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ESTIMACION DE LA DIVERSIDAD GENETICA Y
DEL TAMANO EFECTIVO DE LA POBLACION
DE COQUINA DONAX TRUNCULUS DEL
PARQUE NACIONAL DE DONANA Y SU
CONTRIBUCION A AREAS NO PROTEGIDAS

Ciro Rico?, PILAR DRAKE?, ENRIQUE MACPHERSON?, JOsE A. CUESTA*

RESUMEN

Se han estudiado ejemplares de coquina, Donax trunculus en 7 localidades distribuidas por las costas
peninsulares atlanticas y mediterrdneas espafiolas. Se ha hecho un anélisis comparado de datos de tallas
y densidad obtenidos en una localidad explotada (Isla Canela) y otra protegida (playa del Parque Na-
cional de Dofana), que muestran que la gestién llevada a cabo en el Parque Nacional Dofiana es la co-
rrecta y permite una pesca sostenible. Se aislaron y caracterizaron 21 loci de microsatélites de los cuales
16 resultaron polimérficos y codominantes. De ellos al menos 12 presentan elevadas frecuencias de ale-
los nulos en todas las poblaciones, y el resto en la mayoria de poblaciones. Todas las muestras fueron
genotipadas con estos 16 loci y se determinaron los indices de diversidad genética, pruebas de equilibrio,
indices de fijacién y las probabilidades de diferenciacién entre localidades. También se determinaron
las probabilidades de asignacién a la localidad de muestreo. Se realizaron diversos andlisis para deter-
minar las causas potenciales de las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg y se demostré que
se deben principalmente a alelos nulos. Se descubrié mediante el andlisis del marcador ribosomal ITS
que las poblaciones de coquina explotadas comercialmente en Espafia bajo la denominacién especifica
Donax trunculus son en realidad una mezcla de una especie hibrida y una no hibrida. El andlisis de la
estructura genética, tanto el realizado a todos los individuos como de forma separada para individuos
hibridos y no-hibridos, demostré que existen cuatro poblaciones genéticamente distintas en el litoral
espariol. La primera en el Mar Cantdbrico, la segunda en el Golfo de Cddiz, la tercera entre el Estrecho
de Gibraltar y el Cabo de Gata y la tiltima entre el Cabo de Gata y el Golfo de Rosas.
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ESTIMATION OF THE GENETIC DIVERSITY AND
EFFECTIVE SIZE OF THE POPULATION OF THE
WEDGE CLAM DONAX TRUNCULUS OF THE
DONANA NATIONAL PARK AND ITS
CONTRIBUTION TO UNPROTECTED AREAS.

SUMMARY

We have studied seven populations of the wedge clam Donax trunculus, distributed throught the Spa-
nish Atlantic and Mediterranean coasts. A comparative analysis of size and density was performed
from a sample obtained from a commercially exploited population from Isla Canela, and from another
population which is managed under a strict plan using only artisanal hand dredging from the beach of
the Dofiana National Park showing that the management carried out in the Dofiana National Park is
correct and allows sustainable fisheries. Twenty one microsatellite loci were isolated and characterized
in D. trunculus of which 16 were polymorphic and codominant. At least 12 of them have high frequen-
cies of null alleles in all populations, and the rest in most populations. All collected samples were ge-
notyped with these 16 loci and genetic diversity indices, tests of disequiibrium, fixation indices and
probabilities of genetic differentiation among localities were determined. The odds of assignment to
the sampling location were also determined. Several analyses were conducted to determine the potential
causes for the deviations from Hardy-Weinberg equilibrium which shown that they were mainly due
to the presence of null alleles. Furthermore, using the ribosomal internal transcribed spacer it was de-
termined that the commercially exploited populations of the wedge clam under the specific name Donax
trunculus are actually a mixture of a hybrid and non-hybrid species. The analysis of the genetic structure
made both to all individuals and separately for hybrid and non-hybrid individuals showed four gene-
tically distinct populations in the Spanish coast. The first in the Cantabric Sea, the second in the Gulf
of Cadiz, the third from the Strait of Gibraltar to Cabo de Gata and the last one from the Cabo de Gata
to the Gulf of Rosas.

Key words: Wedge clam, Donax trunculus, Population genetics, hybrids, Dofiana.

En cuanto a su hédbitat, es una especie endobén-
tonica, que vive enterrada en fondos de arena fina
con contenidos en materia orgdnica inferior a

INTRODUCCION

La coquina, Donax trunculus Linnaeus, 1758,
tiene una amplia distribucién atldntico-medite-
rranea, estando presente en todo el litoral me-
diterrdneo y desde Senegal hasta Gran Bretafia
en el Atlantico, incluyendo las islas Canarias y
Madeira. En el litoral andaluz existen impor-
tantes poblaciones sobre las que existe una ac-
tividad marisquera, como las de la provincia de
Huelva, aunque se encuentra practicamente
presente en todo el litoral desde Isla Canela
hasta Garrucha.
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0,05%. Es de hébitos alimenticios filtradores, ali-
mentdndose de la materia organica en suspensién
gracias a sus largos sifones. Se localiza en el lito-
ral, en playas con rompiente, pudiéndose encon-
trar desde 0 hasta 25 m. de profundidad, pero
siendo mds abundantes entre 0 y 4 m. (PEREZ
MARTiN & RODRIGUEZ DEL VALLE 2001; TI-
RADO et al. 2002). La coquina tiene, ademds, cier-
tas preferencias en cuanto a la pendiente y a la
granulometria del substrato, pardmetros que
estdn condicionados por el hidrodinamismo del
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litoral, por lo que las alteraciones de éste tltimo
pueden tener una influencia notable en sus pobla-
ciones (DE LA HUZ et al. 2002; LASTRA et al.
2006).

