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Genetic characterization, based on microsatellite loci, of Solea senegalensis ==
(Soleidae, Pleuronectiformes) in Atlantic coast populations of the SW Iberian

Peninsula

Caracterizacion genética mediante microsatélites de Solea senegalensis
(Soleidae, Pleuronectiformes) en poblaciones naturales de la costa atlantica del
suroeste de la Peninsula Ibérica
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ABSTRACT. The Senegalese sole, Solea senegalensis, is an important commercial flatfish species with major fisheries located off the Atlantic
coast of the SW Iberian Peninsula. Past information about the genetic structure and connectivity among natural populations of this species has
been restricted to mitochondrial DNA analysis. The present analysis of eight natural Atlantic populations fished from Lisbon to the Gulf of
Cadiz, using nine microsatellite loci, identifies high intrapopulation genetic variability. Out of 72 tests performed, a total of 19 statistically
significant deviations from Hardy-Weinberg (H-W) expectations (24%), and 7 after Bonferroni corrections (9%), were observed in the
populations examined. Most deviations from H-W expectations were caused by heterozygote deficiencies (positive Fis values) attributed to null
alleles predominantly occurring in two loci (Sol GA12 and Sol MIJ) and one population (Rio San Pedro). Pairwise genetic differentiation
among populations was only found in comparisons involving Rio San Pedro samples (five out of seven comparisons) and Barbate samples (two
out of seven comparisons). The observed genetic structure complements existing information from mitochondrial data and should contribute to
future management of fisheries of this species, since some fisheries are not environmentally sustainable.

Key words: flatfish fisheries, genetic characterization, microsatellites, sole, Solea senegalensis.

RESUMEN. El lenguado senegalés, Solea senegalensis, es una especie de pez plano importante desde el punto de vista comercial, cuyas
pesquerias principales estan localizadas en las costas atlanticas del suroeste de la Peninsula Ibérica. La informacion existente sobre la estructura
genética y conectividad entre poblaciones naturales de esta especie es muy reducida y esta limitada a la utilizacion de marcadores de ADN
mitocondrial. Este trabajo presenta el andlisis de ocho poblaciones naturales del Atlantico situadas entre Lisboa y el golfo de Cadiz, usando
nueve loci microsatélites, mediante los que se detecta una alta variabilidad genética intrapoblacional. De un total de 72 pruebas realizadas, 19
mostraron desviaciones estadisticamente significativas de las condiciones de equilibrio de Hardy-Weinberg (24%) y 7 después de aplicar las
correcciones de Bonferroni (9%) en las poblaciones analizadas. La mayoria de las desviaciones en las poblaciones fueron debidas al déficit de
heterocigotos (valores de Fis positivos) atribuidos a alelos nulos observados principalmente en dos loci (Sol GA12 y Sol MIJ) y una poblacién
(Rio San Pedro). Solamente se detect6 diferenciacion genética entre parejas de poblaciones que incluian muestras de Rio San Pedro (cinco de
siete comparaciones) y Barbate (dos de siete comparaciones). La estructura genética observada complementa la informacion existente con datos
mitocondriales y deberia contribuir a la futura gestion de pesquerias de esta especie, puesto que algunas pesquerias no son ambientalmente
sostenibles.

Palabras clave: pesquerias de peces planos, caracterizacion genética, microsatélites, lenguado, Solea senegalensis.

INTRODUCTION INTRODUCCION

Solea senegalensis (Kaup 1858) is a common inshore Solea senegalensis (Kaup 1858) es un pez plano comun
flatfish occurring off the Atlantic coast, from northern que se encuentra en la costa atlntica desde el norte de
Senegal to Perthuis Charantais (France), and in the Senegal hasta Perthuis Charantais (Francia) y en el mar
Mediterranean Sea, from the Strait of Gibraltar to the coast of Mediterraneo desde el estrecho de Gibraltar hasta la costa de
Tunisia. The Senegalese sole is a gonochoric species, well Tunez. El lenguado senegalés es una especie gonocorica,
adapted to warm climates, and commonly raised in extensive bien adaptada a climas célidos, y cominmente criada en
earthen ponds along the southern coast of Portugal and Spain. extensos estanques de tierra en la costa sur de Portugal y
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In this region, it is considered the most important commercial
species due to its high economic value and the high quality of
its flesh (Imsland et al. 2003, APROMAR 2010). This spe-
cies reaches sexual maturity between three and four years of
age (Cabral et al. 2007). Spawning takes place in estuarine
zones where the fish live for about two years before the lar-
vae migrate to inshore areas characterized by sandy bottoms
(Dinis et al. 1999). Since spawning grounds are distant from
the nursery areas, transport of eggs and larvae is an important
issue. Like other fish with pelagic development, physical fac-
tors (currents, depth, temperature, salinity boundaries, hydro-
dynamic eddies, and sea floor topography) and biological
factors (predation and competition) exert strong influences
on the distribution and genetic structure of its populations
(Wegner et al. 2003). In addition, anthropogenic factors such
as pollution, habitat degradation, and overfishing also impact
fish distribution and population structure (Mustafa 1999,
Cabral et al. 2007).

The study of genetic structure and connectivity of marine
populations is essential for understanding their evolutionary
potential, fitness, and sustainability; however, despite much
previous work, there is little knowledge about the connectiv-
ity among the habitats occupied by this species, covering its
entire distribution range (Feral 2002, Vinagre et al. 2008). In
flatfishes, several markers have been applied to study genetic
structure and connectivity: these include isoenzymes, blood
proteins, random amplified polymorphic DNA fragments,
microsatellites, and amplified fragment length polymor-
phisms (AFLPs) (Bouza et al. 2002, Guarniero et al. 2002,
Exadactylos et al. 2003, Florin and Hoglund 2007, Garoia
et al. 2007). Despite similar life-history patterns among
flatfish species, contrary results have been obtained in terms
of gene flow, genetic diversity, and genetic differentiation
(Borsa et al. 1997, Garoia et al. 2007).

Different patterns of differentiation have been observed at
different geographical scales within species. For instance, the
absence of genetic differentiation in the turbot from Atlantic
populations contrasts with significant divergence observed in
the Baltic Sea (Bouza et al. 2002, Nielsen et al. 2004).
Differences have also been reported in the population struc-
ture among demersal and pelagic spawners of the European
flounder (Florin and Hoglund 2008).

Genetic studies in S. senegalensis have previously
been performed using allozymes and mitochondrial DNA
(mtDNA) (Diaz-Ferguson et al. 2002, 2007; Cabral et al.
2003; Diaz-Ferguson 2004). Results from mtDNA-restriction
fragment length polymorphism (RFLP) studies have indi-
cated low genetic diversity and high differentiation among
populations of the SW Iberian Peninsula and Gulf of Céadiz,
particularly off the Portuguese coast; these results suggest
that this species displays homing behavior (Diaz-Ferguson
et al. 2007) and that genetic structure is absent and connec-
tivity is elevated within the Gulf of Cadiz area.

