referencia
que sirve de control. Dicha cuantifica-
cién se realiza calculando la diferencia
entre el valor C, del gen diana y el
valor C, del gen de interés. El valor
resultante es el exponente de base 2,
que representa la diferencia (en
numero de veces) de las copias de
dichos genes presentes en la muestra.
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A férmula matematica da dita curva
standard obtém-se tomando logarit-
mos sobre a equagdo anterior:

Log(No) = Log(N,) - Log[(E + 1)“]
Log(N,) = Log(N,) - Log(E + 1) x C,
C. x Log(E + 1) = -Log(Ng)+ Log(N,)

C: = -Log(N,)/Log(E + 1) +
Log(N.)/Log(E + 1)

Assumindo que E e N, sdo constantes,
esta equacdo tem a estrutura geral de
uma recta (y = mx + b), de forma a
gue quando se representa C, frente a
Log(N,) da lugar a uma recta tal como
a que se mostra na figura 24 de pen-
dente (S):

-1/Log(E + 1)
Log(E+1)=-1/S
E+1=10Vs

e portanto:
Es= 10" - 1

em que Eg é a estimativa da eficiéncia
derivada da pendente da curva. De
acordo com esta formula, uma eficién-
cia da PCR de 100% consegue-se com
uma pendente tedrica de -3,32.

Na quantificagdo relativa podem-se
determinar as alteragdes nos niveis de
expressdo génica de um gene alvo
relativas a algum gene de referéncia
que serve de controlo. Essa quantifi-
cacgao realiza-se calculando a diferen-
ca entre o valor C, do gene alvo e o
valor C, do gene de interesse. O valor
resultante é o exponente de base 2,
que representa a diferenga (em
nimero de vezes) das cépias dos ditos
genes presentes na amostra.
Matematicamente, esse valor deriva
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Matematicamente, tal valor se deriva
de las ecuaciones que definen la PCR.
Para el gen diana sabemos que una
vez alcanzado el ciclo umbral C,:

ND = DO X (1 + ED)Ct'D = KD

donde N, es el nimero de moléculas
en el ciclo umbral C,, D, es el nimero
inicial de moléculas, E; es la eficiencia
en la amplificacién, y C,,D es el valor
de C, del gen diana. El valor obtenido
es una constante, y lo denominaremos
Kp. De la misma manera, para el gen
de referencia se obtiene la ecuacién:

Nr = Ry x (1 + Ep)®* = K,

Si se dividen ambas ecuaciones resul-
ta que:

No/Ne = Do X (1 + o)™/ Ry x (1 + Bf** =
Ko/ Ke =K

Asumiendo que las eficiencias de
ambos genes son iguales e iguales a
E:

(Du/Ro) X (1 + E)Ct,D-Ct,R =K, o0
Xnx (1 + E)¢=K,

donde Xy es la cantidad normalizada
del gen diana (Dy/R,) y el ACt es la
diferencia entre los valores del ciclo
umbral del gen diana y del gen de
referencia (C,,D-C,,R). Reordenando la
ecuacién se obtiene que:

Xy = KX (1 + E)-

Para amplicones de tamafio menores
de 150 pb y en condiciones éptimas
de concentraciones de MgCl, y ceba-
dores, la eficiencia de la PCR se
encuentra préxima a uno. Por tanto, la
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das equagdes que definem a PCR.
Para o gene alvo, sabemos que uma
vez atingido o ciclo limiar C:

Np = Dy X (1 + Ep)®° = K,

em que N, € o niumero de moléculas
no ciclo umbral C,, D, € o nimero ini-
cial de moléculas, E, é a eficiéncia na
amplificagdo, e C,,D é o valor de C, do
gene alvo. O valor obtido é uma cons-
tante, e denomina-lo-emos K,. Da
mesma forma, para o gene de refe-
réncia obtém-se a equacdo:

Nk = Ro X (1 + ER)** = Ky

Se se dividirem ambas as equagBes
resulta que:

No/Ng = Do X (1 + E)*/ Ry x (1 + BJ*=
Ko/ Ke =K

Assumindo que as eficiéncias de
ambos os genes sdo iguais e iguais a
E:
(Do/Ro) X (1 + E)®P®R = K, ou
Xy X (1 + E)*= K,

em que X, € a quantidade normaliza-
da do gene alvo (Dy/R,) € 0 ACt é a
diferenga entre os valores do ciclo
limiar do gene alvo e do gene de refe-
réncia (C,D-C,R). Reordenando a
equagdo, obtém-se que:

Xy = K x (1 + E)-

Para amplificagoes de tamanho menor
de 150 pb e em condigdes 6ptimas de
concentragées de MgCl, e iniciadores,
a eficiéncia da PCR é préxima de um.
Portanto, a quantidade de gene alvo,
normalizada a um gene interno de
referéncia, é dada por 2%,



cantidad de gen diana, normalizada a
un gen interno de referencia, viene
dada por 2=,

La comparacién con respecto a un gen
control tiene aspectos positivos y nega-
tivos. Se debe asumir que el gen con-
trol no varia en su nivel de expresién
entre las muestras estudiadas; si esto
es asi, lo datos que se obtienen entre
experimentos diferentes son compara-
bles. Este tipo de cuantificacién requie-
re que la eficiencia de la PCR para
todos los genes sea similar, y preferi~
blemente por encima del 90%. Los fac-
tores que mas suelen afectar a la efi-
ciencia son la concentracién de MgCl, y
de cebadores, siendo siempre preferi-
ble mantener la temperatura de alinea-
miento constante, asi como las mismas
condiciones en los ciclos de la PCR.

3.3.10 Microarrays de ADN

El desarrollo de microarrays de ADN ha
experimentado un auge espectacular
en los ultimos afos en respuesta a la
necesidad de analizar de forma simul-
tdnea los patrones de expresion de
miles de genes al incrementarse el
numero de genes conocidos en muy
distintos organismos, tanto de bacte-
rias, levaduras, plantas y animales. De
esta forma, los microarrays represen-
tan una enorma ventaja sobre los
métodos tradicionales de analisis de
expresion génica tales como northern
blot, RT-PCR y protecciéon por nuclea-
sas, en los que solamente es posible
analizar de forma simultanea un nime-
ro muy limitado de genes.

En un microarray tipico, las muestras
de ADN (normalmente ADNc u oligonu-
cleétidos) son depositadas mediante
un sistema robotizado en areas muy
pequeias de un sustrato, normalmen-
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A comparagdo relativamente a um
gene controlo tem aspectos positivos
e negativos. Deve-se assumir que 0
gene controlo ndo varia no seu nivel
de expressao entre as amostras estu-
dadas; e se é assim, os dados que se
obtém entre ensaios diferentes sdo
comparaveis. Este tipo de quantifica-
gdo requer que a eficiéncia da PCR
para todos os genes seja similar, e de
preferéncia superior a 90%. Os facto-
res que mais costumam afectar a efi-
ciéncia sdo a concentragdo de MgCl, e
de iniciadores, sendo sempre preferi-
vel manter a temperatura de alinha-
mento constante, assim como as mes-
mas condicdes nos ciclos da PCR.

3.3.10 Microarrays de DNA

O desenvolvimento de microarrays de
DNA experimentou um auge especta-
cular nos Gltimos anos em resposta a
necessidade de analisar de forma
simultdnea os padrdes de expressdo
de milhares de genes ao aumentar o
nimero de genes conhecidos em
vérios organismos, tanto de bactérias,
leveduras, plantas e animais. Desta
forma, os microarrays representam
uma enorme vantagem sobre os
métodos tradicionais de analise de
expressdao genica tais como northern
blot, RT-PCR e proteccdo por nuclea-
ses, nos quais somente é possivel
analisar de forma simultanea um
nimero muito limitado de genes.

Num microarray tipico, as amostras
de DNA (normalmente DNAc ou oligo-
nucledtidos) sdo depositadas median-
te um sistema robotizado em areas
muito pequenas de um substrato, nor-
malmente portas especiais de vidro ou
filtros de membrana. As amostras séo
posteriormente imobilizadas, de forma
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te portas especiales de vidrio o filtros
de membrana. Las muestras son pos-
teriormente inmovilizadas, de forma
que el microarray resultante se hibrida
con una mezcla compleja de sondas
marcadas con fluorescencia. Tras la
hibridacion, la fluorescencia se detecta
utilizando un escdner laser de alta
resolucién. De esta manera, el patrén
de expresién génica de una determina-
da condicion experimental se puede
comparar con un control para detectar
posibles diferencias entre las muestras.
Los microarrays se utilizan principal-
mente para:

- Anélisis de expresién génica. Los
patrones de expresion génica contie-
nen mucha informacion desde el
punto de vista biolégico, en tanto en
cuanto se pueden llegar a correlacio-
nar los cambios en la expresion de los
genes con cambios especificos a nivel
fisioldgico. Los microarrays pueden
usarse por ejemplo para la deteccion
simultanea de la expresién de muchos
genes en diferentes tejidos o en dife-
rentes estadios de desarrollo; asimis-
mo, pueden emplearse para comparar
los genes que se expresan en estados
normales frente a estados patoldgi-
cos; o por ejemplo, para analizar la
respuesta celular frente a drogas o
condiciones fisiolégicas diferentes. La
utilidad de los microarrays ha queda-
do patente en multitud de estudios de
expresion génica llevados a cabo en
organismos tan diferentes como leva-
duras, ratones o humanos. En este
sentido, en levaduras se han observa-
do cambios evidentes en los patrones
de expresion a lo largo del ciclo celu-
lar. Actualmente los microarrays se
estdn empleando también en estudios
sobre el cancer para la clasificacion
molecular de distintos tipos de linfo-
mas y leucemias en el hombre.
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a que o microarray resultante se hibri-
da com uma mistura complexa de
sondas marcadas com fluorescéncia.
Depois da hibridagdo, a fluorescéncia
detecta-se utilizando um scanner
laser de alta resolugdo. Desta manei-
ra, o padréo de expressdo génica de
uma determinada condigdo experi-
mental pode comparar-se com uma
amostra de controlo para detectar
possiveis diferencas entra as amos-
tras.

Os microarrays utilizam-se principal-
mente para:

- Anédlises de expressdo génica Os
padrdes de expressdo génica contém
muita informagdo do ponto de vista
bioldgico, tanto que se podem chegar
a correlacionar as mudangas na
expressdo dos genes com mudancas
especificas a nivel fisoldgico. Os
microarrays podem usar-se por exem-
plo para a deteccdo simultdnea da
expressao de muitos genes em tecidos
diferentes ou em diferentes estadios
de desenvolvimento; por isso mesmo,
podem empregar-se para comparar 0s
genes que se expressam em con-
digoes normais contra condigoes pato-
I6gicos; ou por exemplo, para analisar
a resposta celular contra drogas ou
condigdes fisiolégicas diferentes. A
utilidade dos microarrays ficou paten-
te na multiplicidade de estudos de
expressdo génica levados a cabo em
organismos tao diferentes como leve-
duras, ratos ou humanos. Neste senti-
do, em leveduras observaram-se
mudancgas evidentes nos padrdes de
expressdo ao longo do ciclo celular.
Actualmente os microarrays estdo a
utilizar-se também em estudos sobre
0 cancro para a classificagdo molecu-
lar de diferentes tipos de linfomas e
leucemias no homem.



- Cambios a nivel del ADN gendémico.
Las células tumorales suelen mostrar
una elevada inestabilidad gendmica,
incluyendo mutaciones que provocan
la ganancia de funcién de los oncoge-
nes por amplificaciones o translocacio-
nes, asi como mutaciones de pérdida
de funcion en los genes supresores de
tumores debidas normalmente a
mutaciones puntuales o deleciones.
Tales mutaciones puntuales pueden
detectarse puesto que la hibridacion
con las sondas es lo suficientemente
sensible como para detectar SNPs.
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- Mudancas a nivel do DNA gendmico.
As células tumorais podem mostrar
uma elevada instabilidade gendmica,
incluindo mutagbes que provocam o
ganho de fungBes dos oncogenes por
amplificagbes ou translocagdes, assim
como mutagles de perda de fungdo
nos genes supressores de tumores
devidas normalmente a mutagdes
pontuais ou delegBes. Tais mutagbes
pontuais podem detectar-se visto que
a hibridagdo com sondas € suficiente-
mente sensivel para detectar SNPs.
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PARTE II: APLICACION EN EL
ESTUDIO DE LA ESPECIE Auxis
rochei

PARTE II: APLICACAO NO ESTUDO
DA ESPECIE Auxis rochei
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4.1. Introduccién

Tras haber analizado en una primera
parte los aspectos tedricos sobre la
diversidad genética y los tipos de mar-
cadores moleculares, sus ventajas e
inconvenientes asi como sus principa-
les aplicaciones, en esta segunda parte
del manual se mostrard cdmo dichos
marcadores moleculares son (tiles
para resolver importantes cuestiones a
nivel de filogenia y taxonomia, diferen-
ciacién poblacional, e identificacién de
especies. Para ello, nos vamos a cen-
trar en el analisis de los resultados
obtenidos para distintos marcadores
moleculares en el caso particular de la
especie Auxis rochei (Fig. 25), conoci-
da cominmente como melva.

El género Auxis es hoy en dia uno de
los de mayor importancia dentro del
sector pesquero mundial. En este sen-
tido, basta decir que en el afo 1996
las capturas totales fueron superiores
a 172.000 Tm (Estadisticas Pesqueras
de la FAO). Espafia, y en particular
Andalucia, posee una gran tradicién
pesquera de melva, con un desembar-
co de cerca de 8.000 Tm en los puer-
tos pesqueros andaluces entre los
afios 1995 y 2002 (Estadisticas

Pesqueras de la Consejeria de
Agricultura y Pesca. Junta de
Andalucia).

4.1. Introducado

Depois de ter analisado numa primei-
ra parte os aspectos teoricos sobre a
diversidade genética e os tipos de
marcadores moleculares, as suas van-
tagens e inconvenientes assim como
as suas principais aplicagbes, nesta
segunda parte do manual mostrar-se-
& como é que tais marcadores mole-
culares sdo Uteis para resolver impor-
tantes questdes a nivel de filogenia e
taxonomia, diferenciagdo populacio-
nal, e identificacdo de espécies. Para
tal, vamos centrar-nos na anélise dos
resultados obtidos para distintos mar-
cadores moleculares no caso particu-
lar da espécie Auxis rochei (Fig. 25),
conhecida comummente como judeu.

O género Auxis é, hoje em dia, um
dos mais importantes dentro do sector
da pesca mundial. Neste sentido,
basta dizer que no ano de 1996 as
capturas totais foram superiores a
172000 Tm (Estatisticas de pesca da
FAO). Espanha, e em particular a
Andaluzia, possui uma grande tradi-
¢do pesqueira de judeu, com um des-
embarque de cerca de 8000 Tm nos
portos pesqueiros andaluzes entre os
anos 1995 e 2002 (Estatisticas de
Pesca da Consejeria de Agricultura y
Pesca. Junta de Andalucia).

_— a S

Figura 25: Individuo de A. rochei

Figura 25: Individuo de A. rochei
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Durante afios, ha existido una contro-
versia sobre la existencia de dos espe-
cies diferentes de melva dentro del
género Auxis. En la actualidad, la FAO,
apoyada por los ultimos trabajos cien-
tificos (Collette y Aadland, 1996;
Collette et al., 2001), acepta la exis-
tencia de dos especies distintas: Auxis
thazard (Lacépede, 1802) y A. rochei
(Risso, 1810). Ambas especies se
diferencian fundamentalmente en la
anchura del corselete, mas estrecho
en A. thazard, y en la longitud de la
aleta pectoral, que en A. thazard
alcanza el comienzo de la zona sin
escamas por encima del corselete
mientras que en A. rochei no alcanza
este punto (Collette y Aadland, 1996).
Asimismo, el estudio detallado de
diversos caracteres morfolégicos ha
servido para diferenciar dos subespe-
cies dentro de A. rochei: A. rochei
rochei, distribuida por los Océanos
Atlantico, Indico y Pacifico, incluyendo
el Mar Mediterraneo, y Auxis rochei
eudorax, localizada en la regién orien-
tal del Océano Pacifico (Collette y
Aadland, 1996). Dentro de la especie
A. thazard también se han diferencia-
do dos subespecies distintas: A. tha-
zard thazard, distribuida por los
Océanos Atlantico, Indico y Pacifico, y
A. thazard brachydorax, en la regién
oriental del Océano Pacifico (Collette y
Aadland, 1996).
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Durante anos, existiu uma controvér-
sia sobre a existéncia de duas espé-
cies diferentes de judeu dentro do
género Auxis. Actualmente, a FAOQ,
apoiada pelos ultimos trabalhos cienti-
ficos (Collette e Aadland, 1996;
Collette et al., 2001), aceita a existén-
cia de duas espécies diferentes: Auxis
thazard (Lacépéde, 1802) e A. rochei
(Risso, 1810). Ambas as espécies se
diferenciam fundamentalmente na lar-
gura do corselete, mais estreito no A.
thazard, e na longitude da aleta peito-
ral, que no A. thazard alcanga o come-
¢o da zona sem escamas por cima do
corselete, enquanto que no A. rochei
ndo alcanca este ponto (Collette e
Aadland, 1996). Mesmo assim, o estu-
do detalhado de diversos caracteres
morfoldégicos serviu para diferenciar
duas subespécies dentro do A. rochei:
A. rochei rochei, distribuida pelo
Oceano Atlantico, Indico e Pacifico,
incluindo o Mar Mediterraneo, e Auxis
rochei eudorax, localizada na regido
oriental do Oceano Pacifico (Collette e
Aadland, 1996). Dentro da espécie A.
thazard também se diferenciaram
duas subespécies diferentes: A.tha-
zard thazard, distribuida pelo Oceano
Atlantico, Indico e Pacifico, e A. tha-
zard brachydorax, na regido oriental
do Oceano Pacifico (Collette e
Aadland, 1996).
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4.2.- Caracterizacién del
ADN mitocondrial en el
género Auxis y aplicacion al
establecimiento de las rela-
ciones filogenéticas entre
distintas especies de
escOmbridos.

El ADN mitocondrial (ADNmt) se
emplea normalmente en los estudios
de evolucién molecular debido a su
gran abundancia en la célula, su alta
tasa de mutacidén, y a su herencia de
tipo materno (Curole and Kocher,
1999). En los vertebrados, el ADNmt
codifica para un conjunto de 13 prote-
inas, 22 ARN transferentes (ARNt) y 2
ARN ribosdmicos (ARNr). Presenta
ademas una regién no codificante de
gran tamafio en la que se localizan
elementos reguladores implicados en
los procesos de replicacién y trans-
cripcion (Sbisa et al.,, 1997; Boore,
1999). En los ultimos afios se han
obtenido grandes avances en el cono-
cimiento de la secuencia completa del
ADNmt (mitogenoma) de muy diver-
sos organismos. En teledsteos, se
puede citar a modo de ejemplo las
especies Gadus morhua (Johansen y
Bakke, 1996), Danio rerio (Broughton
et al., 2001), Salmo salar (Hurst et al.,
1999), o Thunnus thynnus (Manchado
et al., 2004). En todos ellos hay que
destacar la conservacién del contenido
y organizacidén gendémica del ADNmt.
Las secuencias de los mitogenomas
han mostrado tener gran valor para la
resolucidon de controversias existentes
sobre el origen filogenético de espe-
cies de teledsteos (Inoue et al., 2001;
Miya et al., 2001; Lavoue et al.,
2005).

Dentro de la especie A. rochei, una
caracteristica muy interesante es la
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4.2.- Caracterizacdo do DNA
mitocondrial no género
Auxis e aplicacdo no estabe-
lecimento das relagdes filo-
genéticas entre diferentes
espécies de escombrideos

O DNA mitocondrial (DNAmMt) empre-
ga-se normalmente nos estudos de
evolugdo molecular devido a sua gran-
de abundancia na célula, & sua alta
taxa de mutagdo, e a sua heranga de
tipo materno (Curole and Kocher,
1999). Nos vertebrados, o DNAmt
codifica para um conjunto de 13 pro-
teinas, 22 RNA de transferéncia
(RNAt) e 2 RNA ribossémicos (RNATr).
Apresenta, além disso, uma regido
ndo codificante de grande tamanho na
qual se localizam elementos regulado-
res implicados nos processos de repli-
cagdo e transcrigdo (Sbisa et al.,
1997; Boore, 1999). Nos Ultimos anos
obtiveram-se grandes avangos no
conhecimento da sequéncia completa
do DNAmt (metagenoma) de organis-
mos muito diversos. Em teledsteos,
podem citar-se a titulo de exemplo as
espécies Gadus morhua (Johansen e
Bakke, 1996), Danio rerio (Broughton
et al., 2001), Salmo salar (Hurst et al.,
1999), ou Thunnus thynnus
(Manchado et al., 2004). Em todos
eles ha a destacar a conservagdo do
contelddo e organizagdo gendémica do
DNAmt. As sequéncias dos metageno-
mas mostraram ter grande valor para
a resolugao de controvérsias existen-
tes sobre a origem filogenética de
espécies de teledsteos (Inoue et al.,
2001; Miya et al., 2001; Lavoue et al,,
2005).

Dentro da espécie A. rochei, uma
caracteristica muito interessante é a
existéncia de duas linhagens mitocon-



existencia de dos linajes mitocondria-
les distintos: Mitotipo I (Mit I), pre-
sente exclusivamente en individuos de
las dreas atldntica y mediterranea, y
Mitotipo II (Mit II), detectado en ani-
males tanto del Atlantico como del
Pacifico (Mit II Pac) (Infante et al.,
2004). Recientemente se ha llevado a
cabo la caracterizacién de los geno-
mas mitocondriales completos de A.
thazard y de los dos mitotipos de A.
rochei (Catanese et al., 2007a). Los
tamafios de estos mitogenomas son
de 16.501 pb para el Mitotipo I de A.
rochei (Numero de acceso:
AB103467), 16.503 pb para el
Mitotipo II de ambas procedencias
geograficas (AB103468 y AB105165),
y 16.506 pb para A. thazard
(AB105447). Todos estos valores se
ajustan a los ya descritos para los
genomas mitocondriales de otros
escdmbridos y teledsteos (Miya et al.,
2001; Manchado et al., 2005). Los
cuatro mitogenomas presentan una
disposicion de genes y regiones no
codificantes de acuerdo con el modelo
general de vertebrados (Fig. 26).
Dichos mitogenomas estan compues-
tos por 13 genes codificantes de la
cadena de transporte electrénico y
fosforilacion oxidativa que incluye el
citocromo b del complejo de la ubiqui-
nol citocromo c oxidorreductasa, las
subunidades COI, COIl y COIII del
complejo de la citocromo c oxidasa,
las subunidades ATP6 y ATP8 de la ATP
sintasa, y 7 subunidades del complejo
de la NADH ubiquinona oxidorreduca-
sa (ND1, ND2, ND3, N4, ND4L, ND5,
ND6). Ademas posee dos ARNr, dos
regiones no codificantes y 22 ARNt
repartidos a lo largo del genoma mito-
condrial y que parece que actdan
como sefiales de maduracién para los
transcritos mitocondriales. Asimismo,
se han identificado 5 genes codifican-
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driais diferentes: Gendtipo I (Mit I),
presente exclusivamente nos indivi-
duos da area atldntica e mediterrani-
ca, e Gendtipo II (Mit II), detectado
em animais tanto do Atlantico como
do Pacifico (Mit II Pac) (Infante et al.,
2004). Recentemente levou-se a cabo
a caracterizagdo dos genomas mito-
condriais completos de A. thazard e
dos dois genétipos de A. rochei
(Catanese et al., 2007). Os tamanhos
destes metagenomas sao de 16501 pb
para o Gendtipo I de A. rochei
(Nimero de acesso: AB103467),
16503 pb para o Genétipo II de ambas
procedéncias geograficas (AB103468
e AB105165), e 16506 pb para o A.
thazard (AB105447). Todos estes
valores se ajustam aos anteriormente
descritos para 0os genomas mitocon-
driais de outros escombrideos e tele-
Osteos (Miya et al., 2001; Manchado
et al., 2005). Os quatro metagenomas
apresentam uma disposicdo de genes
e regides ndo codificantes de acordo
com o modelo geral de vertebrados
(Fig. 26). Tais metagenomas estdo
compostos por 13 genes codificantes
da cadeia de transporte electrénico e
fosforilagdo oxidativa que inclui o cito-
cromo b do complexo da ubiquinol
citocromo c oxidoreductase, as sub-

-unidades COI, COII e COIII do com-
plexo do citocromo c oxidase, as sub-
unidades ATP6 e ATP8 da ATP sintase,
e 7 unidades do complexo da NADH
ubiquinona oxidoreductase (ND1,
ND2, ND3, N4, ND4L, ND5, ND6).
Além disso, possui dois RNAr, duas
regides ndo codificantes e 22 RNAt
repartidos ao longo do genoma mito-
condrial e que parece que actuam
como sinais de maduragdo para o0s
transcritos mitocondriais. Mesmo
assim, foram identificados 5 genes
codificantes com regides ocultas: a
ATPase8 que partilha 10 bases com a
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TAS3

[>Regits de cotrel TAS-1 TAS-2
1 AT T AT A TG CACGCACAGT G CATATAT GTATTT AGACCATACATATATATTAMACATTTATAATAAT 1T CCAGTAGATTAAT QT MWAUMWI@W AUAUMTIMFW
151 TmcuTuwccrmununcrrmumcruscuumuuccm:wrcwcucrunTAucwcrA'rcm CATC) AACG

301 CATATCTTAATSLCAACHRATATT GAAGAT GASGGACAATANTAGT GRGGRTTTCACTTATTGEA mmmmu G GCCATAL T TGFTAMCATICE CCATTET T qu SWEQ’IGSATMGTWI@

