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INFORME FINAL DEL ANALISIS GENETICO DE M. margaritifera.

Marzo 2013

Este informe se centra en las actividades realizadas dentro de la Accién
Preparatoria A5: Definicion de Unidades de Gestion para M. margaritifera y
seleccion de reproductores para el plan piloto de conservacion ex situ.

Se ha llevado a cabo el anilisis genético de 429 ejemplares de M. margaritifera
localizados en diferentes tramos de la cuenca del Ulla. Los niveles de diversidad,
determinados por tramos y también por subcuencas, han sido bajos y se ha
determinado ademds un elevado grado de estructuracion y diferenciacién entre
subcuencas. En base a los resultados obtenidos se han seleccionado dos grupos de
reproductores, de 60 individuos cada uno, que serdn tratados como distintas
unidades de gestion. Uno incluye uUnicamente individuos de la subcuenca del
Arnego, mas diferenciada genéticamente, y el otro reine entre 12 y 13 individuos
de cada una de las restantes subcuencas: Ulla Medio, Alto Ulla, Furelos y Deza.
Ambas unidades se han llevado a las instalaciones del cultivo ex situ y se utilizaran
en el plan de conservacién.
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1 RESUMEN

Se han desarrollado todas las tareas planteadas para la consecucion de los objetivos
previstos:

1) Desarrollo y ejecucion de un protocolo de extraccién de ADN a partir de
hemolinfa, constituyendo un banco de ADN preservado para futuros estudios
genéticos.

2) Puesta a punto de un panel optimizado de marcadores moleculares para abordar
el analisis genético poblacional. Por un lado, un marcador de ADN mitocondrial
(COl) y, por otro, 12 marcadores microsatélites (MarMal632, MarMa2671,
MarMa3050, MarMa3621, MarMa4143, MarMa4277, MarMa4322, MarMa4726,
MarMa4859, MarMa5023, MarMa5167 y MarMa5280).

3) La secuenciacién del marcador mitocondrial ha permitido una evaluacién
filogeografica de las muestras que ha resultado congruente con los datos previos
disponibles para el rango de distribucién de la especie. Para la regiéon COIl, M.
margaritifera ha mostrado homogeneidad genética en toda la cuenca del Ulla
detectandose un Unico haplotipo (COI_Ullal), que es coincidente con el descrito
anteriormente para la especie en esta cuenca.

4) Para los 12 marcadores microsatélites se han genotipado 429 individuos
pertenecientes a diferentes tramos que se han agrupado en cinco subcuencas: Alto
Ulla, Arnego, Deza, Furelos, y Ulla Medio. Los resultados muestran bajos niveles de
diversidad genética (dentro de los tramos y subcuencas) asi como una importante
diferenciacién genética entre subcuencas, donde destaca la alta divergencia del
Arnego respecto al resto. Los signos de flujo génico entre algunos tramos vy
subcuencas sugieren una estructura metapoblacional para la cuenca del Ulla.

5) En base a estos resultados, y de cara a la seleccién de los reproductores para el
plan de cultivo ex situ, se han considerado dos grupos, cada uno de 60 individuos:
uno reune individuos de la subcuenca del Arnego, por su elevado componente de
diversidad genética interpoblacional y en congruencia con parametros bioldgico-
poblacionales diferenciales, y el otro grupo incorpora ejemplares del resto de
subcuencas que presentan signos de flujo génico histérico-poblacional.



2 MUESTREO BIOLOGICO

La diversidad genética posibilita a las poblaciones (y por tanto a las especies)
responder a las demandas del medio cambiante en el que habitan, por ello conocer
los recursos genéticos de M. margaritifera en la cuenca del Ulla constituye un paso
fundamental para la ejecucion del plan de conservacion contenido en el presente
proyecto. En un estudio anterior, en el que analizamos genéticamente distintas
poblaciones de esta especie en Galicia, encontramos que la Unica muestra
procedente de la cuenca del Ulla (Arnego) fue la que presentd los niveles de
variabilidad mas bajos. Nuestros datos mostraban ademdas que las poblaciones
gallegas presentaban indices de diversidad genética claramente inferiores a los
determinados para poblaciones de diferentes dreas centroeuropeas de la misma
especie (Bouza et al. 2007). Estos datos constituian, por tanto, una alerta sobre la
necesidad de evitar pérdidas de diversidad genética en la fundacion del programa ex
situ, ya que resulta primordial preservar el potencial genético adaptativo para
garantizar la viabilidad poblacional a medio-largo plazo.

La intensa prospeccion llevada a cabo para el inventario detallado de las
poblaciones de M. margaritifera (accion A4 de este mismo proyecto) permitio
localizar todas las areas de la cuenca donde la especie estd presente. De esta forma,
se pudieron seleccionar distintos tramos, y en ellos tomar muestras de ADN de un
numero suficiente y representativo de individuos (Tabla 1 y Figura 1). Debido a que
la talla y la edad de estas ndyades estdn asociadas, se puso especial cuidado en
seleccionar individuos con diferentes tamafnos, y de esta forma conseguir una
representacion de los niveles de variabilidad genética de la especie en la cuenca que

fuera lo mas fidedigna posible.

Para el analisis de la diversidad genética, se
utilizé la hemolinfa como fuente de ADN, ya
qgue este método no resulta dafino para los
individuos. Los ejemplares empleados se
marcaron y se devolvieron al rio, con el fin
de recuperar posteriormente aquellos

seleccionados para el plan de cultivo.




Subcuenca | Cédigo tramo N Denominacion

Tabla 1. Tramos de la cuenca del Ulla donde se tomaron muestras para el andlisis genético de M.
margaritifera. N: Nimero de individuos. Con el mismo color se agrupan los tramos de la misma
subcuenca.



Figura 1. Mapa de la cuenca del Ulla que indica la localizacidn de los tramos analizados genéticamente.
Los colores de cada subcuenca se corresponden con los de la Tablal.

3 ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE ADN MITOCONDRIAL

Se han secuenciado 657 pb para la regidon COI (regién de la subunidad 1 de la
citocromo C oxidasa) en la Plataforma de Secuenciacion de la USC. Para obtener
dicha regiéon se emplearon los primers descritos en Folmer et al. (1994). Las
secuencias obtenidas se alinearon manualmente con el programa SEQSCAPE 2.5
(Applied Biosystems, Foster City, CA) empleando como secuencia de referencia la
depositada por Machordom et al. (2003) en las bases de datos publicas y que en el
mencionado articulo se cita como presente en la cuenca del Ulla (NUmero de acceso
AF303316).