En general, no existe demasiada informacién
sobre los requerimientos ambientales de esta es-
pecie. ANSELL y LAGARDERE (1980) observa-
ron que, de las especies del género Donax
presentes en Europa, D. trunculus es la que tiene
una tolerancia térmica mayor, de ahi su distribu-
cién en aguas poco profundas, siendo la tempe-
ratura superior letal de 33°C (ANSELL et al. 1980,
en COMPTON et al. 2007). Con respecto a la euri-
halinidad de la coquina, tampoco hay informa-
cién disponible, si bien es muy improbable que
sus poblaciones se vean sometidas a descensos
pronunciados de salinidad dado que habitan en
playas expuestas.

En el caso de la poblaciéon de coquina presente en
la zona marina del Parque Nacional de Dofiana,
donde la temperatura experimenta un conside-
rable cambio estacional (12,5 °C en febrero a 23,0
°C en septiembre) y la proporcién de sexos es
préxima a 1:1(COBOS GARCIA et al. 2002), se ha
observado que la especie tiene un comporta-
miento reproductivo sincrénico, con un periodo
de activacién gonadal amplio, en el que se pro-
duce una emisién continuada desde febrero
hasta la segunda quincena de agosto. La talla de
madurez sexual en esta poblacién es de 15 mm
de longitud de concha, si bien se han observado
individuos con capacidad reproductora a partir
de los 9 mm.

La actividad marisquera de la playa del Parque
Nacional de Dofiana estd regulada desde 1996,
siendo 160 el nimero méximo de mariscadores
que pueden mariscar simultdneamente, debién-
dolo hacer con rastros a pie, s6lo de lunes a vier-
nes, recogiendo solo ejemplares con tallas
mayores de 25 mm y con una captura maxima de
25 kg. por mariscador y dia. En general, el por-
centaje que representan los ejemplares con talla
superior a la talla de pesca permitida es muy
bajo, lo que sugiere la existencia de una sobre-
pesca de la poblacién de Dofiana (COBOS GAR-
CIA et al. 2002).

La efectividad de las Reservas Marinas y Areas
Protegidas (RM y APs) puede ser medida en tér-
minos del impacto que los organismos protegidos
tienen tanto dentro (autoreclutamiento) como
fuera de la reserva (exportacién), lo que puede
ocasionar un enriquecimiento de reclutas en dreas
adyacentes (PALUMBI 2003). Por lo tanto, el co-
nocimiento de la conectividad de una RM y AP
con el medio que la rodea es fundamental para
maximizar su eficacia dentro y mas alld de sus
fronteras. En este sentido, dos tipos de conectivi-
dad deben se diferenciados, la demogrifica y la
genética o evolutiva. La primera implica el movi-
miento de individuos que pasan al menos una
parte de su ciclo de vida dentro de una RM y AP,
pero no se reproducen dentro de la misma, mien-
tras que el segundo se refiere al intercambio de
genes entre poblaciones dentro y fuera de las dreas
protegidas. La conectividad demografica puede
ser ttil para evaluar la efectividad de una RM y
AP en términos del movimiento de individuos
hacia dreas no protegidas. Este movimiento puede
ser de adultos o de juveniles que se dispersan ac-
tivamente o mediante el transporte pasivo de hue-
vos y larvas (PALUMBI 2004). Sin embargo, el
movimiento individual hacia poblaciones vecinas
no puede ser asumido como un indicador de flujo
génico que serd mantenido a largo plazo mediante
este intercambio demografico. Por lo tanto, para
asegurar la sostenibilidad de un recurso explotado
o la proteccién de la biodiversidad, los procesos
demograficos que afectan las RM y APs deben ser
evaluados desde una perspectiva genética.

El desarrollo de técnicas de genética molecular se
ha convertido en una herramienta complementa-
ria y esencial en la gestion efectiva de recursos
marinos en las ultimas décadas (HAUSER et al.
2008). Mediante esta metodologia, se puede obte-
ner una estimacién del grado de conectividad
entre poblaciones a través del flujo génico. Ade-
mads permite la evaluacién de la distribucién es-
pacial de la diversidad genética, o paisaje
genético marino, dentro y entre dreas geograficas
donde nuevas RM y APs pueden ser potencial-
mente establecidas. Esta informacién permite a
los gestores responsables distinguir poblaciones
panmicticas de aquellas aisladas o fragmentadas,
cuya identificacion es esencial para su conserva-
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ci6n y manejo (GRANT et al. 1999). Ademids, los
métodos genéticos son también esenciales para
estimar pardmetros poblaciones tales como el ta-
mafio efectivo (Ne = Ntimero real de individuos
que se reproducen con éxito por generacién) de
las poblaciones reproductivamente aisladas, asf
como calcular la pérdida de diversidad genética
debida a la sobreexplotacién, a causas naturales
0 a otros efectos antropogénicos como la contami-
nacién y destruccién de habitats.

La estimacién del Ne utilizando la diversidad ge-
nética presente en microsatélites es considerada
adecuada (HOARAU et al. 2005; WAPLES & DO
2008), y puede proporcionar una eficiente forma
de estimar tales pardmetros cuando se cuenta con
un ndmero de muestras temporales adecuado.
Recientemente se han desarrollado una gama de
herramientas analiticas basadas en la teoria de
coalescencia o en inferencia bayesiana. Estas he-
rramientas han mejorado el poder de resolucién
para describir la historia evolutiva y demogréfica
que se puede obtener tanto con secuencias del ge-
noma mitocondrial, como con frecuencias alélicas
de marcadores nucleares como los microsatélites
(OVENDEN et al. 2007; WAPLES & DO 2008).
Tales herramientas permiten la estimacién de pa-
rdmetros demogréficos, como el tamafo efectivo
de las poblaciones, las tasas de migracién, y su es-
cala temporal (KUHNER et al. 1995,1998; KUH-
NER et al. 2000). Estos métodos han sido
utilizados para documentar las tendencias demo-
gréficas tanto de especies marinas como de agua
dulce (LAVERY et al. 1996; FAUVELOT et al. 2003;
ARNASON 2004; SAILLANT et al. 2004; ZAR-
DOYA et al. 2004; ZANE et al. 2006).