451 T.GWTMTACT.CGUAUWWE“Q@MGUSM@G&UWUWMCGUMIW CCPAGAGTRAACACTAMCCETTC

 ARNT 123
901 \GGCTTGGTCCTGACTTTACTGTCAACTTTAGCTAGACTTACACATGCAAGTS ATCCGCGACCCTGTGAGAATGCCCCACAGTTTTCCGCCCGAMACAAGGAGCTGGTATCAGGCACACCCATTAMGCCCATGAC
1051 GCCTTGCTTAGCCACACCCTCAAGGGAACT CAGCAGT GATAACCTTAAGCTATAAGT GCAMCTTGACTTAGT) AMGEAGAGGCCGGTAAM CTCGTGCCAGCCACCGCGGTTATACGAGAGGCCCAAGTTGACAGACACCGGCGTAA
1201 AGCGTGGTTAAGGAAMACTAAMACTAAAGCCGAACACCTT! CAGGGCAGTTATACGCATCCGAAGGCACGAAGCCCCACCACGARAGT GGCTTTAT GACCCCTGACCCCACGAAAGETATGACACAAACT GGGATTAGATACCCCACTATG
1351 CCTAGCCGTAAACATTGATAGAATTCTACACCCTCTATCCGCCTGGGTACTACGAGCATTAGCTT GAAACCCARAGGACTTGGCGGT/ ACTTTAGATCCCCCTAGAGGAGCCTGTTCTATAACCGATGACCCCCGTTCAACCTCACCCTCC

1501 CTTGTTTCTCCCGCCTATATACCGCCGTCGTCAGCTTACCC AMATTGGCACCGCCCAGAACGTCAGGTCGAGGTGTAGCGCATGAGAGGGGAAGAMAT GGGCTACATTCGCTACTACTAGCGAATACG

1651 AACGATGCACTGARAACGTTCATC TTAGC TCCGCTGAMTCGGCTCTGAAGTGCGTACACACCGCCCGTCACTCTCCCCAAGCTTATCATTACACATATATAMACGCTCTAACTGEG
AR vy 168

AAGTCGTAAC ¢ GEACTT CGACCAGCTAGCCCACCCTA

FAGAGTATAGCTAAAATAGCATAGEAT TTCCCTIRMIAC T GAMAGT CATCCGTGCAAT CRATTACCCTEA
1951 Aaww\wwc:w‘mm'mcccwuuuwucncrccm'muuc:A‘rrTrrcccccrrm'mmcuuﬁwuchcmeccmAuwmccmmmmwumcmuc
2101 AACCCAGTAMGCCTAMAMAGCAGAGATT CTACCTCGTACCTTTTGCATCATGATITAGCCAGTAATACCCAAGCAMGAGAACTTTAGTTT6GGCCCCCRAAACTAGGTGAGCTACTCCARGACAGCCTATTAATAGGGCARACCCGT
2251 CTCTGTGGL TT CTACCGAACCTAGTTATAGCTGGTTGCCTGAGAATT GGATAGGAG TTCAGCCTCCAGACTTCTCCATTCGCCATGGTCTTACCCCTACCGATACCCCAMGAAG
2401 TCTAGAGAGTTAATC AGCCCCTTTGAGACAAGATACAACTTTCCCAGGAGGATAMGATCATATTTACCCAAGGTAACAATGCCCAGGTGGGCCTAMAGCAGCCATCCTAATAGAMGCGTTARAGCT CAAGCATTAC
2551 ACCTCCCCACATATTTAGATAACCATAT CCCAACCCCCTAATACTATCAGGCCAT CTCATGCATACATGAGAGT GEACAT GCTAATATGAGT AATAAGAGAGCCCCGCCTCTCTCOTTGCACACGTGTAMT CGGAACGAACCCCCACCE
2701 AMACTTAACGGCCCCAAACGAAGAGGGTAKTGAACAATAAGTAAGCAAC CAGAMATCATCCAATARACAACCGTTAACCCCACACTGGTGTGCCTTTAAGGAAAGACTAAMAGAAAMAGAAGGAACTCGGCARA CACATCAAGECTCGC

2851 CTGTTTACCAAMACATCGCCTCTTGCAAMATC CAGCCTGLCCTGTGACTATATGTTTAACGGCCGCGATATTTTAACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGT CTTTTAAATGGAGACCT GTATGAATGGCATT
3001 ACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTTTTCAAGTCAGTGAAATTGATCTCCCCGT 'GCAGAAGCGGGGATACACCCATAAGAC GAGAAGACCCTATGGAGCTTTAGACACCAAGGCATATCATGTTAAACACCCCT AMACAAAGGGCTAACCAA
3151 ATGAATCATGCCCCCATGTCTTTGGTTGGGGCGACTGC CCCCACH TACCTCCTACAACCAAGAGCTGCAGCTCTAATGAACAGAATTTCTGACCAATAAGATCCGGCAATGCCGATCAACG

3301 GACCGAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCC AGAGCCCATATCGACAAGGGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAAT GG T GCAGCCGCTGTTAAGGGTTCG GTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATC
3451 TGAGTTCAGACCGGAGTAATCCAGGTCAGTTTCTATCTATGATATGTTC CTAGTS ACGAAAGWCWMWGWWTGCTAMM“CT(ACCCCKCTATTW AAMTAGGCAMAGGGCATACCCCCT
ARNt-Leu R)

-~ND1
3601 TACGCCCAAGATAATGGCATETT AACT) T“TTACCGCCCI’MTAACT CACATCCI'TMCCCCCTMCCI’TCATCGTACCCGI’
ALMT FIVPY
3751 CCI'TCTCGCCWAECTTT CCT CACCCTTATCGAACGARAGGTTCT! mcnu‘rwurucmmccccmu'rrmmCCTAcmcrccr:wwﬂwucmwnAﬂuﬂmuucm CCGACC
YLIERKVLGVKQLRKGPNIVGPYGLLQPXADGVKLFXKEPVRP
3901 CCCAA(CTCITCTCCTG“CI’ATTCCT CCTGGCCCCTATACTTGCCTTAACACTAGCTCTAACCCTTTGAGCCCCTATGLCCLT! GCCATACCCCGTAACCGACCTTAACCTAGGGATCCT CITTATTCI'TGCCCI'ATCAAGCGMCCGT
SPVLFLLAPHLALTLALTLIAPI‘PLPVPVTDLNLGXL ILALSS A
4051 CTACTCAATTCTAGGCTCAGGCTGAGCATCCAATTCTAMATACGCCCTCATT GGAGCTTTACGAGCGGT AGCCWACCATTTCTTACGAAGITAGCCT“GACTTATTCTCUWCGCT ATCATCITTACAGGTEGCITTAUCI’ACA
VS!LGSGIASNSKYALIGALRAVAQTISVEVSLGLXLLIA!IFTGGF LQ
4201 MCI'ITTMUTTGCC(AAGAA“AATCTGCTMTTGT CCCTGCCTGACCACTAGCAGCAATGTGATACATYTCAACCCTGGCAGAA CAMCCGGGCACCTTTTGACCTTACGGAGGGGGAAT CGAATTAGT: ATCCGGCTT CAACGT
NI AQE lLlVPAIPLAAHIYISTLAETNK‘PFDLTEGES LVSGFNY
4351 T“GTACGCAMCGGT (CI'ITCGCCCTATTCI'TCI’TAGCG“GTAI:GCMACATCCTACT“YAMTACGCTTT CCGCCACACTGTTY CCI'AWYCCCA“TCCC“WTTCCCWU“CC“CACTMTTTMTGATM“
FALFFIL EYANTILLMNNTLSATLFLGASHTI T I ELTATNLMWNTIKA
4501 AGCCCI' CCTCTCAATGGTCITC(TAT“&T AC“KCTCI'TACCCCCH’ITCCWATGATCABCT GATGCACCTTATCTGAAMAMACTTCCTTY CCCCI'TA('ACI'TGCCCTAGT u‘rcrmccr AGCCCI'CCCT ATCGCATTTGCAGG
ALVLSNVFl.LlV A PRFRYDQLMELINKNEFLPLTLALVYIWE P I AFA

4651 TCTGCCCCCTCAGCT GTMCAC g

ACTA TGAACCCGTACATCI’TAGCCACCCTCCTW CGGCCTAGGCCTGGGGACCACTATCACATTTGCAAG
MNP Y] TLLFGLGLGTTTITFAS

4951 CTCACACTGACITCTAGCT‘ T TCTAGCCATC A"'Y(LM|M|AhLIu‘MK.‘CATCACCCCCGAGUﬂCWmTACCMATAWCCI'TACCCAAECTACI’GCAGCI’“CAYM.’TWTCK
LLAWMGLEMNTLAITLIP A Q HHP AVEATTKYFLTQATAAABKLLEFA

5101 CABCACI’ACTMTGCCTEACT MCGGGM.‘AATWGCATI’WT‘MACATCC(FI'I'CCUCUCTATMWATCCTCGKACTGG“CTMMATTGG“TAGCCCCAGTWCG{CT GATTACCAGAAGTTCTTCAAGGACTAGA
TNAWNLTGQNSIEQMTHPVPT IlIILALALKIGLAPVMAWLPEVLQGlD

5251 CCT/ chGcacruncrcrcmcm:waucrcuc:umccccm‘rcmchucccucuuccmeurrm GGAGTGGCCTCCACCTTAGTCGGCGRATGAGGGGGACTAMATCAACCCA
I Q KLAP ALI Q PTNPTILIALGVASTLVGGIGGLNQYQ

5401 GCI'ACWAATTCTAGCTT TACT CATCAATTGCCCACCI'TGGCTGMTGATCCTTAYCCI’ACAATTCTCCCCATCCCTTACCI’TCI’TMC(CT CCTGACGTACTTCGTAATGACATTCTCAACCTTCCTAGTATTCAAACTAAATAAAGC
LAY SSIAHKLGWWMILILQEFS s TFLTLLTYFVMTFSTFLVFKLEEKA

5551 MWACAWMCAKCCTAGCCA!TTCCT“GWMACCCCAGCACI'(M’AGCI‘CT CGCT C(CI'I'AGT ATTACTATCACTAGGGGGACI’CCCA(UCI’TACT csmnncmu‘mcm‘rccnumcrcr owwcuu
N INT.L WAKTPALTALAEP L LS LTGFMPKNELILQ QE Qb

5701 CGTG((CCTGI’M(GAC(CT AGCCGCCCTMGCGCACTGCTCAGCCT CTACTT L'I'ACCI’ACGG(TATCCTAC“AATMCI’CI’TACTATATCGCCTMTAACI'T "GACTGGAACAGCCGCATGACGT! CTGC(CTCCCT cwcrncccr
SALLSLYFVLRLSYAHTLT HSPHNNLTGCGTAANRLPSLQLTL

5851 1'c:ctmncuu'rcrcnmccrAcrcrmcccrccrccccrmccccrncccmuccnrrcrucccrcr Kmmrt BAAGTCCTAAGCGAGGGT GAMATCCCCCAGLCCLT]
L I LT L

VATLALLPLT AVTA

631 GTGGUATCA(ACGCTGATTTITCTCMLCAMCATMAGACATCGGCACCCTTTATCI’AGT ATTCGGI’GCATGAGCI’GGI’ATWTT GGCACAGCCTTAAGCTTGCTCATCCGAGCTGAACTAAGCCAACCAGG
I TRWFFSTNM DI GTLY GAMNAGMVY GTALSLLTIRAELSGQ QPG

6451 TGCCCITCI'TGGGGACGACC!GATCTAUATCTMTCGI’T ACGGCE('ATGCl.'I'T(GTMTGATF”CTTTATAHMTGCWWAT“TTWGG&'ITCM@CT CATCCCTCTAATGATTGGAGCTCCAGACATGGCATTCCC
A LGDDQXVNVIVTANAFVHIFFHVNPII‘IGGFGNIL!PLNIGAPDHAFP
6601 ACWTW(ATGAGCI’TCT GACTTCTTCCTCCTTCTTTCCTTCTGCTATTAGCTTCTTCAGGAGTTGAAGCTGGT! KCMCWMGHTACCCGCCCCI’TGCTWMCCHGCCCACGCCGGGGCAYCI’GTT GACTT
RMNNMWMSFNLLPPSFLLLLASSGVYEAGAGTGNTYV PP LAGNLA A GASVDL

6751 MC(ATI'I'I’CI’CCCTCCACCT AGCAGGTGTGTCCTC W'I'I’CI'TGGGGCTATCAATTTCATI’ACAACAATTATI'AATATGMACCI’G(CGCTATI'I’CCWTACCMACTCCCCT GTTTGT) AT“C(CGTI’CI’MTTACAGCI‘ STCCTTCT
AGVSSILGAINFITTI!N“KPAAXSQVQYP FY®AVYLITAVYLL

6901 CCI'TCTATCACT CCCAGTT CITGCCG(TGGCA'I'I’ACAATGCTCC[M(AGA(CMCCI’ AMTWCI'TCI'TCGATCCTGCAGGlGGGGGA“CCCAATTCI'I'I’A((MCACCI’ATTCTGA"CITCGGTCATCCAWGT CTACAT
S LPVLAA THLLTDRNLNTTFFDPAGGGDPTILY Q mFFGHPEVYTI

7051 THMHCTGCCAGGCTTCGWTGATTTC((ATATCGFT "GCCTACTATGCCGGT, AMMAm((.TTTCGKTA(ATGGGTATGGI’ATGAGCCATGATGGCCAYCMCCTACTAGGGTT CATCGT) AT“GC(CACCACATFITCA(AGT
L!LPGFGNXSN!VAVVAGKKEPFGY“GNVIAHMA!GLLGF AHHMFEFTY
7201 AGGMTG“CGT ACACACACGGGCCTACITCACATCCWTGATTATCGCAATTCCAACGGGT "GTAAMGTATTCAGCTGACT Amcrmacm«.cr MTMWACCCCCGTCTAYGAGCCAT(WTTI’CM’
TRAYFTSAT I AIPTGVKVYFSW TLHGGAVKHW TPLLW I 6FI

7351 CI'I'CCT ATTTACAGTAGGAGGT CTAACAGGAATCGTY CCTAGCCAATTCATCT CTAGATATTGTTCTCCACGACACTTACT/ ACGTCGI’AGCGCACI’TCCACTACGI’ CCTATCTATGGGT GCT G CI'TCGCCATCFI'I’GCI’GCCTTCGTACA
FTVG6EGELTGIVLANSSLDIVLRDTYYVYYAHNTFH YV LS HGAVFAIVAAFYH

7501 CTGATTCCCACTATTTACAGGATACACCCTACACAGCACATGAACTAAMAT CCACTTCGGAGTGATGTTTGTTGGGGT WCCTMCA'ITGTCCCCCAACACTT CCTAGGACTAGCAGGAATGCCTCGACGGTACTCAGACTACCCAGA
L T Y LHSTITKI”FGVNFVGVNLTFFVQHFLGLAGKPRRVSDVPD
7651 TG(CTAQCCCI'I'I’WAWTTTCCT CTATTGGATCCCTAATCTCCCTTGTAGCAGTAATTATGTTCCTATTTATTATTTGAGAAGCATTCOCT GCCAACGTGAAGTAAT GTCAGTTGAACTAACT "GCAACCAATGTAGAATGACT
T IITISSIGSLISLVAVIHFLFIXIEAFAAKREVHSVELTATNV "L

I" RNeA

7801 Au:sccrnccmcrccmcuuw'rcwwccncumcucncrccmuucm.gumc.umgcwcccum'mnm:mcwwgcmcmuaw@r 1“

G PP P Y HTFEE vLy

7951 rcccAu'rccmccmcncm'rcwcncuccrmmcmnwmmmucmuvmcAc
"M AMKHPSQLGFQDAASPYMEELLHEFGHDEH

2101 acccrcmm:ncrrrcrmumcccrccucmmﬁunr.'raccr.mcrcrcmwucmcmmnn*rcmun::amrcmmmmwncrccuccm'mccmrrcmn
I VF TLVLYT AMYSTKLTNKYILDSQETETIIRTILPAITLILTILTI

8251 ccccrrcccrccmcmrrcrmccrmmccmrmcwcuuccmwnmmmmucmramcrmccummaum\mmmcmmcmmcmwmmcrmf.u
SLRILYLMWDETIRDPHLTIKAYGHQMNYNSYEYTDYEDLGFDSYMNTIEPTQ

8401 mmf.ccccrccrcurrcccAmn'rwmmwcwrmunccm‘rmrccccm'ccmT:cmrcrccccmmcmcrmcrmammcccrcm-rmcmwmmmmm
DLAPGQFRLLEADHRMNY IPVESPIRTI DDV LHSKHAV G VEKMND P
8s51 mcmcwucmaccn‘rwcm‘rcccucuccccrcrmnmcwmcrcrcmrcrccwccmcuuscrmnccrAnmmmmmmmumcmmucrwwcrcmn
GRLNQTAFIASRPGVFVGQ:SEXCGANNSFI‘PXVVEAVPLEHFENHSSLH

|+ ABNt Lye

are1 CI'TW“C“TGC“WH AT AR CTGGCTTGCATCCTAGTCTTCTCTTGATTAGTTTCCT

LEDA NPQLNPA LAILYFSWLYFL

8851 MT(GTCATCCCT CCAAMGTT! ATAGCCCACI’CCI'TCCCAAA(GM.C(AACCCCI'CAMGCA(AGAMMCCTAMGGGGMLCCTGAAACTEACCAYGM‘.ACTMGCITCI’T(GAT(MTTTATGAGCCCCGTCTI’ CCTAGGCATCCCC
v PP XKV NA PNEPTPQSTEKPRKGEPWNNMNGPWEHS®

L] LSFFDQFMSPVFLGITP

9821 CTTATGGCTCTGGCCTTAACTY CTGC(CTGAATCCIAWCCCCAUC“ACAMCCFITUTTAMTMCCGACTGCTT ACCCTY GCAAMCTGATTCATCGGCCGATTTGC((ATWCT"T (ATGCCCGTT MCCTACCCGGACACAM

ALALTLPMN PTPTTRNWL RLLTLQNW 1 6 R AHELFM L PGH

9151 TGAGCCGTCCTACTT) ACITCI'I'I’MTACITTT(CTMTITCAC\‘MA(ATGI’T AGGCCITCI’CCCCT ACACCTTCACACCTACAACCCAACT! CI'ECCI'TM(ATGGGCCI'TGCATTCCECCI'ATGGCTCGCTACAGI’ CATCATTGGT/ ATG

IAVLLTSLI'LFI.!SLNNLGLLPYTFTPTTQLSLHHGLAFP LATVYIIGH
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s TTAGGCCACCTTCT
IIQPYEALIHLl.PEGTPTLLXPVL!IX!TXSLFIIPLALGVILTAIILYAG
P451  CATCTT GTTCCTTCTAACACTCCTTGAAGTTGLCCGT) rarmmcrvmmmmcnm

I|I.LIQLIAYAATVLL'LIIPYVAII.YAYII.FLI.TLL!VAVANIQAVVFVL

TTCACTTCCACTCTACAA

Ty Qeny s

lIAHQANAVH!VOPSPIPLYEAVAALI.IYSELAIIFII!MST
GATACCGCATGATCCTCTTCATTACTTCTGAAG

TLIYVGIIALLLLTIVQ!IIDXVIEGTYQGMHY"VQKGLIVGHXLFITS!

9901 TCTTCTTCTTCCTAGGATTCTTCTGAGCCTTC TCACAMCCCTAGACCCATTTGAAGTCCCCCTACT)

R e E A YN S SLAPTPELGGCHPPTGLTTLOPFEVDLLKTAYLLAS
CTecT) \TACTACGAAGCTC

10051 GTGTCACAGTTACCTGAGCTCACCACAGCA ATCCATCATTAGCACTCACAATTCTGCTAGECTTCTACTT CTCCAAGGTAT GOAN
YT YTRANHHSIMHEGHNREKEAIQSLALTI GFYFTFLQGKEYYEAPFTIAD
10281 GACTATAT GTTCTTCGTAGCCACAGGCTTCCACGGACTCCATGTCATTATCGGCTCCACATT CCTGGLTG TATECTTGCTCCGCCAMTCCQTTACCACTTTACATCLGAC
GVYGSTFFYATGFHGLHYIIGSTPLAYCLLRQIARYHFTSOHHFGFEAAAN
(3 [ ad
10351 ACTGACACTTTGTAGACGT TATTCC ™ TAATCACA
YWHFYDYYWNLPELYVSIYNRGS NS LIT
10561 ACAATTATTGCAAT TCTCCACTATCCTAGCCTTAGTATCATTCTGGC TTTCCCCT TECCCTTCTCACTCCGA

XIAXAAALSYXI.ALVSFIL'QHYPDN!KLSPVE("DPLGSAILPFSLI
PACCCTCCCCACTATCCACCTTCCTCT GEGLCCCTACCUTT CTCRTTCTCTTAAMCACTCGGCCTAATCTAC

FFLVAILFLLFDLEIALLLPLPRGDQLPSPLSTFLWNAATYLVLLTLGLIY

GAATGACTGCAAGGAGGCCTAGAAT
EWLQGGLEWAE

TT €T
TGLAFHRKRTHLLSALL l.EAIHLSLFIALSXITLQLDSTNFSASPHLLLAF

oNDé
TACMAGCCTTARCCTCTTS ATCCT TATGCT v
SACEASAGLALLVATSITKESDILQSLNLLQ

M LKILIPTLMWNLYPTT®RLTP
TTACCTGAC lEGTCCf(
PllLlFYTLGuSLllALASLTIL[SLSIYGITSL!LVIATDSLSTPLL
CCT TCTTCCTAATCCTGRCCTTY cmmmfmmm C
s )(NTAI.EPXIIQIIVXTLI.TSLQFFLII.AFGATE
CTGAAC

12101

us1

11401

115851 rmmurrmamccmfcécmccugr ﬂTﬂTWCCm "GAGGRAATCAAMCAGAACGC! GCGGGGACCTATTTCCTATTTTACACACTAGCTGGTTCACTCCCCCTCCTAGTCGCCCTCCTS ACT ACT“M
171 X

s

12001

M FE T RWGNQTERLNAGTYFLFYTLAGSLPLLVALLLLAQ
A

AACAGT/ eCTT

NSTGTLSLLTLQYSAPLQLYSFGDXLWNAGCLLAFLYEKMNPLYGYHLRLEPK

cc:w:crm««:ammmm‘nmmccm:r:cm»:nmarmmwremtwfummrmmummummmmocrmﬂwmcmcmm
«

12301 CT“(CCCTCKCCTMCCTMYWTTATQTCCKMCTCNT(TT(AKTGAT(CT‘CTM(CTmﬂm(m(ﬂ“"“tmmm‘ﬂﬂmﬂ‘ﬂm
LPPLPMNLMGETIMNILTSLFNWNSY®RTLALTGAGTLITAGYS LITQIEP

m
12050 ¢ TTCACCTCCTECCCTTACTACTTCTGATEC CETATATATTTAACATAAGATY
L L Lt

TAT
LPA“IXALDPSMTIEHLL!ALNL P LILIPELIIGITA'

TCTC TIC
HWHPTSLMMTTSLIIIFSLLAYPYLTTLSPRPQAPNDUWA
TGACC TAMATTC

12901 Cf‘ lmlllll TTTTCCTATTCC
Qv FFYSLLPLFLFLNEGAETTIITMN®NYHKNTLTFOINISLKEF
13¢51 GK(AWKT(AAMTCTTCMCCE(ATCWATA:GYAMAT‘AMTYCTAUATWRAY“TGATATAT“MwCl'"“'lMtﬂﬂﬂﬂuﬂkﬂtﬂmtﬂ“ﬂ“(ﬂ'ﬂﬂﬂ‘ﬂm
DHYSIIFT I ALYYTWHNSILEFRS Y DPYMNNRFFKYLLVYFLIANIVLY
CTTCAAGCAGTTGTATATAATCGAGTAGGTGACATTGGCCTT

v \

1350 rmr:::crcraummcwxcm’crcmr.cnnmrrcrmnmncncrmmmrcmmAman:«cmmmmmx TAACE ATCCTTGGET
ITPVSALLNSSYIVVAG!FLI.I LIEIIQTALYLCL(LG
TAGCCTTCCTTCACATCTGCACC

PI G T
14251 Arxm:c:crmmmm:mccwnmucuncum:cmrm‘rs(mmuuscmtmwmmcmccmummcmmﬂcm ATGTTAGGCTTTTTCCCA
MPPLLKLA ¥TILGLITALELASHL T SKQFXPTPILTTMHHFSNMWNLGFFP
14401 CACAT lMMIllAluMLL
HIIHR A G QAT ASQMIDAQT l LEXSGPKALAT S NIPLITTTSNT
14551 umcmurmucmccrm:mﬂcmmmucscrmu:mﬂnmmmuamwmm TAAT
QQGENIKTYLALFLLTLTLATLVI
* YARVYTGRS LGRTLELYYFLTLLLY
et TARCATACC TCCAROATC TCAGAMC
W ASIVLMGE GG GLSYMLAYGGVDGRFVYSFEEMWMDDAPVNSVEYWGGWLLTCAL
1051 Tic TCCCTOECCCAAGTT TAACATECC
I VGGV GYTIVHYLVYYAPSGWTEPYPEAALAASYAFYVYLMNGGLYTILFLYVYL S LF
NDé§ |
15001 TAATAC AACCCTARCAC )
§ GGHGYLYGCGHEAVY V L ‘ L AAFYPSPNSAVYAYLGLYLGFLLLCHKMNYTH
-qtd
15151 TN AT TR CERE T AR TTOMETRONGAAE T TACGAMMAAC TCARTATT
¥ ASLRKTHPLLEK l A NDALYDLPTPS NI
15391 T TACTTGATCTCTGCCTTATT TTACAGGCCTATTCCT TACACCCC CTAMCTTCGGLTGA

FGSLLGLCLISQXLYGLFLAIMVTPDVESAFASVAHItIDVlF(l

16501 [§

Figura 26: Secuencia nucleotidica completa del mitogenoma de A. rochei mitotipo 1. La direccién
de trascripcién de cada gen se indica con flechas. Los anticodones de los ARNt estan sombreados.
Las secuencias de aminoacidos, presentadas por debajo de los nucleétidos, se obtuvieron usando
el cédigo genético de ADNmt de mamiferos. Los codones de terminacion se indican con asteriscos.

Las secuencias no codificantes estan subrayadas.