El estudio de dicha regidon mitocondrial se llevé a cabo analizando 157 individuos,
gue corresponden a entre 9 y 11 por tramo. El conjunto de todos ellos ha
presentado un mismo haplotipo: COl_Ullal, cuya secuencia es igual a la del utilizado
como referencia (AF303316; Machordom et al. 2003). Se confirma asi un buen
encuadre filogeografico respecto a los datos disponibles hasta la fecha a nivel
macrogeografico.



4 ANALISIS DE LOS MARCADORES MICROSATELITES

Se ha determinado el genotipo de un total de 429 individuos para 12 microsatélites,
todos ellos depositados en el NCBI-GeneBank (Geist et al. 2003 y Geist y Kuehn
2005). Atendiendo a los niveles de variabilidad descritos en otros trabajos realizados
con poblaciones europeas, se afadieron 3 microsatélites mas a los 9 utilizados
previamente para la caracterizacion genética de diversas poblaciones gallegas
(Bouza et al. 2007). Las condiciones de amplificacion y reacciones PCR se
modificaron ligeramente de las descritas en Geist et al. (2003) y Geist y Kuehn
(2005).

Tanto para la puesta a punto de la PCR como para el genotipado posterior, se han
utilizado muestras de control procedentes de nuestro estudio anterior que,
recordemos, incluia individuos de la poblacién del Arnego (Ulla). Para el analisis de

fragmentos de ADN se

utiliz6 el secuenciador
automatico (ABI PRISM®
' ' 3100 Genetic Analyser
(Applied Biosistems) y

para el genotipado el
programa GENEMAPPER
S 4.0 (Applied Biosystems,
automatico Foster City, CA). El
analisis genético de los

datos se llevd a cabo con

ayuda de diferentes
Amplificacion PCR ..
paquetes  estadisticos,
gue aplican estimadores
adecuados para el
estudio de la diversidad y
Genotipado L.
la estructura genética,
éstos se sefalan en cada
apartado.

4.1 EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG Y DIVERSIDAD GENETICA DENTRO DE TRAMOS

Las diferentes variantes del mismo gen (locus/loci en plural) se denominan alelos y
el par de alelos que lleva cada individuo por gen se denomina genotipo, los alelos
pueden ser iguales (genotipo homocigoto) o distintos (genotipo heterocigoto). A la
frecuencia relativa de cada alelo en una poblacién se la conoce como frecuencia
alélica o frecuencia génica. El equilibrio Hardy-Weinberg (H-W) implica la ausencia



de cualquier fuerza evolutiva que cambie las frecuencias alélicas y genotipicas en
una poblacién, mientras se mantenga el apareamiento aleatorio. El paquete
GENEPOP 4.1 (Raymond y Rousset 1995, Rousset 2008) se empled para estimar las
frecuencias génicas y genotipicas de los diferentes loci en los distintos tramos, asi
como la probabilidad de ajuste al equilibrio H-W. En el analisis de ajuste al equilibrio
genético, para todos los tramos y el conjunto de loci, 52 test de 79 presentaron
desviaciones que resultaron estadisticamente significativas, y de entre éstas 24
(30,38% del total) continuaron siéndolo tras la correccion secuencial de Bonferroni
(P < 0,00417). Para estimar el sentido y magnitud de estas desviaciones de H-W
(tanto si existia un exceso o un defecto significativo de homocigotos, como los
valores Fs por locus y su promedio sobre loci por muestra) se utilizé el programa
FSTAT version 2.9.3. (Goudet 2001). Todas las desviaciones significativas estuvieron
ocasionadas siempre por un exceso de homocigotos (valor medio Fis= 0,427 +
0,034), siendo el locus MarMa4859 el que las presentd en mayor nimero (su valor
medio Fs= 0,528 + 0,076). Si bien, aparecieron déficits significativos de
heterocigotos en casi todos los tramos, ninguno los presentd en todos los /oci. Para
determinar si la causa del exceso de homocigotos pudiera ser la presencia de alelos
nulos (no detectados) se empled el programa MicRo-CHECKER 2.2.3 (van Oosterhout
et al. 2004). Este no detecté ningln locus que pudiera presentar alelos nulos en
todos los tramos, apareciendo por tanto casos dispersos en algunos tramos o en loci
particulares. Al igual que en el estudio previo de Bouza et al. 2007, MarMa4859 fue
el locus que mostré un mayor numero de tramos con probable presencia de alelos
nulos, sugiriendo cautela en su uso en futuros estudios poblacionales y de
trazabilidad genealdgica.

El paquete GENEPOP 4.1 se uso también para determinar el desequilibrio genotipico
de ligamiento entre pares de loci en cada muestra. Los resultados para el conjunto
de muestras mostraron 3 valores significativos (P < 0,05), el mismo valor que se
espera por azar para las 66 comparaciones a un nivel del 5%. Cuando el analisis se
hizo por separado para cada tramo, y se aplicd la correcciéon de Bonferroni para
multiples test (P > 0,0076), salvo 2 excepciones, una en el tramo 14G (Alto Ulla)
(entre MarMa4143 y MarMa5167), y otra en Furelos (entre MarMal632 y
MarMa4859), el resultado general fue equilibrio de ligamiento entre pares de loci,
en consonancia con los estudios previos.

En todos los tramos estudiados los loci MarMa2671 y MarMa4322 fueron
monomorficos ya que presentaron un Unico alelo, por el contrario MarMa4859 y
MarMa1632 fueron los loci mas polimérficos, con 10 y 6 alelos, respectivamente.
Para el analisis de la diversidad genética se utilizé también el programa FsTAT version
2.9.3, que permite el cdlculo de distintos estimadores. En el conjunto de tramos y
loci, los estimadores de diversidad alélica por locus: A: nUmero medio de alelos y Ag:
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riqueza alélica (mas adecuado cuando se comparan muestras con tamafios
desiguales) presentaron valores medios reducidos (1,84 + 0,09 y 1,62 + 0,07,
respectivamente), que resultaron aun menores al compararlos con los calculados
para otras poblaciones europeas de esta misma especie (Bouza et al. 2007; Geist et
al. 2010; Wilson et al 2012). Al analizar la diversidad genética por tramo y areas
muestrales, los valores mas altos se encontraron en la subcuenca Ulla Medio y en
los tramos del Alto Ulla (Figura 2). No se detectaron diferencias estadisticamente
significativas para el nUmero medio de alelos ni para la riqueza alélica media entre
los tramos analizados en la cuenca del Ulla, tampoco respecto a las poblaciones de
las cuencas gallegas analizadas en Bouza et al. (2007).
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Figura 2. Estimadores de diversidad genética para las muestras de M. margaritifera analizadas en
los distintos tramos de la cuenca del Ulla. Promedios por tramo: Arriba: (A) Numero de alelos y
(Ag) Rigueza alélica. Abajo: (Ho) Heterocigosidad observada y (He) Heterocigosidad esperada. Los
tramos pertenecientes a la misma subcuenca se indican con tonalidades del mismo color,
siguiendo los empleados en la Figura 1.