El propésito general de este estudio es desarrollar
una metodologfa adecuada para evaluar la integri-
dad y viabilidad de las poblaciones de la coquina
Donax trunculus en el litoral andaluz, con especial
referencia al Parque Nacional de Dofiana, me-
diante la combinacién de la genética molecular y
el conocimiento actual de la biologfa y ecologia de
esta especie. Para ello, estudiaremos la diversidad
y estructura genética, la conectividad entre pobla-
ciones y como ésta se ve afectada por las barreras
oceanograficas, el tamario efectivo de las mismas
y su estabilidad temporal. Esto, permitiria moni-
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torear con bases mds sélidas el tamafio de sus po-
blaciones y su evoluciéon. Asimismo, se podra ana-
lizar el grado de exportacién desde el Parque
Nacional de Dofana a las zonas adyacentes.

MATERIAL Y METODOS

Area de estudio

Para la obtencién de ejemplares de D. trunculus
para los estudios genéticos se muestrearon pobla-
ciones de coquinas en diferentes puntos de las cos-
tas atldnticas y mediterraneas de la Peninsula
Ibérica, en concreto: Rosas (Gerona), San Carlos de
la Répita (Tarragona), Gandia (Valencia), Cabo de
Gata (Almeria), y Oyambre (Santander), y de una
forma mds intensiva dos poblaciones del Golfo de
Cédiz, las playas de Isla Canela y del Parque Na-
cional de Dofiana, donde ademds de obtener ejem-
plares para su estudio genético se hicieron
muestreos mds intensivos con los que conseguir
datos de talla, peso y densidad, para estudiar los
posibles efectos del modelo sostenible que se sigue
en Dofana, donde sélo estd autorizado el maris-
queo a pie, mientras que en Isla Canela ademads del
marisqueo a pie (mds incontrolado que el de Do-
flana) también estd autorizado el marisqueo desde
barco con rastro remolcado.

Periodo de estudio

Los muestreos se realizaron en dos ocasiones en
diferentes épocas del afio, en cada una de las po-
blaciones seleccionadas, entre los afios 2011-2014,
y en el caso de Isla Canela y Dofiana para el estu-
dio de la variabilidad interanual se realizaron
muestreos en el mes de julio de los afios 2011,
2012y 2014.

Métodos de muestreo

Las coquinas se colectaron de diferentes formas,
tanto manualmente como por medio de rastros
tradicionales (por mariscadores contratados a tal
efecto), o mediante compras en lonjas y mercados
cuando no era posible la obtencién mediante
muestreo directo. Una vez obtenidas, las coquinas
era congeladas a -20°C y posteriormente, una vez
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descongeladas, eran abiertas y conservadas en
etanol absoluto.

En el caso de las poblaciones de Isla Canela y Do-
fnana, las muestras se tomaron en el intermareal a
dos profundidades distintas (50 y 120 cm), en 3
puntos diferentes de cada playa (Figura 1) por
medio de rastro tradicional, a pie. En cada lance
se arrastraban 50 metros, el total de la muestra ob-
tenida era pesada para obtener los datos de den-
sidad y una submuestra de 100 individuos eran
medidos y pesados individualmente.

Métodos moleculares

Determinacién de la diversidad genética. Este
estudio se hizo por medio de andlisis de micro-
satélites. Se implement6 un protocolo de enrique-
cimiento y piro-secuenciacién masiva utilizando
la plataforma 454 Life Sciences/Roche GS-FLX
Genome Sequence System (Roche Applied
Science). ADN de alto peso molecular de la espe-
cie, extraido utilizando el DNeasy Blood & Tissue
Kit de QIAGEN, fue utilizado para el enriqueci-
miento de microsatélites a partir del ADN gené-
mico con el método ISSR-PCR. Las secuencias de
ADN obtenidas fueron ensambladas utilizando el
programa bioinformatico ContigExpress compo-
nente del Vector NTI software package (Invitro-
gen, Carlsbad, CA, USA). Todas las secuencias
menores de 100 pares de bases fueron descartadas
ya que estas pueden complicar el disefio posterior
de cebadores.

Para la deteccién de microsatélites se utiliz6 el pro-
grama bioinformdtico Msatfinder (www.geno-
mics.ceh.ac.uk /msatfinder). Los resultados fueron
exportados a una hoja de célculo de Excel. Para el
disefio de cebadores, se eligieron tnicamente
aquellas secuencias de di- y tri-nucleétidos con 10
0 mds repeticiones continuas. Estas fueron anali-
zadas utilizando el programa bioinformatico on-
line Primer 3 (http:/ / frodo.wi.mit.edu/primer3/)
seleccionando entre corchetes la secuencia del mi-
crosatélite para obtener cebadores adyacentes a
ambos lados de la misma.

Posteriormente se sintetizaron 40 pares de cebadores,
incorporando el cebador universal de M13 en la ter-
minal 5’ del cebador directo para su andlisis posterior
con florescencia. Inicialmente se utilizaron 8 indivi-
duos para las amplificaciones de PCR que se llevaron
a cabo en reacciones estdndar a una temperatura de
acoplamiento entre 56 y 58°C incorporando directa-
mente el cebador 5’6FAM™M131. Los amplicones
fueron analizados en el ABI 3130x Genetic Analyzer
(http:/ /www.appliedbiosystems.com /) utilizando
el marcador de peso molecular 600 LIZ® Size Stan-
dard v2.0. De esta manera se identificaron 21 loci de
microsatélites polimorfos (Tabla 1) utilizando el pro-
grama bioinformatico GeneMapper® Software Ver-
sion 4.0 (http:/ /www.appliedbiosystems.com/).
Posteriormente se analizaron 48 individuos para de-
terminar el rango de tamafio de los alelos de cada
locus y se definieron las combinaciones de loci para
su amplificacién en reacciones de PCR en multiplex.
Finalmente se sintetizaron los cebadores directos de

Figura 1. Puntos de muestreo de coquinas en el Golfo de Cadiz. A) playa del Parque Nacional de Dofiana; B) playa de Isla Canela.

