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Resumen

En el campo de la acuicultura marina, los moluscos bivalvos constituyen uno de los
grupos mas importantes, tanto desde un punto de vista productivo como econémico. En
la Peninsula Ibérica su importancia econémica y social es evidente al emplear de forma
directa a miles de personas. Sin embargo, la FAO estima que hasta 2030 habra un
estancamiento en la extraccion de los bancos marinos mundiales (FAO, 2002). Por este
motivo, los estudios encaminados a mejorar el manejo, conservacion y explotacion de
estos recursos naturales, junto con el desarrollo y optimizacion de practicas de
acuicultura para nuevas especies, 0 especies ya explotadas, son extraordinariamente
beneficiosos. Estos estudios pasan necesariamente por incrementar el conocimiento que
se tiene de la biologia de las especies y, en este sentido, el estudio de la diversidad y
diferenciacién genética juega un papel clave para lograr una gestion adecuada. No
obstante, y a pesar de su gran interés comercial, los estudios genéticos en muchas
especies de bivalvos son escasos, como es el caso de la coquina.

En Europa, se han identificado diferentes especies de coquina pertenecientes al género
Donax, y algunas de ellas son explotadas comercialmente en varios paises como Espaiia,
Francia, Italia, Portugal y Turquia. En la Peninsula Ibérica, la especie Donax trunculus
(Linnaeus, 1758) presenta un elevado indice de cotizacién en lonja, llegando a generar
ingresos mas altos que otras especies consideradas como principales. Atendiendo a las
estadisticas de la Plataforma Tecnoldgica de la Pesca de la Xunta de Galicia (Conselleria
do Mar, Xunta de Galicia), en el afio 2018 fue el bivalvo que alcanzé un mayor precio
medio (43,02 €/kg), muy superior al cotizado en otras regiones de Espafa y del sur de
Portugal. No obstante, los bancos de la costa gallega estan en regresion, debido a un
posible agotamiento de este recurso marisquero. Esto se pone de manifiesto en el escaso
numero de lonjas que comercializan esta especie que, en la actualidad, son Unicamente
las lonjas de Cedeira (A Corufia) y Arousa (Pontevedra). Esta situacidon conlleva a que
exista gran interés en la realizacion de estudios que permitan su recuperacion y, en el
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futuro, la gestion sostenible de este bivalvo. Sin embargo, es conocido que las técnicas
de repoblacion pueden tener efectos deletéreos en la composicion genética de las
poblaciones naturales, como la pérdida de adaptacion a condiciones locales o la pérdida
de variabilidad. En consecuencia, para desarrollar una acuicultura sostenible y
programas de repoblacion adecuados, debe evaluarse tanto la estructura como la
variacion genética de los bancos naturales. Asimismo, es necesario conocer las diferentes
especies de un mismo género que coexisten en la misma regidon geografica. Entre las
diferentes especies de coquina pertenecientes al género Donax, cinco de ellas se
encuentran a lo largo del litoral europeo: D. trunculus, D. semiestriatus, D. variegatus,
D. venustus, y D. vittatus. Este hecho plantea la necesidad de realizar un estudio
exhaustivo de su presencia en el resto de los bancos naturales de las costas de nuestra
peninsula y desarrollar estudios genéticos similares a los realizados para D. trunculus.
Los estudios genéticos realizados en este trabajo, contribuiran a mejorar los programas
de gestion y conservacion de especies del género Donax en esta region.

El objetivo global de esta tesis ha sido conocer los genomas de estos bivalvos para que,
posteriormente, se pueda aplicar el conocimiento de sus caracteristicas genéticas a
programas de explotacién adecuados. Los datos obtenidos en este trabajo han permitido
caracterizar diferentes regiones mitocondriales y nucleares de las cuatro especies de
coquina presentes en Europa, identificar marcadores moleculares que permiten
diferenciarlas, y evaluar la variabilidad genética y diferenciacién poblacional para el
apoyo de estrategias de conservacion de los bancos naturales.

En primer lugar, se estudid la variacion genética de los marcadores mitocondriales 16S
y Cytb en individuos D. trunculus procedentes de 18 localidades de la Peninsula Ibérica
(prestando especial atencidn al area noroccidental donde las poblaciones naturales han
disminuido drasticamente) para comprobar si los patrones de diversidad genética,
estructura poblacional e inferencia demografica deducidos previamente con
microsatélites (Marie et a/., 2016; Nanton et al., 2017) eran compatibles con los inferidos
por estos nuevos marcadores. Ademas, dado que D. trunculus muestra herencia
doblemente uniparental (DUI) (Theologidis et al., 2008), se analizaron ambos tipos de
ADNmt (F y M). Los resultados mostraron un alto nivel de diversidad genética y
estructura genética significativa a lo largo de la Peninsula Ibérica, revelando tres grupos
genéticamente divergentes (Océano Atlantico, Mar de Alboran y Mar Mediterraneo). Esta
diferenciacion debe tenerse en cuenta en las estrategias de repoblacién para evitar poner
en riesgo la diversidad genética de la especie. En esta parte de la tesis se proponen
también varias estrategias para la conservacion y manejo de este bivalvo con alta
importancia ecoldgica y comercial.