Se consideraron alelos privados aquellos que aparecieron en un Unico tramo o
subcuenca con una frecuencia superior a 1,7% (el alelo estd presente en
heterocigosis en uno de cada 30 individuos). Segun este criterio 4 loci (MarMa4726,
MarMa4859, MarMa5023 y MarMa5167) presentaron alelos privados, que
aparecieron en los tramos 11G (Alto Ulla), 7G (Arnego) y Deza (un alelo privado en
cada uno) y en el Ulla Medio (dos alelos). Las frecuencias de alelos privados mas
altas correspondieron a Deza (35,4%) y Ulla Medio (24,4%). En cuanto al porcentaje
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de loci polimérficos, al criterio del 95% su valor varié entre el 10 y el 60%,
correspondiendo los mas altos a los tramos del Alto Ulla.

Los valores de heterocigosidad esperada se representan en la parte inferior de la
Figura 2, analizados por tramo oscilaron entre 0,050 (22G, Arnego) y 0,284 (14G,
Alto Ulla). Por subcuencas las estimas madas altas aparecieron en el Alto Ulla
(promedio 0,243 + 0,026) y en el Ulla Medio (0,249), y las mas bajas en el Arnego
(promedio 0,078 + 0,017) y en Furelos (0,074). En todos los tramos la
heterocigosidad observada resultd siempre inferior a la que se esperaria
suponiendo equilibrio H-W. Cuando los valores de heterocigosidad media esperada
determinados para cada tramo se compararon con los encontrados en las
poblaciones gallegas analizadas en Bouza et al. 2007, se observd que el conjunto de
poblaciones del Arnego (seis tramos del estudio actual y uno del trabajo de Bouza et
al. 2007) presentaron valores significativamente menores.

Los promedios sobre Joci para los estimadores de diversidad genética
correspondientes a cada tramo muestral y a cada region hidrografica de la cuenca
del Ulla aparecen en la Tabla 2. El analisis pormenorizado de todos estos
estimadores de diversidad genética, tanto por locus como por tramo, se muestran
en el Anexo 1. Los tramos estan ordenados por proximidad, y agrupados los del Alto
Ullay los del Arnego.

Como se dijo con anterioridad, cuando los valores de los estimadores de diversidad
presentados se comparan con los publicados por otros autores para diferentes
poblaciones europeas de M. margaritifera, podemos deducir que la variabilidad
genética de la especie en la cuenca del Ulla es muy reducida. Como los niveles de
diversidad genética bajos y el déficit de heterocigotos pueden estar asociados con
disminuciones del tamafio poblacional, se estudié la posibilidad de que se hubiera
producido una reduccidn importante del censo reproductivo (cuello de botella) en
alguno de los tramos objeto de este estudio. Los resultados de los test que aplica el
programa BOTLLENECK 1.202 (Piry et al. 1999), siguiendo diferentes modelos
mutacionales, no detectaron cuellos de botella recientes en ninguno de los tramos.
No obstante, no puede descartarse que hayan sucedido en tiempos mas pretéritos,
y que el censo de reproductores continle siendo pequeno. En estos casos, de
tamano poblacional sostenidamente reducido como parece suceder, habria
importantes limitaciones en la potencia del analisis aplicado para detectar cuellos
de botella adicionales (Bouza et al. 2007).
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Poblacién N Pss/ Psg A (SE) AR (SE) Ar (>3,3%) (fe) He (SE) Fis
Alto Ulla

11G 30 06/06 2,0(0,3) 1,7 (0,2) 3(1) 3,3 0,195 (0,061) 0,424
2G 30 06/07 23(04) 2,0(03) 1(0) - 0,274 (0,072) 0,413
12G 30 06/06 1,9 (0,3) 1,7 (0,2) - - 0,222 (0,060) 0,448
5G 31 06/07 2,2(0,4) 1,9 (0,3) - - 0,248 (0,066) 0,397
13G 30 06/07 22(04) 1,9(0,3) - - 0,237 (0,066) 0,508
14G 30 0,7/07 2,0(0,3) 1,9(0,2) - - 0,284 (0,066) 0,363
Total AU 181 0,6/0,6 2,1(0,1) 1,8(0,) 3(1) 3,3 0,243 (0,026) 0,426
Furelos 30 03/03 1,3(01) 1,3(0,1) - - 0,074 (0,037) 0,908
Arnego

7G 30 02/03 1,6 (0,3) 1,4(0,2) 1(1) 2,2 0,059 (0,033) nd
10G 30 03/04 16(02) 1,4(02) - - 0,080 (0,041) 0,566
22G 30 01/03 15(0,3) 1,3(0,2) - - 0,050 (0,033) 0,747
8G 30 03/03 1,7 (0,4) 1,4(0,2) 1(0) - 0,070 (0,041) nd
6G 30 03/04 1,8 (0,4) 1,5(0,3) - - 0,106 (0,057) nd
9G 31 03/03 18(04) 1,5(0,3) - - 0,103 (0,054) 0,495
Total AR 181 02/04 1,7(0,1) 1,4(0,1) 2(1) 2,2 0,078 (0,017) 0,553
Ulla Medio 13 05/06 2,3(0,5) 2,2(0,5) 2(2) 24,4 0,249 (0,086) 0,354
Deza 24 03/0,3 1,4(0,2) 1,4(0,2) 1(1) 354 0,152 (0,066) 0,259
Total ULLA 429 0,4/0,5 ,8(0,1) 1,6(0,1) 0,160 (0,016) 0,470
Galicia* 0,4/0,5 2,0(0,4) 1,9 (0,5) 0,173, (0,069) 0,459
Z1** 1/1 3,8(0,6) 3,6 (0,5) 0,498 (0,067) 0,299