Although microsatellite sequences have been developed
and tested in cultured and wild individuals, to date no
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Espafia. En esta region, es considerada la especie de mayor
importancia comercial por su alto valor econémico y la
elevada calidad nutricional de su carne (Imsland et al. 2003,
APROMAR 2010). Esta especie alcanza la madurez sexual
entre los tres y cuatro afios de edad (Cabral et al. 2007).
Los peces desovan en zonas estuarinas donde permanecen
durante unos dos afios antes de que las larvas migren a zonas
costeras caracterizadas por fondos arenosos (Dinis et al.
1999). En vista de que las zonas de desove se encuentran
alejadas de las zonas de crianza, el transporte de huevos y
larvas es un aspecto important. Al igual que en otros peces
pelagicos, factores fisicos (corrientes, profundidad, tempera-
tura, limites de salinidad, giros hidrodindmicos y topografia
del fondo marino) y biolédgicos (depredacién y competencia)
ejercen una gran influencia en la distribucién y estructura
genética de sus poblaciones (Wegner et al. 2003). Ademas,
factores antropogénicos como la contaminacion, degradacién
de héabitat y sobrepesca también afectan la distribucion de
peces y la estructura poblacional (Mustafa 1999, Cabral et al.
2007).

El estudio de la estructura genética y la conectividad de
las poblaciones marinas es esencial para comprender el
potencial evolutivo, la salud y la sostenibilidad de éstas; sin
embargo, a pesar de mucho trabajo previo, existe poco
conocimiento acerca de la conectividad entre los hébitats
ocupados por esta especie a través de su distribucion geogra-
fica (Feral 2002, Vinagre et al. 2008). En peces planos, se
han aplicado varios marcadores para estudiar la estructura
genética y conectividad, incluyendo isoenzimas, proteinas
sanguineas, fragmentos de ADN polimérfico amplificados al
azar, microsatélites y polimorfismos de la longitud de frag-
mentos amplificados (AFLP por sus siglas en inglés) (Bouza
et al. 2002, Guarniero et al. 2002, Exadactylos et al. 2003,
Florin y Hoglund 2007, Garoia et al. 2007). A pesar de patro-
nes de historia de vida similares entre las especies de peces
planos, se han obtenido resultados opuestos en cuanto al flujo
de genes y la diferenciacion y diversidad genética (Borsa
et al. 1997, Garoia et al. 2007).

Se han observado diferentes patrones de diferenciacion a
diversas escalas geograficas entre especies. Por ejemplo, la
falta de diferenciacién genética en el rodaballo de las pobla-
ciones del Atlantico contrasta con la alta divergencia obser-
vada en el mar Baltico (Bouza et al. 2002, Nielsen et al.
2004). Asimismo, se han documentado diferencias en la
estructura poblacional entre los desovadores demersales y
pelagicos de la platija europea (Florin y Hoglund 2008).

Los estudios genéticos en S. senegalensis se han
desarrollado usando alozimas y ADN mitocondrial (ADNmt)
(Diaz-Ferguson et al. 2002, 2007; Cabral et al. 2003; Diaz-
Ferguson 2004). Los resultados de estudios de polimorfismo
de la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP por sus
siglas en inglés) del ADNmt han mostrado una baja diversi-
dad genética y alta diferenciacién entre poblaciones del
suroeste de la Peninsula Ibérica y el golfo de Cadiz, especial-
mente en la costa portuguesa; los resultados sugieren gque esta
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population genetic studies based on these markers have been
carried out in wild populations of S. senegalensis (Funes
et al. 2004, Castro et al. 2006, Porta et al. 2006). This study
is the first application of these highly variable nuclear
markers to wild populations of this species, at micro spatial
scale, across one of the most important fishery areas for the
species, with the object of contributing to its future fisheries
management, some of these fisheries being considered not
environmentally sustainable (Baeta et al. 2005).

MATERIAL AND METHODS
Samples and DNA extraction

A total of 265 adults of S. senegalensis were taken from
two Portuguese and six Spanish populations located in the
Gulf of Céadiz (fig. 1). Sampling sites were chosen because
they represent the species’ main distribution areas. The Tagus
Estuary is a nursery area for S. senegalensis (Vasconcelos
et al. 2010). Fish from this location (Lisbon) and Portiméo
were purchased directly from commercial fishing vessels
after confirming the origin of the fish. Six sampling sites

v
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Figure 1. Geographical location of eight populations of Solea
senegalensis from the Atlantic coast of the SW Iberian Peninsula:
(1) Lisbon (38°30" N, 9°W), (2) Portimdo (37°N, 8°30' W, (3)
Punta Umbria, (4) Chipiona, (5) Valdelagrana, (6) Rio San Pedro,
(7) Cédiz, and (8) Barbate. Populations 3, 4, 5, 6, 7, and 8 are
located within the Gulf of Cadiz (area between Cape Santa Maria
[37° N, 8° W] and Cape Trafalgar [36°10" N, 6° W]).

Figura 1. Localizacion geogréafica de ocho poblaciones de Solea
senegalensis de la costa Atlantica del suroeste de la Peninsula
Ibérica: (1) Lisboa (38°30" N, 9° W), (2) Portimao (37° N, 8°30’ W,
(3) Punta Umbria, (4) Chipiona, (5) Valdelagrana, (6) Rio San
Pedro, (7) Cadiz y (8) Barbate. Las poblaciones 3, 4, 5,6, 7y 8 se
localizan dentro del golfo de Cadiz (area entre los cabos de Santa
Maria [37° N, 8° W] y Trafalgar [36°10’ N, 6° W]).
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especie muestra un comportamiento “hogarefio” (homing
behavior) (Diaz-Ferguson et al. 2007) y que la estructura
genética esta ausente y la conectividad es alta dentro del area
del golfo de Cadiz.

A pesar de que secuencias microsatelitales han sido
desarrolladas y probadas en individuos cultivados y salvajes,
a la fecha no se han realizado estudios genéticos poblaciona-
les con base en estos marcadores en poblaciones naturales de
S. senegalensis (Funes et al. 2004, Castro et al. 2006, Porta
et al. 2006). Este estudio es el primero en aplicar estos mar-
cadores nucleares muy variables a poblaciones naturales de
esta especie, a microescala espacial, en una de las principales
zonas pesqueras de esta especie, con el objetivo de contribuir
a la futura gestion de sus pesquerias, ya que algunas
pesquerias existentes no se consideran ambientalmente
sostenibles (Baeta et al. 2005).