Figure 1. Wedge clams” sampling points in the Gulf of Cadiz. A) Doiiana National Park beach; B ) Isla Canela beach .
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los loci polimorfos afiadiendo en la terminal 5 los
marcadores fluorescentes 6GFAM™, VIC®, NED™ y
PET® para el andlisis de frecuencias alélicas en las
diferentes poblaciones.

Una vez optimizadas las condiciones de multi-
plex, se amplificaron un total 86 individuos de
Isla Canela y de Dofiana para establecer la varia-
cién en los 21 loci microsatélites polimérficos se-
leccionados. Varios pasos se tomaron para
garantizar la coherencia y exactitud del andlisis
en el genotipado. El tamafio inicial de los alelos,
obtenido a partir de los genotipos de las 48 mues-
tras utilizadas en las amplificaciones de PCR
simplex para cada locus, fue determinado y ano-
tado en una primera tabla de genotipos. Esta
tabla consisti6 en determinar los intervalos de ta-
mafio observados para cada alelo y en cada locus
utilizando el software GeneMapper®. La tabla se
refiné con el mismo conjunto de muestras pero
la segunda vez utilizando el genotipo obtenido
en reacciones multiplex y posteriormente deter-
minando manualmente el tamafio de cada mues-
tra de acuerdo con el rango de la puntuacién
original. Posteriormente, cualquier muestra con
un valor de tamafio, en pares de bases, mds alld
del rango establecido se volvié a analizar. Con el
fin de asegurar la calibracién del genotipado
para cada conjunto de muestras analizadas, se in-
cluyeron siempre los 6 mismos individuos en
cada placa como patrones de referencia. Una pri-
mera estimacién de la tasa de error se obtuvo
contando los desajustes sobre la base de los seis
controles positivos repetidos 4 veces en cada
panel multiplex, dando lugar a 24 repeticiones.
Una segunda estimacién de la tasa de error se ob-
tuvo comparando las puntuaciones de ambos
anotadores. Para cada marcador, el niimero total

Tabla 1. Caracteristicas de los 16 marcadores microsatélites de-
sarrollados y optimizados para mdltiplex. Se utilizaron 150 in-
dividuos en este andlisis. Identidad del Locus, tipo de tinte de
fluorescencia en el cebador directo, (N°P) los nimeros del panel
indican loci que comparten un multiplex en la reaccién de PCR,
secuencias de cebador, (SSR) motivo de repeticién, [C] concen-
traciones de cebador (uM) en la mezcla de cebadores, (NA) ni-
mero de alelos encontrados, (Rango) gama de tamafios de los
alelos, (HO) heterocigosidades observadas y (HE) heterocigosi-
dades esperadas, (CIP) contenido de informacién polimoérfica,
(FAN) Frecuencia de alelos nulos, y ntimeros de acceso en Gen-
Bank. Las temperaturas de alineamiento para cada grupo fueron:
Kit 5= 61°C, Kit 3= 60°C, Kits 1, 2, 4 y 7= 58°C, Kits 6 y 8= 54°C.
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de alelos (NA), la heterocigosidad observada
(Ho) y esperada (HE), el contenido de informa-
ci6én de polimorfismo (PIC) y la frecuencia de ale-
los nulos (NAF) se determinaron utilizando el
programa CERVUS 3,0 3. Se efectuaron también
las pruebas de equilibrio de ligamiento y de
Hardy-Weinberg por el método de la cadena de
Markov utilizando 100.000 pasos de memoriza-
cién (Tabla 2). Los resultados mostraron un défi-
cit de heterocigotos importante en todos los loci
analizados.

Anélisis morfométrico de las conchas

Se ha examinado la morfometria de las valvas
para tratar de establecer si existen diferencias
morfoldgicas entre las conchas de los individuos
puros de D. trunculus y de aquellos que posible-
mente son hibridos de esta especie con D. varie-
qatus y/o D. vittatus. Para ello, con ayuda de un
calibre digital (TesaCal IP65) se les hicieron dife-
rentes medidas (representadas en la Figura 2) a
las conchas de los individuos caracterizados ge-
néticamente de 3 de las localidades estudiadas,
dos del Golfo de Cadiz (Isla Canela y Dofiana) y
una del Mediterrdneo (Cabo de Gata).

Figura 2. Representacién de las diferentes medidas tomadas
a las coquinas para su estudio morfométrico. A, anchura ma-
xima existente entre ambas valvas. Lt, distancia anteroposte-
rior maxima de las valvas. L1, distancia entre el umbo y el
inicio del truncamiento del borde posterodorsal. L2, distancia
entre el umbo y el inicio de la zona curvada anterior del
borde dorsal de la concha. H1, distancia entre el umbo y el
margen ventral, medida en dngulo recto con una hipotética
linea paralela al borde anterodorsal de las valvas. H2, distan-
cia entre el umbo y el margen ventral, medida en dngulo
recto con una hipotética linea paralela al borde posterodorsal
de las valvas.