Tabla 2. Estimadores diversidad de los microsatélites analizados para M. margaritifera en distintos tramos de la
cuenca del Ulla. Tamafio de la muestra (N); Proporcion de loci polimérficos segun el criterio del 95% (Pys) y del
99% (Pgg); NUmero medio de alelos (A); Riqueza alélica media (Ag); Alelos privados (Ap), entre paréntesis figura el
numero de alelos privados con frecuencias iguales o superiores a 3,3%; Frecuencia de alelos privados (fp);
Heterocigosidad esperada (Hg); Excesos medios de homocigotos de los tramos (F;s). SE es el error estandar. Se
incluyen ademas los resultados de algunos de estos mismos estimadores determinados para las poblaciones

gallegas (Galicia*) y la poblacion alemana Zinnbach (ZI**), publicados en Bouza et al. (2007).
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4.2 DIFERENCIACION GENETICA ENTRE TRAMOS

Los 12 marcadores microsatélites utilizados en este estudio, han revelado que la
diferenciacién genética es escasa cuando se trata de tramos que pertenecen a la
misma subcuenca, esto ocurre con los tramos del Alto Ulla y del Arnego. En el resto
de los casos las diferencias genéticas suelen ser importantes. Estos resultados
pueden verse en el Anexo 2, donde aparecen los valores Fst por pares de tramos, y
su significacidn, calculados con el programa FsTAT versidn 2.9.3. El rango de valores
oscila entre 0 (cuando se trata de pares de muestras de la misma subcuenca) y
0,779, valor que corresponde al par Furelos-22G (subcuenca Arnego). El valor Fst
promedio fue de 0,340 + 0,022 para el conjunto de muestras analizadas. En lineas
generales, las estimas son bajas y no significativas si se refieren a pares de tramos
localizados en la misma subcuenca (pares del Alto Ulla y pares del Arnego, con
promedios de 0,036 + 0,014 y 0,049 + 0,003, respectivamente), salvo los pares
formados por los tramos mas alejados, y resultan significativas en el resto de los
casos, a excepcion del par Deza-Ulla Medio.

Dado que los valores de Fsr pudieran estar sobreestimados, pues su cuantia
depende de la diversidad intrapoblacional que en todos los casos resultd escasa, se
anadidé otro estimador, la distancia genética Do (Nei 1983) que se calculd también
entre pares de tramos utilizando el programa PopULATIONS 1.2.30 (Langella 1999). Los
valores obtenidos mostraron un patrén similar y su rango vario entre 0,004 y 0,271.
El valor maximo corresponde al par Furelos-6G (subcuenca Arnego). Con las
distancias genéticas (Da) se construyeron distintos dendrogramas, en los que se
representaron las relaciones entre tramos/subcuencas, empleando el programa
MEGA 5.05 (Tamura et al. 2011) para su visualizacion.
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ALTO ULLAY (a)1
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Figura 3. Representacion de las distancias entre poblaciones y/o tramos mediante dendrogramas
basados en la distancia D,. (a) Dendrograma para los tramos evaluados en esta accion. (b)
Dendrograma al que se han afiadido las poblaciones gallegas analizadas en Bouza et al. 2007 (EO: Eo;
MD: Mandeo; TA: Tambre; AG: Arnego; TR: Trimaz; MR: Mera y SA: Salas). (c) Dendrograma que
afiade también la poblacion de Zinnbach (ZI) de ese mismo articulo. Rodeados y sombreados
aparecen los tramos del Alto Ulla (verde) y del Arnego (azul).
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Como se observa en la figura los tramos objeto de este analisis se agruparon acorde
a las principales subcuencas consideradas (a). Cuando se anadid la poblacion
denominada AR (localizada en el Arnego), que fue analizada en Bouza et al. (2007),
ésta se agrupd con los tramos de la misma subcuenca cuyo estudio genético es
objeto de esta accidn (b). Los tramos del Alto Ulla también permanecen agrupados,
mientras que el resto de cuencas y subcuencas aparecen Unicas y definidas.
Especialmente separada del resto estd la poblacion ZI (Zinnbach) de M.
margaritifera que pertenece a una cuenca alemana (c).

La importante divergencia, o diferenciacion genética, detectada entre las
subcuencas del Ulla, podria estar asociada con la fragmentacién del habitat, ésta
habria contribuido tanto al aislamiento de las subcuencas como a la reduccién de
sus censos, y por tanto a la consiguiente pérdida de diversidad genética en cada
una. Al conjunto de tramos y subcuencas podria considerdrsele una poblaciéon
fragmentada que reuniria distintas subpoblaciones, lo que se conoce como una
metapoblacién.

Fragmentacion ‘ -

ubpoblaciones

Metapoblacidn

Durante los Ultimos afios, con el objeto de asesorar en el establecimiento de
programas de conservacion, se han desarrollado diferentes metodologias cuyo
objetivo es medir la contribucidon de las distintas subpoblaciones a la diversidad
genética del conjunto (metapoblacién), de manera que se prioricen aquellas que
contribuyan mas a la diversidad. En este estudio se ha empleado el programa
ConTRrIB (Petit et al. 1998) para determinar la contribucion de cada uno de los
tramos a la diversidad del conjunto. Los cdlculos se han hecho a partir de dos
estimadores de diversidad: Heterocigosidad esperada (valor total C;) y Riqueza
alélica (valor total Cy). Los valores positivos indican que la subpoblacién (tramo)
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contribuye a la diversidad de la metapoblacion, por lo que su pérdida supondra que
el grupo metapoblacional tenga menos diversidad genética.

En la Figura 4 se representan los valores de los dos estimadores para cada tramo,
cada uno subdividido en dos componentes: Uno se refiere a la diversidad propia o
diversidad dentro del tramo o subcuenca, este componente de diversidad
intrapoblacional se denomina Cs para la heterocigosidad esperada y C,, para la
riqueza alélica. El otro componente se refiere a la diferenciacion o divergencia del
tramo/subcuenca con el resto de tramos o subcuencas (Cp y C,4, para uno y otro
estimador, respectivamente. Como puede observarse, todos los tramos del Arnego
presentaron valores negativos en su contribucién a la diversidad total, tanto
referida a la heterocigosidad esperada como a la riqueza alélica. Para el resto de
tramos, podria resumirse diciendo que, en lineas generales, los tramos del Alto Ulla,
Ulla Medio y Deza presentaron valores positivos para el componente de diversidad
intrapoblacional y Furelos mostré la mayor divergencia del resto.