MATERIALES Y METODOS
Muestras y extraccién de ADN

Se recolectaron un total de 265 adultos de S. senegalensis
de dos poblaciones portuguesas y seis espariolas localizadas
en el golfo de Cadiz (fig. 1). Los sitios de muestreo se selec-
cionaron porque representan las principales areas de distribu-
cién de la especie. El estuario del Tajo es una zona de crianza
de S. senegalensis (Vasconcelos et al. 2010). Los ejemplares
de este sitio (Lisboa) y Portimdo fueron adquiridos directa-
mente de barcos pesqueros comerciales después de confirmar
el origen de los peces. Se establecieron seis sitios de mues-
treo en la costa de Espafia, dada sus caracteristicas conocidas.
Esta zona es parte del golfo de Cadiz y es influenciada por la
corriente superficial del Atlantico; el efecto de tal corriente
aumenta debido a su proximidad al estrecho de Gibraltar, el
cual promueve un flujo de agua importante entre el océano
Atlantico y el mar Mediterraneo. Ademas, la topografia de la
costa puede representar una barrera fisica entre las poblacio-
nes. La poblacion 3 fue muestreada por E Diaz-Ferguson
durante un crucero cientifico, mientras que las poblaciones 4,
5, 6, 7 y 8 fueron muestreadas durante cruceros contratados
para este proyecto.

El ADN se obtuvo de una muestra pequefia de la aleta
caudal, usando el procedimiento con resina Chelex 100
(Walsh et al. 1991).

Amplificacién de loci microsatélites y genotipado

Las secuencias de los cebadores y las temperaturas de
fusion de los nueve loci microsatélites se tomaron de la base
de datos GenBank (Coughlan et al. 1996, lyengar et al. 2000,
Funes et al. 2004, Porta y Alvarez 2004) (tabla 1). Se realiza-
ron reacciones en cadena de la polimerase en una mezcla de
15 uL conteniendo 30 ng de ADN gendmico total, 1.5 mM
de MgCl,, 0.1 mM de dNTP, 1 uM de cada partidor, 0.5
unidades de AmpliTag Gold DNA Polymerase y 1x
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were established for the Spanish coast, given its known
characteristics. This area is part of the Gulf of Cadiz and it is
influenced by the Atlantic surface current; the effect of this
current is increased due to its proximity to the Strait of
Gibraltar, which promotes significant water flow between the
Atlantic Ocean and the Mediterranean Sea. In addition, the
topography of the coast can represent physical barriers
between populations. Population 3 was sampled during a
scientific cruise by E Diaz-Ferguson. Populations 4, 5, 6, 7,
and 8 were obtained on sampling cruises contracted for the
project.

DNA was obtained from a small sample of the caudal fin,
using the Chelex 100 resin procedure (Walsh et al. 1991).

Amplification of microsatellite loci and genotyping

Primer sequences and annealing temperatures of nine
microsatellite loci were taken from GenBank accessions
(Coughlan et al. 1996, lyengar et al. 2000, Funes et al. 2004,
Porta and Alvarez 2004) (table 1). Polymerase chain reac-
tions were performed in a reaction mix of 15 pL containing
30 ng of total genomic DNA, 1.5 mM MgCl,, 0.1 mM dNTP,
1 uM forward and reverse primer, 0.5 units of AmpliTaq
Gold DNA Polymerase, and 1x polymerase buffer (supplied
by the manufacturer). Amplifications were performed as
follows: pre-denaturation at 95°C for 10 min, followed by

de amortiguador de polimerasa (proporcionado por el
fabricante). Las amplificaciones se llevaron a cabo segun el
siguiente programa: predenaturacion a 95°C por 10 min,
seguido de 35 ciclos a 94 °C por 45 s, 50 s a la temperatura
de fusion especifica, y extensién a 72 °C por 50 s; la exten-
sion final se realizd a 72°C por 10 min. El tamafio de los
fragmentos de los loci microsatélites se determiné en un
secuenciador automatico ABI Prism 3100 (Applied Biosys-
tems). El tamafio de los alelos se determiné por comparacién
con un estandar interno de peso molecular de 500 pares de
bases (pb) y el programa GeneScan Analysis Software 3.7.
Los genotipos de cada locus se formatearon segun programas
estadisticos especificos para su posterior analisis.

Variabilidad genética y expectativas de Hardy-Weinberg

Se estimaron la frecuencia de alelos, el nimero de alelos
(Na), y la heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He)
por locus por poblacion y la heterocigosidad total (Ht) con el
programa de computo GENETIX 4.01 (Belkhir et al. 2001).
Se realizaron pruebas de Kruskal-Wallis (SYSTAT 11.0) para
determinar las diferencias en los parametros de diversidad
genética (valores promedio de alelos, He y Ho entre los loci)
entre las poblaciones. Para evaluar la conformidad con las
expectativas de Hardy-Weinberg (H-W) por poblacién y
locus, se realizaron pruebas exactas con el método de la

Table 1. Locus, GenBank access number, repeat motif, primer sequence, and melting temperature (MT) of each of the nine microsatellites used
in this study of Solea senegalensis.

Tabla 1. Locus, nimero de acceso en GenBank, motivo de repeticion, secuencia de los cebadores y temperatura de fusion (MT) de cada uno de
los nueve microsatélites usados en este estudio con Solea senegalensis.

Locus GenBank access  Repeat motif Primer sequence (5'-3") MT

Sol 9A AF441389 (CA)9 (GA)9 F5 TCTCGTCGAGTCAAATGTCC 3’ 59°C
R 5' CTCAGAATAAAGCTCGTTTAGC 3

Smax-02 Coughlan (TG)16 F 5" GGAGGATGTATTGAAAGTGT 3 56 °C

et al. (1996) R 5" AGAGCAGGTCATTATACAGC 3’

Sol 13D AF441385 (GM)12 F 5" GATCATTAGAGAGGTCACACGAGC 3’ 59°C
R 5" CATGACATCATCGCAGACC 3

Sol 19A AF4413887 (GM)12 F 5" GATCCTCTGTGCCACGACGTTGG 3’ 59°C
R 5" GATCTGGCCGAGAGCAGATGC 3’

Sol M1J AF441392 (CA)15 F5 TCCTTTCTTTAAGCCCCTCTGG 3’ 57°C
R 5" CATCCAAGGATACTCAGACTGC 3

F13-118/4/7 AF173849 (TG)BCGC(GT)4(GA)7 F 5" GGCTGCAGAACGATCTTTAC 3’ 61°C
R 5" GCAACCTTGAGCTGTGACC 3’

Sol GA12 AF441391 (GA)19 F 5 GATCCGCTTGGGGTGAGG 3’ 59°C
R 5 TGCCATACTTCACTTGTTCG 3’