Figure 2. Representation of the different measurements taken in the
wedge clams for the morphometric study. A maximum width between
both valves. Lt, maximum anteroposterior distance of the valves. L1,
distance between the umbo and the initial part of the posterodorsal
edge truncation. L2, distance between umbo and the initial part of the
anterior curved portion of the dorsal edge of the shell. H1, distance
between the umbo and the ventral edge, measured as right angle res-
pect to a hypothetical line parallel to anterodorsal edge of the valves.
H2 , distance between the umbo and the ventral edge, measured as
right angle respect to a hypothetical line parallel to posterodorsal edge
of the valves.

a) b)
Locus N Ho He P Locus N Ho He B
D.tru2 85 0.68235 0.82443 0.00000 D.tru2 86 0.59302 0.86890 0.00000
D.tru4 83 0.75904 0.70675 0.59591 D.tru4 84 0.85714 0.75264 0.03710
D.tru6 85 0.55294 0.91124 0.00000 D.tru6 86 0.69767 0.91867 0.00000
D.tru8 85 0.55294 0.79478 0.00000 D.tru8 80 0.56250 0.78176 0.00000
D.trull 86 0.53488 0.75439 0.00000 D.trull 86 0.52326 0.77832 0.00000
D.trul4 86 0.32558 0.68380 0.00000 D.trul4 86 0.10465 0.46110 0.00000
D.trul5 86 0.56977 0.92928 0.00000 D.trul5 85 0.60000 0.93254 0.00000
D.trul6 85 0.83529 0.91458 0.00350 D.trul6 85 0.85882 0.89878 0.00598
D.trul9 86 0.72093 0.93615 0.00000 D.trul9 86 0.73256 0.93200 0.00000
D.tru22 86 0.30233 0.72719 0.00000 D.tru22 86 0.20930 0.63627 0.00000
D.tru23 86 0.68605 0.83286 0.00071 D.tru23 86 0.72093 0.85278 0.00710
D.tru26 86 0.55814 0.91106 0.00000 D.tru26 85 0.70588 0.91793 0.00000
D.tru29 86 0.27907 0.88467 0.00000 D.tru29 86 0.36047 0.90058 0.00000
D.tru32 84 0.34524 0.73318 0.00000 D.tru32 84 0.26190 0.59160 0.00000
D.tru40 86 0.46512 0.87019 0.00000 D.tru40 86 0.68605 0.87780 0.00000
D.tru49 86 0.20930 0.76901 0.00000 D.tru49 86 0.22093 0.76771 0.00000

Tabla 2. Heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He) y (P) probabilidad de desviacién de equilibrio de Hardy-Weinberg para las
muestras colectadas (N = niimero de individuos genotipados) en: a) Playa del Parque Nacional de Dofiana y b) playa de Isla Canela.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Estimacién del tamafio poblacional de
coquinas de 2 localidades del
Golfo de Cadiz

A fin de estimar la variabilidad interanual de
las poblaciones de Donax trunculus se obtuvie-
ron muestras de dos localidades (Isla Canela y
Dofana) en los mismos 3 puntos en los meses
de julio de 2011, 2012 y 2014 (Figura 1).

Con las muestras de 2011 de Isla Canela y Do-
fiana se estimaron densidades, y se tomaron
datos de tallas y pesos, en los 3 puntos de cada
una de las localidades. Aunque con diferencias
segtin los puntos, las densidades medias son si-
milares: Isla Canela, 26,52 indiv./m? (rango:
0,23-65,36) y Dofiana, 24,68 indiv./m? (rango:
11,55-38,32). Sin embargo se observaron gran-
des diferencias en los pesos medios, siendo los
ejemplares de Dofiana significativamente ma-
yores: Isla Canela 1,15 g./indiv. (rango: 0,83-
1,34) y Dofiana 1,83 g./indiv. (rango: 1,44-2,60).
Esto permite ver unas primeras diferencias
entre ambas poblaciones (Figuras 3 y 4), proba-
blemente en funcién del grado de explotacién
de las mismas.

«Poblacién de coquina Donax trunculus del Parque Nacional de Dofiana»

En 2012, se volvieron a estimar la densidad y ta-
mafio de los ejemplares en los mismos tres puntos
de muestreo en las playas de Isla Canela y Do-
fiana. En esta ocasion, la densidad promedio de
D. trunculus fue ligeramente superior en Dofiana
15,1 individuos/m? (11,8-20,1) que en Isla Canela
9,9 indiv./m? (0,4-20,7), siendo ambas inferiores a
las estimadas en el verano de 2011 (24,7 y 26,5
indiv./m?, respectivamente). De igual forma, la
talla media de las coquinas en Dofiana (26,1 mm,
rango: 23,9-27,2 mm) fue superior a las de Isla Ca-
nela (22,7 mm, rango: 21,5-25,5 mm), siendo glo-
balmente el 64% de las coquinas recolectadas en
Dofiana de tamafio comercial y solo el 22 % en
Isla Canela.

En el afio 2014 se recolectaron de nuevo ejempla-
res de Donax trunculus en los mismos 3 puntos de
la playa de Dofiana y de Isla Canela. En este caso
se mantenian las diferencias entre las dos playas,
pero de nuevo con una bajada, ahora m4s fuerte,
de la densidad promedio, siendo de 9,5 indiv./m?
en Dofiana y de tan solo 1,7 indiv./m? en Isla Ca-
nela. Sin embargo, frente a estos valores minimos
de densidad se han registrado en esta ocasién los
mayores de pesos y tallas, de todo el periodo es-
tudiado. El peso medio en Isla Canela fue de 1,96
g./indiv. y de 2,44 g./indiv. en Dofiana, y las ta-

Figura 3. Densidades de coquinas en
Doniana, Isla Canela y Golfo de Cadiz

en N° de individuos por m? (supe-

rior) y en gramos por m? (inferior), en
el periodo 2009-2014.

Figure 3. Densities of wedge clams in
Doviana, Isla Canela and Gulf of Cadiz.
As number of individuals per m? (upper),
and grams per m? (bottom), in the period
2009-2014.

184



Proyectos de investigacion en parques nacionales: 2011-2014

llas de 24,5 mm (rango: 15,48-31,87 m) y
26,2 mm (rango: 18,9-36,73 mm) en Isla Canela y
Donana, respectivamente.

Es decir, al igual que pasaba en 2012, se observa
una mayor densidad, y mayores tallas y pesos
en la playa de Dofiana, donde solo se permite la
explotacién de la especie de una forma sosteni-
ble, mariscando con rastro a pie en la playa, y
con un limite en el ntiimero de kilos por marisca-
dor y dia.