W Ci{Total)

Cs(Propia)
0,04

Ecd{diferenciacion)

0,03

0,02

0,01
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11G 2G 12G 5G 13G 14G FU G 10G 22G 3G 6G 9G um DE
—— — — —
Alto Ulla Arnego
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Alto Ulla Arnego

Figura 4. Contribucidn a la diversidad total (C;y C,;) subdividida en sus componentes de diversidad (Cs
y C.) y de divergencia (Cp y Cq4) para los 15 tramos de la cuenca del Ulla analizados para M.
margaritifera. La grafica superior se corresponde con las estimas basadas en las heterocigosidades
esperadas y la inferior a las estimas basadas en la riqueza alélica.
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El conjunto de resultados descritos hasta ahora indica por un lado que los niveles de
diversidad genética de M. margaritifera en la cuenca del Ulla, estimados por tramos vy
promediados por subcuencas, son claramente bajos, mientras que el grado de
estructuracion y diferenciacién entre subcuencas es elevado. El objetivo de esta accion, que
es la seleccién de los reproductores para el cultivo ex situ, lleva implicito reunir una muestra
de individuos no sdélo representativa, sino también lo mas diversa posible (genéticamente
rica). Con el fin de determinar si debia considerarse gestionar mas de un grupo, uno por
cada subcuenca, se aplicaron métodos de estudio de la diversidad genética desarrollados
para el analisis interindividual. Las relaciones genéticas entre genotipos individuales fueron
evaluadas empleando el programa GENETIX (Belkhir et al. 2004) que utiliza técnicas de
analisis multivariante (Figura 5). Los resultados mostraron que, en lineas generales, los
individuos podian agruparse coincidiendo con las principales regiones hidrograficas
consideradas, siendo especialmente claro para la subcuenca del Arnego. No obstante, se
detectaron relaciones entre individuos que sugieren la existencia de conexidén genética
entre algunos tramos/subcuencas (9G-Alto Ulla, 13G-Ulla Medio). Estas conexiones
aparecen también entre algunos individuos del tramo Deza, que se encontraron préximos a
otros de los grupos Alto Ulla, Ulla Medio y Furelos, que también aparecieron relacionados
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Figura 5. Relaciones genéticas interindividuales y entre tramos de M. margaritifera en la cuenca
del Ulla.

Para completar el analisis de diversidad referido a las diferencias genéticas entre
los tramos, se hizo un estudio de asignacidn en el que se determiné la probabilidad
de inclusién de cada individuo a cada uno de los diferentes tramos, empleando el
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programa GENECLASS 2.0 (Piry et al. 2004). Los resultados aparecen resumidos en
los anexos 3 y 4. Siguiendo como criterio de inclusion de un individuo a un tramo
una probabilidad de asignacién igual o superior a 0,05, sélo un 3,3% de todos los
ejemplares no pudieron ser asignados a ningln tramo. En general, la asignacion de
los individuos a su propio tramo fue alta, oscilé entre el 82,8% y el 100%, el valor
mas bajo correspondio al tramo 12G del Alto Ulla, siendo el valor medio global de
90,1%. Cuando el criterio para asignar un individuo a un tramo fue la probabilidad
maxima, los porcentajes de asignacion de los individuos a su propia subcuenca
también fueron altos (los mayores fueron para los individuos del Alto Ulla cuyo
rango varid entre 86,21% y 100%), con la excepcion de los individuos de Furelos
para los que, si bien presentaron probabilidades altas de autoinclusidon, los
porcentajes de asignacion mas altos correspondieron siempre a la subcuenca Ulla
Medio. En este andlisis de asignacién cabe destacar la existencia de tramos que
parecen reunir la diversidad del conjunto de la subcuenca. Esto ocurre con los
tramos 7G y 8G del Arnego y con 14G en el Alto Ulla, a los que se asignan
individuos de todos los tramos de la subcuenca. Con la préctica excepcién de los
tramos del Arnego, para el resto hay tramos/subcuencas a los que se asignan
individuos de diferente procedencia (tramos 2G y 14G, del Alto Ulla, por ejemplo,
ver Anexo 4). Recordemos también que todos los individuos de Furelos se asignan
con la probabilidad maxima al Ulla Medio. Si a estas asignaciones, que indican
asociacion entre algunos tramos/subcuencas, afiadimos el valor Fst no significativo
para el par Deza-Ulla Medio, podria considerarse la existencia de conectividad
genética histdrica entre las subcuencas Alto Ulla, Deza, Furelos y Ulla Medio.

5 CONCLUSIONES REFERIDAS A LA CONSERVACION Y EL MANEJO DE
M. MARGARITIFERA EN LA CUENCA DEL ULLA

Los resultados obtenidos para las muestras de M. margaritifera en relacion al
marcador de ADN mitocondrial COI, concuerdan con los descritos por Machordom
et al. (2003) y situan a las poblaciones de la cuenca del Ulla en el linaje sur, que se
distribuye desde Irlanda hasta la Peninsula Ibérica.

El analisis de la diversidad genética empleando loci microsatétites ha revelado
diferencias entre subcuencas. Una importante estructuracion genética se ha
descrito también para otras poblaciones de M. margaritifera, tanto europeas
como norteamericanas, incluidas las analizadas en diferentes cuencas fluviales de
Galicia (Bouza et al. 2007), esta diferenciacidon se ha descrito incluso a escala
microgeografica, entre ndyades habitantes de una misma cuenca (Geist y Kuehn
2005; Geist 2010 y Geist et al. 2010). Es muy probable que las especiales
caracteristicas de su ciclo de vida, como son el que una hembra pueda producir
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periddicamente nimeros enormes de descendientes, que migraran pasivamente
en el hospedador durante su fase de gloquidio, y la dependencia para su desarrollo
posterior de unas condiciones oligotréficas muy exigentes (precisa un medio de
corrientes claras y frias con bajos niveles de nutrientes y limo), obliguen a que la
distribucidon geografica de las poblaciones de M. margaritifera sea muy limitada.
Un aislamiento que se vera acentuado ademas por el hecho de que las hembras de
esta especie pueden funcionar como hermafroditas cuando la densidad
poblacional alcanza niveles criticos (Bauer 1987), esta extraordinaria estrategia
reproductiva es probable que incremente los efectos genéticos asociados a la
deriva y al efecto fundador, y que tenga como resultado elevados niveles de
diferenciacién interpoblacional. A todo esto debe anadirse el efecto de las
acciones antropogénicas que, al alterar su habitat, han reducido los tamafios
efectivos de las poblaciones y han influido en la calidad y en la fragmentacion del
medio, contribuyendo a la divisiéon de las poblaciones y acentuando los efectos de
la deriva y los cuellos de botella.

La estructura genética de las muestras analizadas en este trabajo, puede
describirse como la de una metapoblacién fragmentada, formada por
subpoblaciones (subcuencas) que presentan baja diversidad genética y un alto
nivel de diferenciacion entre ellas. Si bien, poblaciones de estas caracteristicas
tienen una mayor susceptibilidad a la pérdida de variabilidad genética y al riesgo
de extincidn, una especie con un extraordinario ciclo vital como ésta podria
resultar menos susceptible a la depresién endogdmica que otras.