Sol Ml AY 426693 (CTG)10 F 5 TTCAAAGCAGTCGTCCTCAGG 3’ 56 °C
R 5" ACGAGGTAGGTGGAAAGCTGC 3'

SseGATA38 AB177534 (GATA)20 F5" ATATCATCAGGCAGTAAAACGGTCGCAAATG3' 59°C

R5" GCAATCTGCAAACTGACCACTAGATGCCAGT3'
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35 cycles at 94°C for 45 s, 50 s at the specific annealing
temperature, and 50 s at 72 °C for extension; a final elonga-
tion step of 10 min at 72 °C was performed. Microsatellite
fragment sizes were determined using a DNA ABI Prism
3100 automatic sequencer (Applied Biosystems). Allele sizes
were obtained by comparison with a 500 base pair (bp)
molecular weight internal size standard and GeneScan
Analysis Software 3.7. Genotypes for each locus were then
formatted to specific statistical software for further analysis.

Genetic variability and Hardy-Weinberg expectations

Estimates of allele frequency, number of alleles (Na), and
observed and expected heterozygosity (Ho and He, respec-
tively) per locus per population and total heterozygosity (Ht)
were calculated using the computer program GENETIX 4.01
(Belkhir et al. 2001). Kruskal-Wallis tests (SYSTAT 11.0)
were performed to check for differences in genetic diversity
parameters (mean values of alleles, He and Ho among
loci) between populations. To assess conformance to Hardy-
Weinberg (H-W) expectations by population and locus, exact
tests were performed using the Markov-Chain method imple-
mented in GENEPOP 3.1 software (Raymond and Rousset
1995). The Markov-Chain parameters used were 5000 steps
and a de-memorization value of 1000. A global test across
loci within populations was applied using Fisher’s method.
Fis estimates for checking the magnitude and sign of
deviations at each locus were obtained following Weir and
Cockerham (1984) by using FSTAT 2.9.3 (Goudet 1995).
Tests for the presence of null alleles and scoring errors were
made with MICROCHECKER (Van Oosterhout et al. 2004).
Bonferroni adjustment was applied to multiple comparisons
(Rice 1989).

Genetic differentiation among populations

Exact probability tests were performed to check for
homogeneity between all sample pairs and across all samples
and loci using GENEPOP 3.1 (Raymond and Rousset 1995).
The relative components of genetic diversity (global F-
statistics) were calculated using FSTAT 2.9.3: Gst (Nei 1987)
and Rst (Slatkin 1995) based on the infinite alleles model and
the stepwise mutation model, respectively. To test for genetic
differentiation between locations, pairwise Fst was calcu-
lated, and the significance of results was checked by permu-
tation tests using FSTAT 2.9.3. In addition, the level of
structure was also tested by an estimation of the population
number (K) using the software STRUCTURE 2.2 (Pritchard
et al. 2000). The program was run with six independent repli-
cates for K (i.e., distinct populations or gene pools with K set
from one to eight). The burn-in period was 10,000 replicates
followed by 50,000 Monte Carlo simulations run in a model
that assumed no admixture and independent allele frequen-
cies. The most probable number of groups was determined
using the method proposed by Evanno et al. (2005).
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cadena de Markov implementado en el programa GENEPOP
3.1 (Raymond y Rousset 1995). Los parametros de la cadena
de Markov fueron 5000 pasos y un valor de demorizacién de
1000. Se realiz6 una prueba global de los loci dentro de las
poblaciones con el método de Fisher. Las estimaciones de Fis
para examinar la magnitud y el signo de las desviaciones en
cada locus fueron obtenidas siguiendo a Weir y Cockerham
(1984) con FSTAT 2.9.3 (Goudet 1995). Se realizaron prue-
bas para la presencia de alelos nulos y errores de puntuacion
con MICROCHECKER (Van Oosterhout et al. 2004). Se
aplicé el ajuste de Bonferroni para comparaciones maltiples
(Rice 1989).

Diferenciacion génetica entre las poblaciones

Se realizaron pruebas de probabilidad exacta para deter-
minar la homogeneidad entre todos los pares de muestras y
en todas las muestras y los loci mediante GENEPOP 3.1
(Raymond y Rousset 1995). Los componentes relativos de la
diversidad genética (prueba estadistica global F) fueron cal-
culados con FSTAT 2.9.3: Gst (Nei 1987) y Rst (Slatkin
1995) con base en el modelo de alelos infinitos y el modelo
de pasos (stepwise), respectivamente. Para determinar la dife-
renciacion genética entre sitios, se calculd Fst por pares, y la
significacién de los resultados se probd mediante pruebas de
permutacion con FSTAT 2.9.3. Ademas, también se examiné
el nivel de estructura mediante una estimacién del ndmero de
poblacion (K) con el programa STRUCTURE 2.2 (Pritchard
et al. 2000). El programa se corrid con seis réplicas indepen-
dientes para K (i.e., poblaciones distintas o grupos de genes
con K de uno a ocho). El periodo de descarte fue 10,000
réplicas seguido de 50,000 simulaciones de Monte Carlo en
un modelo que supone que no hay mezclas y frecuencias de
alelos independientes. EI nimero mas probable de grupos se
determiné mediante el método propuesto por Evanno et al.
(2005).

Las relaciones genéticas entre sitios se visualizaron
mediante un dendrograma del vecino mas préximo
(neighbor-joining; Saitou y Nei 1987) generado mediante el
programa POPULATIONS 1.2.28, con 1000 réplicas de
remuestreo (bootstrapping) (Langella 1999, obtenido de
www.pge.cnrs-gif.fr/bioinfo/populations). Las réplicas se
obtuvieron de la matriz de distancia genética Da (Nei 1987,
Takezaki y Nei 1996).

RESULTADOS
Diversidad genética y expectativas de Hardy-Weinberg

De las 72 pruebas realizadas, 19 mostraron desviaciones
significativas de las expectativas de H-W y 7 de éstas persis-
tieron después de aplicar la correccion de Bonferroni (no se
muestran los datos). La mayoria de las 19 desviaciones se
debieron a un déficit de heterocigotos (tabla 2; Fis promedio
= 0.076 = 0.021), asociado principalmente con los loci
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Genetic relationships among sites were visualized using a
neighbor-joining dendrogram (Saitou and Nei 1987) gener-
ated with the POPULATIONS 1.2.28 software, using 1000
bootstrapping replications (Langella 1999, downloaded from
www.pge.cnrs-gif.fr/bioinfo/populations). Bootstrapping rep-
lications were obtained from the Da genetic distance matrix
(Nei 1987, Takezaki and Nei 1996).