Figura 26: Sequéncia nucleotidica completa do metagenoma de A. rochei genétipo I. A direccao
da transcrlgao de cada gene estd indicada com setas. Os anti-coddes dos RNt estio sombreados.
As sequéncias de aminoacidos, apresentadas debaixo dos nucledtidos, obtiveram-se usando o
cédigo genético de DNAmt de mamiferos. Os codGes de terminagdo estdo indicados com um aste-
risco. As sequéncias ndo codificantes estdo sublinhadas.
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MARCADORES MOLECULARES
MARCADORES MOLECULARES

tes con regiones solapantes: la ATPase6; a ATPase6, 1 base com a
ATPasa8 que comparte 10 bases con COII; a ND4L, 7 bases com a ND4, e
la ATPasa6; la ATPasa6, 1 base con la a ND5 4 bases com a ND6.
COII; la ND4L, 7 bases con la ND4, y
la ND5 4 bases con la ND6. Entre o gendtipo de A. thazard e os
gendtipos de A. rochei existem 761
Entre el mitogenoma de A. thazard y  (Gen6tipo I), 764 (Genétipo 1I) e 773
los mitotipos de A. rochei existen 761  (Genétipo II Pac ) posices polimorfi-
(Mitotipo I), 764 (Mitotipo II) y 773  cas. Ao comparar os gendtipos I e II
(Mitotipo II Pac) posiciones polimérfi- de A. rochei tal nimero reduz-se a
cas. Al comparar los Mitotipos Iy Il de 293 posicdes polimérficas. Além disso,
A. rochei dicho nimero se reduce a o racio transicdes (Ti) e transversdes
293 posiciones polimérficas. Ademds, (Tv) oscila entre 13,35 para o
la ratio transiciones (Ti) y transversio-  Genétipo I e II Pac, e 6,53 entre o
nes (Tv) oscila entre 1335 para el Gendtipo I e o0 metagenoma de A. tha-
Mitotipo I y II Pac, y 6’53 entre el zard (Tabela I).
Mitotipo I y el mitogenoma de A. tha-
zard (Tabla 1).

Ti Tv Ti/Tv
AG CT AC AT CG GT AA g GG 14T} ratio

A. rochel mitotipo I vs.
A. rochei mitotlpo II 105 125 6 10 2 3 4544 4879 2767 4053 1095

chel mitotipo I vs.
ochel mitotip

. rochel mitotipo I vs.
‘thazard 274 386 36 45 12 8 4424 4730 2681 3900 653

. r,vu-’l;j-iu'r!g]?{..;r [ vs.

\. rochel mitotl po II Pac

A. rochei mitotipo II vs.
A. thazard 290 378 39 42 8 7 4409 4739 2684 3904 6'96

4, rochel mitotipo II Pac vs. - o L It
A. thazard 290 382 43 40 8 10

2679 3908 665

Tabla 1: Ndmero de transiciones (Ti), transversiones (Tv), posiciones coincidentes y ratio Ti/Tv entre
los mitogenomas de mitotipo I, II y II Pacifico de A. rochei y A. thazard.

Tabela 1: Namero de transig@es (Ti), transversdes (Tv), posigdes coincidentes e racio Ti/Tv entre os
metagenomas de genétipo I, II e II Pacifico de A. rochei e A. thazard.
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Todos los genes codificantes de prote-
inas presentan el coddn inicial ATG
tanto en A. rochei como en A. thazard,
excepto COI que empieza por GTG. El
codén de terminacion, en todos los
casos, es TAA excepto en ND3 y ND6
(TAG), vy los genes COII, ND4 y cito-
cromo b que terminan en T. En este
ultimo caso, el codén de terminacion
TAA se forma probablemente median-
te poliadenilacién post-transcripcional,
ya que las regiones flanqueantes,
representadas por ARNt, no presentan
nucledtidos que puedan codificar un
codén de terminacién (Clayton,
1984).

En la Tabla 2 se indica la composicién
de bases de la cadena ligera en los
mitogenomas de Thunnus thynnus
(AB097669), Thunnus alalunga
(AB101291), Katsuwonus pelamis
(AB101290), Euthynnus alletteratus
(AB099716), Engraulis japonicus
(AB040676), Salmo salar (U12143) y
Danio rerio (AC024175). En todos los
casos se observa que la base mas
abundante es C, y se detecta igual-
mente un sesgo frente a G, tipico de
los vertebrados para todos los genes
codificantes de proteinas, excepto la
ND6. El contenido de G+C en los mito-
genomas de Auxis oscila entre el 479
y 48'2%, siendo asi los mayores entre
las especies de tunidos aqui represen-
tadas. Los valores de contenido G+C
se han relacionado con la temperatura
del agua en el area de distribucién
geografica de cada especie (Wang and
Hickey 2002; Nakashima et al. 2003;
Manchado et al., 2007). Por ello, los
altos valores observados para la
melva se podria relacionar con su dis-
tribucion en areas calidas.
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Todos os genes codificantes de protei-
nas apresentam o coddo inicial ATG
tanto em A. rochei como em A. tha-
zard, excepto COI que comega por
GTG. O coddao de terminagdo, em
todos os casos, é TAA excepto em ND3
e ND6 (TAG), e os genes COII, ND4 e
citocromo b que terminam em T.
Neste Gltimo caso, o coddo de termi-
nacdo TAA forma—se provavelmente
mediante poliadenilagdo pds-transcri-
cional, visto que as regides flanquean-
tes, representadas por RNAt, ndo
apresentam nucleétidos que possam
codificar um coddo de terminagao
(Clayton, 1984).

Na Tabela 2 indica-se a composicdo de
bases da cadeia simples nos metage-

nomas de Thunnus thynnus
(AB097669), Thunnus alalunga
(AB101291), Katsuwonus pelamis

(AB101290), Euthynnus alletteratus
(AB099716), Engraulis japonicus
(AB040676), Salmo salar (U12143) e
Danio rerio (AC024175). Em todos os
casos se observa que a base mais
abundante é C, e detecta-se igual-
mente um desvio em relagdo a G, tipi-
co dos vertebrados para todos os
genes codificantes de proteinas,
excepto a ND6. O conteddo de G+C
nos metagenomas de Auxis oscila
entre 47,9 e 48,2%, sendo assim os
maiores entre as espécies de tunideos
aqui representadas. Os valores de
conteudo G+C foram relacionados
com a temperatura da agua na érea
de distribuicdo geografica de cada
espécie (Wang and Hickey 2002;
Nakashima et al. 2003; Manchado et
al.,, 2007). Por este motivo, os altos
valores observados no caso do judeu
poderiam relacionar-se com a sua dis-
tribuicdo em areas quentes.



MARCADORES MOLECULARES

MARCADORES MOLECULARES
15'8%

A. rochei mitotipo 1 26% 32'1%
A che otipo II 6% 32'1% 15'9%

A. rochei mitotipo II Pac 26% 32% 15'9% 26'1%

26'1%

T. thynnus 26'2% 30'5% 16'1% 27'2%

26'6%

26'8%

K. pelamis 32'6% 15'2% 25'4%

6'49

18'2% 29'2%

E. japonicus 24'8% 27'8%
S. sal. 28'5% 5 , )
D. rerio 30% 24% 15% 31%

salar 29% 6'3%

Sdid

Tabla 2: Composicién media de bases de genes codificantes de proteinas. Para comparar se inclu-
yen los datos de T. thynnus, T. alalunga, K. pelamis, E. alletteratus, E. Jjaponicus, S. salary D. rerio.
Tabela 2: Composigdo média de bases de genes codificantes de proteinas. Para comparar incluem-
se os dados de T. thynnus, T. alalunga, K. pelamis, E. alletteratus, E. Jjaponicus, S. salary D. rerio.

Cuando se analiza la composiciéon por Quando se analisa a composicao por
genes (Tabla 3), se observa que la genes (Tabela 3), observa-se que a
base G en la tercera posicion presenta base G na terceira posicdo apresenta
valores medios comprendidos entre el  valores médios compreendidos entre
5y el 12%. El sesgo maximo en la pri- 5 e 12%. O desvio maximo na primei-
mera base de los genes codificados en ra base dos genes codificados na
la cadena pesada corresponde a un cadeia pesada corresponde a um valor
valor de 0°2 para la ATPasa6. La ND6 de 0,2 para a ATPase6. A ND6 apre-
presenta un sesgo de 0’3, con un con-  senta um desvio de 0,3, com um con-
tenido minimo de Cy A, y méximo de  teido minimo de C e A, e méximo de
G (437%). La segunda base en todos G (43,7%). A segunda base em todos
los genes es rica en T. El valor maxi- os genes é rica em T. O valor maximo
mo de sesgo se alcanza también en el  de desvio alcanga-se também no gene
gen ATPasa6, con un valor de 0'33. EI  ATPase6, com um valor de 0,33. O
valor de sesgo minimo (0'15) se valor de desvio minimo (0,15) encon-
encuentra en este caso en el gen tra-se, neste caso, no gene COIII. Na
COIIL. En la tercera posicion cabe des-  terceira posicdo cabe destacar o
tacar el escaso contenido en G (a escasso conteido em G (3 excepgao
excepcion de la ND6 con un 29°6%). da ND6 com 29,6%). O maior desvio
El mayor sesgo se detecta en el gen detecta-se no gene ATPaseS8 (04)eo
ATPasa8 (0'4) y el menor (0°22) en el menor (0,22) no gene COI. O desvio
gen COI. El sesgo complementario se complementar mantém-se na NDS6,
mantiene en la ND6, Unico gen codifi- Unico gene codificado na cadeia sim-
cado en la cadena ligera, en el cual la  ples, no qual a base C esta presente
base C esta presente con una frecuen- com uma frequéncia de 15,6%.

cia del 15'6%.
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_ TOTAL 12 BASE 2 3? BASE

ATP, 6
T(U) C A G T-1 C-1 A-1 G-1

A. rochel mito | 27'5 335 251 139 13'6 368 285 211 478 27'2 14 11 211 36’4 329 96
A. rochel mito 11 27'6 333 253 137 13'6  36'8 285 211 47'8 272 14 11 21's 36 333 972
A, rochel mito II Pac 27'6 333 254 13 13'6  36'8 285 211 47'8 272 14 11 21's 36 338 88
A, thazard 27'2 332 254 142 132 37'3 285 211 47'8 272 14 11 206 351 338 105
Media 27's 33'3 25'3 139 13’5 37 28'5 211 47'8 27'2 14 11 212 35'9 33'4 9'S
SD 0’058 0'058 0141 0'082 0096 0082 0050 0'100 0°222 0'287 0'050 0°050 0°171 5'434 0250 0222
01483 0'2055 0'3333 0'2575
ATPasa8
T(uw) T-1 A-1 T-2 C-2 A-2 G-2 T-3 C-3 A-3 G-3
A. rochel mito 1 351 304 12’5 21’4 339 19'6 304 32t 25 12’5 14'3 393 411 54
A. rochel mito I1 22 351 304 125 21'4 339 25 196 304 321 25 12'S 14’3 39'3 41’1 54
A. rochel mito II Pac 22 351 304 125 21’4 339 25 19'6 304 32't 25 12'5 14’3 39'3 41't 54
A. thazard 22 351 304 125 21'4 339 25 19’6 304 321 25 12’5 14'3 39'3 41’1 54
Media 22 35'1 304 125 21’4 339 25 19’6 30’4 322t 25 12'5 143 39’3 41't 54
SD 0’058 0058 0141 0082 0096 0'082 0050 0'100 0222 0'287 0°050 0050 (0171 5'434 0250 0222
0207 0119 0167 0405
A. rochel mito I 28'4 27'7 253 18'6 20's 22’6 248 321 40'8 26'3 18 14'9 24 34 333 87
A. rochel mito II 28'4 276 254 186 20's  22'6 248 3211 40'8 263 18 149 24 338 335 87
A, rochel mito II Pac 28’5 27'5 253 186 20's  22'6 24'8 321 40'8 263 18 14'9 | 24’2 337 333 89
A. thazard 282 28 25 188 203 22'8 248 3211 40'8 263 18 14’9 23'6 35 321 93
Medla 28'4 27'7 25'3 18’6 205 22'7 24'8 321 40'8 26’3 18 14'9 23’9 34Tt 33 89
SD 0’058 0058 0141 0'082 0096 0'082 0050 0'100 0'222 0'287 0'050 0050 0°171 5'434 0°250 0'222
0'085 0095 0228 0229
COIl
T(U) C-1 A-1 T-2 C-2 A-2 G-2 T-3 C-3 A-3
A. rochel mito I 26'8 281 289 1672 17'7 28"t 234 307 37'8 23's 278 109 24'8 32'%¢ 357 7
A. rochel mito I1 26'8 28’1 289 1672 17'7 281 234 307 37'8 23's 27'8 10'9 24'8 326 357 7
A. rochel mito II Pac 26'9 279 289 1672 177 28’1 23'4 307 38'3 23 278 10'9 248 326 357 7
A. thazard 26'9 27'8 287 16'6 17'7 281 234 307 37'8 23's 27'8 109 | 252 31’7 34'8 83
Medla 26'8 28 28’9 163 17'7 28’1 23'4 30'7 37’9 234 27'8 10’9 24’9 32’4 35'4 7’3
SD 0058 0058 0’141 0082 0'096 0’082 0050 0'100 0222 0'287 0'050 0050 0171 5434 0°250 0'222
Cc 0'12 012 021 0'24
_ LA £ & g 1 Lol o Sl 152 o2 il S5
A. rochel mito 1 257 314 257 172 24'4 26’7 195 294 35'4 26 21'4 1772 17'2 416 363 S
A. rochel mito 11 25'2 31'9 258 17 24'4  26'7 195 29'4 35'4 26 21'4 1772 15'6 43’1 36’6 46
A. rochel mito II Pac 25'2 31'9 257 1772 24'4  26'7 195 29'4 35'4 26 214 1772 15'6 43’1 363 5
A. thazard 26't 312 254 1773 24'4  26'7 195 294 354 26 21'4 1772 18'3 40'8 355 53
Medla 255 31'6 25'7 172 24’4 267 19'5S 29’4 35'4 26 21’4 17'2 167 422 36'2 5
SD 0'06 006 014 008 0’10 008 005 010 022 0'28 005 005 017 5'43 025 022
0't0 008 0’15
cytb
T(U} T-1 C-1 A-1 G-1 T-2. C-2 A-2 G-2 T-3 C-3 A-3 G-3
A. rochel mito 1 26'S 156 23'6 268 231 265 40'5 26’6 192 137 15’3 455 326 6%6
A. rochef mito II 26'4 33 24’9 158 23'9 26’5 231 265 40’5 266 195 134 147 45'8 32t 74
A. rochel mito II Pac 267 326 24'9 158 23'9 26'5 231 265 40's 26'6 19’5 134 15'8 447 321 74
A. thazard 26'8 328 25 15'4 23'6  26'8 231 265 40'3 26'8 195 134 16'6 44’7 32'4 63
Medla 26'6 32'8 24'9 15’6 23'8 266 23'1L 26'5 40’5 26'6 194 13'5 156 452 32'3 69
SD 006 006 014 008 0’10 0'08 005 010 022 029 005 005 017 543 025 022
013 004 0’23 0'37
T(U} T-1 C-1 A-1 G-1 T-2 C-2 A-2 G-2 T-3 C-3 A-3 G-3
A. rochel mito I 26'8 3277 24'1 164 18'S 30’5 237 274 412 302 175 111 20'6 37'5s 311 108
A. rochel mito II 26'4 332 24 164 18'2 30'8 237 274 412 302 175 11t 197 388 308 108
A. rochel mito II Pac 26'S 33 24'3 1672 18’5 30'S 237 274 412 302 175 111 197 38'S 317 102
A. thazard 25'6 337 24'9 157 17'8 311 24 27'1 412 302 175 111 178 40 332 89
Media 26’3 332 24'3 162 18’2 30'7 23'8 27'3 412 302 17's 11'T 19’5 38'7 317 1072
so 006 006 014 008 010 008 005 010 022 029 005 005 017 543 02?5 0722
Cc 0'13 0’11 029 027
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[ [ o [ e 21 BASE 32 BASE
C

D2
- T{U}) A G T-1 C-1  A-1 G-1 T-2 C-2 A-2 G-2 T-3 C-3 A-3 G-3
3

A. rochel mito 1 243 337 27%6 144 | 16 321 289 22'9 381 352 158 109  18% 338 381 9’5
A, rochel mito 11 24 34 271 149 | 158 324 28'9 229 || 381 352 158 100 181 344 367 109
A.rochelmitollPac | 24 34 27 15 | 158 324 289 229 | 381 352 158 100 181 344 364 112
A. thazard 236 345 265 15 | 152 33 289 229 3871 352 158 109 175 352 347 12
Media 23'9 34 271 14'9 157 324 28'9 22'9 | 38’1 352 15'8 100 18’1 34’5 36'S 11
sD 006 006 014 008 | 010 008 005 010 022 029 005 005 017 543 025 022
c 0'15 015 0131 028
ND3

T{u}) C A G T-1 C-1  A-1 G-1 (=28 C-2 SN =2 B G=2 T-3 C-3 A-3 G-3
A, rochel mito 1 272 347 221 16 || 248 325 162 265 | 431 29'3 147 129 138 422 353 8%
A. rochel mito 11 272 347 21'8 163 | 248 325 162 265 431 293 147 129 138 422 34’5 9’5
A rochelmitoIlPac | 272 34'4 218 166 = 24'8 316 167 274 | 431 299 147 129 138 422 345 95
A. thazard 269 344 21'8 169 239 333 171 25% | 44 284 147 129 | 129 414 336 121
Media 271 34’5 21'8 16’5 24’6 32'5 16'5 26'5 | 43'3 291 14'7 12'9 136 42 34’5 99
SD 006 006 024 008 | 010 008 005 010 022 029 005 005 017 543 025 022
c 0'16 0'12 0130 0135
_ ilitt) @ A 5 Wl Gl 33 e il 53, CallAS3 IIG:3
A, rochel mito I 253 327 26 16 178 325 282 215 411 276 159 15% 172 378 339 111
A. rochei mito 11 253 326 261 159 | 174 33 282 215 | 411 276 159 154 176 372 343 109
A rochelmitollPac | 254 32’5 261 159 176 328 282 21'5 411 27%6 159 154  17'6 372 34'3 109
A, thazard 25 333 259 158 | 18'4 321 27 217 | 41l 27%6 161 152 154 402 339 104
Media 25'3 32'8 26 15'9 17’8 32'6 28'1 215 41’1 27'6 15'9 154 | 17 38’1 34'1 10°8
SD 006 006 014 008 0120 008 005 010 022 029 005 005 017 543 025 0722
c 012 0'14 0'25 0'30
MND4L

T{u} C A G ik c-1 A-1 G-1 T-2 C-2 A-2 G-2 T-3 C-3 A-3 G-3
A. rochel mito 1 266 357 215 162 | 258 313 212 222 | 394 323 141 141 | 152 434 293 121
A. rochel mito 11 266 36 215 158 253 313 212 222 | 394 323 141 141 | 152 444 293 111
A rochelmitollPac | 26'% 36 21'5 15% | 253 313 212 222 | 394 323 141 141 152 444 29'3 111
A. thazard 259 37 202 168 | 242 323 212 222 | 394 323 141 141 141 465 259 141
Medla 26'4 362 212 162 | 25 316 212 22'2 | 39'4 323 14’1 14’1 | 14'9 44’7 28'3 1211
SD 006 006 014 008 | 010 008 005 010 | 022 029 005 005 017 543 025 022
c 017 009 0'29 0'31
NDS

T(U) C A G T-1 Cc-1 A-1 G-1 T-2 C-2 A-2 G-2 T-3 C-3 A-3 G-3
A, rochel mito 1 247 334 278 141 | 17’8 268 331 223 392 292 197 119 171 444 305 8
A. rochel mito 11 249 332 275 144 | 175 270 33 225 | 393 29 197 119 178 43% 299 88
A rochelmitoIlPac | 25 332 277 141 176 269 33 22’5 393 29 197 119 181 437 303 78
A. thazard 254 327 275 144 | 17’5 271 325 23 | 392 292 197 119 | 197 418 302 83
Medla 25 331 276 14’2 | 17’6 27 32'9 22'6 | 39'2 291 19'7 11'9 182 43'4 302 82
SD 006 006 014 008 | 040 008 005 010 022 029 005 005 017 543 025 022
c 0'14 013 0'25 0'31
NDG

T(U) (= A G T-1 C-1  A-1 G-1 T-2 C-2 A-2 G-2 T-3 C-3 A-3 G-3
A, rochel mito 1 362 153 169 31%6 | 299 132 132 437 | 448 207 121 224 339 121 253 287
A. rochel mito 11 36 157 16 318 | 287 144 132 437 | 448 207 121 224 34’5 121 241 293
A rocheimitoIlPac | 362 155 16'9 314 | 29'3 138 132 437 | 448 207 12'1 224 34’5 121 253 282
A. thazard 358 157 157 328 | 287 144 132 437 | 448 207 121 22'4 | 339 121 218 322
Medla 36'1 15'6 165 31'9 | 202 13'9 132 43'7 44’8 207 121 22'4 || 342 121 24’1 29%6
SD 006 006 014 008 | 010 008 005 010 022 029 005 005 017 543 025 022
c 0'24 030 026 019

Tabla 3: Composicion nucleotidica de los diferentes genes codificantes de proteinas para el gen com-
pleto y la primera, segunda y tercera base. Se indica la media, desviacién estandar (SD) y sesgo (C).
Tabela 3: Composigdo nucleotidica dos diferentes genes codificantes de proteinas para o gene comple-
to e a primeira, segunda e terceira base. E indicada a média, o desvio padréo (SD) e o desvio (C).
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Si se consideran solamente los genes
codificantes de proteinas, el 15% de
los sitios polimérficos se localizan en la
primera base del codon, el 19% en la
segunda y el 65% en la tercera base
del codén. Para la 12 posicion del
codén, el nimero de transiciones varia
entre 7 y 21 entre los distintos mitoti-
pos de A. rochei, y entre 95 y 103
cuando éstos se comparan con A. tha-
zard (Fig. 27). Solo se observan 9
transversiones al comparar A. thazard
con A. rochei los mitotipos I, II y II
Pacifico. En la segunda base, el nime-
ro de transiciones varia entre 13 y 44
entre los mitotipos de A. rochei, y 113-
114 respecto a A. thazard. Las trans-
versiones oscilan entre 1-5 y 13-17,
respectivamente. Finalmente, en la
tercera base se observan entre 37 y
123 para los mitotipos de A. rochei, y
entre 387-392 al comparar con A. tha-
zard. El numero de transversiones
varia entre 4-9 y 48-50, respectiva-
mente (Fig. 27A).

Al representar graficamente el numero
de mutaciones para la primera, segun-
da y tercera posicion del codén de los
genes codificantes de proteinas frente
a la distancia p entre 6 especies de
tunidos (A. rochei, A. thazard, T.
thynnus, T. alalunga, E. alletteratus y
K. pelamis), se observa una relacion
lineal de las transiciones en la 13 y 23
posicién asi como para las transversio-
nes en 13, 23 y 32 posicion de A. rochei
y A. thazard. Por el contrario, se detec-
ta saturacion de las transiciones en la
3@ posicidn, aunque ésta no afecta a
las comparaciones entre las especies
de melva (Fig. 27B).

En la Tabla 4 se muestran las sustitu-
ciones no sindénimas entre los distintos
mitogenonas de Auxis. El mayor nime-
ro se observa respecto a A. thazard
(entre 11 y 14 sustituciones). Sin
embargo, también se encuentran susti-
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Se se considerarem apenas 0s genes
codificantes de proteinas, 15% dos
sitios polimorficos localizam-se na pri-
meira base do coddo, 19% na segun-
da e 65% na terceira base do codao.
Para a 12 posicdo do coddo, o nimero
de transicOes varia entre 7 e 21 entre
os diferentes genétipos de A. rochei, e
entre 95 e 103 quando estes sdo com-
parados com A. thazard (Fig. 27).
Apenas se observam 9 transversdes
ao comparar A. thazard com A. rochei
gendtipos I, II e II Pacifico. Na segun-
da base, o nimero de transigdes varia
entre 13 e 44 entre os gendtipos de A.
rochei, e 113-114 em relagdo a A.
thazard. As transversdes oscilam
entre 1-5 e 13-17, respectivamente.
Finalmente, na terceira base observa-
se entre 37 e 123 para os gendtipos
de A. rochei, e entre 387-392 ao com-
parar com A. thazard. O ndmero de
transversoes varia entre 4-9 e 48-50,
respectivamente (Fig. 27A).

Ao representar graficamente o nime-
ro de mutagbes para a primeira,
segunda e terceira posigdao do codao
dos genes codificantes de proteinas
em relacdo a distancia p entre 6 espé-
cies de tunideos (A. rochei, A. tha-
zard, T. thynnus, T. alalunga, E. allet-
teratus e K. pelamis) observa-se uma
relagdo linear das transicdes na 12 e
22 posicOes assim como para as trans-
versdes na 138, 22 e 32 posicOes de A.
rochei e A. thazard. Pelo contrario,
detecta-se saturagdo das transicoes
na 32 posicdo, embora esta ndo afec-
te as comparagdes entre as espécies
de judeus (Fig. 27B).