El escaso numero de alelos encontrados unido a los valores positivos vy
significativos de Fis, sugieren que los cuellos de botella podrian haber tenido un
efecto importante en estas subpoblaciones, que por otra parte podrian haber
tenido diferentes historias evolutivas, como apuntan la existencia de alelos
privados, los altos valores Fsy, la robustez de las ramas de los arboles filogenéticos
y los bajos porcentajes de exclusion en los test de asignacién. En base a estos
criterios, cada subcuenca podria considerarse una Unidad de Conservacion
diferente. A pesar de la recomendacidén de manejar las diferentes unidades de
conservacion por separado, debido a los bajos niveles de diversidad genética
encontrados para M. margaritifera en la cuenca del Ulla (He promedio/Total Ulla =
0,16), resulta prioritario minimizar las pérdidas adicionales de diversidad genética
intrapoblacional, ya que pueden tener un efecto deletéreo en la viabilidad de
cualquier poblacidon. Ademads, se deberia enfatizar como objetivo paralelo la
preservacion del importante componente de diversidad genética interpoblacional
determinado para la especie en esta cuenca (Gst=0,38), que indica que casi un 40%
de la diversidad total (Heterocigosis total = 0,26) se debe a diferencias genéticas
entre los grupos muestrales considerados.
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En base a los resultados discutidos y siguiendo las recomendaciones genéticas para
planes de cria conservacionista (Allendorf y Luikart 2007), se han considerado dos
grupos de reproductores, ambos con un tamafio muestral de 60 individuos, que
maximice la diversidad alélica total encontrada. Un primer grupo engloba las
subcuencas Ulla Medio, Alto Ulla, Furelos y Deza, y un segundo grupo corresponde
a la subcuenca del Arnego. El analisis de las conclusiones de cara a la seleccion de
reproductores para el cultivo ex situ se presenta por subcuencas.

5.1 SUBCUENCA DEL ULLA MEDIO

Para esta subcuenca el total de individuos analizados genéticamente representa el
total de individuos encontrados en la misma vy, si bien es la que tiene menos
ejemplares, tras este analisis se ha puesto de manifiesto que, en relaciéon a los
demas tramos y en lineas generales, presenta los niveles mas altos de diversidad
genética, incluidos alelos privados. Ulla Medio se asocia ademas con otros tramos
como son Furelos, Alto Ulla y Deza (Figura 5 y Anexo 4). Los individuos de esta
subcuenca podrian ser los restos de una poblacién antafio mas numerosa que ha
ido sufriendo importantes disminuciones en su censo, debido quizas a la reduccion
de su habitat, o la contaminacidn de sus aguas, razones en cualquier caso que no
estarian asociadas a seleccidon genética. Este tramo contribuye positivamente a la
diversidad total, siendo el Unico que lo hace en relacién a la Riqueza Alélica (Figura
4). Una poblacién con estas caracteristicas es muy valiosa para la conservacion.
Como su censo es pequefio se deberdn aprovechar otras areas con las que
muestra asociacién genética y que tengan mayor numero de individuos, el flujo
genético entre ellas puede ser ventajoso (como Alto Ulla, Deza y Furelos).

5.2 SUBCUENCA DEL ALTO ULLA

En relacién a los estimadores de diversidad genética empleados para el andlisis de
M. margaritifera en la cuenca del Ulla, los individuos del Alto Ulla presentan
también valores elevados y todos sus tramos contribuyen positivamente a la
diversidad total cuando se trata de heterocigosidad esperada (Figura 4). De los seis
tramos que forman el grupo, 14G es el que reune la diversidad del conjunto, ya
que en el andlisis de asignacion, que considera los valores maximos de
probabilidad, el 57,06% de los individuos de toda la subcuenca se asignan a este
tramo. También 14G es el que, en relacion al grupo, presenta un valor Fis menor y
una heterocigosidad observada mas alta.
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5.3 SUBCUENCA DE FURELOS

El conjunto de ejemplares analizados en Furelos es también el global de la
subcuenca. Este grupo es de los mas uniformes, sus promedios en nimero de
alelos y riqueza alélica son de los mas bajos y presenta desviaciones significativas
del equilibrio genético en un alto porcentaje de los loci analizados. En global, los
individuos de este tramo muestran bajos niveles de diversidad genética. No
obstante, si se considera su contribucion a la heterocigosidad total resulta la
subcuenca mas peculiar genéticamente, particularidad que se corrobora cuando
consideramos los valores de su distancia genética D, con los otros tramos, ya que
para el conjunto de pares Furelos presenta, en general, los valores mas elevados.
Como todos los individuos de Furelos aparecen asociados con Ulla Medio, se han
seleccionado 10 de ellos atendiendo a su diversidad.

5.4 SUBCUENCA DEL DEZA

Al igual que Ulla Medio este grupo es poco numeroso (representa también la
totalidad de la subcuenca) y es divergente del resto de los tramos, con la
excepcion nuevamente del Ulla Medio, recordemos que para el par Deza-Ulla
Medio el valor Fst no resultd estadisticamente significativo. Se han seleccionado 15
de ellos atendiendo a su diversidad y representacion de alelos privados.

5.5 SUBCUENCA DEL ARNEGO

El grupo de tramos del Arnego esta muy diferenciado del resto, y aun siendo el
grupo mas numeroso (en base al estudio de densidades de este mismo proyecto),
sus niveles de diversidad genética se sitan entre los mas bajos. Es probable que
en el pasado se produjeran fendmenos de colonizacion de unos pocos individuos
fundadores junto con cuellos de botella importantes, seguidos de incrementos
posteriores en el numero de individuos. El criterio para la seleccion de los
reproductores ha sido que presenten los mayores niveles de diversidad genética y
representacion de alelos privados.