En segundo lugar, se analizd la diversidad genética y la estructura poblacional de D.
vittatus a lo largo de toda la costa atlantica de la Peninsula Ibérica. Para ello, se utilizaron
cuatro genes mitocondriales (COI, Cytb, 16S F y M) y tres nucleares (H3, 18S y 28S).
Estos mismos marcadores moleculares se secuenciaron en D. semistriatus y D.
variegatus para abordar las relaciones filogenéticas de las especies del género Donax
comunes a lo largo de las costas europeas. Los resultados mostraron una expansion
poblacional reciente en las localidades de D. vittatus analizadas y los analisis de
diferenciacién poblacional, realizados con el marcador mitocondrial COI, indicaron
ausencia de estructura genética significativa. Sugerimos que D. vittatus podria ser un
recurso alternativo potencialmente explotable como complemento de D. trunculus, cuyas
reservas naturales han disminuido drasticamente en algunas areas. Ademas, se
presentd, por primera vez, la evidencia de DUI en las especies D. vittatus y D.
semistriatus.
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Por otra parte, se desarrollaron 15 /oc/ microsatélite para D. vittatus mediante Next
Generation Sequencing, con el fin de revelar su estructura poblacional con un mayor
numero de marcadores y dilucidar las unidades de manejo apropiadas a lo largo de la
costa atlantica de la Peninsula Ibérica. Todos los /oc/ resultaron polimérficos y las
localidades mostraron valores similares de riqueza alélica y de heterocigosidad
observada y esperada. Ademas, se detectd un déficit significativo de heterocigotos para
todas las localidades, siendo los alelos nulos el factor mas probable a contribuir en estos
déficits. En cuanto a los andlisis de diferenciacion poblacional, indicaron ausencia de
estructura genética en la regién estudiada, confirmando los resultados basados en el
gen COI. Estos datos son Utiles para ayudar al desarrollo de la pesqueria y los planes de
conservacion de esta especie. Ademas, los nuevos marcadores microsatélite
desarrollados permitiran llevar a cabo otros estudios genético-poblacionales a lo largo
de la distribucion geografica de la especie, asi como analisis genéticos necesarios para
las actividades de acuicultura.

También se analizaron las unidades de repeticion completas del ADNr 5S y del espaciador
transcrito interno (ITS) en las cuatro especies del género Donax presentes en Europa
(D. semistriatus, D. trunculus, D. variegatusy D. vittatus). Tras amplificar, clonar y
secuenciar varias unidades 5S e ITS, se describieron sus caracteristicas basicas y su
variacion genética. Este no sélo resultd ser un trabajo de investigacion basica, donde se
aportaron nuevos datos y conocimientos acerca de las especies Donax, de las que no
hay mucha informacidon genética, sino que también ofrecid una aplicacion viable en
acuicultura. Pues a partir de estos resultados, se desarrolld una PCR multiplex para
identificar estas cuatro especies de coquina. Los perfiles electroforéticos especie-
especificos permitieron su identificacion de una manera rapida, simple, eficiente y de
bajo coste, ofreciendo una aplicacion factible tanto en laboratorios no especializados,
como en laboratorios de inspeccidn alimentaria, particularmente cuando se analiza un
elevado nimero de muestras.

Finalmente, se secuenciaron y caracterizaron los genomas mitocondriales completos de
las cuatro especies, siendo los primeros representantes de la familia Donacidae
analizados al respecto. Los cuatro mitogenomas varian en tamaiio, desde 17.044 pb (D.
semistriatus) hasta 17.365 pb (D. trunculus), y en contenido A+T, desde 58,9% (D.
trunculus) a 63,5% (D. vittatus). Las diferencias de longitud se deben principalmente a
la variacién de tamano de la regidn no codificante mas larga (NCR), la cual se identificd
en cada una de las cuatro especies Donaxentre los genes cob y cox2, y que posiblemente
se trate de la Regidn de Control. Ademas, se encontrd el gen atp8 en ocho especies del
orden Veneroida, mejorando los estudios previos en los que se indicaba su ausencia.
Con este trabajo, no sélo se ha incrementado el nimero de secuencias de mitogenomas
dentro del orden Veneroida, sino que también se han ilustrado las relaciones
filogenéticas entre las especies Donaxy su posicion dentro de este orden. Los resultados
demuestran que la secuenciacion de los mitogenomas completos proporciona
informacidn muy valiosa para el andlisis filogenético en bivalvos. Asimismo, se
proporciona informacion basica y de gran interés para la comunidad cientifica que puede
utilizarse para su aplicacién en acuicultura. De hecho, las secuencias de ADNmt
aportadas anaden marcadores genéticos significativamente Utiles para i) ayudar a
diferenciar estas especies comerciales, ii) detectar y evitar el fraude, iii) proteger los
derechos del consumidor y lograr otros objetivos de calidad, como el certificado de
origen, y iv) utilizar en estudios de genética de poblaciones para la gestion sostenible de
estas especies.

Palabras clave: autentificacion de especies, coquina, género Donax, marcadores
moleculares, recursos pesqueros.
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