Na Tabela 4 mostram-se as substitui-
¢des ndo sindnimas entre os diferen-
tes metagenomas de Auxis. O maior
nimero observa-se em relagdo a A.
thazard (entre 11 e 14 substituicGes).
No entanto, também se encontram
substituicdes ndo sindnimas entre os



MARCADORES MOLECULARES
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tuciones no sinénimas entre los mitoti-
pos de A. rochei: 3 cambios entre el
mitotipo Iy el mitotipo II, 3 entre mito-
tipo II y mitotipo II Pac, y 5 entre mito-
tipo I y mitotipo II Pac. El gen ND5 es
el que registra el mayor nimero de
mutaciones no sinénimas, aunque
también se detectan en los genes ND1,
ND3, ND4, citocromo b y COII.

gendtipos de A. rochei: 3 mudancas
entre o gendtipo I e o gendtipo II, 3
entre o genétipo II e o genétipo II
Pac, e 5 entre o gendtipo I e o gendti-
po II Pac. O gene NDS é o que regista
maior nimero de mutagdes ndo siné-
nimas, embora também se detectem
nos genes ND1, ND3, ND4, citocromo
b e COILI.

i [Ny d =—
. rochei A. rochei A. rochei
mitotipo I mitotipo II

A. thazard
mitotipo IT Pac

Ratio Ti/Tv

B —— . 2«'! BASE _—
. rochei A. rochei A. rochei
mitotipo I mitotipo II

A. thazard
mitotipo II Pac

Pt Ratio Ti/Tv
el B ASE
. rochei A. rochei A. rochei
mitotipo I mitotipo I1

A. thazard
mitotipo II Pac
itotipo I
lpoII
tipo II Pac
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Figura 27: A) Transiciones y transversiones seg(n la posicién del codén. Arriba, nimero de transi-
ciones (Ti)/ transversiones (Tv). Abajo, ratio Ti/Tv. B) Representacién grafica del nimero de muta-
ciones en primera, segunda y tercera posicion del codén de los genes codificantes de proteinas fren-
te a la distancia p entre 6 especies de tinidos (A. rochei, A. thazard, T. thynnus, T. alalunga, E.
alletteratus y K. pelamis. En azul, las transiciones. En rojo, las transversiones. En sombreado se
representan las sustituciones correspondientes a las comparaciones entre A. rochei y A. thazard.
Figura 27: A) Transigbes e transversdes conforme a posicdo do cod8o. Em cima, nimero de transi-
cBes (Ti)/ transversGes(Tv). Em baixo, racio Ti/Tv. B) Representacio grafica do niimero de mutacgo-
es primeira, segunda e terceira posicdo do coddo dos genes codificantes proteinas em relagdo a dis-
téncia p entre 6 espécies de tunideos (A. rochei, A. thazard, T. thynnus, T. alalunga, E. alletteratus
e K. Pelamis). A azul, as transigbes. A vermelho, as transversdes. A sombreado estdo representa-
das as substituicGes correspondentes &s comparacdes entre A. rochei e A. thazard.
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Figura 28: Estructura secundaria de los ARNt y OriL de A. rochei. Se representa en un recuadro la
region conservada GGCCG en OriL.

Figura 28: Estrutura secundaria dos ARNt e OriL de A. rochei. Num recténgulo estdo representada
a regido conservada GGCCG em OriL.
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A. rochel A. rochei A. rochel
mitotipo | mitotipo il | mitotipo Il Pac ad L
641, 959
641 544
A. rochel 641 229 38, 289
mitotipo | * 103, 1649 103, 1649 131, 268, 1138
588 103, 400, 625,1492, 1649
588
959
544
A. rochel cytb . 229 38, 289
mitotipo il ND5 103, 1649 131, 268, 1138
400, 625,1492
588
959
cytb 544
A. rochel ND3 ND3 38,229,289
mitotipo i Pac ND5 ND5 * 131, 268, 1138
coll 400, 625,1492
560, 588
cytb cytb cytb
ND1 ND1 ND1
ND3 ND3 ND3
A. thazard ND4 ND4 ND4 *
ND5 ND5 ND5
coll coll coll

Tabla 4: Mutaciones no sinénimas. Abajo, genes donde se han detectado las mutaciones no sinod-
nimas. Arriba, la posicién de las mutaciones respecto al ler nucledtido de cada gen.

Tabela 4: MutagGes ndo sinénimas. Em baixo, genes nos quais foram detectadas as mutacdes ndo
sindnimas. Em cima, a posig&o das mutacBes em relagdo ao 1° nucledtido de cada gene.

El origen de replicacion de la cadena
ligera (OriL) tiene en todos los mito-
genomas de Auxis un tamafo de 49
pb, y se localiza dentro de un grupo de
cinco genes que codifican para ARNt
conocido como regiéon WANCY. Esta
region, segin modelos tedricos, forma
una estructura secundaria tipica con
un brazo de 13 pb y un lazo de 11 pb
rico en T (Fig. 28). La secuencia con-
servada 5'-GGCCG-3’ se encuentra en
la base del brazo dentro del ARNtoys .
El tamafio de la regién de control osci-
la entre 843 pb del mitotipo I de A.
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A origem da replicacdo da cadeia sim-
ples (OriL) tem um tamanho de 49 pb
em todos os metagenomas de Auxis, e
esta localizado dentro de um grupo de
cinco genes que codificam para RNAt,
conhecido como regido WANCY. Esta
regido, de acordo com modelos tedri-
cos, forma uma estrutura secundaria
tipica com um brago de 13 pb e um
lago de 11 pb rico em T (Fig. 28). A
sequéncia conservada 5'-GGCCG-3’
encontra-se na base do brago dentro
do RNAtes. O tamanho da regido de
controlo oscila entre 843 pb do gené-



rochei y 847 pb en A. thazard. En esta  tipo I de A. rochei e 847 pb em A. tha-
region se identifican las secuencias zard. Nesta regido identificam-se as
conservadas CSB-1, CSB-2, CSB-3 y sequéncias conservadas CSB-1, CSB-
CSB-D. Las secuencias TAS se presen- 2, CSB-3 e CSB-D. As sequéncias TAS
tan como un grupo de repeticiones de  apresentam-se como um grupo de
cuatro unidades, situados al principio repeticdes de quatro unidades, situa-
de la secuencia, proximas al ARNtero  dos no principio da sequéncia, proxi-

(Fig. 29). mas do RNAtrre (Fig. 29)
A rochsi mitotipo ] CATATATGTA
A rochsi mitotipo IT CATATATGTA
A rochsi mitofipo II Pac I:ATE}ATGTA
A thazard CATATATGTA

GTTAAACCCCCCTACCCCCC

R
ARNI”E‘H‘H‘U‘E H U H | aRniehe

TAS-1 TAS2 TAS3 TAS4 CSB-D CSB-1 CsB2 C8B-3

I 1 T T I T I I | T T | T I I I I 1
0 100 20 300 40 500 600 700 800

Figura 29: Regién de control mitocondrial. Se indica la posicién y secuencia de las regiones TAS,
CSB-D, CSB-1, CSB-2 y CSB-3. Los polimorfismos se indican en rojo. La escala representa el tama-
fio en pb. i

Figura 29: Regido de controlo mitocondrial. E indicada a posicdo e sequéncia das regides TAS, CSB-
D, CSB-1, CSB-2, CSB-3. Os polimorfismos estdo indicados a vermelho. A escala representa o
tamanho em pb.

El tamafio del gen ARNr12S oscila O tamanho do gene RNAr12S oscila
entre 944 pb (mitotipo I), 945 pb entre 944 pb (gendtipo I), 945 pb
(mitotipo II y II Pac) y 946 pb (A. tha-  (genétipo II e II Pac) e 946 pb (A. tha-
zard). En el caso del gen ARNr16S el zard). No caso do gene RNAri6S, o
tamafio oscila entre 1.690 pb para A. tamanho oscila entre 1690 pb para A.
thazard y 1.691 pb para ambos mitoti- thazard e 1691 para ambos os gendti-
pos de A. rochei. El andlisis comparati- pos de A. rochei. A andlise comparati-
vo revela la existencia de entre 13 y va revela a existéncia de entre 13 e 16
16 sustituciones (2 indels en ARNr12S  substituicdes (2 indels em RNAr12S e
y 1 indel en ARN16S) entre A. thazard 1 indel em RNA16S) entre A. thazard
y los mitotipos de A. rochei. También e os genétipos de A. rochei. Também
se detectan 2 y 7 sustituciones (1 indel se detectam 2 e 7 substituicdes (1
en ARNr12S) entre el mitotipo Iy los indel em RNAr12S) entre o gendtipo I
mitotipos II y II Pac respectivamente, e os genétipos II e II Pac respectiva-
y 3 sustituciones entre el mitotipo Il y  mente, e 3 substituicGes entre o gen6-
II Pac (Tabla 5). tipo II e II Pac (Tabela 5).

Los 22 genes (entre 67 y 74 nucledti- Os 22 genes (entre 67 e 74 nucledti-
dos de tamafio) que codifican para los dos de tamanho) que codificam para
ARNt se encuentran distribuidos a lo os RNAt encontram-se distribuidos ao
largo del ADNmt. En la figura 28 se longo do DNAmt. Na figura 28 apre-
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A. rochei A. rochei A. rochei
mitotipo | mitotipo il mitotipo li Pac A. thazard
) 2 392 32, 125, 386, 388, 392
A. rochei
. 16 96, 463, 838, 1348, 1610 | 22, 173, 463, 466, 562, 596, 838, 946, 948, 1348
mitotipo [ 16 16
) 32, 125, 386, 388
A. rochei AARRcEs . 96, 1610 22, 173, 463, 466, 562, 596, 946, 948
mitotipo Il ARNtp 24 24
. ARNF2S ARNM6S 32, 125, 386, 388
A. rochei ARNr16S ARN tasn x 22, 96,173, 463, 466, 562, 596, 946, 948, 1610
mitotipo If Pac ARNt trp 24
ARNr12S ARNr12S ARNF2S
A. thazard ARNF6S ARNF16S ARNM6S *
ARNttP ARNtasn ARNtasn

Tabla 5: Mutaciones respecto a los genes ribosémicos y transferentes. Abajo, genes donde se han
detectado las mutaciones. Arriba, posicién de las mutaciones respecto a cada gen.

Tabela 5: Mutagbes em relag8o a os genes ribossémicos e de transferéncia. Em baixo, genes onde
foram detectadas as mutagoes. Em cima, posigéio das mutacoes em relagao a cada gene.

A. rochei A. rochei A. rocheij A. thazard

mitotipo I mitotipo II mitotipo II Pac
A. rochei mitotipo I
A. rochei mitotipo II 0'02
A. rochei mitotipo II Pac 0'02 0'005
A. thazard 0'10 0'10 0'10
K. pelamis 0'27 0'26 0'27
T. thynnus 0'56 0'55 0'55 0'56

Tabla 6: Distancias TVM+G
Tabla 6: Distancias TVM+G
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presenta la estructura secundaria mas
probable segun el programa
tRNAscan-SE (Lowe y Eddy, 1997).
Todos ellos presentan una estructura
tipica en hoja de trébol (Fig. 28).
También se detectan posiciones varia-
bles en el ARNttr de A. rochei mitotipo
I y en el ARNtasn de A, rochei mitotipo
II respecto a las demas (Tabla 5). Hay
que indicar que mientras que en el
ARNttP |a sustitucion del nucledtido se
situa en un lazo de la estructura, en el
ARNtasn |a sustitucion esta en un
brazo. Sin embargo, aunque en este
ultimo caso se pasa de un aparea-
miento C-G a U-G, esto no supone un
cambio de estructura (Fig. 28).

En la Tabla 6 se muestran la distancias
genéticas (segun el modelo de evolu-
cion TVM+G) entre los mitogenomas
de Auxis con respecto a otras especies
de tunidos. Como puede observarse,
las distancias entre los mitogenomas
de A. rochei y A. thazard son menores
que las observadas con respecto a
otros tunidos, lo que refleja su mayor
proximidad evolutiva. Las secuencias
mas proximas son los mitotipos II de
A. rochei, lo que sugiere una diver-
gencia evolutiva minima entre ambos
mitotipos.

El andlisis de la relaciones filogenéti-
cas (usando los métodos de unién por
vecindad, maxima parsimonia y maxi-
ma verosimilitud) existentes entre
todos los mitogenomas de Auxis y los
pertenecientes a K. pelamis y T.
thynnus refleja un agrupamiento alta-
mente consistente de los mitogeno-
mas de melva (Fig. 30). Asimismo, las
secuencias de A. rochei forman un
linaje claramente diferenciado en rela-
cién a A. thazard. Ademas, ambos
mitotipos II de A. rochei aparecen en
una rama muy significativa en relacién
al Mit I.

92

senta-se a estrutura secundaria mais
provavel de acordo com o programa
tRNAscan-SE (Lowe e Eddy, 1997).
Todos eles apresentam uma estrutura
tipica de folha de trevo (Fig. 28).
Também se detectam posigdes varia-
veis no RNAtte de A. rochei gendtipo 1
e no RNAtasn de A. rochei genétipo II
em relagdo as outras (Tabela 5). E de
sublinhar que enquanto no RNAttr a
substituicdo do nucledtido estd situa-
da num lago da estrutura, no RNAtasn
a substituicdo estd num brago. No
entanto, embora neste Ultimo caso se
passe de um emparelhamento C-G a
U-G, isto nao implica uma mudanga
de estrutura (Fig.28).

Na Tabela 6 mostram-se as distancias
genéticas (de acordo com o modelo de
evolucdo TVM+G)entre os metageno-
mas de Auxis em relagdo a outra
espécies de tunideos.Como se pode
observar, as distancias entre os meta-
genomas de A. rochei e A. thazard séo
menores do que as observadas em
relagdo a outros tunideos, o que
reflecte a sua proximidade evolutiva.
As sequéncias mais proximas s3o 0s
gendtipos II de A. rochei, o que suge-
re uma divergéncia evolutiva minima
entre ambos os genétipos.

A andlise das relacOes filogenéticas
(usando os métodos de neighbor-joi-
ning, maxima parcimonia € mdaxima
verosimilhanga) existentes entre
todos os metagenomas de Auxis e 0s
pertencentes a K. pelamis e T. thun-
nus reflecte um agrupamento alta-
mente consistente nos metagenomas
de judeu (Fig.30). Mesmo assim, as
sequéncias de A. rochei formam uma
linhagem claramente diferenciada em
relacio a A. thazard. Além disso,
ambos os genoétipos II de A. rochei
aparecem num ramo muito significati-
va em relagdo ao Mit I.
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A. rochei

100

mitotipo I

A. rochei

100 mitotipo II

100

A. rochei
mitotipo II Pacifico

A. thazard

K. pelamis

T. thynnus

Figura 30: Relaciones filogenéticas entre A. rochei y A. thazard.
Figura 30: RelagGes filogenéticas entre A. rochei e A. thazard.

La existencia de dos mitotipos distin-
tos dentro de una especie no es una
caracteristica exclusiva de A. rochei.
De hecho, asi ocurre también en otras
especies de la familia Scombridae
como T. thynnus (Chow y Kishino,
1995; Alvaro Bremer et al.,, 1997),
Thunnus obesus (Alvarado Bremen et
al., 1998; Chow et al., 2000),
Thunnus alalunga (Vifias et al.,
2004a) y Sarda sarda (Vifias et al.,
2004b). La presencia de mitotipos
divergentes de forma simpétrica den-
tro de una especie se interpreta como
el resultado de un fendémeno de “vica-
riante” seguido de una reinvasién en
especies altamente migratorias
(Avise, 2000). Teniendo en cuenta el
caracter migratorio de la melva, esta
hipétesis podria servir para explicar la
presencia de los dos tipos de mitoge-
nomas en la especie A. rochei.
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A existéncia de dois genétipos diferen-
tes dentro de uma espécie ndo é uma
caracteristica exclusiva de A. rochei.
Na verdade, o mesmo acontece em
outras espécies da familia Scombridae
como T. thynnus (Chow e Kishino,
1995; Alvaro Bremer et al., 1997),
Thunnus obesus (Alvarado Bremen et
al., 1998; Chow et al., 2000),
Thunnus alalunga (Vifias et al.,
2004a) e Sarda sarda (Vifias et al.,
2004b).

A presenca de gendtipos divergentes
de forma simpatrica dentro de uma
espécie é interpretada como o resulta-
do de um fenémeno ‘“vicariante”
seguido de uma reinvasdo em espé-
cies altamente migratérias (Avise,
2000). Tendo em conta o caracter
migratério do judeu, esta hipdtese
poderia servir para explicar a presen-
¢a dos dois tipos de gendtipos na
espécie A. rochei.



4.3. Aplicacion de marcado-
res moleculares al estudio
de poblaciones de Auxis
rochei

En este apartado vamos a describir los
resultados obtenidos al estudiar la
variabilidad genética, grado de poli-
morfismo y estructura poblacional en
A. rochei utilizando distintos marcado-
res moleculares. Esta aproximacion
experimental va a permitir comparar
el grado de resolucién que puede lle-
gar a obtenerse con cada uno de ellos.
Asi, se han empleado marcadores
mitocondriales (citocromo b y region
de control o D-loop) y dos tipos de
marcadores nucleares diferentes
(microsatélites y espaciadores inter-
nos no transcritos o ITS). Las regiones
ITS se localizan entre los genes que
codifican los ARNr 18S, 58S y 28S,
que forman lo que se denomina una
unidad ribosémica. En dicha unidad,
los ARNr se disponen uno a continua-
cion de otro separados por secuencias
espaciadoras denominadas ITS-1 e
ITS-2 (Fig. 31). Cientos de unidades
ribosdmicas se disponen una a conti-
nuacién de otra en la regién ribosémi-
ca, separada por otra secuencia espa-
ciadora denominada IGS. Los genes
ribosémicos forman un cistrén que se
comporta esencialmente como un
locus simple, a pesar de la presencia
de multiples copias en tandem en el
genoma.

Mientras que los genes que codifican
los ARNr estan altamente conserva-
dos, las secuencias espaciadoras (ITS-
1, ITS-2 e IGS) siguen una evolucién
neutral con una alta tasa evolutiva
(Arnheim, 1983), de forma que pue-
den resultar altamente dispares inclu-
so entre individuos. El alto grado de
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4.3. Aplicacdao de marcado-
res moleculares no estudo
de populacdes de Auxis
rochei

Neste capitulo vamos descrever os
resultados obtidos ao estudar a varia-
bilidade genética, grau de polimorfis-
mo e estrutura populacional em A.
rochei, utilizando diferentes marcado-
res moleculares. Esta aproximagao
experimental vai permitir comparar o
grau de resolugdo que se pode conse-
guir obter com cada um deles. Assim,
foram utilizados marcadores mitocon-
driais (citocromo b e regido de contro-
lo ou D-loop) e dois tipos de marcado-
res nucleares diferentes (microsatéli-
tes e espacgadores internos ndo trans-
critos ou ITS). As regides ITS estdo
localizadas entre os genes que codifi-
cam os RNAr 18S, 5,85 e 28S, os
quais formam o que se denomina uma
unidade ribossdmica. Em tal unidade,
os RNAr estdo dispostos um a seguir
ao outro separados por sequéncias
espacadoras denominadas ITS-1 e
ITS-2 (Fig.31). Centenas de unidades
ribossomicas estao dispostas uma a
seguir a outra na regido ribossémica,
separada por outra sequéncia espaga-
dora denominada IGS. Os genes
ribossémicos formam um cistrdo que
se comporta essencialmente como um
locus simples, apesar da presenga de
muitiples cépias tandem no genoma.

Enquanto que os genes que codificam
os RNAr estdo altamente conservados,
as sequéncias espacadoras (ITS-1,
ITS-2 e IGS) seguem uma evolugdo
neutra com uma alta taxa evolutiva
(Rnaheim, 1993), de forma que
podem resultar altamente dispares,
inclusive entre individuos. O alto grau
de conservagao que possuem os RNAr
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conservacion que poseen los ARNr
posibilita el disefio de cebadores para
estudiar dichas regiones hipervaria-
bles. Ademas, las copias de la unidad
ribosémica dentro un mismo genoma
no evolucionan independientemente,
sino que siguen lo que se denomina
una evolucidon concertada: los miem-
bros de una familia multigénica se
homogenizan rdpidamente por entre-
cruzamiento desigual o conversién
genética (Nei, 1987).

IGS

possibilita o desenho de iniciadores
para estudar tais regides hipervaria-
veis. Além disso, as cdpias da unidade
ribossémica dentro de um mesmo
genoma ndo evoluem independente-
mente, seguindo o que se denomina
de evolugdo concertada: os membros
de uma familia multigénica homoge-
neizam-se rapidamente através de
entrecruzamento desigual ou conver-
séo genética (Nei, 1987).

IGS

Unidad ribosémica

18S

ITS-1

ITS-2

Figura 31: Organizacion de la unidad ribosémica de eucariotas. Se representan los genes ribosémi-
cos 18S, 5'8S y 28S vy las secuencias especiadoras IGS, ITS-1 e ITS-2.

Figura 31: Organizacdo da unidade ribossémica de eucariotas. Estdo representados os genes ribos-
sémicos 18S, 5'8S e 28S e as sequéncias espagadoras IGS, ITS-1 e ITS-2.
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4.3.1 Resultados en base al ADN
mitocondrial

4,3.1.1 Polimorfismo en el gen cito-
cromo b

Los resultados que se van a presentar
corresponden al analisis de la secuen-
cia de un fragmento parcial de 423 pb
en un total de 84 ejemplares de A.
rochei, 33 del Atlantico, 26 del
Mediterrdneo y 25 del Pacifico, ade-
mas de 4 individuos de A. thazard pro-
cedentes del Indo-Pacifico a efectos
comparativos. Entre dichas secuencias
se han identificado un total de 51y 4
haplotipos diferentes para A. rochei y
A. thazard respectivamente
(AB106312 al AB106861). Las posicio-
nes polimérficas existentes se repre-
sentan en la figura 32.

Las relaciones filogenéticas entre los
haplotipos de A. rochei mediante un
analisis de unién por vecindad se pre-
sentan en la figura 33. Las especies T.
thynnus y A. thazard aparecen como
grupos externos. En dicho arbol se
puede observar como los ejemplares
de A. rochei y A. thazard se agrupan
en ramas independientes. Dentro de
A. rochei, los haplotipos pertenecien-
tes al mitotipo I muestran un origen
monofilético (valor de bootstrap
83%). Por el contrario, el resto de
individuos enmarcados dentro del
mitotipo II no presentan un origen
comun, si bien se observan tres agru-
paciones internas ligeramente signifi-
cativas, con valores de bootstrap del
61, 58 y 55% respectivamente.
Dentro del mitotipo I, se incluyen un
total de 25 haplotipos que contienen
28 sitios variables con una diversidad
haplotipica (Hd) de 0’98, = de 0’018 y
6 de 0°031; el mitotipo II incluye 26
haplotipos con 31 sitios variables, Hd
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4.3.1 Resultados com base no
DNA mitocondrial

4.3.1.1 Polimorfismo no gene citocro-
mo b

Os resultados que se vao apresentar
corrrespondem a analise da sequéncia
de um fragmento parcial de 423 pb
num total de 84 exemplares de A.
rochei, 33 do Atlantico, 26 do
Mediterrdneo e 25 do Pacifico, além de
4 individuos de A. thazard proceden-
tes do Indo-Pacifico para efeitos com-
parativos. Entre tais sequéncias foram
identificados um total de 51 e 4 haplé-
tipos diferentes para A. rochei e A.
thazard respectivamente (AB106312
ao AB106861). As posigoes polimorfi-
cas existentes estdo representadas na
figura 32.

As relagbes filogenéticas entre os
haplétipos de A. rochei mediante uma
andlise de neighbor-joining estao
representadas na figura 33. As espé-
cies T. thynnus e A. thazard apare-
cem como grupos externos. Em tal
arvore pode observar-se como 0s
exemplares de A. rochei e A. thazard
se agrupam em ramos independentes.
Dentro de A. rochei, os haplétipos
pertencentes ao gendtipo I mostram
uma origem monofilética (valor de
bootstrap 83%). Pelo contrario, os
restantes individuos enquadrados
dentro do gendtipo II ndo apresen-
tam uma origem comum, se bem que
se observam trés agrupacdes internas
ligeiramente significativas, com valo-
res de bootstrap de 61, 58 e 55% res-
pectivamente. Dentro do gendtipo I
incluem-se um total de 25 haplétipos
que contém 28 sitios variaveis com
uma diversidade haplotipica (Hd) de
0,98, n de 0,018 e 6 de 0,031; o gend-
tipo II inclui 26 haplétipos com 31



ArocytbH1

ArocytbH2

ArocytbH3

ArocytbH4

ArocytbH5

ArocytbH6

ArocytbH7

ArocytbHS8

ArocytbH9

ArocytbH10
ArocytbH11
ArocytbH12
ArocytbH13
ArocytbH14
ArocytbH15
ArocytbH16
ArocytbH18
ArocytbH17
ArocytbH19
ArocytbH20
ArocytbH21
ArocytbH22
ArocytbH23
ArocytbBH24
ArocytbH25
ArocytbH26
ArocytbH27
ArocytbH28
ArocytbH29
ArocytbH30
ArocytbH31
ArocytbH32
ArocytbH33
ArocytbH34
ArocytbH35
ArocytbH36
ArocytbH37
ArocytbH38
ArocytbH39
ArocytbH40
ArocytbH41
ArocytbH42
ArocytbH43
ArocytbH44
ArocytbH45
ArocytbH46
ArocytbH47
ArocytbH48
ArocytbH49
ArocytbHS0
ArocytbH51
ATHcytbH1

ATHcytbH2

ATHcytbH3

ATHcytbH4

Figura 32: Haplotipos de A. rochei (Arocytb) y A. thazard (ATHcytb) para el gen citocromo b. Arriba
se indica la posicién del polimorfismo respecto a la 12 posicién del amplicén analizado. Los puntos
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de 0’96, n de 0'011 y 6 de 0022 (Tabla
7). En particular, las posiciones 44,
47, 62, 212, 257, 296, 314, al ser
altamente conservadas, permiten
diferenciar ambos haplotipos.

sitios varidveis, Hd de 0,96, = de
0,011 e o de 0,022 (Tabela 7). Em
particular, as posicdes 44, 47, 62,
212, 257, 296, 314, por serem alta-
mente conservadas, permitem dife-
renciar ambos os haplétipos.
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Figura 33: Arbol filogenético realizado con el método de unién por vecindad a partir de los haploti-
pos del gen citocromo b de A. rochei. Se indican los valores de bootstrap >50%. Se incluyen

T. thynnus y A. thazard como grupos externos.

Figura 33: Arvore filogenética realizada com o método de neighbor-joining a partir dos haplétipos
do gene citocromo b de A. rochei. Estdo indicados os valores de bootstrap >50%. Incluem-se

T. thynnus e A. thazard como grupos externos.
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En relacién a las poblaciones (Tabla
7), = varia entre 0’'011 en los indivi-
duos del Pacifico y 0’017 en los indivi-
duos del Atlantico, mientras que o
varia entre 0’019 de la poblacién del
Pacifico y 0024 en la del Atlantico. El
valor de Hd oscila entre 0'96 (Pacifico)
y 0’98 (Atlantico). Los sitios variables
detectados oscilan entre 23 en el
Pacifico y 28 en el Mediterraneo.

Al estudiar la distribucién de ambos
mitotipos por poblacién (Fig. 34), se
observa que la poblacién del
Mediterraneo posee 15 haplotipos
diferentes del mitotipo I, mientras que
en la del Atlantico sélo aparecen 13
haplotipos. Curiosamente, no se
encuentra ningun haplotipo del mitoti-
po I en la poblacién del Pacifico. Los
mas frecuentes son los haplotipos
ArocytbH1 y ArocytbH7, presentes en
el Mediterrdneo y en el Atlantico,
ArocytbH11, presente sélo en el
Mediterraneo, y ArocytbH16 vy
ArocytbH21, presentes sélo en el
Atlantico.