Es interesante destacar que un estudio reciente en
Australia sobre las diferencias entre las poblacio-
nes de otra especie de coquina, Donax deltoides La-
marck, 1818, de playas donde son pescadas y
otras donde no se pescan, sélo mostraron diferen-
cias en densidad (menor en la playa explotada),
pero no en la talla (GRAY, 2016).

En general se observa, en el periodo de estudio
(2011-2014), una tendencia hacia una menor
densidad de coquinas, con un fuerte descenso
de estos valores, desde una densidad media en
2011 de 26,52 indiv./m? hasta los 5,6 indiv./m?
del afio 2014. Aun siendo preocupante, se
puede observar que este dato es muy variable,
y que justamente antes del afio 2011 se habia

Figura 4. Tamafio medio (en mm) de
las coquinas colectadas en Dofnana y
en Isla Canela en los meses de julio
de los afos 2011, 2012 y 2014.

Figure 4. Average size (in mm) of wedge
clams collected in Doriana and Isla
Canela in July of 2011, 2012 and 2014.

registrado un periodo (2009-2010) en el que
también los valores de densidad fueron muy
bajos (Figura 3).

Es también de destacar las mayores tallas regis-
tradas en el afio 2014, claramente superiores a las
de afios precedentes. Una posible explicacién po-
dria estar en el hecho de que antes del muestreo
de julio de 2014 en la playa de Dofiana estuvo
prohibido el marisqueo durante 4-5 meses (por
la presencia en los andlisis de algas tdéxicas), y
quizds ese largo periodo en el que no se estuvo
mariscando permitié un mayor crecimiento de
los ejemplares, sin sufrir los efectos de la pesca
que se concentra en extraer las mayores tallas (las
comerciales, por encima de los 25 mm).

Gracias a un acuerdo con la Consejerfa de Agricul-
tura, Pesca y Desarrollo Rural de la Junta de An-
dalucia, se tuvo acceso a sus datos de estimaciones
de densidad de poblacién y tamafios, colectados
en la misma zona pero utilizando rastros operados
desde embarcaciones comerciales. El objetivo era
comparar las densidades y tamafios obtenidos con
diferentes métodos de muestreo en la misma zona.
Los resultados no mostraron diferencias entre
ambos métodos en el afio 2011 que es para el que
se tienen datos por las dos vias (Figura 3).
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Determinacién de la diversidad genética de la
poblacién de coquinas del Golfo de Cadiz

De los 21 loci inicialmente identificados y caracte-
rizados para esta especie solamente 16 resultaron
ser diploides y co-dominantes y por lo tanto infor-
mativos en este estudio. Los loci D.tru 28, 30, 31, 39
y 46 se encuentran en copias mdltiples en el ge-
noma de la especie ya que los amplicones que se
obtienen representan en la mayoria de los indivi-
duos mas de dos alelos por lo que estos cinco loci
tendrdn que ser eliminados del anélisis posterior.
No obstante se lograron optimizar un total de 16
loci polimérficos. Posteriormente se procedio al ge-
notipado de las muestras colectadas en Dofiana e
Isla Canela en 2011 con estos loci y se determiné el
indice de fijacién entre ambas poblaciones usando
el programa Arlequin V 3,54. El andlisis demostré
que no existe diferenciaciéon genética entre ambas
localidades (Fsr=0.00231) por lo que las muestras
colectadas en estos sitios fueron consideradas una
sola poblacién en andlisis posteriores.

Los analisis iniciales mostraron un elevado déficit
de heterocigotos para todas las poblaciones y
todos los loci y algunos individuos no amplifica-
ron en absoluto para uno o varios loci. Este resul-
tado podria deberse simplemente a problemas
técnicos, como la eficiencia de amplificacién por
PCR de la muestra debido a la integridad del
ADN o a alelos nulos (Tabla 2).
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Determinacién de la diversidad, estructura y
conectividad genética de las poblaciones de
coquina de las costas espafiolas

Se procedi6 al andlisis de un total de 514 indivi-
duos colectados en las 7 localidades muestreadas
a lo largo del litoral Atldntico y Mediterrdneo es-
pafiol con los 16 loci codominantes. Los andlisis
mostraron una vez més, un elevado déficit de he-
terocigotos en 15 de 16 loci.

Las desviaciones de equilibrio de Hardy-Wein-
berg en bivalvos, incluyendo D. trunculus, se ha
reportado en varios estudios (LAUNEY et al.
2002; ARIAS-PEREZ et al. 2012; NANTON et al.
2014). En este caso puede deberse a més de una
causa, por un lado la presencia de alelos nulos en
los loci de microsatélites desarrollados para esta
especie, y por otro el efecto de Wahlund.

Los alelos nulos son causados por mutaciones en
el sitio de hibridacién del cebador lo que impide
la amplificacién por PCR de los alelos afectados
por lo que se disefiaron cebadores nuevos en 5
loci donde la secuencia adyacente al microsatélite
lo permitié. La presencia de alelos nulos crea fal-
sos homocigotos y aumenta los niveles estima-
dos de homocigosidad. La presencia de alelos
nulos es muy comtn en bivalvos y recientemente
se report6 en 10 de 19 loci de microsatélites en D.
trunculus (NANTON et al. 2014). En cualquier

Figura 5. Electrogramas de los frag-
mentos de ADN amplificados con el
marcador ITS 55 rADN en muestras
de coquina de Cabo de Gata, Do-
fana, Caleta de Vélez (Mdlaga) y
Gandjia tanto de 2011 como de 2012.