RESULTS
Genetic diversity and Hardy-Weinberg expectations

Out of the 72 tests performed, there were 19 significant
deviations from H-W expectations, and 7 of these 19 per-
sisted after Bonferroni correction (data not shown), and were
due mostly to heterozygote deficiency (table 2; mean Fis =
0.076 + 0.021). These deviations were associated mainly
with the loci Sol GA12 (Fis = 0.135 + 0.022) and Sol MIJ
(Fis = 0.119 £ 0.040), and were particularly high in the Rio
San Pedro population (mean Fis = 0.188 + 0.072); 66.7% of
the tests were significant in this population (table 2, appen-
dix). MICROCHECKER analysis revealed the presence of
null alleles in different loci, but mainly in those that pre-
sented heterozygote deficiency (Sol GA12 and Sol MIJ). The
analysis showed that the Rio San Pedro sample had the high-
est number of loci with null alleles (Sse 38, Sol 9A, Sol M,
Sol MI1J, and Sol GA12). With respect to genotyping errors,
MICROCHECKER suggested a stuttering error in Sse 38 in
the Rio San Pedro sample.

High genetic variability, both in the number of alleles and
heterozygosity per locus, was observed at the nine micro-
satellites analyzed after the genetic characterization of
265 individuals from eight natural populations. A mean of
14.65 £ 0.62 alleles per locus per population was obtained

Sol GA12 (Fis = 0.135 + 0.022) y Sol MIJ (Fis = 0.119 +
0.040), y fueron particularmente altas en la poblacion de Rio
San Pedro (Fis promedio = 0.188 £ 0.072); 66.7% de las
pruebas fueron significativas en esta poblacién (tabla 2,
apéndice). El analisis con MICROCHECKER mostro la pre-
sencia de alelos nulos en diferentes loci, pero principalmente
en los que presentaron un déficit de heterocigotos (Sol GA12
y Sol M1J), e indicé que la muestra de Rio San Pedro tenia el
mayor nimero de loci con alelos nulos (Sse 38, Sol 9A, sol
MII, Sol MIJ y Sol GA12). Con respecto a los errores de
genotipado, el analisis sugirié un error de tartamudeo en el
locus Sse 38 de la muestra de Rio San Pedro.

Se obervé una alta variabilidad genética, tanto del
namero de alelos y la heterocigosidad por locus, en los nueve
microsatélites analizados después de la caracterizacién gené-
tica de 265 individuos de ocho poblaciones naturales. Se
obtuvo un promedio de 14.65 + 0.62 alelos por locus por
poblacién (tablas 2, 3). El nimero de alelos varié de 9 en
Sol 19 a 68 en Sol MJI, la mayoria de los loci mostrando
entre 20 y 30 alelos. Se observaron diferencias ligeras y no
significativas (P > 0.05) en el nimero de alelos entre
poblaciones; el valor mas bajo correspondié a la muestra de
Rio San Pedro (11.22) y los valores mas altos a las poblacio-
nes portuguesas (16.11 y 17.00 para Portimdo y Lishoa,
respectivamente). Las diferencias entre la heterocigosidad
esperada de cada poblacion no fueron significativas y varia-
ron de 0.8 a 0.9 para la mayoria de los loci, con un promedio
de 0.860 + 0.005 por locus por poblacién.

Diferenciacion genética entre las poblaciones

Se observé una diferenciacion genética reducida pero
significativa (P < 0.001) para todos los loci y para sus

Table 2. Summary of genetic parameters by population. Intrapopulation genetic diversity estimates and standard errors (in parentheses) using
nine microsatellite loci in eight natural populations of Solea senegalensis. N: sample size; Na: mean number of alleles per locus and
population; Np: number of private alleles; Ho: mean observed heterozygosity; He: mean expected heterozygosity; Fis: mean Fis estimate per

population and significance.

Tabla 2. Resumen de los parametros genéticos por poblacion. Estimaciones de la diversidad genética intrapoblacional y errores estandar (entre
paréntesis) con nueve loci microsatélites en ocho poblaciones naturales de Solea senegalensis. N: tamafio de muestra; Na: nimero medio de
alelos por locus y poblacién; Np: nimero de alelos privados; Ho: heterocigosidad media observada; He: heterocigosidad media esperada;

Fis: estimacion media de Fis por poblacion y significacion.

Population N Na Np Ho He Fis

1. Lisbon 33 17.00 (2.67) 7 0.809 (0.048) 0.872 (0.027) 0.065***
2. Portiméo 31 16.11 (2.10) 1 0.858 (0.078) 0.877 (0.022) 0.018

3. Punta Umbria 40 14.22 (1.76) 10 0.781 (0.077) 0.864 (0.022) 0.091***
4. Chipiona 26 15.77 (2.21) 22 0.811 (0.098) 0.892 (0.021) 0.089**
5. Valdelagrana 29 13.77 (1.66) 7 0.783 (0.078) 0.863 (0.022) 0.087**
6. Rio San Pedro 55 11.22 (1.74) 1 0.674 (0.175) 0.840 (0.016) 0.194%**
7. Cadiz Bay 21 14.22 (1.76) 1 0.833 (0.114) 0.869 (0.027) 0.044**
8. Barbate 30 14.88 (1.73) 10 0.837 (0.115) 0.854 (0.097) 0.015%*

*P <0.05, ** P <0.01, *** P < 0.001.
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Table 3. Analysis of genetic diversity based on nine microsatellite loci in eight natural populations of Solea senegalensis.
Tabla 3. Andlisis de la diversidad genética basada en nueve loci microsatélites en ocho poblaciones naturales de Solea senegalensis.

Locus Na Allelic size (bp) Ht Ho He Gst Rst P
Sol 9A 21 201-262 0.857 0.719 0.854 0.004 0.001 0.025
Smax-02 24 81-132 0.846 0.753 0.836 0.013 0.018 0.000
Sol 13D 20 116-158 0.893 0.872 0.892 0.001 0.014 0.406
Sol 19A 9 133-149 0.723 0.741 0.720 0.004 0.012 0.100
Sol M1J 68 220-334 0.952 0.831 0.942 0.010 0.004 0.000
F1318/4/7 36 170-310 0.900 0.810 0.906 0.000 0.005 0.180
Sol GA12 55 72-190 0.925 0.797 0.920 0.005 0.013 0.000
Sol MilI 17 133-187 0.866 0.861 0.863 0.003 0.008 0.049
Sse 38 30 130-250 0.863 0.801 0.860 0.004 0.021 0.003
Overall 0.870 0.798 0.866 0.005 0.009 <0.001
Error 0.022 0.018 0.022 0.001 0.003

Na: number of alleles per locus; Ht: total heterozygosity; Ho: observed heterozygosity; He: expected intrapopulation heterozygosity; Gst: Nei’s
genetic differentiation index; Rst: estimate of interpopulation differentiation under a stepwise mutation model; P: probability values of the exact tests

to check for homogeneity of gene frequencies among populations.