Mitotipo I

Sitios variables 28 31

Hd 098 0’96

n 0'018 0’011
0031 0022

Mitotipo II

Em relagdo as populagdes (Tabela 7),
n varia entre 0,011 nos individuos do
Pacifico e 0,017 nos individuos do
Atlantico, enquanto que 6 varia entre
0,019 na populagdo do Pacifico e
0,024 na do Atlantico. O valor de Hd
oscila entre 0,96 (Pacifico) e 0,098
(Atlantico). Os sitios varidveis detec-
tados oscilam entre 23 no Pacifico e
28 no Mediterraneo.

Ao estudar a distribuicdo de ambos os
gendtipos por populagdo (Fig.34),
observa-se que a populagio do
Mediterrdneo possui 15 haplétipos
diferentes do gendtipo I, enquanto
que na do Atléntico apenas aparecem
13 haplétipos. Curiosamente, n3o se
encontra nenhum haplétipo do genéti-
po I na populagao do Pacifico. Os mais
frequentes sdo os haplétipos
ArocytbH1 e ArocytbH7, presentes no
Mediterrdneo e no  Atlantico,
ArocytbH11, presente apenas no
Mediterrdneo, e ArocytbH16 e
ArocytbH21, presentes apenas no
Atlantico.

citocromo b

MED
28 33 23
097 098 096
0014 0017 0011
0020 0024 0’019

Tabla 7: Numero de sitios variables, diversidad haplotipica (Hd), diversidad nucieotidica (n), y poli-
morfismo de nucleétidos (8) en la secuencia parcial del gen citocromo b para los distintos mitoti-

pos y poblaciones.

Tabela 7: Nimero de sitios varidveis, diversidade haplotipica (Hd), diversidade nucleotidica (x), e
polimorfismo de nucledtidos (8) na sequéncia parcial do gene citocromo b para os diferentes

gendétipos e populagdes.



Respecto al mitotipo II se detectan 5,
10 y 15 haplotipos diferentes en las
poblaciones del Mediterraneo,
Atlantico y Pacifico, respectivamente.
Los haplotipos mas frecuentes son
ArocytbH26 (presente en todas las
poblaciones), ArocytbH29 (presente
en el Mediterrdneo y en el Atlantico),
ArocytbH33, ArocytbH36,
ArocytbH39, ArocytbH40, ArocytbH44
y ArocytbH46 (presentes en el
Pacifico), y ArocytbH48 y ArocytbH51
(presentes en el Atlantico). Al estudiar
la distribucién por poblacion, el 81%
de los individuos del Mediterraneo
corresponden al mitotipo I, y sélo el
6% en el caso del Atlantico. Todos los
ejemplares del Pacifico se correspon-
den con el mitotipo II.

MITOTIPO I

ATL

Em relagdo ao gendtipo II sdo detec-
tados 5, 10 e 15 haplétipos diferentes
nas populagdes do Mediterraneo,
Atlantico e Pacifico, respectivamente.
Os haplétipos mais frequentes sao
ArocytbH26 (presente em todas as
populagoes), ArocytbH29 (presente no
Mediterrdneo e no Atlantico),
ArocytbH33, ArocytbH36,
ArocytbH39, ArocytbH40, ArocytbH44
e ArocytbH46 (presentes no Pacifico),
e ArocytbH48 e ArocytbH51 (presen-
tes no Atlantico). Ao estudar a distri-
buicdo por populacdo, 81% dos indivi-
duos do Mediterraneo correspondem
ao genotipo I e apenas 6% no caso do
Atlantico. Todos os exemplares do
Pacifico correspondem ao genétipo II.

MITOTIPO II
ATL

Arocytb H1 2 2 -

AroCytb H25 - 1

AroCytb _ 26 1 2 4

AroCytb H28

AroCytl
AroCytb H50 - 1 -
AroCytb H51 - 2 -

Figura 34: Numero de ejemplares y procedencia geogréfica de los diferentes haplotipos de

A. rochei.

Figura 34: NUmero de exemplares e proveniéncia geografica dos diferentes haplétipos de

A. rochei.
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Los resultados de la red mutacional
coinciden con los resultados obtenidos
en el andlisis filogenético comentado
anteriormente. La red mutacional no
muestra una asociacion filogeografica
clara, distribuyéndose los haplotipos
de cada poblacién al azar. Los haploti-
pos del mitotipo I ArocytbH1 (presen-
te en 4 individuos) y ArocytbH7 (en 6
individuos), 1y 7 en la Figura 35, pre-
sentan una estructura radial con 5y 6
conexiones directas, respectivamente.
Los haplotipos del mitotipo 1II
ArocytbH26 (hallado en 7 individuos)
y ArocytbH29 (en 4 individuos), 26 y
29 en la Figura 35, también presentan
una estructura radial, conectandose
directamente al mitotipo I a través del
haplotipo ArocytbH15 (15 en la Fig.
35). Estos haplotipos representan pro-
bablemente los haplotipos ancestra-
les.

4.3.1.2 Polimorfismo en la regién de
control (D-loop)

En este caso, los resultados que se
muestran a continuacion se derivan del
analisis de un fragmento de aproxima-
damente 650 pb en un total de 84 indi-
viduos de A. rochei y 1 ejemplar de A.
thazard (ndmeros de acceso AB107054
al AB107082). En la Figura 36 se
muestran los sitios polimoérficos exis-
tentes entre los 59 haplotipos distintos
de A. rochei y el haplotipo correspon-
diente a A. thazard.

De igual forma a lo observado para el
gen citocromo b, los haplotipos se
pueden clasificar en dos mitotipos (I y
II) . Los mitotipos I y II se diferencian
principalmente en las posiciones 133,
134, 190, 225, 235, 245, 272, 289,
291, 292, 360, 361, 369, 386, 529 y
544. En el mitotipo I (haplotipos 1-28)
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Os resultados da rede mutacional
coincidem com os resultados obtidos
na analise filogenética comentada
anteriormente. A rede mutacional ndo
mostra uma associagdo filogeografica
clara, distribuindo-se os haplétipos de
cada populagdo ao acaso. Os hapléti-
pos do gendtipo I ArocytbH1 (presen-
te em 4 individuos) e ArocytbH7 (em
6 individuos), 1 e 7 na Figura 35,
apresentam uma estrutura radial com
5 e 6 conexdes directas, respectiva-
mente. Os haplétipos do gendétipo II
ArocytbH26 (encontrado em 7 indivi-
duos) e ArocytbH29 (em 4 indivi-
duos), 26 e 29 na Figura 35, também
apresentam uma estrutura radial,
unindo-se directamente ao genétipo I
através do haplétipo ArocytbH15 (15
na Fig. 35). Estes haplétipos repre-
sentam provavelmente os haplétipos
ancestrais.

4.3.1.2 Polimorfismo na regido de
controlo (D-loop)

Neste caso, os resultados que se mos-
tram em seguida derivam da andlise
de um fragmento de aproximadamen-
te 650 pb num total de 84 individuos
de A. rochei e 1 exemplar de A. tha-
zard (niumeros de acesso AB107054
ao AB107082). Na Figura 36 mos-
tram-se os sitios polimérficos existen-
tes entre os 59 haplétipos diferentes
de A. rochei e o haplétipo correspon-
dente a A. thazard.

Tal como foi observado no gene cito-
cromo b, os haplétipos podem classifi-
car-se em dois gendtipos (I e II). Os
gendtipos I e II diferenciam-se princi-
palmente nas posi¢bes 133, 134, 190,
225, 235, 245, 272, 289, 291, 292,
360, 361, 369, 386, 529 e 544. No
gendtipo 1 (haplétipos 1-28) sdo
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Figura 35: Red mutacional con haplotipos correspondientes al gen citocromo b. Los haplotipos se
representan en circulos. En cuadrados se indican los més abundantes. Las lineas transversales
representan haplotipos intermedios no encontrados.

Figura 35: Rede mutacional com hapldtipos correspondentes ao gene citocromo b. Os haplétipos
estdo representados por circulos. Os quadrados indicam os mais abundantes. As linhas transversais
representam haplétipos intermédios ndo encontrados.

se detectan 64 sitios polimoérficos, con
un valor = de 0019 y 6 de 0°025.
Dentro del mitotipo II se encuentran
84 sitios polimérficos, y un valor = de
0028 y 6 de 0036 (Tabla 8). Dentro
de cada poblacion, y en funcién de la
composicién haplotipica de cada una
de ellas, © oscila entre 0°024 (Pacifico)
y 0032 (Atlantico), o entre 0032
(Pacifico) y 0037 (Mediterraneo vy
Atlantico), y Hd entre 099 y 1. El
numero de sitios variables encontra-
dos es de 61 en el Pacifico, 76 en el
Atldntico y 73 en el Mediterrdneo
(Tabla 8).

102

detectados 64 sitios polimérficos, com
um valor = de 0,019 e 6 de 0,025.
Dentro do genétipo II encontram-se
84 sitios polimérficos, e um valor = de
0,028 e 6 de 0,036 (Tabela 8). Dentro
de cada populagdo, e em fungdo da
composicdo haplotipica de cada uma
delas, = oscila entre 0,024 (Pacifico) e
0,032 (Atlantico), e entre 0,032
(Pacifico) e 0,037 (Mediterréneo e
Atlantico) e Hd entre 0,99 e 1. O
namero de sitios varidveis encontra-
dos é de 61 no Pacifico, 76 no
Atlantico e 73 no Mediterraneo (Tabela
8).
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Figura 36: Haplotipos y posiciones polimérficas encontradas de las secuencias de la regién de con-

trol obtenidas en A. rochei y A. thazard.

Figura 36: Haplétipos e posigBes polimérficas encontradas nas sequéncias da regido de controlo

obtidas em A. rochei e A. thazard.

Al estudiar la distribucién por pobla-
cién, se observa que hay 12 y 16
haplotipos diferentes del mitotipo I en
la poblacién del Mediterrdneo y del
Atlantico, respectivamente. También
en este caso el mitotipo I esta ausen-
te en el Pacifico. Respecto al mitotipo
Il se encuentran 5 haplotipos en el
Mediterraneo, 12 en el Atlantico y 15
en el Pacifico (Fig. 37).

Al igual que lo comentado anterior-
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Ao estudar a distribuigdo por popula-
¢do, observamos que existem 12 e 16
haplétipos diferentes do genétipo I na
populagdo do Mediterrdneo e do
Atlantico, respectivamente. Também
neste caso o gendtipo I estd ausente
no Pacifico. Em relagdo ao genétipo II
encontramos 5 haplétipos no
Mediterréneo, 12 no Atlantico e 15 no
Pacifico (Fig.37).

Tal como comentado anteriormente



REGION DE CONTROL

Mitotipo I  Mitotipo II MED ATL PAC

Sitios variables 64 84 73 76 61
Hd 100 100 1’00 0'99 1'00
T 0'019 0’028 0031 0'032 0'024
: 0’025 0036 0’037 0'037 0’032

Tabla 8: NUmero de sitios variables, diversidad haplotipica (Hd), diversidad nucleotidica (=), y poli-
morfismo de nucledtidos (8) en la regién de control para los distintos mitotipos y poblaciones.
Tabela 8: Nimero de sitios varidveis, diversidade haplotipica (Hd), diversidade nucleotidica (x), e
polimorfismo de nucleétidos (8) na regido de controlo para os diferentes genétipos e populagdes.

MITOTIPO I MITOTIPO II
ATL ATL
AroCR H1 1 - = AroCR H29 1 1 :

Al'oCR H3 1 = = AroCR H31 1 5 =

AroC H5 1 . = AroCR H33 = -

AroCR H7 1 5 - AroCRH35 z M 1

AroCR H9

x AroCR H51 - = 1

AroCR H53 _ ]

AroCR H27 5 1 - AroCR HSS . 1 =
‘AroCRH28 - 1 - GCRIHSE T i T E e |

AFoCR H57 - 1 5
T =, S Y V(oY o i & SO e I I TS = O o~ 1]
AroCR H59 - 1 5

Figura 37: Nimero de ejemplares y procedencia geogréfica de los diferentes haplotipos de la
regién de control.

Figura 37: Numero de exemplares e procedéncia geografica dos diferentes haplétipos da regido de
controlo.
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mente para el gen citocromo b, los
resultados de la red mutacional (Fig.
38) no muestran asociacién filogeo-
grafica entre los haplotipos pertene-
cientes a los mitotipos I y II. Ademas,
en este caso la estructura es mas
compleja, existiendo haplotipos que
no se pueden unir al resto con una
resolucién del 95%, debido probable-
mente a la mayor variabilidad en la
secuencia de la regién de control con
respecto al gen citocromo b.

para o gene citocromo b, os resulta-
dos da rede mutacional (Fig. 38) nao
mostram associagdo filogeografica
entre os haplétipos pertencentes aos
gendtipos I e II. Além disso, neste
caso a estrutura é mais complexa,
existindo haplotipos que ndo se
podem unir aos restantes com uma
resolugdo de 95%, o que se deve pro-
vavelmente a maior variabilidade na
sequéncia da regido de controlo em
relagdo ao gene citocromo b.

MITOTIPO 1

MITOTIPO II

Figura 38: Red mutacional de la regién de control. Los haplotipos se representan en circulos, y en
cuadrados los mas abundantes. Las lineas transversales representan haplotipos intermedios no

encontrados.
Figura 38: Rede mutacional da regi&o de controlo. Os haplétipos estdo representados por circulos,
e os quadrados indicam os mais abundantes. As linhas transversais representam haplétipos inter-

médios ndo encontrados.
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4.3.1.3 Diferenciaciéon poblacional
mediante marcadores mitocondriales

El estudio de la diferenciacion genéti-
ca entre las poblaciones consideradas
se ha llevado a cabo mediante un ana-
lisis de la varianza molecular o AMOVA
(Excoffier et al., 1992) (Fig. 39). Los
resultados de la AMOVA muestran cla-
ramente que la mayor variacion se
registra dentro de las poblaciones
(98'27% y 99'99% para el gen cito-
cromo b y regién de control, respecti-
vamente). La variacioén entre poblacio-
nes es solamente del 1'73% para el
gen citocromo b y 001% para la
region de control. Esto determina
unos valores de Fs; de 0017
(P<0’001) y 00001 (no significativo)
para el gen citocromo b y regién de
control, respectivamente. Al comparar
los pares de poblaciones, sélo en el
caso del gen citocromo b se encuen-
tran valores de Fg; significativos entre
la poblacion del Pacifico con respecto
a la del Mediterraneo (Fs=0'031
P<0'001) y Atlantico (Fs=0'025
P<0'001).

El analisis de AMOVA jerdrquica consi-
derando dos grupos (Atlantico-
Mediterrdneo y Pacifico) muestra una
variacion entre grupos del 2'94% vy
0'16% para el gen citocromo b y
region de control, respectivamente. El
valor Fg; para el gen citocromo b es de
0027 (P<0'01), indicando una mode-
rada diferenciacién genética entre
poblaciones. Para la regién de control,
el valor de Fs; no es significativo
(Fsr=00008; n.s.).
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4.3.1.3 Diferenciagdo populacional
mediante marcadores mitocondriais

O estudo da diferenciagdo genética
entre as populagdes consideradas foi
levado a cabo mediante uma analise
de variancia molecular ou AMOVA
(Excoffier et al., 1992) (Fig.39). Os
resultados da AMOVA mostram clara-
mente que a maior variagdo se regis-
ta dentro das populagdes (98,27% e
99,99% para o gene citocromo b e
regido de controlo, respectivamente).
A variagdo entre populagbes é de
apenas 1,73% para o gene citocromo
b e 0,01% para a regido de controlo.
Isto determina uns valores de Fg de
0,017 (P<0,001) e 0,0001 (ndo signi-
ficativo) para o gene citocromo b e
regiao de controlo, respectivamente.
Ao comparar os pares de populagdes,
apenas no caso do gene citocromo b
encontramos valores de Fg; significati-
vos entre a populagdo do Pacifico em
relagdo & do Mediterraneo (Fs=0,031
P<0,001) e Atlantico (Fs=0,025
P<0,001).

A andlise de AMOVA hierarquica, con-
siderando dois grupos (Atlantico-
Mediterraneo e Pacifico), mostra uma
variagdo entre grupos de 2,94% e
0,16% para o gene citocromo b e
regido de controlo, respectivamente.
O valor Fg; para o gene citocromo b é
de 0,027 (P<0,01), indicando uma
diferenciagdo genética moderada
entre populagdes. Para a regidao de
controlo, o valor Fs; ndo € significativo
(Fsr=0’0008; n.s.).
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Tipo de variacion Varianza % Variacion Indice

Total Variacion
Entre poblaciones 2 1’443 0’0085 173
Dentro poblaciones 81 39’259 0’4846 0827 0017 <001
Dos grupos
(Atl-gletr y Pac)
Entre grupos 1 0’980 0’014 2'94 0029 Fct <0001
Entre poblaciones
dentro de grupos 1 0’463 0 0 0'027 Fst <001
Dentro poblaciones 81 39’259 0’4846 97'21 -0'0015 Fsc 0’5 n.s.
B)

Tipo de variacion 1 VELELFE] % Variacion Indice Valor p

Total Variacion

Entre poblaciones 2 1002 0 0’01

Dentro poblaclones 58 28'966 0’499 9999 0’0001 0’5 n.s.
(A-FIeE S Pac)

Entre grupos 1 0’511 0 0'16 0’0016 Fct 0’3 n.s.
Entre poblaclones

dentro de grupos 1 0491 0 0 0’0008 Fst 0’3 n.s.
Dentro poblaciones 58 28966 0’4994 9992 -0’0008 Fsc 08 n.s.

Figura 39: Analisis de varianza molecular (AMOVA). Arriba (A) con frecuencias haplotipicas de
citocromo b. Abajo (B) con frecuencias haplotipicas de la regién de control. df=grados de libertad;
SS= Suma de cuadrados.

Figura 39: Analise de varidncia molecular (AMOVA). Em cima (A) com frequéncias haplotipicas de
citocromo b. Em baixo (B) com frequéncias haplotipicas de regido de controlo.

df=graus de liberdade; SS= Soma de quadrados.
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4.3.2 Resultados en base a los
espaciadores transcritos internos
ITS-1 e ITS-2

Este estudio se ha llevado a cabo
seleccionando individuos de cada uno
de los haplotipos mitocondriales
caracterizados en base a la homologia
de secuencias, tal como se describid
en el apartado anterior, ademas de
otros individuos procedentes de las
diferentes dreas geograficas de mues-
treo para intentar encontrar un mar-
cador molecular diferenciador de
poblaciones. De esta manera, el estu-
dio se ha realizado a partir de 22 indi-
viduos de A. rochei, 8 del
Mediterraneo, 9 del Atlantico y 5 del
Pacifico, y 1 individuo de A. thazard.
Las secuencias obtenidas estan acce-
sibles en el GenBank/EMBL/DDBJ con
los siguientes nimeros de acceso: A.
thazard AB193567; A. rochei
AB193568 y AB193727 - AB193747.
El analisis de las secuencias revela la
existencia de 51 posiciones variables
entre los individuos de A. rocheiy 102
entre A. rochei y A. thazard. Las tran-
siciones oscilan entre 1-7, mientras
que las transversiones varian entre 1-
9, con 11 indels entre los individuos
de A. rochei. Entre A. rochei y A. tha-
zard se encuentran entre 26-31 tran-
siciones, 23-29 transversiones y 46
indels (Fig. 40).

El contenido medio de G+C en A.
rochei es del 66'5% para el fragmento
ITS-1 /58S /ITS-2, con una frecuen-
cia media de bases de 16'1% (A),
35'7% (C), 30'8% (G) y 17'2% (T). En
A. thazard el contenido de G+C es del
67%, con una frecuencia de bases del
15'6% (A), 36'1% (C), 309% (G) vy
17'3% (T).
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4.3.2 Resultados com base nos
espacadores transcritos internos
ITS-1 e ITS-2

Este estudo foi levado a cabo seleccio-
nando individuos de cada um dos
haplétipos mitocondriais caracteriza-
dos com base na homologia de
sequéncias, tal como se descreveu no
capitulo anterior, além de outros indi-
viduos procedentes das diferentes
areas geograficas de amostra para
tentar encontrar um marcador mole-
cular diferenciador de populagdes.
Assim, o estudo foi realizado a partir
de 22 individuos de A. rochei, 8 do
Mediterraneo, 9 do Atlantico e 5 do
Pacifico, e 1 individuo de A. thazard.
As sequéncias obtidas estdo acessi-
veis no GenBank/EMBL/DDBJ com os
seguintes numeros de acesso: A. tha-
zard AB193567; A. rochei AB193568 e
AB193727 - AB193747. A anadlise das
sequéncias revela a existéncia de 51
posigdes varidveis entre os individuos
de A. rochei e 102 entre A. rochei e A.
thazard. As transigdes oscilam entre
1-7, enquanto que as transversodes
variam entre 1-9, com 11 indels entre
os individuos de A. rochei. Entre A.
rochei e A. thazard encontram-se
entre 26-31 transigdes, 23-29 trans-
versdes e 46 indels (Fig. 40).

O contelldo médio de G+C em A.
rochei é de 66,5% no fragmento ITS-
1 /5,8S /ITS-2, com uma frequéncia
média de bases de 16,1% (A), 35,7%
(C), 30,8% (G) e 17,2% (T). Em A.
thazard o contelido de G+C é de 67%,
com uma frequéncia de bases de
15,6% (A), 36,1% (C), 30,9% (G) e
17,3% (T).
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Figura 40: Posiciones variables en A. rochei para la ITS-1 e ITS-2. Med se refiere a ejemplares
del Mediterraneo, Atl del Atlantico y Pac del Pacifico.
Figura 40: Posicbes variaveis em A. rochei para a ITS-1 e ITS-2. Med refere-se a exemplares do

Mediterraneo, Atl do Atidntico e Pac do Pacifico.

Al estudiar la variabilidad genética por
poblaciones se obtiene que = varia
entre 0°0018 y 00067, y o entre
0’0018 y 0°0099. Los valores del
Pacifico (ambos 0°0018) son ligera-
mente mas bajos que en la poblacién
Atlantica (00038 vy 0'0050) vy
Mediterranea (0’0067 y 0°0099). El
numero de sitios polimérficos para el
fragmento completo es de 33 para la
poblacién del Mediterraneo, 14 para la
del Atlantico, y 5 para la del Pacifico
(Tabla 9).

Para todos los individuos analizados
de A. rochei, la regién ITS-1 presenta
un total de 27 sitios polimérficos. Hay
que destacar que todos los individuos
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Ao estudar a variabilidade genética
por populagdes obtém-se que = varia
entre 0’0018 e 00067, e 8 entre
0’0018 e 0'0099. Os valores do
Pacifico (ambos 0°0018) sdo ligeira-
mente mais baixos que na populagdo
Atlantica (00038 e 0°0050) e
Mediterranica (0'0067 e 0°0099). O
numero de sitios polimérficos para o
fragmento completo é de 33 para a
populagdo do Mediterraneo, 14 para a
do Atléntico, e 5 para a do Pacifico
(Tabela 9).

Em todos os individuos analisados de
A. rochei, a regido ITS-1 apresenta
um total de 27 sitios polimdrficos. E
de destacar que todos os individuos



MED
Sitios variables 33
T 0’0067
0 0’0099

ITS

ATL PAC
14 5
0’0038 0’0018
00050 0’0018

Tabla 9: Numero de sitios variables, diversidad nucleotidica (), y polimorfismo de nucledtido (6)
encontrados para las regiones ITS-1 e ITS-2 en las poblaciones Atlantica (ATL), Mediterranea

(MED) y Pacifica (PAC).

Tabela 9: Nimero de sitios variaveis, diversidade nucleotidica (), e polimorfismo de nucledtido
(8) encontrados para as regies ITS-1 e ITS-2 na populagdo Atléntica (ATL), Mediterrénica (MED)

e Pacifica (PAC).

procedentes del Pacifico presentan en
las posiciones 199 y 236 la insercion
de una base C con respecto a los indi-
viduos procedentes de las regiones
Atlantica y Mediterrdnea, comportan-
dose de este modo como un excelen-
te marcador molecular poblacional
(Fig. 40 y 41). En la region ITS-2, las
secuencias de A. rochei presentan 24
posiciones polimorficas. En la posicion
866 se localiza una base T exclusiva
de la poblacién del Pacifico (Fig. 41).

El anadlisis filogenético de estas
secuencias mediante el meétodo de
maxima parsimonia, considerando los
indels como 5° estado, es capaz de
definir una agrupacion monofilética
bien diferenciada y significativa
(bootstrap 68%) para los individuos
del Pacifico (Fig. 42).

Para determinar la existencia de dife-
rencias genéticas entre las poblacio-
nes analizadas se han calculado los
valores de F¢;. El valor global de Fe; es
de 0075 (P<0'001). Entre las pobla-
ciones del Atlantico y Mediterraneo, el
valor obtenido de Fg (0°062;
P<0'001) es menor que entre las
poblaciones del Mediterraneo vy
Pacifico (0'087; P<0’001), o que entre
las poblaciones de origen Atlantico y
Pacifico (0'083; P<0'001).
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procedentes do Pacifico apresentam
nas posicoes 199 e 236 a insergdo de
uma base C em relagdo aos individuos
procedentes das regides Atlantica e
Mediterranica, comportando-se assim
como um excelente marcador molecu-
lar populacional (Fig. 40 e 41). Na
regido ITS-2, as sequéncias de A.
rochei apresentam 24 posigbes poli-
morficas. Na posicdo 866 localiza-se
uma base T exclusiva da populagdo do
Pacifico (Fig. 41).

A analise filogenética destas sequén-
cias mediante o método de MP, consi-
derando os indels como 5° estado, &
capaz de definir um agrupamento
monofilético bem diferenciado e signi-
ficativo (bootstrap 68%) para os indi-
viduos do Pacifico (Fig. 42).