El conocimiento de ubicacién filogeografica y de la estructura genética de M.
margaritifera en la cuenca del Ulla constituye un punto de partida esencial para el
desarrollo de programas de gestion y conservacién de recursos de esta especie
amenazada, y resulta particularmente relevante si se tiene en cuenta la elevada
subdivision genética existente. En el area de gestion se han detectado para esta
especie unidades genéticamente diferenciadas, con potencial adaptativo o evolutivo
cuya gestion y conservacion constituiria una propuesta genética de maximos. La
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integracién y discusion de los datos biolégicos y fisicos del habitat fluvial, que son
acciones incluidas también en este proyecto, serd primordial para tener una
definicion mds realista de las unidades operativas de gestién a considerar en la
ejecucion de un programa con fines conservacionistas. Desde el punto de vista
genético, el objetivo principal de este programa sera seleccionar un conjunto de
individuos representativos de las subcuencas que preserve todos los componentes
de diversidad genética y que garantice al maximo un tamafio efectivo suficiente,
siempre sujeto a los condicionantes de las instalaciones disponibles en la estacidon
de cultivo del proyecto. Un anadlisis genético también sera importante para apoyar
estrategias de conservacién in situ, con un alto componente de concienciacién
social, respecto a la necesidad de mantener reservorios genéticos especificos dentro
de cada regién. Esto implicaria también la evaluacién y priorizacidn de los recursos
de esta especie y habitats a conservar, que deriven en un objetivo de conservacién
mas genérico de ecosistemas fluviales.
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6 ANEXOS

Anexo 1. Estimadores de diversidad genética para los 10 loci microsatélies polimorficos analizados para M. margaritifera en diversos tramos de la cuenca del Ulla. Los loci MarMa2671 y

MarMa4322 no se incluyen ya que presentaron un solo alelo en todos los tramos. (A) Nimero de alelos; (Ag) Riqueza alélica; (Hg) Heterocigosidad esperada; (Fis) desviaciones del
equilibrio Hardy-Weinberg. Los valores significativos se indican en negrita y los niveles de significacion, tras la correccién de Bonferroni, con asteriscos: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Alto Ulla Arnego
Poblacidon 11G 2G 12G 5G 13G 14G FU 7G 10G 22G 8G 6G 9G UM DE
Locus MarMa1632
A/Ag 3/2,5 4/3,7 3/2,4 3/2,6 3/2,5 3/2,5 2/2,0 3/2,7 3/2,9 4/3,1 5/3,7 5/3,9 5/4,0 3/2,7 2/2,0
He 0,225 0,542 0,267 0,287 0,316 0,357 0,238 0,360 0,478 0,395 0,459 0,547 0,485 0,426 0,331
Fis 0,541 0,016* 0,002 0,099 0,262 -0,026 0,720* 0,252 0,028 -0,013 0,324 0,329** 0,218 -0,083 -0,235
Locus MarMa3050
A/Ag 1/1,0 1/1,0 1/1,0 2/1,3 2/1,5 2/2,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 2/2,0 1/1,0
He 0 0 0 0,032 0,067 0,376 0 0 0 0 0 0 0 0,372 0
Fis 1,000 0,449 0,172
Locus MarMa3621
A/Ag 2/2,0 3/2,3 2/2,0 2/2,0 2/2,0 2/2,0 2/2,0 2/1,6 2/1,3 1/1,0 2/2,0 2/2,0 2/2,0 3/2,4 1/1,0
He 0,511 0,441 0,417 0,339 0,307 0,429 0,387 0,077 0,036 0 0,244 0,469 0,492 0,151 0
Fis 0,413 0,622** 0,601* 0,333 0,457 0,223  0,914*** 1,000 0,434 0,787** 0,458 -0,021
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Alto Ulla Arnego
Poblacion 11G 2G 12G 5G 13G 14G FU 7G 10G 22G 8G 6G 9G UM DE
Locus MarMa4143
A/Ag 4/1,9 2/2,0 2/2,0 2/2,0 2/2,0 2/2,0 1/1,0 1/1,0 2/1,9 2/1,5 1/1,0 2/1,3 1/1,0 1/1,0 1/1,0
He 0,098 0,286 0,349 0,348 0,402 0,347 0 0 0,168 0,067 0 0,033 0 0 0
Fis -0,018 0,767** 0,714** 0,521 0,669** 0,328 0,787 1,000
Locus MarMa4277
A/Ag 2/2,0 3/2,3 3/2,3 3/2,5 3/2,3 2/2,0 1/1,0 1/1,0 2/1,7 2/1,5 2/1,3 2/1,3 2/1,5 3/2,7 2/2,0
He 0,237 0,511 0,476 0,535 0,523 0,511 0 0 0,104 0,067 0,034 0,033 0,069 0,478 0,491
Fis 0,437 0,348 0,229 0,518*  0,554* 0,413 0,658 1,000 1,000 0,678 0,537
Locus MarMa4726
A/Ag 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 2/1,4 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0
He 0 0 0 0 0 0 0 0,043 0 0 0 0 0 0 0

Anexo 1. Continuacion
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Alto Ulla Arnego
Poblacion 11G 2G 12G 5G 13G 14G FU 7G 10G 22G 8G 6G 9G UM DE
Locus MarMa4859
A/Ag 3/2,3 6/4,2 4/2,6 6/4,1 6/4,2 5/3,8 2/1,9 4/2,6 3/2,1 2/1,5 3/1,9 4/2,5 5/2,6 7/7,0 3/3,0
He 0,513 0,644 0,482 0,583 0,598 0,624 0,192 0,226 0,177 0,069 0,106 0,189 0,191 0,903 0,527
Fis 0,597* 0,411* 0,333 0,429 0,614*** 0,512* 1,000*** 0,646*** 0,790* 1,000 0,663 -0,058 0,303 0,508*** 0,175
Locus MarMa5023
A/Ag 3/2,4 2/2,0 2/2,0 2/2,0 2/1,8 2/2,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 2/1,7 2/2,0
He 0,270 0,384 0,238 0,409 0,155 0,262 0 0 0 0 0 0 0 0,077 0,473
Fis 0,630* 0,255 0,720* 0,605* -0,074 0,618 0,559
Locus MarMa5167
A/Ag 2/2,0 2/2,0 2/2,0 2/2,0 2/2,0 2/2,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 3/2,9 1/1,0
He 0,490 0,444 0,431 0,446 0,477 0,502 0 0 0 0 0 0 0 0,583 0
Fis 0,367 0,474 0,536 0,277 0,581 0,382 0,868**

Anexo 1. Continuacion
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Alto Ulla Arnego
Poblacion 11G 2G 12G 5G 13G 14G FU 7G 10G 22G 8G 6G 9G um DE
Locus MarMa5280
A/Ag 1/1,0 2/1,3 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 2/1,6 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0 1/1,0
He 0 0,033 0 0 0 0 0,069 0 0 0 0 0 0 0 0
Fis 1,000
Fis Medio 0,424 0,413 0,448 0,397 0,508 0,362 0,909 0.633 0,566 0,747 0.474 0.353 0,495 0,354 0,259

Anexo 1. Continuacion

28



Anexo 2. En la diagonal superior aparecen las estimas de Fs para pares de tramos (*P<0,05) y en la inferior los valores de las distancias genéticas D, (Nei 1983). Sombreados en verde se
muestran los valores para los pares de tramos de la subcuenca del Alto Ulla y en azul lo mismo para los del Arnego.