Figure 5. Electrograms of the DNA
fragments amplified with the 5S rDNA
ITS marker of wedge clams samples from

= == Cabo de Gata, Dofiana, Caleta de Vélez

(Mdlaga) and Gandia, both 2011 and
2012 years.
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caso, ni los alelos nulos ni los problemas de am-
plificacién explican por si solos los déficits de he-
terocigotos encontrados. Por ello, en un siguiente
paso, se utilizé otro marcador genético que per-
mitiera confirmar la identidad de los ejemplares
que se estaban estudiando, dado que en la misma
zona de estudio se podfan encontrar otras espe-
cies congenéricas no siempre faciles de diferen-
ciar en base a su morfologia, como D.
semistriatus, D. vittatus y D. variegatus. Se optd
por un marcador nuclear, el “internal transcribed
spacer” ITS 55 rADN, que de acuerdo con PE-
REIRA et al. (2012) permite distinguir D. truncu-
lus de las otras especies ya que el ITS de D.
trunculus es de 275-300 pares de bases aproxima-
damente, mientras que el de D. variegatus es de
aproximadamente 450 pb y los de otras dos es-
pecies es cercano a los a 500 pb.

Con el fin de determinar si las muestras de coqui-
nas colectadas consistian en una mezcla de indi-
viduos de més de una especie, lo cual explicaria
sin lugar a dudas los niveles de heterocigotos en-
contrados, se amplificé la totalidad de muestras

utilizando el marcador molecular desarrollado
por PEREIRA ef al. (2012). Los resultados mostra-
ron un hallazgo completamente inesperado y
nunca antes reportado en la literatura cientifica
para el género Donax. La especie de coquina
Donax trunculus, tal y como se comercializa en Es-
pafia, bajo ese nombre, es en realidad una mezcla
de un especie hibrida, con al menos D. variegatus
y posiblemente también con D. vittatus (Figura 5),
y de individuos puros de D. trunculus.

Como se puede apreciar con claridad en la Figura 5
hay una proporcién importante de individuos que
amplifican simultdneamente el ITS de D. trunculus
y al menos el de D. variegatus aunque en algunos
casos se puede identificar un fragmento adicional
cuyo origen y secuencia queda atin por determi-
nar. El porcentaje de individuos puros de un afio
a otro es muy similar en cada localidad pero existe
una gran variacion entre localidades.

Una vez demostrada la presencia de poblaciones
genéticamente distintas en cada localidad, en
este caso de individuos puros e hibridos, se debe

a)

b)

Figura 6.Andlisis de agrupacion de la es-
tructura genética entre las poblaciones
del Golfo de Cadiz y el Mediterrdneo es-
pafiol teniendo en cuenta la informacién
sobre la poblacién de origen. Los indivi-
duos se representan en forma de barras
verticales, donde la cantidad de cada
color indica la proporcién de cada grupo
inferido. a) representa el andlisis de
todos los individuos, b) el de los no hi- B
bridos y ¢) el de los hibridos.

Figure 6. Cluster analysis of the genetic
structure between populations of the Gulf of
Cadiz and Spanish Mediterranean, taking
into account information from the source po-
pulation. Individuals are represented as ver-
tical bars, where the amount of each color
indicates the proportion of each inferred Cateta
group. a)analysis of all individuals , b) only
of non-hybrids, and ¢ ) only of the hybrids.

Cabuti

R e ™

dm Valan Gala

Cabio de Gats P Tt nils
Codes | Canmia
il s
Rapda

St Carven o s Bata o Sowea i iils Caresla + Do

Saw il s Twwasa el
Laten
dals
Ripts

Chisngsa  Gatills

187



Rico, C. vy CoLs

probar la hipétesis del efecto Whalund (reduc-
cién de heterocigosidad en una poblacién cau-
sado por la estructura de la subpoblacién)
utilizando para ello el modelo de mezcla de po-
blaciones del programa bioinformatico STRUC-
TURE (EVANNO et al. 2005), poblacién por
poblacién en Dofnana, Mdlaga e Isla Canela. A
saber, si dos 0 mds subpoblaciones tienen dife-
rente frecuencias alélicas y son colectadas simul-
tdneamente, entonces la heterocigosidad total se
reduce, aunque las subpoblaciones estén en
Equilibrio de Hardy-Weinberg y su presencia es
revelada mediante el andlisis de admixture. Reali-
zamos diez simulaciones independientes de K =
1 a3y el resultado fue invariablemente un esce-
nario en el cual es méds probable que nos encon-
tremos ante dos poblaciones (K=2) confirmando
asi la presencia de especies hibridas.

Pese a la presencia de especies hibridas en las
muestras se analiz6 la estructura genética detec-
tada por los microsatélites desarrollados en este
estudio mediante la prueba de hipétesis biogeo-
gréficas establecidas a partir de estudios anterio-
res. Varios estudios han determinado para un
gran nimero de organismos marinos que el estre-
cho de Gibraltar, el frente Almeria-Oran y el
Frente Balear representan auténticas barreras al
flujo génico de especies litorales (PATARNELLO
et al. 2007; GALARZA et al. 2009). Por lo tanto, es
de esperar que las muestras de coquina analiza-
das en este estudio se encuentren divididas en
tres zonas biogeogréficas bien definidas. Una sur-
atlantica (Dofiana-Isla Canela), otra mediterrdnea
al este de Gibraltar (Caleta de Vélez-Cabo de
Gata) y una ultima al noreste del frente Almeria-
Oran (Gandia-San Carlos de la Rapita-Rosas). El
andlisis efectuado con el programa bioinforma-
tico STRUCTURE demostré de forma conclu-
yente que pese a los déficits de heterocigotos
observados a causa de la hibridacién de especies
de coquinas, los microsatélites desarrollados en
este estudio tienen el poder de resolucién sufi-
ciente para diferenciar claramente las zonas bio-
geogréficas reconocidas en la literatura para
muchas otras especies marinas (Figura 6).

La estructura genética de estas poblaciones indica
por tanto un cierto grado de aislamiento entre las
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3 zonas biogeograficas ya sefialadas. Conside-
rando el estado en que se encuentran muchas de
estas poblaciones, y que incluso hay zonas donde
ya no se pescan (por ejemplo en la zona de Alme-
ria), se podrian plantear planes de repoblacién.
En dicho caso estas repoblaciones deberian reali-
zarse con ejemplares de la misma unidad pobla-
cional. Los resultados de este estudio muestran
claramente la delimitaciéon de zonas biogeografi-
cas, con lo cual todo esfuerzo de repoblacién de-
berfa tomar en cuenta estos datos.