Para determinar a existéncia de dife-
rengas genéticas entre as populagdes
analisadas calcularam-se os valores
de Fs. O valor global de Fg; é de 0,075
(P<0,001). Entre as populagdes do
Atlantico e Mediterraneo, o valor obti-
do de Fg (0,062; P<0,001) é menor
que entre as populagdes do
Mediterraneo e Pacifico (0,087;
P<0,001), ou que entre as populagdes
de origem do Atlantico e Pacifico
(0,083; P<0,001).
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T 1 T T T 1 T T T

190 200 210 220 230 240 250 260 270
TCCCCCGGCCCGAGECACRECGC AAACCCCGCCCECGCGGACCCCCRICCTTTTGTCAGGACCTCGTCCCGACCGGACGEE
TCCCCCEECCCGAGGCACRGLGCAGGTAGGGGAAACCCCECCCGCGCEEACCCCCHTICCTTTTGTCAGGACC TCGTCCCGACCGEACGEE
TCCCCCGGCCCGAGGCACRGLGI GGGGAAACCCCECCCGCGCGEACCCCCRICCTTTTGTCAGGACCTCGTCCCGACCGGACGGE
TCCCCCGECCCGAGGCACHBCGH GGGGAAACCCCGCCCGCGCGGACCCCCRICCTTPTGTCAGGACCTCGTCCCGACCGGACGGE
TCCCCCAGCCCGAGGCACRGCGCEGGTAGGGGAAACCCCACCCGCGCAEACCCCCHICCTTTTGTCAGGACCTCGTCCCGACCGGACEEE
TCCCCCGECCCGAGGCACHICGCGGGTAGEGGAAACCCCGCCCGCACGRACCCCCATICCTTTTGTCAGGACCTCGTCCCGACCGGACEEG
TCCCCCGECCCGAGGCACHGLGC GGGGAAACCCCGCCCACGCGGACCCCCRICCTTTTGTCAGGACCTCGTCCCEACCGGACGGE
TCCCCCGGCCCGAGGCACRICGC GGGGAAACCCCGCCCGCGCGGACCCCCHTCCTTTTGTCAGGACCTCGTCCCGACCGGACGEG
CCCCCCEGCCCEAGGCACRGCGI GGGGAAACCCCGCCCGCGCGAACCCCCRICCTTTTGTCAGGACCTCGTCCCGACCGGACGEE
GCCCCCRGCCCGAGGCACHACGC GGGGAAACCCCECCCGCGCEGACCCCCHICCTTTTGTCAGGACCTCGTCCCGACCGGACGEG
CCCCCCGGCCCGAGGCACGLGE GGGGAAACCCCGCCCGCGCGGACCCCCRICCTTTTGTCAGEACCTCATCCCGACCCGACGEGE
~CCCCCGGCCCGAGGCACHECGH GGGGAARCCCCGCCCGCGCGGACCCCCHICCTTTTGTCAGGACCTCGTCCCGACCGGACGEG
GCCCCCGACCCGAGGCACHICGCGGETAGGGGAAACCCCGCCCGCGCGGACCCCCHICCTTTTGTCAGEACCTCOTCCCGACCGGACGGE
~CCCCCGECCCGAGGCACHBAGH GGGGAAACCCCGCCCGCGCGGACCCCCRICCTTTTGTCAGGACCTCGTCCCGACCAGACGGE
TCCCCCGGCCCGAGGCACRGCGC GGGGAAACCCCGCCCGCGCGAACCCCCRICCTTTTGTCAGGACCTCGTCCCGACCGGACGEG
TCCCCCEGCCCEAGGCACBCGCGGETAGGEGAAACCCCGCCCGCECGGACCCCCHTCCTTTTGTCAGGACCTCGTCCCGACCGGACGEE
CCCCCCGGCCCGAGGCACTCGH GGGGAAACCCCGCCCGCGCGGACCCCCRICCTTTTGTCAGGACCTCGTCCCGACCGGACGGE
CCCCCCEECCCEGAGGCACLBCGCGGETAGGEGAAACCCCGCCCGCGCEEACCCCCEICCTTTTGTCAGGACCTCGTCCCGACCGEACGEE
CCCCCCGGCCCGAGGCACEECGC GGGGAAACCCCGCCCGCECEGACCCCCEICCTTTTG TCAGGACCTCGTCCCGACCGGACGGE
CCCCCCEECCCGAGGGACLGCGCGGETAGEGGAAACCCCGCCCGCGCGGACCCCCEICCTTTTGTCAGGACCTCGTTCCGACCGGACGRE
CCCCCCGGCCCGAGGCACEGCGH GGGGAAACCCCGCCCGCGCGGACCCCCETCCTTTTGTCAGGACCTCGTCCCGACCGGACGRS

CCCCCCGGCCCGAGGCACﬂGCGCGGGTAGGGGAAACCCCGCCCGCGCGGACCCCCCﬂCCTTTTGTCAGGACCTCGTCCCGACCGGACGGG

Figura 41: Fragmento de la regién ITS-1. Se muestran los dos indels que permiten diferenciar los
individuos procedentes del Pacifico, junto a los de origen Atlantico-Mediterraneo. Med se refiere a
ejemplares del Mediterréneo, Atl a ejemplares del Atlantico y Pac del Pacifico.

Figura 41: Fragmento da regido ITS-1. Mostram-se os dois indels que permitem diferenciar os indi-
viduos procedentes do Pacifico, junto aos de origem Atlantico-Mediterranica. Med refere-se a exem-
plares do Mediterraneo, Atl a exemplares do Atlantico e Pac do Pacifico.

A.thazard

Aro Med 1
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A
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Aro Atl 7

Aro Atl 8
Aro Atl 9

Aro Pac 4
Aro Pac 3
Aro Pac 1
Aro Pac 5
Aro Pac 2

68

Figura 42: Arbol filogenético y valores de boostrap obtenidos mediante el método de maxima par-
simonia a partir de las secuencias de A. rochei correspondientes a la regién ITS-1/5'8S/1TS-2. La
especie A. thazard se incluyé como grupo externo.

Figura 42: Arvore filogenética e valores de bootstrap obtidos mediante 0 método de maxima parci-
ménia a partir das sequéncias de A. rochei correspondentes a regido ITS-1/5'8S/ITS-2. A espécie A.
thazard incluiu-se como grupo externo.
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4.3.3 Resultados en base a micro-
satélites

4.3.3.1 Caracterizacion de
microsatélites

Los microsatélites empleados en este
estudio se aislaron mediante un proto-
colo de enriquecimiento basado en la
utilizaciéon de sondas especificas bioti-
niladas (Reddy et al., 2001; Funes et
al.,, 2004). Este método sencillo de
hibridacion selectiva destaca por su
alto rendimiento y eficiencia, ya que
aproximadamente el 95% de los frag-
mentos que se analizan contienen un
microsatélite. Del total de clones obte-
nidos se seleccionaron 6 clones
correspondientes a los siguientes /oci:

1- Aspp1-3: microsatélite dinucleétido
puro (CA)

2- Aspp1-10: microsatélite compues-
to: dinucledtido (CA) y tetranucleé-
tido (CTCA)

3- Aspp2-38: microsatélite pentanu-
cleétido (TTCTC) interrumpido

4- Aspp2-40: microsatélite compues-
to: dinucledtido (TC) y dinucleétido
(AC)

5- Aspp4-13: microsatélite dinucledti-
do (CT) interrumpido

6- Aspp4-17: microsatélite compues-
to: dinucleédtido (TG) interrumpido
por un dinucleédtido (TA), y dinucle-
6tido (CG) (Tabla 10).

4.3.3 Resultados com base nos
microssatélites

4.3.3.1 Caracterizagdo de
microssatélites

Os microssatélites utilizados neste
estudo isolaram-se mediante um pro-
tocolo de enriquecimento baseado na
utilizacdo de sondas especificas bioti-
niladas (Reddy et al., 2001; Funes et
al.,, 2004). Este método simples de
hibridacdo selectiva destaca-se pelo
seu alto rendimento e eficiéncia, visto
que aproximadamente 95% dos frag-
mentos que se analisam contém um
microssatélite. Do total de clones obti-
dos seleccionaram-se 6 clones corres-
pondentes aos seguintes /oci:

1- Asppl-3: microssatélite dinucledti-
do puro (CA)

2- Aspp1-10: microssatélite compos-
to: dinucledtido (CA) e tetranucled-
tido (CTCA)

3- Aspp2-38: microssatélite pentanu-
cleétido (TTCTC) interrompido

4- Aspp2-40: microssatélite compos-
to: dinucleétido (TC) e dinucleétido
(AC)

5- Aspp4-13: microssatélite dinucle6-
tido (CT) interrompido

6- Aspp4-17: microssatélite compos-
to: dinucleétido (TG) interrompido
por um dinucleétido (TA), e dinu-
cleétido (CG) (Tabela 10).

Aro1-3 (TG)15(TCAC)(TG)4

| Aro1-100 (CA)(CTCA)(CA)Yz
Aro2-38 (TTCTC)4(CTCTC)(TTCTC)g

| Aro2-400 L) (T (TC)7(AC) s e e e |
Aro4-13 (CT)4(CC)(CT) 16

Are4-17. 0 (TG)H(TAXTG)11(CG)3(TG); 3 &

Tabla 10: Loci microsatélites caracterizados en melva. Se indica el tipo de repeticién
Tabela 10: Loci microsatélites caracterizados en melva. Se indica el tipo de repeticién
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4.3.3.2 Polimorfismo genético 4.3.3.2 Polimorfismo genético

Los resultados que se van a presentar Os resultados que se apresentam em
a continuacion se derivan del andlisis seguida derivam da andlise de um
de un total 78 individuos de A. rochei total de 78 individuos de A. rochei
pertenecientes a las poblaciones del pertencentes as populagdes do
Mediterraneo (22), Atléntico (31) y Mediterrdneo (22), Atlantico (31) e
Pacifico (25). Los valores de heteroci-  Pacifico (25). Os valores de heterozi-
gosidad observada (Ho) y esperada gosidade observada (Ho) e esperada
(He) oscilan entre 0'38-0'75 y 0'73- (He) oscilam entre 0,38-0,75 e 0,73-
096, respectivamente (Tabla 11). 0,96, respectivamente (Tabela 11).

LOCUS N K Rango alelos (pb) Ho He

Aspp1-3 78 13 134-160 0'64 0'82

Aspp1-10 8 34 173-273
Aspp2-38 78 25 116-256 0'59 0'93
Aspp4-13 78 35 108-190 0'62 0'96

Tabla 11: Loci microsatélites, N: n® ejemplares analizados, K: n® de alelos, Rango de alelos , Ho:
heterocigosidad observada, He: heterocigosidad esperada. Fuente: Catanese et al., 2007b
Tabela 11: Loci microssatélites, N: n exemplares analisados, K: n® de alelos, Tipo de alelos, Ho:
heterozigosidade observada, He: heterozigosidade esperada. Fonte: Catanese et al., 2007b

El locus mas variable es Aspp4-13 (35 O locus mais variavel é Aspp4-13 (35
alelos) y el menos variable Aspp1-3 alelos) e o menos varidvel Asppl-3
(13 alelos). Los alelos mas frecuentes (13 alelos). Os alelos mais frequentes
para el locus Asppl-3 son 148 y 150 para o locus Asppl-3 s3o 148 e 150
pb; para el locus Aspp1-10, 185, 187, pb; para o locus Asppl-10, 185, 187,
191, 193 y 199 pb; para el locus 191, 193 e 199 pb; para o Jocus
Aspp2-38, 160 y 162 pb; para el locus  Aspp2-38, 160 e 162 pb; para o locus
Aspp2-40, 181, 196 y 206 pb; para el Aspp2-40, 181, 196 e 206 pb; para o
locus Aspp4-13, 122, 124, 132, 144y  locus Aspp4-13, 122, 124, 132, 144 e
150 pb; y para el Jocus Aspp4-17, 150 pb; e para o locus Aspp4-17, 118,
118, 120, 122, 210y 224 pb (Fig. 43). 120, 122, 210 e 224 pb (Fig. 43).
En la figura 44 se puede observar que  Nas figura 44 pode observar-se que
en el Jocus Asppl-3 los alelos mas fre- no locus Aspp-1 os alelos mais fre-
cuentes (148 y 150) se presentan quentes (148 e 150) apresentam-se
invertidos entre la poblacién del invertidos entre a populagdo do
Pacifico y la del Mediterrdneo. Lo Pacifico e a do Mediterrdneo. O
mismo ocurre entre el tamafio alélico mesmo acontece entre o tamanho alé-
de 185/187 y 191/193 para el locus lico de 185/187 e 191/193 para o
Aspp1-10. El Jocus Aspp2-40 presenta locus Asppl-10. O /ocus Aspp2-40
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la frecuencia mas alta en los alelos de
tamafio 160 y 162 pb en las tres
poblaciones, aunque cabe destacar la
existencia de alelos Unicos de tamafio
mayor en la poblacién del
Mediterrdneo y Atlantico. En el /ocus
Aspp4-17, los alelos de menor tamafio
son mas frecuentes en las poblaciones
Atlanticas y Mediterranea, mientras
que los de tamafio superior se
encuentran preferentemente en la
poblacién del Pacifico. En los otros dos
loci la distribucién alélica es bastante
uniforme entre las tres poblaciones.
Dicha figura también muestra la pre-
sencia de un cierto numero de alelos
privados (especificos de poblacion),

apresenta a frequéncia mais alta nos
alelos de tamanho 160 e 162 pb nas
trés populagdes, embora se deva des-
tacar a existéncia de alelos Unicos de
maior tamanho na populagdo do
Mediterraneo e Atlantico. No Jocus
Aspp4-17, os alelos de menor taman-
ho sdo mais frequentes na populacao
Atldntica e Mediterranica, enquanto
gue os de tamanho superior encon-
tram-se preferencialmente na popula-
¢do do Pacifico. Nos outros dois /oci, a
distribuicdo alélica é bastante unifor-
me entre as trés populagdes. Tais figu-
ras mostra também a presenga de um
certo nimero de alelos privados
(especificos de populagdo), que sao

Aspp 1-3

Aspp1-10

6,300
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0,200
0,150
0,100 -
0,080

0,000 - - - -
14 16 140 141 14 146 148 150 12 1M 156 18 180
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Figura 43: Frecuencia alélicas para cada uno de los microsatélites analizados.
Figura 43: Frequéncia alélica para cada um dos microssatélites analisados.
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que es elevado en el focus Aspp1-10
para las muestras del Atlantico, el
locus Aspp4-17 para la poblacién del
Pacifico, y en los loci Aspp2-40 y
Aspp4-13 en la poblacién
Mediterrdnea. Tanto la poblacién del
Mediterraneo como la del Atlantico
presentan 25 alelos Unicos entre los 6
loci, mientras que la poblacién del
Pacifico presenta solamente 17. La
frecuencia de alelos privados no esta
relacionada con el nimero de indivi-
duos analizados de cada poblacion.

En la poblacion de Mediterrdneo los
seis loci presentan una desviacién sig-
nificativa del equilibrio de H-W. Igual
resultado se obtiene en la del
Atlantico, excepto para el Jocus
Aspp1-3, mientras que en la poblacién
del Pacifico solamente se encuentra en
equilibrio el Jocus Aspp2-38. En todos
los casos se detecta una deficiencia de
heterocigotos (Tabla 13). Una de las
posibles causas del déficit de heteroci-
gotos en una poblacién es la existen-
cia de alelos nulos. En este caso, la
frecuencia de alelos nulos varia entre
0’111 y 0°360 para el locus Aspp1-3 y
Aspp4-17, respectivamente (Tabla
12). Como se puede observar en dicha
Tabla, los loci Aspp2-40 y Aspp4-17
presentan un valor de frecuencia de
alelos nulos alta (> 0'3) con respecto
al resto de /oci.

4.3.3.3 Diferenciacion poblacional

Los resultados de la AMOVA muestran
como el 98% de la variabilidad gené-
tica se debe a diferencias entre los
individuos dentro de las poblaciones.
El valor global de Fs; (0°02; P<0'01)
indica diferenciaciéon genética modera-
da aunque significativa entre las
poblaciones. Al comparar las poblacio-
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elevados no Jocus Asppl-10 nas
amostras do Atlantico, no /ocus
Aspp4-17 na populagdo do Pacifico, e
nos loci Aspp2-40 e Aspp4-13 na
populagdo Mediterrdnica. Tanto a
populagdo do Mediterrdneo como a do
Atlantico apresentam 25 alelos Gnicos
entre os 6 /oci, enquanto que a popu-
lagdo do Pacifico apresenta apenas 17.
A frequéncia de alelos privados ndo
estd relacionada com o numero de
individuos analisados de cada popula-
¢ao.

Na populagdo do Mediterrdneo os seis
loci apresentam um desvio significati-
vo do equilibrio de H-W. Obtém-se o
mesmo resultado na do Atlantico,
excepto para o Jocus Asppl-3,
enquanto que na populagdo do
Pacifico apenas se encontra em equili-
brio o locus Aspp2-38. Em todos os
casos é detectada uma deficiéncia de
heterozigotos (Tabela 13). Uma das
possiveis causas do défice de hetero-
zigotos numa populagdo € a existéncia
de alelos nulos. Neste caso, a fre-
quéncia de alelos nulos varia entre
0,111 e 0,360 para o locus Asppl-3 e
Aspp4-17, respectivamente (Tabela
12). Como se pode observar na tabe-
la, os loci Aspp2-40 e Aspp4-17 apre-
sentam um valor de frequéncia de ale-
los nulos alta (> 0'3) em relacdo ao
resto de /oci.

4.3.3.3 Diferenciagdo populacional

Os resultados da AMOVA mostram
como 98% da variabilidade genética
se deve a diferengas entre os indivi-
duos dentro das populagBes. O valor
global de Fg (0,02; P<0,01) indica
diferenciagdo genética moderada,
embora significativa entre as popula-
gbes. Ao comparar as populacdes



LocuUs POBLACION LOCUS POBLACION

Aspp1-3 Pacifico Atidntico Mediterréneo Aspp2-40 Pacftico Atléntico  Mediterrédneo
134 0'02* 0'00 0'00 154 0'00 0'00 0'02*
136 0'04 0'03 0'02 158 0'00 0'02* 0'00
140 0'04 0'03 0'04 160 0'40 0'31 0'20
142 0'02 0'05 0'09 162 0'46 0'32 0'48
144 0'06 0'08 0'04 164 0'08 0'13 0'07
146 0'04 0'00 0'04 166 0'00 0'06* 0'00
148 0'14 0'22 0'47 168 0'02 0'02 0'05
150 0'40 0'32 0'09 170 0'02 0'00 0'05
152 0'16 0'18 0'06 172 0'02 0'03 0'00
154 0'00 0'05 0'068 174 0'02 0'08 0'00
156 0'04 0'02 0'02 176 0'00 0'02 0'05
158 0'00 0'02 0'02 180 0'00 0'00 0'02*
160 0'04 0'02 0'00 184 0'00 0'00 0'02*

186 0'00 0'00 0'02*
194 0'00 0'00 0'02*
196 0'00 0'02* 0'00

Aspp1-10 Pacffico Atléntico MedHterréneo Aspp4-13 Pacifico Atldntico  Mediterrdneo
173 0'00 0'02* 0'00 108 0'00 0'00 0'02*
179 0'00 0'02 0'09 112 0'04 0'02 0'02
181 0'00 0'06 0'02 114 0'04 0'02 0'00
183 0'04 0'02 0'00 116 0'00 0'00 0'02*
185 0'02 0'08 0'11 118 0'00 0'02 0'05
187 0'14 o' 0'02 120 0'00 0'03* 0'00
189 0'06 0'05 0'05 122 0'06 0'08 0'05
191 022 0'068 0'07 124 0'10 0'06 0'02
193 0'06 0'05 0'16 126 0'00 0'05* 0'00
195 0'04 0'03 0'00 128 0'02 0'05 0'02
197 0'04 0'02 0'02 130 0'04* 0'00 0'00
199 0'08 0'05 0'16 132 0'08 0'05 0'09
201 0'02 0'03 0'09 134 0'10 0'03 0'02
203 0'00 0'00 0'02* 136 0'10 0'02 0'02
205 0'02 003 0'00 138 0'04 0'00 0'09
207 0'04 0'00 0'07 140 0'02 0'02 0'00
209 0'04 0'02 0'00 142 0'04 0'03 0'02
211 0'00 0'02* 0'00 144 0'02 013 0'07
213 0'00 0'02 0'02 146 0'06 0'03 0'02
215 0'04* 0'00 0'00 148 0'06 0'05 0'02
217 0'02* 0'00 0'00 150 0'06 0'15 0'05
221 0'04 0'08 0'02 152 0'00 0'00 0'07*
223 0'00 0'05* 0'00 154 0'00 0'10 0'00
225 0'00 0'02* 0'00 156 0'04 0'05 0'05
229 0'02 0'03 0'00 158 0'00 0'00 0'05*
231 0'00 0'00 0'02* 160 0'02* 0'00 0'00
233 0'00 0'02 0'07 162 0'02 0'00 0'07
237 0'00 0'02* 0'00 164 0'00 0'02 0'02
239 0'00 0'03* 0'00 168 0'00 0'00 0'05*
245 0'00 0'02* 0'00 170 0'00 0'00 0'05*
247 0'04* 0'00 0'00 172 0'00 0'00 0'02*
261 0'00 0'03* 0'00 174 0'00 0'00 0'02*
271 0'00 0'03* 0'00 180 0'02 0'02 0'00
273 0'02* 0'00 0'00 190 0'00 0'02* 0'00
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LOCUS POBLACION LoCcuUsS POBLACION
Aspp2-38 Pacffico Atidntico Mediterrdneo Aspp4-17 Pacffico Atléntico  Mediterréneo

116 0'00 0'00 0'05* 104 0'00 0'03* 0'00
121 0'00 0'03 0'02 108 0'02* 0'00 0'00
126 0'00 0'06 0'04 110 0'00 0'02* 0'00
131 0'00 0'00 0'05* 112 0'00 0'02* 0'00
138 0'00 0'03* 0'00 118 0'00 0'16 0'11
148 0'02* 0'00 0,00 120 014 0'16 0'30
151 0'02 0'08 0,00 122 0'02 o'11 0'07
156 0'04 002 0'05 124 0'00 0'08* 0'00
161 0'02 0'02 0'00 126 0'00 0'10* 0'00
166 0'02 0'08 0'07 128 0'00 0'00 0'02*
171 0'06 0'05 0'05 132 0'00 0'03 0'02
176 0'06 0'05 0'02 134 0'00 0,00 0'05*
181 0'14 0'10 0'14 154 0'00 0'03* 0'00
186 0'02 0'00 0'05 196 0'04* 0'00 0'00
191 0'10 0'08 0'05 202 0'04 0'08 0'02
196 0'16 0'16 0'09 208 0'06 0'02 0'00
201 0'06 0'06 0'09 210 0'12 0" 0'05
206 012 015 0'09 212 0,00 0'00 0'09*
211 0'02 0'03 0'05 214 0'14* 0'00 0'02
216 0'04 0'00 0'02 218 0'02* 0'00 0'00
221 0'00 0,00 0'05* 220 0'00 0'00 0'05
226 0'04 0'06 0'00 222 0'04 0'02 0'00
236 0'04* 0'00 0,00 224 0'22 0'02 0'05
241 0'00 0,00 0'05* 226 0'00 0'02* 0'00
256 0'00 0'02* 0'00 228 0'00 0'02* 0'00

230 0'00 0'02 0'07

232 0'00 0'02 0'00

234 0'02* 0'00 0'00

240 0'00 0'00 0'02*

244 0'00 0'00 0'05*

246 0'06* 0'00 0'00

250 0'02* 0'00 0'00

260 0'00 0'00 0'02*

276 0'02* 0'00 0'00

Figura 44: Frecuencia de alelos por /ocus y poblacién. En negrita se indican los alelos privados de
poblacién.

Figura 44: Frequéncia de alelos por locus e populagio. A bold indicam-se os alelos privados de
populagao.

LOCUS Frecuencias Alelos nulos

Aspp 1-3 0’111
Aspp 1-10 0117
Aspp 2-38 0223
Aspp 2-40 0'327 .‘
Aspp 4-13 0’206
Aspp 4-17 . 0'360

Tabla 12: Frecuencia de alelos nulos por locus.
Tabela 12: Frequéncia de alelos nulos por locus.

117



POBLACION

Loci y pardmetros MEDITERRANEO  ATLANTICO PACfFICO
Aspp 1-3
N 22 31 25
K 11 11 11
Het 14 25 15
Hom 8 6 10
Ho 0'63 0'67 0'60
He 0'77 0'83 0'82
P 0'016* 0'276 ns 0'002**
Aspp 1-10
N 22 31 25
K 16 27 19
Het 16 25 18
Hom 6 6 7
Ho 0'72 0'77 0'76
He 0'92 0'96 0'92
P 0'034* 0'012* 0'001**
Aspp 2-38
N 22 31 25
K 18 17 17
Het 14 15 18
Hom 8 16 7
Ho 0'63 0'45 0'72
He 0'95 0'94 0'92
P 0'000*** 0'000*** 0'085 ns
Aspp 2-40
N 22 31 25
K 11 10 7
Het 10 15 6
Hom 12 16 19
Ho 0'45 0'45 024
He 0'75 0'80 0'63
P 0'000*** 0'000*** 0'000***
Aspp 4-13
N 22 31 25
K 25 22 20
Het 17 17 15
Hom 5 14 10
Ho 0'77 0'54 0'60
He 0'97 0'94 0'96
P 0'006** 0'000*** 0'000***
Aspp 4-17
N 22 31 25
K 16 19 15
Het 10 10 13
Hom 12 21 12
Ho 0'45 0'35 0'52
He 0'92 0'92 0'91
P 0'001%* 0'000*** 0'000***
Media
Ho 0'60 0'53 0'57
He 0'88 0'89 0'86

Tabla 13: Variabilidad genética de los 6 loci microsatélites para las tres poblaciones.

N nimero de muestras, K nimero de alelos, Het nimero de heterocigotos, Hom ndmero de homo-
cigotos, Ho heterocigosidad observada, He heterocigosidad esperada, P probabilidad del test exac-
to para el equilibrio de Hardy-Weinberg. Las desviaciones significativas son: * P<0'05, ** P<0'01,
*** p<0'001, ns P>0'0S5.

Tabela 13: Variabilidade genética dos 6 /oci microssatélites para as trés populagSes.