(tables 2, 3). The number of alleles ranged from 9 at Sol 19 to
68 at Sol MJI, most loci ranging between 20 and 30 alleles.
Slight and non-significant (P > 0.05) differences were
observed in the number of alleles among populations, with
the lowest value in the Rio San Pedro sample (11.22) and the
highest values in the Portuguese populations (16.11 and
17.00 for Portimdo and Lisbon, respectively). Differences
between expected heterozygosity of each population were
non-significant and ranged from 0.8 to 0.9 for most loci, with
a mean of 0.860 + 0.005 per locus per population.

Genetic differentiation between populations

Reduced but significant (P < 0.001) genetic differentia-
tion was observed both for all loci and for their overall
averages (Rst = 0.009 and Gst = 0.005) across populations
(table 3); however, pairwise Fst comparisons only showed
slight but significant values for comparisons involving the
Barbate and, especially, the Rio San Pedro populations
(table 4). No evidence of separation was found between the
Portuguese and Gulf of Cadiz populations. This was reflected
in the consensus unrooted tree, based on genetic distances
Da; the tree showed long branches for all populations, and
low or moderate bootstrap rooting for most groupings. This
consensus unrooted tree did not show any specific geographi-
cal trend; only two geographically close populations, Bay of
Cadiz and Chipiona, constituted a moderately supported
group (bootstrap value = 76%) (fig. 2). However, the estima-
tion of K (number of populations) using STRUCTURE 2.2
failed to find any group structure in the analyzed data, and
their values (K = 1) corroborated the existence of a single
panmictic population for the species, extending along the
entire length of the Iberian Peninsula coast covered by the
study.
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promedios globales (Rst = 0.009 y Gst = 0.005) en todas las
poblaciones (tabla 3); sin embargo, las comparaciones de
pares de Fst sélo mostraron valores pequefios pero significa-
tivos para las comparaciones incluyendo las poblaciones de
Barbate y, particularmente, Rio San Pedro (tabla 4). No se
encontrd evidencia de separacion entre las poblaciones de
Portugal y el golfo de Cadiz. Esto se reflejo en el &rbol de
consenso sin raiz, basado en las distancias genéticas Da; el
arbol mostré ramas largas para todas las poblaciones, y una
robustez baja 0 moderada para la mayoria de las agrupacio-
nes. Este &rbol de consenso sin raiz no mostré ninguna
tendencia geografica especifica; s6lo dos poblaciones
geograficamente cercanas, bahia de Cadiz y Chipiona, consti-
tuyeron un grupo razonablemente robusto (valor de remues-
treo = 76%) (fig. 2). No obstante, la estimacion de K (nimero
de poblaciones) con el programa STRUCTURE 2.2 no
encontrd ninguna estructura grupal en los datos analizados, y
los valores (K = 1) corroboraron la existencia de una sola
poblacion panmictica para la especie, extendiéndose a lo
largo de la costa de la Peninsula Ibérica cubierta por el
estudio.

DiscusION
Variabilidad genética y expectativas de Hardy-Weinberg

La diversidad genética proporciona estimaciones precisas
del grado de salud y sostenibilidad de las poblaciones
marinas (Diaz-Ferguson et al. 2010). Los valores de diversi-
dad genética por locus por poblacion presentados aqui para
S. senegalensis son similares a los documentados previa-
mente para otras especies de peces planos como el rodaballo
Scophthalmus maximus (Bouza et al. 2002), el lenguado
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Table 4. Matrix of pairwise Fst values between populations®?.

Tabla 4. Matriz de los valores de Fst al comparar pares de poblaciones®?.

Population 1-LB 2-PM 3-PU 4-CH 5-VA 6-SP 7-CA 8-BA
1-LB

2-PM —0.0002

3-PU 0.0008 0.0016

4-CH —-0.0010 -0.0017 0.0032

5-VA 0.0068 -0.0023 0.0053 0.0590

6-SP 0.0120* 0.0142* 0.0086* 0.0152 0.0187*

7-CA —0.0037 -0.0010 0.00893 -0.0031 0.0073 0.0065

8-BA 0.0047 0.0000 0.0108** 0.032 0.059 0.1930*** 0.0015

& 1-LB = Lisbon; 2-PM = Portimao; 3-PU = Punta Umbria; 4-CH = Chipiona; 5-VA = Valdelagrana; 6-SP = Rio San Pedro; 7-CA = Cadiz Bay;

8-BA = Barbate.
*P <0.05,** P <0.01, *** P <0.001.

DiscuUssION
Genetic variability and Hardy-Weinberg expectations

Genetic diversity provides accurate estimates of the level
of fitness and sustainability of marine stocks (Diaz-Ferguson
et al. 2010). The values of genetic diversity per locus per
population presented here for S. senegalensis are similar to
those previously reported for other flatfish species such as the
turbot Scophthalmus maximus (Bouza et al. 2002), Japanese
flounder Paralichthys olivaceus (Sekino and Hara 2001),
plaice Pleuronectes platessa (Hourau et al. 2002), and
European Dover sole Solea solea (lyengar et al. 2000) using
microsatellite loci. In addition, these values were homoge-
neous among Senegalese sole populations across the geo-
graphic range analyzed. Despite its estuarine condition,
values of genetic diversity observed for S. senegalensis were
similar to those reported in marine species according to the
genetic diversity gradient related to habitat proposed by
DeWoody and Avise (2000). These authors suggested that
genetic diversity gradually increased from lower values in
freshwater species to intermediate in estuarine ones, finally
reaching its peak in marine species.

Marker choice obviously affects the genetic diversity
observed in these populations. Previous genetic studies with
isozymes and mtDNA segments found low genetic diversity
for S. senegalensis in natural populations (Vega et al. 2002,
Diaz-Ferguson 2004, Diaz-Ferguson et al. 2007) and cultured
stocks (Diaz-Ferguson et al. 2002, Vega et al. 2002), as well
as in other sole species such as the common sole Solea
vulgaris (Kotoulas et al. 1995, Cabral et al. 2003). This could
be explained by the existence of varied mutation rates among
markers and intraspecific polymorphisms dependent on
the number of nucleotide base pairs surveyed (Bouza et al.
2002, Diaz-Ferguson et al. 2007). A high proportion of sig-
nificant departures from H-W equilibrium was detected in the
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japonés Paralichthys olivaceus (Sekino y Hara 2001), la
platija Pleuronectes platessa (Hourau et al. 2002) y el len-
guado comun Solea solea (lyengar et al. 2000) usando loci
microsatélites. Ademas, estos valores resultaron homogéneos
entre las poblaciones del lenguado senegalés a través de la
extension geografica analizada. A pesar de su condicién
estuarina, los valores de diversidad genética registrados para
S. senegalensis fueron similares a los documentados para
especies marinas de acuerdo con el gradiente de diversidad
genética relacionado con el habitat propuesto por DeWoody
y Avise (2000). Estos autores sugieren que la diversidad
genética incrementa gradualmente de valores menores en
especies de agua dulce, a intermedios en especies estuarinas,
a maximos en especies marinas.