Desafortunadamente ha sido imposible obte-
ner resultados fiables sobre el tamario efectivo
(Ne) de las poblaciones debido a los problemas
técnicos causados tanto por alelos nulos como
por la presencia de individuos hibridos. Los
alelos nulos tienden a aumentar artificialmente
diferenciaciéon genética y por lo tanto dismi-
nuir las estimaciones del tamafio efectivo de la
poblacién. Ademads los alelos nulos también
tienden a disminuir artificialmente el desequi-
librio de ligacién y por lo tanto a disminuir la
estimacién del tamarfio efectivo de la poblacién
basada en el método de “linkage disequili-
brium” implementado en los diferentes progra-
mas utilizados para realizar este cdlculo. En
consecuencia, no es recomendable estimar
dicho pardmetro ya que dificilmente se corres-
ponderé con la realidad.

Analisis morfométrico de las conchas

Los valores de las medidas realizadas en las tres
poblaciones consideradas (Isla Canela, Dofiana
y Cabo de Gata) fueron utilizados para realizar
andlisis discriminantes a fin de establecer si
existe un conjunto de variables que permita dis-
criminar por la morfologias las conchas de los
individuos de unas y otras poblaciones (morfo-
logia ligada al hdbitat) y si, dentro de cada po-
blacién, hay variables que permiten separar los
individuos de Donax trunculus de aquellos que,
de acuerdo con el andlisis genético, parecen ser
hibridos de D. trunculus x D. variegatus y/o D.
vittatus.

Para evitar que el tamafo de los ejemplares sea
un componente de la discriminacién, las variables



Proyectos de investigacion en parques nacionales: 2011-2014

utilizadas en el anadlisis discriminante son el co-
ciente entre cada variable y la longitud total de
las valvas. Es decir, A/Lt, L1/Lt, L2/Lt, H1 /Lty
H2/Lt.

Cuando se analizan el total de los individuos de
las tres localidades, se obtuvieron como resultado
funciones discriminantes estadisticamente signi-
ficativas (P< 0,01) que inclufan las variables A /L,
L1/Lty H2/Lt

F1: 0,240 A/Lt+ 0,178 L1/Lt + 0,892 H2 /Lt
F2: 0,604 A/Lt+0,725L1/Lt- 0,469 H2/Lt
Estas funciones clasifican en conjunto correcta-

mente al 72% de los individuos de acuerdo con el

reparto por localidades que se muestra en la
Tabla 3.

En el caso de los individuos de cada poblacién se
encontré una tnica funcién de discriminacién
significativa (P<0.05) entre individuos puros e hi-
bridos que en el caso de Isla Canela incluye sélo
ala variable L2 /Lt (clasifica al 62%), en el de Do-
flana a las variables L1/Lt y H1/Lt (clasifica al
72%) y en el de Cabo de Gata a la variable L1/Lt
(clasifica al 62%); para cada caso el reparto por
tipos se muestra en la Tabla 4.

Estos resultados sugieren la existencia de ciertos
cambios morfoldgicos en las cochas de los ejem-
plares examinados de Donax trunculus, tanto en
relacién a la localidad en que han sido capturados
como a que se trate de individuos puros o hibri-
dos (segun los andlisis genéticos). Sin embargo, el
grado de discriminacién es moderado/bajo y,
desde el punto de vista préctico, no permite una
separacion eficiente de los individuos.

Actual Predicho
Localidad N indiv. Cabo Gata Doiiana Isla Canela
Cabo Gata 79 59 (75%) 8 (10%) 12 (15%)
Dofana 68 3 (4%) 50 (74%) 15 (22%)
Isla Canela 69 17 (24%) 6 (9%) 46 (67%)

Tabla 3. Identificacion de los individuos por localidades segtin los correspondientes andlisis discriminantes.

Actual Predicho
Tipo Hibridos D. trunculus
Isla Canela

Hibridos 25 17 (68%) 8 (32%)
D. trunculus 44 18 (41%) 26 (59%)

Dofana

Hibridos 26 19 (73%) 7 (27%)
D. trunculus 42 12 (29%) 30 (71%)
Cabo de Gata

Hibridos 54 34 (63%) 20 (37%)
D. trunculus 23 9 (39%) 14 (61%)

Tabla 4. Identificacion de los individuos puros e hibridos, por cada localidad, segtin los correspondientes

andlisis discriminantes.
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CONCLUSIONES

La gestion de la actividad marisquera en la playa
del Parque Nacional de Dofana es la adecuada y
permite una pesca sostenible del recurso. Las po-
blaciones de coquina explotadas comercialmente
en Espafia, bajo la denominacién de la especie
Donax trunculus, estdn formadas en realidad por
una mezcla de D. trunculus e hibridos con otras
especies. La hibridacién ocurre con, al menos D.
variegatus y posiblemente también con D. vittatus.
La diversidad genética encontrada tanto en indi-
viduos puros como hibridos sugiere que no ha
habido ningun cuello de botella reciente en nin-
guna de las localidades muestreadas. Las locali-
dades de las costas de Doflana y zonas
adyacentes (sur-Atldntico espariol) pertenecen a
una sola poblacién genéticamente homogénea y
diferenciada de las existentes en el resto de la
costa espafiola. Es decir, es una poblacién que re-
cibird pocos individuos de las poblaciones adya-
centes y debe gestionarse con suma cautela. En
este estudio se han detectado 4 poblaciones, con
un reducido flujo genético entre ellas: (1) Atldn-
tico Norte (Cantdbrico), (2) Atlantico Sur (Do-
fiana-Isla Canela), (3) costa del Mar de Alborén,
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