N nimero de amostras, K nimero de alelos, Het nimero de heterozigotos, Hom nimero de homo-
zigotos, Ho heterozigosidade observada, He heterozigosidade esperada, P probabilidade do teste
exacto para o equilibrio de Hardy-Weinberg. Os desvios significativos sdo: * P<0,05, ** P<0,01, ***
P<0,001, ns
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nes entre si, se observa que los valo-
res de Fs;r varian entre 0'015 entre
Pacifico y Atlantico y 0°027 entre
Pacifico y Mediterrdneo. En todos los
casos el valor de P es significativo (P<
0'01)

La distancia genética de Nei entre
poblaciones genera una matriz en la
que se puede observar cémo las
poblaciones resultan genéticamente
mas divergentes en relacién a su leja-
nia geografica. Asi, la mayor distancia
se obtiene al comparar la poblacién
del Mediterrdneo con la del Pacifico
(0’354); por el contrario, la distancia
menor aparece entre las poblaciones
del Atlantico y Pacifico (0’183). La
comparacion de las poblaciones
Atlantica y Mediterranea resulta en un
valor intermedio de 0'285 (Tabla 14).

MEDITERRANEO

ATLANTICO
| PACiFICO

entre si, observa-se que os valores de
Fsr variam entre 0,015 entre Pacifico e
Atlantico e 0,027 entre Pacifico e
Mediterraneo. Em todos os casos o
valor de P ¢é significativo (P<0,01).

A distdncia genética de Nei entre
populagdes gera uma matriz na qual
se pode observar como as populagdes
resultam geneticamente mais diver-
gentes em relacdo a sua distancia
geogréfica. Assim, a maior distancia
obtém-se ao comparar a populagdo do
Mediterréneo com a do Pacifico
(0,354); pelo contrario, a distancia
menor aparece entre as populagdes
do Atlantico e Pacifico (0,0183). A
comparagdo das populagdes Atlantica
e Mediterranica resulta num valor
intermédio de 0,285 (Tabela 14).

Tabla 14 Abajo, distancia genética de Nei. - Arriba, Identidad genética.
Tabela 14 Em baixo, distancia genética de Nei. - Em cima, Identidade genética.
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4.3.4 Conclusiones

Las poblaciones de A. rochei presen-
tan a nivel mitocondrial dos grupos
filogenéticamente separados (mitotipo
Iy II). El mitotipo I esta principalmen-
te representado en el Mediterraneo y
ausente en el Pacifico. Teniendo en
cuenta que los valores de = y 6 tanto
para la regién de control (0019 y
0’025, respectivamente) como para el
gen citocromo b (0’018 y 0’031, res-
pectivamente) son inferiores en el
mitotipo II y que la red mutacional del
gen citocromo b muestra una estruc-
tura radial en relacién a los dos haplo-
tipos mas abundantes (ArocytbH1 y
ArocytbH7), podemos considerar este
mitotipo de evolucién mas reciente.

Asi, la aparicién de estos dos linajes
mitocondriales se podria interpretar
por una divergencia alopatrica debida
a la formacion de una barrera geogra-
fica Atlantico-Mediterrdnea. La des-
apariciéon de dicha barrera, explicaria
la coexistencia actual de ambos mito-
tipos en las areas geograficas
Atlantica y Mediterréanea. La glaciacion
ocurrida durante el Cuaternario habria
provocado un descenso del nivel del
mar entre 100-200 m y el cierre par-
cial o total del Estrecho (Peres, 1985),
causando asi grandes restricciones de
movimiento y de intercambio genético
entre poblaciones del Atlantico y
Mediterraneo. La posterior desapari-
cién de esta barrera habria permitido
de nuevo el intercambio genético
entre dichas areas. A este respecto
hay que indicar que este fendémeno se
ha observado en otros tunidos como
T. thynnus, S. scombrus y S. sarda,
donde el andlisis filogenético de la
region de control en el area Atlantico-
Mediterranea muestra la existencia de
dos linajes altamente divergentes
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4.3.4 Conclusdes

As populagbes de A. rochei apresen-
tam a nivel mitocondrial dois grupos
filogeneticamente separados (gendéti-
po I e II). O gendtipo I estd principal-
mente representado no Mediterraneo
e ausente no Pacifico. Tendo em conta
que os valores de = e 8 tanto para a
regiao de controlo (0,019 e 0,025,
respectivamente) como para o gene
citocromo b (0,018 e 0,031, respecti-
vamente) sdo inferiores no genétipo II
e que a rede mutacional do gene cito-
cromo b mostra uma estrutura radial
em relagdo aos dois haplétipos mais
abundantes (ArocytbH1 e ArocytbH7),
podemos considerar este genoétipo de
evolugdo mais recente.

Assim, o aparecimento destas duas
linhagens mitocondriais poderia inter-
pretar-se como uma divergéncia alo-
patrica devida a formagdo de uma
barreira geografica Atlantico-
Mediterranica. O desaparecimento de
tal barreira explicaria a coexisténcia
actual de ambos os genoétipos nas
areas geograficas Atlantica e
Mediterrdnica. A glaciagdo ocorrida
durante o Quaternario teria provocado
uma descida do nivel do mar entre
100-200 m e o encerramento parcial
ou total do Estreito (Peres, 1985),
causando assim grandes restrigdes de
movimento e de fluxo genético entre
populagdes do Atlantico e
Mediterraneo. O posterior desapareci-
mento desta barreira teria permitido
de novo o intercAmbio genético entre
tais areas. A este respeito deve-se
indicar que este fendmeno foi obser-
vado em outros tunideos como T.
thynnus, S. scombrus e S. sarda, nos
quais a analise filogenética da regido
de controlo na area Atlantico-
Mediterranica mostra a existéncia de
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(Vifias et al.,, 2003; Nesbg et al.,
2000; Vidas et al., 2004b).

La poblacion del Pacifico muestra
importantes diferencias con respecto
a las poblaciones Atlantica y Medi-
terranea tanto a nivel mitocondrial
como nuclear. Todos los haplotipos del
gen citocromo b encontrados, a
excepcidon del AroCytbH26, resultan
ser exclusivos. Por otro lado, todos los
haplotipos de la regién de control, a
excepcién del AroCRH29, son exclusi-
vos y Unicos de esta poblacién. En
todos los casos los haplotipos del
Pacifico pertenecen al mitotipo II. La
existencia de un uUnico mitotipo en
este area se podria explicar por un
aislamiento geografico entre cuencas
oceanograficas. Una reduccién del
nivel marino, ocurrida hace cerca de
3-3’5 millones de afios (Coates et al.,
1992), podria haber generado una
separacion entre estas dos cuencas,
determinando asi una moderada dife-
renciacién molecular a nivel mitocon-
drial. Diversos autores han descrito
una distribucidn asimétrica entre océ-
anos y la existencia de subestructuras
genéticas en otros escémbridos
(Alvarado Bremer et al., 1998; Vifias
et al., 2004a).

Debemos considerar ademds que las
secuencias de las regiones ITS-1 e
ITS-2 se caracterizan por la existencia
de una unidad exclusiva del drea del
Pacifico. El analisis filogenético permi-
te identificar los individuos proceden-
tes del Pacifico en una rama separada
y significativa. Mecanismos de evolu-
cién concertada habrian favorecido la
homogeneizacion y fijacién de estas
unidades en la poblacién. Dicha carac-
teristica convierte a las regiones ITS-
1 e ITS-2 en buenos marcadores
moleculares poblacionales.
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duas linhagens altamente divergentes
(vinas et al.,, 2003; Nesbg et al.,
2000; Vifas et al., 2004b).

A populagdo do Pacifico mostra dife-
rencas importantes em relagdo as
populagbes Atlantica e Mediterranica,
tanto a nivel mitocondrial como nucle-
ar. Todos os haplétipos do gene cito-
cromo b encontrados, com excepg¢do
do AroCytbH26, demostram ser exclu-
sivos. Por outro lado, todos os hapl4-
tipos da regido de controlo, com
excepgdo do AroCRH29, sdo exclusi-
vos e Unicos desta populacdo. Em
todos os casos os haplétipos do
Pacifico pertencem ao genétipo II. A
existéncia de um dnico gendtipo nesta
area poderia explicar-se por um iso-
lamento geogréfico entre bacias geo-
gréficas. Uma reducdo do nivel do
mar, ocorrida ha cerca de 3-3,5 milho-
es de anos (Coates et al., 1992),
poderia ter gerado uma separacdo
entre estas duas bacias, determinan-
do assim uma moderada diferenciacdo
molecular a nivel mitocondrial.
Diversos autores descreveram uma
distribuigdo assimétrica entre oceanos
e a existéncia de substruturas genéti-
cas noutros escombrideos (Alvarado
Bremer et al.,, 1998; Vifias et al.,
2004a).

Devemos considerar, além disso, que
as sequéncias das regides ITS-1 e
ITS-2 se caracterizam pela existéncia
de uma unidade exclusiva da area do
Pacifico. A analise filogenética permite
identificar os individuos procedentes
do Pacifico num ramo separado e sig-
nificativo. Mecanismos de evolugdo
concertada teriam favorecido a homo-
geneizagao e fixagdo destas unidades
na populagdo. Tal caracteristica con-
verte as regides ITS-1 e ITS-2 em
bons marcadores moleculares popula-
cionais.



Los resultados anteriores vienen ava-
lados por el estudio de microsatélites,
gue muestran, en el caso de la pobla-
cién del Pacifico, un elevado numero
de alelos privados.

Collette y Aadland (1996), basandose
en criterios morfoldgicos y meristicos,
describen la existencia de la subespe-
cie A. rochei eudorax ubicada en la
regién oriental del Pacifico. Todos los
resultados moleculares, demuestran
una clara diferenciacién tanto a nivel
mitocondrial como nuclear de los indi-
viduos del Pacifico respecto a las
demas poblaciones investigadas, apo-
yando la hipdtesis sobre la existencia
de esta subespecie. En este sentido,
los resultados muestran que la region
ITS-1 podria utilizarse como marcador
molecular para la identificacion de los
individuos incluidos en esta subespe-
cie.

Las poblaciones del Atlantico y del
Mediterraneo no presentan diferencias
genéticas significativas. Tal ausencia
de diferencias se podria explicar por
un flujo genético elevado entre pobla-
ciones. Por ello, hay que sefalar el
caracter altamente migratorio de los
tunidos. Este comportamiento esta
probablemente estimulado por la bus-
gueda de aguas calidas para la repro-
duccioén, lo que favorece el movimien-
to de los individuos entre el Océano
Atlantico y el Mar Mediterraneo (De la
Serna et al., 2004). Ademas, el flujo
genético entre poblaciones puede
verse favorecido como resultado del
transporte de alevines por las corrien-
tes marinas a través del Estrecho de
Gibraltar. Hipotesis similares han sido
ya propuestas en estudios de T.
thynnus, T. alalunga y S. japonicus
(vifnas et al., 2003; Vifas et al.,
2004b; Zardoya et al., 2004). Por el
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Os resultados anteriores sdo confir-
mados pelo estudo de microsatélites,
que mostram, no caso da populagédo
do Pacifico, um elevado numero de
alelos especificos.

Collette y Aadland (1996), baseando-
se em critérios morfoldgicos e meristi-
cos, descrevem a existéncia da subes-
pécie A. rochei eudorax localizada na
regido oriental do Pacifico. Todos os
resultados moleculares demonstram
uma clara diferenciagdo tanto a nivel
mitocondrial como nuclear dos indivi-
duos do Pacifico em relagdo as restan-
tes populacgdes investigadas, apoiando
a hipdtese sobre a existéncia desta
subespécie. Neste sentido, os resulta-
dos mostram que a regido ITS-1 se
poderia utilizar como marcador mole-
cular para a identificagdo dos indivi-
duos incluidos nesta subespécie.

As populagdes do Atlantico e do
Mediterraneo ndo apresentam diferen-
cas genéticas significativas. Tal ausén-
cia de diferencas poderia explicar-se
por um fluxo genético elevado entre
populacbes. Por este motivo, é de
assinalar o caracter altamente migra-
tério dos tunideos. Este comporta-
mento é provavelmente estimulado
pela procura de aguas quentes para a
reprodugdo, o que favorece o movi-
mento dos individuos entre o Oceano
Atladntico e o Mar Mediterraneo (De la
Serna et al.,, 2004). Além disso, o
fluxo genético entre populagdes pode
ver-se favorecido como resultado do
transporte de alevins pelas correntes
maritimas através do Estreito de
Gibraltar. Hip6teses semelhantes
foram ja propostas em estudos de T.
thynnus, T. alalunga e S. japonicus
(Vifas et al., 2003; Vihas et al,,
2004b; Zardoya et al., 2004). Pelo
contrario, existe uma clara diferencia-
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contrario, existe una clara diferencia-
cién de la poblacién del Pacifico con
respecto a las poblaciones Atlantica y
Mediterrénea. Las diferencias molecu-
lares existentes se podrian explicar
por un efecto de aislamiento por dis-
tancia, resultado de la separacién de
las poblaciones en cuencas oceano-
gréficas distintas. Tal hipétesis ha ser-
vido de base para explicar las diferen-
cias entre poblaciones en otras espe-
cies de escombridos (Chow y Kishino,
1995; Vidas et al., 2004a).

4.4.- Aplicacion de marca-
dores moleculares en la

identificaciéon de las espe-
cies de melva (Auxis spp.)

4.4.1 La problematica de las con-
servas de pescado

En los Ultimos afios estamos siendo
testigos de un fenédmeno de globaliza-
cion en los mercados. Tal globalizacién
ha supuesto, sin lugar a dudas, una
revolucion para el consumidor, en
tanto en cuanto tiene a su disposicién
una amplisima variedad de productos
de origenes muy diversos.
Paralelamente, el consumidor es cada
vez mas selectivo en todo lo referente
a la calidad del producto que va a
adquirir, exigiendo cada vez con mas
fuerza productos debidamente identi-
ficados y etiquetados. Todos estos
fendmenos han sido especialmente
experimentados en el area de los pro-
ductos frescos y procesados de pesca-
do, y muy en particular en lo referen-
te a los productos en conserva.

Las conservas de pescado representan
un enorme problema cuando se habla
de identificacion y autentificacién de
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¢80 da populagdo do Pacifico em rela-
Gdo as populacBes Atlantica e
Mediterrénica. As diferengas molecu-
lares existentes poderiam explicar-se
por um efeito de isolamento por dis-
téncia, resultado da separagdo das
populagcbes em bacias geogréficas
diferentes. Tal hipétese serviu de base
para explicar as diferengas entre
populagbes noutras espécies de
escombrideos (Chow e Kishino, 1995;
Vifias et al., 2004a).

4.4.- Aplicagao de marcado-
res moleculares na identifi-

cacao das espécies de judeu
(Auxis spp.)

4.4.1 A problematica das conser-
vas de peixe

Nos ultimos anos temos testemunha-
do um fendmeno de globalizagdo nos
mercados. Tal globalizagdo supds,
sem duvida, uma revolugdo para o
consumidor, pois tem a sua disposig&o
uma amplissima variedade de produ-
tos de origens muito diversas.
Paralelamente, o consumidor é cada
vez mais selectivo em tudo o que se
refere & qualidade do produto que vai
adquirir, exigindo cada vez com mais
forca produtos devidamente identifi-
cados e rotulados. Todos estes fené-
menos foram experimentados espe-
cialmente na area dos produtos fres-
Cos e peixes processados, e muito em
particular no que se refere aos produ-
tos de conserva.

As conservas de peixe representam
um enorme problema quando se fala
de identificagdo e autenticacio de
espécies. Devido & auséncia das
caracteristicas morfoldgicas tais como



especies. Debido a la ausencia de las
caracteristicas morfoldgicas tales
como forma, tamafio o apariencia, eli-
minadas durante el procesamiento, el
consumidor no puede identificar la
especie de pescado cuando en el pro-
ducto final se le presenta solamente
una pequefia porcion del animal. Ante
esta situacién, los cientificos han
intentado a lo largo de las dos ultimas
décadas disefiar técnicas que pudie-
sen ser aplicadas por parte de los
laboratorios implicados en el control
de los alimentos. Estas metodologias
se basaron, en un primer momento,
en al analisis comparativo de los
patrones de proteinas hidrosolubles
de las muestras problema con los
obtenidos a partir de muestras bien
identificadas de la especie en cues-
tiéon. En caso de coincidir tales patro-
nes, se garantizaba la autenticidad del
producto. Sin embargo, este tipo de
analisis presentan grandes inconve-
nientes para poder ser aplicadas de
forma rutinaria, puesto que en gene-
ral tienen un alto coste, requieren de
un cierto tiempo para obtener el resul-
tado final, aparte de la propia comple-
jidad técnica. Ademas, no son apro-
piadas para las conservas de pescado,
puesto que el tratamiento térmico al
que se someten las latas para la este-
rilizacion del contenido provoca la
desnaturalizacion irreversible de las
proteinas, de forma que ya no pueden
ser examinadas mediante técnicas
que las analizan en su estado nativo.

El desarrollo de la biologia molecular
ha supuesto un importante hito en el
campo de la identificacion de espe-
cies, permitiendo el disefio de meto-
dologias basadas en el andlisis del
ADN. Es facil entender que las diferen-
cias morfolégicas entre especies son
un reflejo de las diferencias genéticas

124

forma, tamanho e aparéncia, elimina-
das durante o processamento, o con-
sumidor ndo pode identificar a espécie
de peixe quando no produto final lhe é
apresentado apenas uma pequena
porgdo do animal. Perante esta situa-
cdo, os cientificos tentaram ao longo
das duas Ultimas décadas desenvolver
técnicas que pudessem ser aplicadas
pelos laboratdrios envolvidos no con-
trolo dos alimentos. Estas metodolo-
gias basearam-se, num primeiro
momento, na analise comparativa dos
padrées de proteinas hidrossolauveis
das amostras problema com os obti-
dos a partir de amostras bem identifi-
cadas da espécie em questdo. No caso
de que tais padrdes coincidissem,
garantia-se a autenticidade do produ-
to. No entanto, este tipo de andlises
apresenta grandes inconvenientes
para poderem ser aplicadas de forma
rotineira, visto que em geral tém um
custo elevado, requerem um certo
tempo para obter o resultado final, a
parte da propria complexidade técni-
ca. Além disso, ndo sdo apropriadas
para as conservas de peixe, visto que
o tratamento térmico ao qual se sub-
metem as latas para a esterilizagdo do
contelido provoca a desnaturalizagdo
irreversivel das proteinas, de forma
que ja nao podem ser examinadas
mediante técnicas que as analisem no
seu estado nativo.

O desenvolvimento da biologia mole-
cular supdés um grande marco no
campo da identificagdo das espécies,
permitindo a criagdo de metodologias
baseadas na andlise do DNA. E facil
entender que as diferengas morfolégi-
cas entre espécies sdo um reflexo das
diferencas genéticas existentes entre
elas, de forma que as técnicas analiti-
cas que servem para realgar tais dife-
rencas devem ser Uteis para identifi-
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existentes entre ellas, de forma que
las técnicas analiticas que sirven para
poner de manifiesto tales diferencias
deben ser utiles para identificar espe-
cies. A diferencia de las proteinas, el
ADN es una molécula extremadamen-
te estable, incluso a altas temperatu-
ras, lo que convierte a las técnicas
basadas en el andlisis del ADN en
herramientas idéneas para la autenti-
ficacién de las conservas de pescado.

4.4.2 Importancia comercial de la
melva

En el caso de la melva, los productos
en conserva representan un gran por-
centaje de la produccidn total de enla-
tados de Andalucia, y en los Ultimos
afios se ha observado un crecimiento
de su consumo. La produccién de
melva y caballa en Andalucia que se
destina a conservas ha sido estimada
por la Junta de Andalucia en 7.500
Tm/anuales, que suponen una factu-
raciéon de 30’05 millones de euros. Su
elaboracién artesanal ha contribuido a
la mayor demanda. El elevado interés
comercial por la melva en Andalucia
se puso de manifiesto recientemente
con la elaboracion de una legislacién
especifica destinada a proteger la
denominacion comercial de “Melva de
Andalucia” para los productos enliata-
dos de A. thazard y A. rochei (Orden
de 16 de julio de 2003, por la que se
aprueba el Reglamento de las
Denominaciones Especificas de Melva
y Caballa de Andalucia y de su
Consejo Regulador. BOJA n° 144, de
fecha 29 de julio de 2003. Ratificado
en la Orden de 2 de febrero de 2005,
publicada en el BOE n° 36 del 11 de
febrero de 2005). Esta denominaciéon
comercial exige asimismo el procesa-
miento del pescado bajo el modo tra-
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car espécies. Ao contrario das protei-
nas, o DNA é uma molécula extrema-
mente estavel, inclusive a altas tem-
peraturas, o que converte as técnicas
baseadas na analise do DNA em ferra-
mentas idéneas para a autenticagdo
das conservas de peixe.

4.4.2 Importancia comercial do
judeu

No caso do judeu, os produtos em
conserva representam uma grande
percentagem da producgdo total de
enlatados da Andaluzia, e nos titimos
anos observou-se um crescimento no
seu consumo. Na Andaluzia, a produ-
Gdo de judeu e cavala que se destina
a conservas foi estimada pela Junta da
Andaluzia em 7500 Tm/anuais, o que
supde uma facturagdo de 30,05 milhd-
es de euros. A sua elaboragdo artesa-
nal tem contribuido para uma maior
procura. O elevado interesse comer-
cial do judeu na Andaluzia ficou con-
hecido recentemente com a elabora-
cdo de uma legislagdo especifica des-
tinada a proteger a denominagdo
comercial de “Judeu da Andaluzia”
para os produtos enlatados de A. tha-
zard e A. rochei (Decreto de 16 de
Julho de 2003), através do qual se
aprova o Reguiamento das
Denominagdes Especificas do Judeu e
da Cavala da Andaluzia e do seu
Conselho Regulador. BOJA n° 144,
data de 29 de Julho de 2003.
Ratificado no Decreto de 2 de
Fevereiro de 2005, publicado no BOE
n® 36, de 11 de Fevereiro de 2005).
Esta denominagdo comercial exige
também o processamento do peixe de
modo tradicional, inciuindo pelar
manualmente e a apresentacdo do
produto final em forma de filetes. No
entanto, visto que a aparéncia e tex-



dicional, incluyendo el pelado manual
y la presentacién del producto final en
forma de filetes. Sin embargo, puesto
que la apariencia y textura de la carne
es muy similar, pueden ocurrir fraudes
por sustituciéon con otras especies de
menor valor comercial tales como lis-
tado (Katsuwonus pelamis), bacoreta
(Euthynnus alletteratus) o atun claro
(Thunnus albacares). De ahi la necesi-
dad de desarrollar un sistema de
autentificacion fiable para poder llevar
a cabo controles rutinarios de los pro-
ductos enlatados de melva.

4.4.3 Disefio de un sistema de
identificacion para melva

El analisis minucioso de las secuencias
obtenidas de A. thazard y A. rochei
muestra la existencia de numerosas
posiciones identificativas de cada una
de dichas especies. Tales posiciones
han servido para el disefio de un sis-
tema de PCR muitiple aplicable en los
ensayos de autentificacion de produc-
tos enlatados. En la primera fase se
ha llevado a cabo un estudio compara-
tivo previo con las secuencias obteni-
das de otros tunidos a fin de compro-
bar la especificidad de dichas posicio-
nes, analizando 12 ejemplares de K.
pelamis, 2 de T. thynnus, 4 de T. ala-
lunga y 8 de E. alletteratus. Para cada
uno de ello se han obtenido secuen-
cias parciales de los genes citocromo
b, ATPasa6 y ARNr12S. Las secuencias
de los haplotipos mas representativos
para cada una de las especies, y de
cada uno de los genes, estan deposi-
tadas en las bases de datos con los
nimeros de acceso indicados en la
Tabla 15.
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tura da crnae é muito similar, podem
ocorrer fraudes por substituigdo com
outras espécies de menor valor
comercial tais como o gaiado
(Katsuwonus pelamis), a merma
(Euthynnus alletteratus) e o atum-
albacora (Thunnus albacares). Dai a
necessidade de desenvolver um siste-
ma de autenticagdo fidvel para poder
levar a cabo controlos de rotina dos
produtos enlatados de judeu.

4.4.3 Criacao de um sistema de
identificacdo para o judeu

A andlise minuciosa das sequéncias
obtidas de A. thazard e A. rochei mos-
tra a existéncia de numerosas posigd-
es identificativas de cada uma destas
espécies. Tais posigdes serviram para
a criacdo de um sistema de PCR mul-
tiple aplicavel em ensaios de autenti-
cacao de produtos enlatados. Na pri-
meira fase levou-se a cabo um estudo
comparativo prévio com as sequéncias
obtidas de outros tunideos, de modo a
comprovar a especificidade de tais
posicbes, analisando 12 exemplares
de K. pelamis, 2 de T. thynnus, 4 de
T. alalunga e 8 de E. alletteratus. Para
cada um deles obtiveram-se sequén-
cias parciais dos genes citocromo b,
ATPase6 e RNArl2S. As sequéncias
dos haplétipos mais representativos
para cada uma das espécies e de cada
um dos genes estdo depositadas nas
bases de dados com os numeros de
acesso indicados na Tabela 15.
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ESPECIES ATPasa6 ARN12S

T. alalunga Tal AB176812 AB176809 AB176804
7 Tth 1 AB1 /6813 AL ; AL

Cl 4 ABl176814
E. alletteratus Eal 1 AB176815
Eal 2 AB176815

AB176821 AB176806
AB176822 AB176807

)

[}

Tabla 15: NUmeros de acceso GenBank/EMBL/DDBJ de secuencias parciales obtenidas de otros tinidos
Tabela 15: Numeros de acesso GenBank/EMBL/DDBJ de sequéncias parciais obtidas de outros tunideos.