El marcador seleccionado obviamente afecta la diversi-
dad genética observada en estas poblaciones. Estudios
previos con isozimas y segmentos de ADNmt encontraron
una diversidad genética baja para S. senegalensis en pobla-
ciones naturales (Vega et al. 2002, Diaz-Ferguson 2004,
Diaz-Ferguson et al. 2007) y cultivadas (Diaz-Ferguson et al.
2002, Vega et al. 2002), asi como en otras especies de
lenguado como Solea vulgaris (Kotoulas et al. 1995, Cabral
et al. 2003). Esto se podria atribuir a la existencia de diversas
tasas de mutacién entre los marcadores y los polimorfismos
intraespecificos dependiendo del nimero de pares de bases
de nuclettidos examinados (Bouza et al. 2002, Diaz-
Ferguson et al. 2007). En las poblaciones estudiadas se
detect6 una proporcion alta de desviaciones significativas del
equilibrio de H-W (26.4%, P < 0.05; 9.7% después de aplicar
la correccion de Bonferroni). La mayoria de las desviaciones
se debieron al déficit de heterocigotos y, a pesar de estar
esparcidas a través de diferentes loci y poblaciones (todos los
valores promedio de Fis de los loci y las poblaciones fueron
positivos), estas desviaciones estuvieron particularmente aso-
ciadas con dos loci (Sol GA12 y Sol MIJ) y una poblacion
(Rio San Pedro). Se ha observado un déficit de heterocigotos
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populations studied (26.4%, P < 0.05; 9.7% after Bonferroni
correction). Most deviations were due to heterozygote deficit,
and although they were scattered across different loci and
populations (all mean Fis across loci and populations were
positive), these deviations appeared to be particularly associ-
ated with two loci (Sol GA12 and Sol MIJ) and one popula-
tion (Rio San Pedro). The existence of heterozygote deficit in
other flatfish with estuarine behavior has been reported, for
example, in P. platessa (Hourau et al. 2002), Solea lascaris,
and S. solea (Kotoulas et al. 1995, Pinheiro et al. 2005). The
high incidence of heterozygote deficit at specific loci
(Sol GA12: mean Fis = 0.135; Sol MIJ: mean Fis = 0.120)
could indicate the presence of null alleles at moderate fre-
quencies, as has been confirmed by the MICROCHECKER
analysis. Castro et al. (2006) found evidence of the presence
of null alleles at locus Sol GA12 using family data, which is
considered the soundest approach for addressing this issue.
The same authors reported technical difficulties at Sol MIJ,
which presented three overlapping allelic series differing by
1 bp in some stretches. In this case, it was not possible to
prove that there were genotyping errors at heterozygotes for
consecutive alleles differing by 1 bp because the MICRO-
CHECKER analysis showed only stutter bands in the Sse 38
locus in one sample (Rio San Pedro). At the population level,
the high and heterogeneous heterozygote deficits among loci
in the Rio San Pedro samples (Fis = 0.188) could be
explained by the presence of null alleles in several loci.

Genetic differentiation among populations

Overall genetic differentiation in S. senegalensis was low
but significant, based on global relative estimators of genetic
divergence (Gst = 0.005; Rst = 0.009). Among populations,
slight but significant differentiation was observed in specific
pairwise comparisons, particularly in the Rio San Pedro pop-
ulation, which showed significant Fst values with respect to
most populations, and also in the Barbate population, which
was significantly differentiated from the other two popula-
tions. Highly significant genetic heterogeneity of allelic fre-
guencies among samples was also demonstrated in our study
by means of exact tests (P < 0.001), in agreement with the
presence of a large number of private alleles, especially in the
Chipiona population.

The use of absolute measures of divergence for highly
variable markers, such as microsatellites, has been recom-
mended because relative measures of differentiation between
populations are dependent on the extent of within-population
diversity (Hedrick 1999). Moderate but substantial genetic
distance figures were observed between all population pairs
(mean Da = 0.1897 + 0.0059) in Senegalese sole, much
higher than observed in other flatfish in a similar geographic
range (Bouza et al. 2002). In fact, the dendrogram obtained
from genetic distances showed long branches without any
geographic trend. It appears that populations of this species
show some degree of isolation, but also a high degree of
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Figure 2. Visualization of genetic relationships among the
analyzed sites using the neighbor-joining (N-J) algorithm (Saitou
and Nei 1987) based on genetic distances Da (Nei 1987). Branch
lengths are proportional to the amount of change, and N-J
bootstrap values are based on 1000 replicates. Only bootstrap
values higher than 50% are represented.

Figura 2. Visualizacion de las relaciones genéticas entre los sitios
analizados mediante el algoritmo del vecino mas cercano (Saitou y
Nei 1987) con base en las distancias genéticas Da (Nei 1987). La
longitud de las ramas son proporcionales a la cantidad de cambio y
los valores de remuestreo se basan en 1000 réplicas. Sélo se
presentan los valores de remuestreo >50%.

en otros peces planos con comportamiento estuarino, como
por ejemplo P. platessa (Hourau et al. 2002), Solea lascaris y
S. solea (Kotoulas et al. 1995, Pinheiro et al. 2005). La alta
incidencia del déficit de heterocigotos en loci especificos
(Sol GA12: Fis promedio = 0.135; Sol MIJ: Fis promedio =
0.120) podria indicar la presencia de alelos nulos a frecuen-
cias moderadas, como ha sido confirmado mediante el
analisis con MICROCHECKER. Castro et al. (2006) encon-
traron evidencia de la presencia de alelos nulos en el locus
Sol GA12 utilizando datos de familia, considerado el mejor
enfoque para abordar esta cuestion. Los mismos autores
documentaron dificultades técnicas para Sol MI1J, que
presentd tres series alélicas solapadas difiriendo por 1 pb en
algunas partes. En este caso, no fue posible comprobar que
hubo errores de genotipado en los heterocigotos para alelos
consecutivos difiriendo por 1 pb ya que el analisis con
MICROCHECKER mostro sélo bandas de tartamudeo en el
locus Sse 38 de una muestra (Rio San Pedro). A nivel pobla-
cional, los déficits altos y heterogéneos entre los loci de las
muestras de Rio San Pedro (Fis = 0.188) podrian ser explica-
dos por la presencia de alelos nulos en varios loci.
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exchange of migrants with one or more other populations in a
random way. It is possible that the effect of the Atlantic sur-
face current flow promotes enough gene flow to homogenize
allelic frequencies among the majority of the populations
analyzed, but without any trend by geography. The discrep-
ancy observed between relative and absolute figures could be
explained by the high intrapopulation heterozygosity figures
found in our study (close to 0.90), which would limit the
reliability of these figures for revealing significant relative
differentiation, as has been suggested for highly variable loci
(Hedrick 1999).