ALTO ULLA ARNEGO
11G 2G 12G 5G 13G 14G FU 7G 10G 22G 8G 6G 9G um DE
11G 0,079* 0,088 0,113 0,119* 0,114* 0,634* 0,575* 0,549* 0,594* 0,566* 0,527* 0,526* 0,338* 0,368*
2G| 0,033 -0,001 -0,007 0,005 0,017 0,499* 0,379* 0,355* 0,402* 0,378* 0,350* 0,350* 0,199* 0,201*
126 | 0,023 0,013 -0,010 -0,010 0,022 0,548* 0,488* 0,460* 0,509* 0,484* 0,451* 0,450* 0,243* 0,246*
5G| 0,033 0,012 0,006 -0,008 0,014 0,513* 0,451* 0,427* 0,475* 0,451* 0,422* 0,423* 0,204* 0,209*
13G | 0,038 0,014 0,011 0,011 0,001 0,515* 0,455* 0,428* 0,479* 0,455* 0,426* 0,426* 0,192* 0,230*
14G | 0,045 0,025 0,024 0,022 0,011 0,426* 0,430* 0,409* 0,456* 0,431* 0,401* 0,401* 0,109* 0,237*
FU| 0,249 0,221 0,212 0,205 0,195 0,169 0,759* 0,731* 0,779* 0,744% 0,698* 0,703* 0,305* 0,607*
7G| 0,206 0,151 0,188 0,187 0,179 0,192 0,257 0,000 -0,008 0,004 0,091 0,124* 0,555* 0,587*
10G | 0,194 0,146 0,178 0,180 0,173 0,185 0,264 0,009 -0,009 0,014 0,081 0,120* 0,524* 0,552*
22G | 0,200 0,147 0,179 0,183 0,174 0,190 0,261 0,009 0,004 0,010 0,108 0,142* 0,591* 0,612*
8G | 0,215 0,159 0,192 0,195 0,186 0,200 0,251 0,015 0,019 0,012 0,025 0,048 0,550* 0,578*
6G | 0,212 0,159 0,192 0,192 0,186 0,197 0,271 0,025 0,022 0,020 0,008 -0,013 0,501* 0,537*
9G | 0,188 0,136 0,165 0,167 0,161 0,173 0,252 0,033 0,033 0,027 0,013 0,006 0,504* 0,539*
um| 0,124 0,100 0,100 0,088 0,076 0,063 0,098 0,210 0,205 0,202 0,200 0,200 0,177 0,326
DE| 0,166 0,141 0,134 0,126 0,134 0,147 0,193 0,212 0,201 0,200 0,207 0,200 0,179 0,136
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Anexo 3. Resultados del test de asignacion para las muestras de M. margaritifera determinados a partir del programa GEeNECLASS 2.0 (Piry et al. 2004). La probabilidad minima de inclusion al
tramo de origen es 0,05.

P >0,05 ALTO ULLA ARNEGO

11G 2G 12G 5G 13G 14G FU 7G 10G 22G 8G 6G 9G um DE GLOBAL

11G 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25
2G 1 26 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 30
12G 0 0 24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 24
5G 0 0 0 27 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 28
13G 1 3 4 3 26 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 39
14G 0 0 0 0 0 25 0 0 0 0 1 1 1 1 0 29
FU 0 0 0 0 0 0 27 0 0 0 0 0 0 0 0 27
7G 0 0 0 0 0 0 0 28 0 0 0 0 0 0 0 28
10G 0 0 0 0 0 0 0 0 26 0 0 0 0 0 0 26
22G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 29 0 2 0 0 0 31
8G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 29 0 0 0 0 29
6G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27 0 0 0 27
9G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 29 0 0 29
um 0 0 0 0 1 0 3 0 0 0 0 0 0 11 0 15
DE 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 23 23
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indv sin asignar 3 1 1 1 3 1 0 0 2 1 0 0 0 0 1 14
N 30 30 30 31 30 30 30 28 28 30 30 30 30 13 24 424
Individuos asignados
Al tramo de origen (%) 92,59 89,66 82,76 90,00 96,30 86,21 90,00 100,00 100,00 100,00 96,67 90,00 96,67 84,62 100,00
A la propia subcuenca (%) 100,00 100,00 100,00 100,00 96,30 100,00 90,00 100,00 100,00 100,00 96,67 96,67 96,67 84,62 100,00
Individuos excluidos
Del tramo de origen (%) 7,41 10,34 17,24 10,00 3,70 13,79 10,00 0,00 0,00 0,00 3,33 10,00 3,33 1538 0,00

De la propia subcuenca (%) 0,00 0,00 0,00 0,00 3,70 0,00 0,00 0,00 0,00 3,33 3,33 3,33

Anexo 3. Continuacién
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Anexo 4. Resultados del test de asignacion para las muestras de M. margaritifera determinados a partir del programa GENecLASs 2.0 (Piry et al. 2004) considerando las probabilidades

maximas.
Probabilidades maximas ALTO ULLA ARNEGO
11G 2G 12G 5G 13G 14G FU 7G 10G 22G 8G 6G 9G UM DE GLOBAL
11G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2G 3 4 2 8 2 2 0 2 2 1 4 4 0 1 2 37
12G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5G 2 8 2 4 2 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 21
13G 1 5 5 7 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 28
14G 21 8 20 11 17 16 0 0 0 0 1 1 4 5 11 115
FU 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7G 0 3 0 0 0 0 0 4 12 11 7 9 7 0 0 53
10G 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0 2 0 0 0 5
22G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8G 0 0 0 0 0 0 0 16 10 16 16 14 15 0 0 87
6G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
9G 0 1 0 0 0 0 0 4 0 1 2 0 3 0 0 11
um 0 0 0 0 1 3 30 0 0 0 0 0 0 7 0 41
DE 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 10 11
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Individuos sin asignar

N

Individuos asignados

Al tramo de origen (%)

A la propia subcuenca (%)

3 1
30 30
0,00 13,79
100,00 86,21

30

0,00

100,00

31

13,33

100,00

30 30

18,52 51,72

96,30 89,66

30

0,00

0,00

28

14,29

89,29

28

7,69

92,31

30

0,00

89,66

30

53,33

83,33

30

0,00

83,33

30

10,00

86,67

13

53,85

53,85

24

43,48

43,48

14

424

Anexo 4. Continuacién
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