El sistema de PCR multiple disefado O sistema de PCR multiplo criado
incluye un amplicén comun a todas las  inclui um produto amplificado comum
especies, como control positivo de a todas as espécies, como controlo
amplificacién. Para ello se decidi6é uti- positivo de amplificagdo. Para isso,
lizar un fragmento del gen ARNr12S, decidiu-se utilizar um fragmento do
que presenta poca variabilidad entre gene RNAr12S, o qual apresenta
los tunidos considerados. A lo largo  pouca variabilidade entre os tunideos
del fragmento amplificado de 534 pb  considerados. Ao longo do fragmento
(533 pb para T. alalunga y T. thynnus)  amplificado de 534 pb (533 pb para 7.
existen un total de 21 sitios polimérfi-  alalunga e T. thynnus) existe um total
cos. El cebador directo (ARN12sppel) de 21 sitios polimérficos. O iniciador
alinea entre las posiciones 259 y 287, directo (RNA12sppel) alinha entre as
mientras que el cebador reverso posicdes 259 e 287, enquanto que o
(ARN12sppe2) lo hace entre las posi- iniciador inverso (RNA12sppe2) fa-

ciones 378 y 404 (Fig. 45). La ampli- -lo entre as posicbes 378 e 404 (Fig.
ficacién con estos cebadores genera 45). A amplificagdo com estes inicia-
un fragmento de 146 pb (145 en T. dores gera um fragmento de 146 pb
thynnus y T. alalunga). En las regio- (145 em T. thynnus e T. alalunga).
nes donde se ubican los cebadores no  Nestas regides onde se encontram os
se observa ninguna posicién polimérfi-  iniciadores n3o é observada nenhuma
ca entre las especies consideradas. posicdo polimérfica entre as espécies

consideradas.
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ARN12sppr1

—

250
Ath1 CGTCAGGTCGAGGTGTAG

260 270 280
GCATGAGAGGGGAAGAARTGGGCTA

T T T T T
290 300 310 320 330

[CATTCGCTACTACTAGCGAATACGAACGATGCACTGAAAACGTTH

Y
360

T
370

T T T T Y
380 390 400 410 420

Figura 45: Posicidn de los cebadores universales ARN12sppe1/ARN12sppe2. Los recuadros indican
la identidad de bases en todas las secuencias analizadas para esas posiciones.
Figura 45: Posicdo dos iniciadores universais ARN12sppe1/ARN12sppe2. Os rectdngulos indicam a
identidade das bases em todas as sequéncias analisadas para essas posigdes.

Para la amplificacion selectiva de un
fragmento especifico de A. rochei se
han disefiado cebadores a partir de las
secuencias parciales del gen citocro-
mo b (423 pb en todos los casos). De
todas las posiciones polimoérficas
encontradas, se han seleccionado la
56 y la 89 como las mas idéneas para
la ubicacién del extremo 3’-OH de los
cebadores por dos razones principa-
les. En primer lugar, deben amplificar
s6lo y exclusivamente cuando la
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Para a amplificacdo selectiva de um
fragmento especifico de A. rochei
foram criados iniciadores a partir das
sequéncias parciais do gene citocromo
b (423 pb em todos os casos). De
todas as posiges polimoérficas encon-
tradas seleccionaram-se a 56 e a 89
como as mais idoneas para a localiza-
¢do do extremo 3'-OH dos iniciadores
por duas razdes principais. Em primei-
ro lugar, devem amplificar apenas e
exclusivamente quando a amostra
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Figura 46: Posicidn de los cebadores cytbAroe 1/cytbAroe2 especificos para A. rochei en el gen citocro-
mo b. Las posiciones de los extremos 3’-OH de cada cebador aparecen marcadas con un asterisco.
Figura 46: Posigdo dos iniciadores CytbAroe1/cytbAroe2 especificos para A. rochei no gene citocromo b.
As posicdes dos extremos 3’-OH de cada iniciador aparecem marcadas com um asterisco.

muestra analizada sea alguna de las
especies del género Auxis. En la posi-
cion 56 las especies de Auxis presen-
tan la base C, mientras que en el resto
de los tunidos aparece T o A. De igual
forma, en la posicién 89 las especies
de Auxis muestran la base A, y por el
contrario es C o T en los otros tunidos
(Fig. 46). Ya que la coincidencia del
nucledtido situado en el extremo 3'-
OH de un cebador con respecto al ADN
molde es una condicidn critica para
que tenga lugar la amplificacién, se
asegura de esta manera la especifici-

analisada seja alguma das espécies de
Auxis. Na posigdo 56, as espécies de
Auxis apresentam a base C, enquanto
que no resto dos tunideos aparece T
ou A. Por outro lado, na posicdo 89 as
espécies de Auxis mostram a base A,
ao contrario dos outros tunideos, com
base C ou T (Fig. 46). Visto que a
coincidéncia do nucleétido situado no
extremo 3'-OH de um iniciador em
relacdo ao DNA molde é uma condicdo
critica para que ocorra a amplificacdo,
assegura-se, deste modo, a especifici-
dade do ensaio. A segunda das razdes
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Figura 47: Posicion de los cebadores ATPathe1/ATPathe2 especificos para A. thazard en el gen ATPasa6.
Las posiciones de los extremos 3-OH de cada cebador aparecen marcadas con un asterisco.

Figura 47: Posigdo dos iniciadores ATPathe1/ATPathe2 especificos para A. thazard no gene ATPaseb. As
posi¢Bes dos extremos 3’-OH de cada iniciador aparecem marcados com um asterisco.

dad del ensayo. La segunda de las
razones importantes para seleccionar
las posiciones 56 y 89 es que ambos
cebadores (cytbAroel y cytbAroe2)
presentan las mejores caracteristicas
termodinamicas de todas las posibles
parejas de cebadores que se podian
disefiar cuyos extremos 3’-OH coinci-
diesen con posiciones polimorficas
especificas de A. rochei y A. thazard.
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importantes para seleccionar as posi-
cbes 56 e 89 é que ambos os iniciado-
res (cytbAroel e cytbAroe2) apresen-
tam as melhores caracteristicas ter-
modindmicas de todos os possiveis
pares de iniciadores que se podiam
criar, cujos extremos 3’-OH coincidis-
sem com posicdes polimoérficas espe-
cificas de A. rochei e a. thazard.



MARCADORES MOLECULARES
MARCADORES MOLECULARES

De hecho, ademds de las ya comenta-
das, dentro de la secuencia parcial del
gen citocromo b analizada se encuen-
tran otras 4 posiciones especificas del
genero Auxis (68, 170, 302 y 344).

En la regién correspondiente al ceba-
dor directo cytbAroe1 (posiciones 24 a
56) resulta clara la existencia de poli-
morfismo genético entre los individuos
de A. thazard y de A. rochei (Fig. 46).
Asi, A. rochei presenta 3 posiciones
especificas (41-C; 50-A; 53-G) con
respecto a A. thazard De igual forma,
en la regidn correspondiente al ceba-
dor reverso cytbAroe2 (posiciones 89
a 118) aparece un polimorfismo espe-
cifico de A. rochei en la posicién 107
(C) respecto a A. thazard (T). Las
diferencias de secuencia entre ambas
especies son suficientes para conferir
especifidad por A. rochei a esta pare-
Ja de cebadores. El tamafio del ampii-
cén especifico de A. rochei es de 95
pb.

Para el disefio de los cebadores espe-
cificos de A. thazard se ha seguido
una estrategia similar a la anterior,
pero a partir de las secuencias parcia-
les (492 pb) del gen ATPasa6 (Fig.
47). En este caso, existen un total de
14 posiciones nucleotidicas especificas
de Auxis (17, 51, 53, 92, 107, 134,
164, 194, 218, 287, 299, 329, 356 y
383). De todas eIIas las mas idéneas
son las posiciones 287 y 356, donde
se localizan los extremos 3’-OH de los
cebadores ATPathe1 (C en las especies
de Auxis, A o G en los otros tunidos) y
ATPathe2 (T en A. thazard y A. rochei,
C en el resto de los tunidos), respecti-
vamente.

En las regiones en las cuales se ubican
los cebadores ATPathel (256 a 287) y
ATPathe2 (356 a 383) también existen
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Na verdade, além das ja comentadas,
dentro da sequéncia parcial do gene
citocromo b analisada encontramos
outras 4 posigdes especificas de Auxis
(68, 170, 302 e 344).

Na regido correspondente ao iniciador
directo cytbAroe1 (posigbes 24 a 56) é
evidente a existéncia de polimorfismo
genético entre os individuos de A. tha-
zard e de A. rochei (Fig. 48). Assim, A.
rochei apresenta 3 posigdes especifi-
cas (41-C; 50-A; 53-G) em relacdo a
A. thazard. Do mesmo modo, na
regido correspondente ao iniciador
inverso cytbAroe2 (posicdes 89 a 118)
aparece um polimorfismo especifico
de A. rochei na posigdo 107 (C) em
relagdo a A. thazard (T). As dlferengas
de sequéncia entre ambas as espécies
sdo suficientes para conferir especifi-
cidade por A. rochei a este par de ini-
ciadores. O tamanho do produto
amplificado especifico de A. rochei é
de 95 pb.

Para a criagdo dos iniciadores especifi-
cos de A. thazard seguiu-se uma
estratégia semelhante & anterior, mas
a partir de sequéncias parciais (492
pb) do gene ATPase6 (Fig. 49). Neste
caso, existem um total de 14 posicdes
nucleotidicas especificas de Auxis (17,
51, 53, 92, 107, 134, 164, 194, 218,
287, 299, 329, 356 e 383). De todas
elas, as mais idoneas sdo as posices
287 e 356, onde se localizam os
extremos 3-OH dos iniciadores
ATPathel (C nas espécies de Auxis, A
ou G em outros tunideos) e ATPathe2
(T em A. thazard e A. rochei, C no
resto dos tunideos), respectivamente.

Nas regides nas quais se localizam os
iniciadores ATPathel (256 a 287) e
ATPathe2 (356 a 383) também exis-
tem posigbes polimoérficas especificas



posiciones polimérficas especificas de
A. thazard con respecto a A. rochei
(Fig. 47). En el cebador directo
ATPathe1 los individuos de A. thazard
presentan 3 posiciones caracteristicas
de esta especie (260-C; 272-T; 278-
G), e igual numero se observa en el
cebador reverso ATPathe2 (359-G;
368-A; 371-T). De manera similar al
gen citocromo b, estas diferencias
especie-especificas estan altamente
conservadas en todas las secuencias
de melva analizadas del gen ATPasa6.
Dichas diferencias son suficientes para
conferir especificidad por A. thazard a
esta pareja de cebadores, que produ-
cen un amplicon de 128 pb.

En sintesis, el sistema de MS-PCR
desarrollado consiste en un fragmento
de 146 pb (145 pben T. thynnusy T.
alalunga) del gen ARNr12S como con-
trol positivo de amplificacién valido
para todas las especies de tunidos, un
fragmento especifico de A. rochei (95
pb) correspondiente al gen citocromo
b, y un fragmento especifico de A.
thazard (128 pb) del gen ATPasa6. En
el caso de que los filetes que contiene
una lata de melva sean realmente de
melva, se detectan dos bandas de
ADN: la universal de 146 pb, y la de
128 pb si se trata de A. thazard, o la
de 95 pb para A. rochei. Si nos encon-
tramos ante un fraude comercial, uni-
camente se detectara el fragmento de
146 pb (Fig. 48).
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de A. thazard em relacdo a A. rochei
(Fig. 49). No iniciador directo
ATPathel, os individuos de A. thazard
apresentam 3 posigOes caracteristicas
desta espécie (260-C; 272-T; 278-G),
e igual nimero se observa no iniciador
inverso ATPathe2 (359-G; 368-A;
371-T). De modo semelhante ao gene
citocromo b, estas diferengas especifi-
cas de espécie estdo altamente con-
servadas em todas as sequéncias de
judeu analisadas do gene ATPase6.
Tais diferengas sdo suficientes para
conferir especificidade por A. thazard
a este par de iniciadores, que produ-
zem um produto amplificado de 128
pb.

Resumindo, o sistema de MS-PCR des-
envolvido consiste num fragmento de
146 pb (145 pb em T. thynnus e T.
alalunga) do gene RNAr12S como
controlo positivo de amplificagdo vali-
do para todas as espécies de tunideos,
um fragmento especifico de A. rochei
(95 pb) correspondente ao gene cito-
cromo b, e um fragmento especifico
de A. thazard (128 pb) do gene
ATPase6. No caso de que os filetes
contidos numa lata de judeu sejam
realmente de judeu, sdo detectadas
duas bandas de DNA: a universal de
146 pb, e a de 128 pb se se trata de
A. thazard, ou a de 95 pb para A.
rochei. Se nos encontramos perante
uma fraude comercial, unicamente se
detectara o fragmento de 146 pb (Fig.
50).
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Figura 48: Patrones de bandas obtenidos en el sistema

de PCR muitiple para la melva, listado

(Katsuwonus pelamis), bacoreta (Euthynnus alletteratus) y atan claro (Thunnus albacares).

Figura 48: PadrSes de bandas obtidos com o sistema
merma (Euthynnus alletteratus) e atum-albacora (Thunnus albacares).

(Katsuwonus pelamis),

4.4.4 Caracteristicas y ventajas
del sistema disefiado

La inclusién de un fragmento “univer-
sal” que deba amplificarse en todo
caso resulta esencial en un ensayo de
este tipo, puesto que es muy comun
que los productos enlatados conten-
gan sustancias que inhiben la amplifi-
cacién del ADN. En algunos casos, se
ha atribuido la ausencia de un produc-
to de PCR visible al elevado nivel de
degradacién del ADN como resultado
bien del tratamiento térmico de la
muestra, bien debido a la presencia de
inhibidores de la PCR. Los inhibidores
mas comunes suelen ser los aditivos
que se afaden durante la preparacién
del producto, aunque también existen
otros que se generan en el propio pro-
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de PCR multiplo para o judeu, gaiado

4.4.4. Caracteristicas e vantagens
do sistema criado

A inclusdo de um fragmento “univer-
sal” que deva amplificar-se em qual-
quer caso € essencial num ensaio
deste tipo, visto que ser muito comum
que os produtos enlatados contenham
substéncias que inibem a amplificacdo
do DNA. Em alguns casos, atribuiu-se
a auséncia de um produto de PCR visi-
vel ao alto nivel de degradacdo do
DNA, como resultado tanto do trata-
mento térmico da amostra, como
devido a presenca de inibidores de
PCR. Os inibidores mais comuns cos-
tumam ser os aditivos que se adicio-
nam durante a preparagdo do produ-
to, embora também existam outros
que se geram durante o préprio pro-



ceso de enlatado (Ram et al., 1996).
De hecho, la presencia de inhibidores
de la PCR es bastante comun en
muestras degradadas de ADN
(Goodyear et al.,, 1994; Akane et al,,
1994). En estas condiciones, se ha
demostrado que aumentar la cantidad
de ADN en la reaccion de PCR no solu-
ciona el problema en tanto en cuanto
supone un incremento paralelo en la
cantidad de inhibidores presentes
(Ram et al.,, 1996; Pardo y Pérez-
Villareal, 2004). De no incluirse, la
ausencia de las bandas de ADN espe-
cificas de melva al analizar un produc-
to enlatado podria atribuirse a un
fraude por sustitucion, cuando en rea-
lidad podria tratarse sencillamente de
un caso de inhibicién.

Otro aspecto importante a considerar
es que, como consecuencia de la
variabilidad genética existente en las
especies, pueden existir muestras
auténticas de melva en las que no se
consiga amplificar los fragmentos
especificos de 128 o 95 pb, dando
lugar a falsos negativos. En cualquier
caso, debe subrayarse que el sistema
desarrollado constituye un método
répido de autentificacion de melva.
Aquellas muestras que dan un resulta-
do negativo deben identificarse
empleando otra de las metodologias
existentes en la actualidad (secuen-
ciacién, PCR-RFLP o PCR-SSCP). Este
sistema resulta ser por tanto fiable,
rapido, de bajo coste econdémico, y
facil de llevar a cabo, constituyendo
una herramienta valida para el analisis
rutinario de conservas de melva.

El sistema de PCR multiple disefiado
presenta dos grandes ventajas en
relacidon a otros sistemas de autentifi-
cacion. En primer lugar, y puesto que
se analizan los productos de PCR
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cesso de enlatar (Ram et al.,, 1996).
Na verdade, a presenga de inibidores
da PCR é bastante comum nas amos-
tras degradadas de DNA (Goodyear et
al,, 1994; Akane et al., 1994). Nestas
condigbes, foi demonstrado que
aumentar a quantidade de DNA na
reaccdo de PCR ndo soluciona o pro-
blema, visto que supde um incremen-
to paralelo da quantidade de inibido-
res presentes (Ram et al.,, 1996;
Pardo y Pérez-Villareal, 2004). Se nao
se incluirem, a auséncia das bandas
de DNA especificas de judeu ao anali-
sar um produto enlatado poderia atri-
buir-se a uma fraude por substituigdo,
quando na verdade poderia tratar-se
simplesmente de um caso de inibigao.

Outro aspecto importante a considerar
é que, como consequéncia da variabi-
lidade genética existente nas espé-
cies, podem existir amostras auténti-
cas de judeu nas quais ndo se consiga
amplificar os fragmentos especificos
de 128 ou 95 pb, dando lugar a falsos
negativos. Em qualquer caso, é de
sublinhar que o sistema desenvolvido
constitui um método rapido de auten-
ticagdo do judeu. As amostras que
tém um resultado negativo devem
identificar-se utilizando outra das
metodologias existentes na actualida-
de (sequenciagdo, PCR-RFLP ou PCR-
SSCP). Este sistema é, portanto, fia-
vel, répido, de baixo custo econémico,
e facil de realizar, constituindo uma
ferramenta valida para a analise roti-
neira de conservas de judeu.

O sistema de PCR multiplo criado
apresenta duas grandes vantagens
em relagdo a outros sistemas de
autenticagdo. Em primeiro lugar, €
visto que se analisam os produtos de
PCR directamente sem nenhum tipo
de manipulagdo posterior, nos casos



MARCADORES MOLECULARES
MARCADORES MOLECULARES

directamente sin ningln tipo de mani-
pulacién posterior, en aquellos casos
en los que se obtiene una amplifica-
cién positiva de los productos especi-
ficos de Auxis no es necesario aplicar
otros métodos analiticos talos como
RFLP, SSCP o secuenciacién. En
segundo lugar, si existe fraude comer-
cial y no tiene lugar la amplificacién de
los fragmentos especificos de Auxis,
tampoco es necesario llevar a cabo la
amplificacién y andlisis de un nuevo
fragmento de ADN para identificar una
muestra problema. Esa misma infor-
macién se puede obtener del andlisis
del fragmento correspondiente al gen
ARNr12S. Esto supone un importante
ahorro tanto en tiempo como en coste
econdémico, condiciones ambas crucia-
les para que un sistema de autentifi-
cacion resulte realmente util.

Existe un gran inconveniente que es
comun a cualquier sistema de autenti-
ficacién. Técnicas como la PCR-RFLP o
PCR-SSCP pueden verse afectada en
sus resultados debido a la existencia
de variabilidad intraespecifica, ya que
puede conducir a la pérdida o ganan-
cia de sitios de restriccion (Quinteiro
et al, 1998; Sanjuan y Comesafa,
2002) y a cambios en los patrones
representativos de las cadenas senci-
lla de ADN (Rehbein et al., 1999), res-
pectivamente. Sin embargo, en el
método analitico aqui desarrollado tal
variabilidad genética afectara sola-
mente si la base alterada se localiza
en el extremo 3'-OH de los cebadores
en relacion al ADN molde de A. tha-
zard o A. rochei.

La variabilidad intraespecifica afecta
no solo a las especies de melva. En las
otras especies de tunidos analizados,
los fragmentos parciales de los genes
cytb y ATPasa6é muestran también un
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em que se obtém uma amplificagdo
positiva dos produtos de Auxis ndo é
necessario aplicar outros métodos
analiticos, tais como RFLP, SSCP ou
sequenciagdo. Em segundo lugar, se
existe fraude comercial e ndo se efec-
tua a amplificagdo dos fragmentos
especificos de Auxis, também ndo é
necessario levar a cabo a amplificacdo
e analise de um novo fragmento de
DNA para identificar uma amostra
problema. Esta mesma informacdo
pode ser obtida a partir da andlise do
fragmento correspondente ao gene
RNAr12S. Isto supGe uma grande
poupanga, tanto em tempo como em
custo econdémico, ambas condicdes
cruciais para que um sistema de
autenticagdo seja realmente (til.

Existe um grande inconveniente que é
comum a qualquer sistema de auten-
ticagdo. Técnicas como PCR-RFLP ou
PCR-SSCP podem ser afectadas nos
seus resultados, devido a existéncia
de variabilidade intraespecifica, pois
pode levar a perda ou ganho de sitios
de restricdo (Quinteiro et al., 1998;
Sanjuan e Comesafia, 2002) e a alte-
racdes nos padrdes representativos
das cadeias simples de DNA (Rehbein
et al.,, 1999), respectivamente. No
entanto, no método analitico aqui des-
envolvido, tal variabilidade genética
afectara apenas se a base alterada se
localizar no extremo 3’-OH dos inicia-
dores em relagdo ao DNA molde de A.
thazard ou A. rochei.

A variabilidade intraespecifica ndo
afecta apenas as espécies de judeu.
Nas outras espécies de tunideos ana-
lisados, os fragmentos parciais dos
genes cytb e ATPase6 mostram tam-
bém um certo nivel de polimorfismo.
Inevitavelmente surge a dudvida se
esse polimorfismo poderia afectar de



cierto nivel de polimorfismo.
Inevitablemente surge la duda de si
ese polimorfismo podria afectar de
alguna forma a los resultados del
método, en el sentido de que se
pudiesen amplificar los fragmentos
especificos de Auxis a partir de ADN
molde de otra especie de tunido (falso
positivo). Sin embargo, tal posibilidad
debe descartarse por dos motivos
principales. En primer lugar, deberia
ocurrir en el ADN molde una doble
identidad con respecto a los nucleéti-
dos situados en los extremos 3'-OH de
cualquiera de las parejas de cebado-
res especificos de Auxis, y dicha coin-
cidencia, de existir, ocurriria con una
probabilidad muy baja. Y en segundo
lugar, aceptando que pudiese tener
lugar tal coincidencia de nucleétidos,
las condiciones de PCR altamente res-
trictivas del ensayo impedirian la
amplificacién debido a las diferencias
de nucledtidos con respecto a las
secuencias de los cebadores especifi-
cos de Auxis. Debemos aqui destacar
que la simplicidad, sensibilidad y fiabi-
lidad en los resultados derivados de la
amplificacion de fragmentos especifi-
cos de ADN, dirigidos a la autentifica-
cion de productos comerciales, ha
contribuido al desarrollo de sistemas
similares aplicables a especies muy
diversas (Lockley y Bardsley, 2000;
Calvo et al., 2001; Calvo et al., 2002).
Se ha establecido que los métodos
analiticos a emplear en la autentifica-
cion de especies deben cumplir una
serie de condiciones basicas (Mackie
et al.,, 1999). Sin lugar a dudas, una
de las mas importantes es que deben
ser procedimientos rapidos. Ademas
de la rapidez, deben ser faciles de rea-
lizar, sin requerir equipamientos sofis-
ticados. Por ultimo, y desde el punto
de vista econémico, deben poder apli-
carse de forma rutinaria sin suponer
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alguma forma os resultados do méto-
do, no sentido de que se pudessem
amplificar os fragmentos especificos
de Auxis a partir de DNA molde de
outra espécie de tunideo (falso positi-
vo). No entanto, tal possibilidade deve
excluir-se por dois motivos principais.
Em primeiro lugar, deveria ocorrer no
DNA molde uma dupla identidade em
relagdo aos nucledtidos situados nos
extremos 3’-OH de qualquer dos pares
de iniciadores especificos de Auxis, e
tal coincidéncia, se existisse, aconte-
ceria com uma probabilidade muito
baixa. E, em segundo lugar, aceitando
que pudesse ter lugar tal coincidéncia
de nucleédtidos, as condigbes de PCR
altamente restritivas do ensaio impe-
diriam a amplificagdo, devido as dife-
rencas de nucledtidos em relagdo as
sequéncias dos iniciadores especificos
de Auxis. Devemos destacar que a
simplicidade, sensibilidade e fiabilida-
de dos resultados derivados da ampli-
ficagdo de fragmentos especificos de
DNA, dirigidos a autenticagdo de pro-
dutos comerciais, contribuiu para o
desenvolvimento de sistemas semel-
hantes aplicdveis a espécies muito
diversas (Lockley e Bardsley, 2000;
Calvo et al., 2001; Calvo et al., 2002).
Foi estabelecido que os métodos ana-
liticos a utilizar na autenticagdo de
espécies devem cumprir uma série de
condicbes basicas (Mackie et al.,
1999). Sem duvida, uma das mais
importantes é que devem ser procedi-
mentos rapidos. Além da rapidez
devem ser faceis de realizar, sem
requerer equipamentos sofisticados.
Por Gltimo, e do ponto de vista econ6-
mico, devem poder aplicar-se de
forma rotineira sem supor um custo
proibitivo. O ensaio para a autentica-
¢do de judeu cumpre, sem duavida
alguma, estes critérios.
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un coste prohibitivo. El ensayo para la
autentificacion de melva cumple sin
duda alguna con estos criterios.

Finalmente, y tal como se ha comen-
tado con anterioridad, la existencia de
variabilidad intraespecifica en el
ADNmt puede suponer un gran incon-
veniente para la fiabilidad de algunos
procedimientos experimentales dirigi-
dos a la identificacién de especies.
Dada esta posibilidad, se recomienda
llevar a cabo los ensayos de autentifi-
cacién utilizando dos técnicas de ana-
lisis de ADN independientes (Mackie et
al., 1999). El método aqui descrito es
una herramienta molecular muy
potente para la deteccion de sustitu-
ciones fraudulentas de melva en los
productos enlatados, y constituye
indudablemente una valiosa alternati-
va a la gama de metodologias disponi-
bles en la actualidad aplicables a la
identificacion de A. thazard y A.
rochei.
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Finalmente, e tal como se comentou
anteriormente, a existéncia de varia-
bilidade intraespecifica no DNAmt
pode supor um grande inconveniente
para a fiabilidade de alguns procedi-
mentos experimentais dirigidos a
identificagdo de espécies. Dada esta
possibilidade, recomenda-se levar a
cabo os ensaios de autenticacdo utili-
zando duas técnicas de andlise de
DNA independentes (Mackie et al.,
1999). O método aqui descrito é uma
ferramenta molecular muito potente
para a detecgdo de substituigdes frau-
dulentas de judeu nos produtos enla-
tados, e constitui indubitavelmente
uma valiosa alternativa & gama de
metodologias disponiveis na actuali-
dade aplicaveis a identificagdo de A.
thazard e A. rochei.
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