Previous population studies on the Senegalese sole have
suggested the existence of a panmictic model for Portuguese
estuarine systems, with a slight differentiation between the
Lisbon and Gulf of Cadiz populations; one previous study
also suggests a lack of apparent genetic structure among
populations of the Gulf of Cadiz region (Diaz-Ferguson et al.
2007). The low genetic differentiation observed here would
be mostly in accordance with the population structure of the
common sole, S. solea, in which Atlantic populations ranging
from Denmark to Portugal are considered representative of a
single panmictic unit (Rolland et al. 2007). Nevertheless,
comparative analysis of AFLP and SSR markers in
Mediterranean S. vulgaris populations has revealed contra-
dictory differentiation data, showing genetic homogeneity
among Adriatic and Tyrrhenian samples with microsatellite
markers, but highly significant Fst values with AFLP mark-
ers (Garoia et al. 2007). In other inshore flatfish species like
the Japanese flounder P. olivaceus, similar Fst values have
been found for species that inhabit coastal areas of the same
range of the Gulf of Cadiz (Sekino and Hara 2001). Despite
the small Fst values, these authors suggested that populations
of this species do not represent a single panmictic population,
since pairwise comparisons indicated significant differences
for at least one locus and one population. Thus, in our micro-
scale study (based on finer scale markers), the integrated
analysis of global and pairwise data using absolute and rela-
tive estimators of genetic divergence pointed to the existence
of slight but significant genetic differentiation. The present
study did not support previous mtDNA data that suggested
the genetic separation between Portuguese and Gulf of Cadiz
populations of Senegalese sole (Diaz-Ferguson et al. 2007).
On the contrary, microsatellite results support the existence
of panmixia for the Iberian Peninsula. The existence of sex-
differential migration rates, lower in females than in males,
could partially explain the discrepancy between mitochon-
drial and nuclear markers.

In conclusion, the results obtained in this study showed
low global genetic differentiation and absence of genetic
structure for Senegalese sole; these are similar to the results
of previous studies conducted on other marine flatfish species
distributed along the Iberian Peninsula coast. The existence
of a single panmictic unit demonstrated that these results
should be considered for future management and conserva-
tion plans for the species throughout its distributional range.
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Diferenciacion genética entre las poblaciones

La diferenciacion genética en S. senegalensis fue baja
pero significativa, con base en estimadores relativos globales
de divergencia genética (Gst = 0.005; Rst = 0.009). Entre las
poblaciones se observé una diferenciacién ligera pero signifi-
cativa en las comparaciones por pares, especialmente para la
poblacion de Rio San Pedro, la cual mostré6 valores significa-
tivos de Fst con respecto a la mayoria de las poblaciones, asi
como para la poblacion de Barbate, la cual se diferenci6 sig-
nificativamente de las otras dos poblaciones. En el presente
estudio también se demostr6 una heterogeneidad genética
altamente significativa en las frecuencias alélicas entre las
muestras mediante pruebas de exactitud (P < 0.001), coinci-
diendo con la presencia de un gran namero de alelos priva-
dos, especialmente en la poblacién de Chipiona.

Se ha recomendado el uso de medidas absolutas de
divergencia para marcadores altamente variables, como los
microsatélites, ya que las medidas relativas de diferenciacion
entre poblaciones dependen del grado de diversidad intrapo-
blacional (Hedrick 1999). Se observaron cifras moderadas
pero sustanciales de la distancia genética entre todos los
pares poblacionales (Da promedio = 0.1897 + 0.0059) para el
lenguado senegalés, mucho mas altas que las documentadas
para otros peces planos con una distribucion geografica simi-
lar (Bouza et al. 2002). De hecho, el dendrograma obtenido a
partir de las distancias genéticas mostré ramas largas sin nin-
guna tendencia geografica. Aparentemente las poblaciones
de esta especie muestran algin grado de aislamiento, pero
también un alto grado de intercambio de migrantes con una o
maés poblaciones de forma aleatoria. Es posible que el efecto
de la corriente superficial del Atlantico promueva suficiente
flujo de genes para homogeneizar las frecuencias alélicas
entre la mayoria de las poblaciones analizadas, pero sin nin-
guna tendencia geografica. La discrepancia observada entre
los valores relativos y absolutos puede ser explicada por los
altos valores de heterocigosidad intrapoblacional registrados
en este estudio (cerca de 0.90), lo cual limitaria la fiabilidad
de estas cifras para mostrar una diferenciacion relativa signi-
ficativa, como ha sido sugerido para loci muy variables
(Hedrick 1999).

Estudios poblacionales anteriores del lenguado senegalés
han sugerido la existencia de un modelo panmictico para los
sistemas estuarinos de Portugal, con una ligera diferenciacion
entre las poblaciones de Lisboa y el golfo de Cadiz; un estu-
dio previo también muestra la ausencia de una estructura
genética aparente entre las poblaciones de la region del golfo
de Cadiz (Diaz-Ferguson et al. 2007). La baja diferenciacion
genética observada aqui concuerda mas con la estructura
poblacional del lenguado comuin, S. solea, en donde las
poblaciones del Atlantico desde Dinamarca hasta Portugal se
consideran representativas de una sola unidad panmictica
(Rolland et al. 2007). No obstante, un andlisis comparativo
de marcadores AFLP y SSR en las poblaciones mediterraneas
de S. vulgaris arrojé datos de diferenciacion contradictorios,
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mostrando una homogeneidad genética entre las muestras de
los mares Adriatico y Tirreno con marcadores microsatélites,
pero valores de Fst altamente significativos con marcadores
AFLP (Garoia et al. 2007). En otros peces planos costeros
como el lenguado japonés P. olivaceus, se han encontrado
valores similares de Fst para especies que habitan zonas cos-
teras en el mismo rango del golfo de Cadiz (Sekino y Hara
2001). A pesar de los valores bajos de Fst, estos autores
sugieren que las poblaciones de esta especie no representan
una sola poblacion panmictica, ya que las comparaciones por
pares mostraron diferencias significativas para por lo menos
un locus y una poblacion. Asi, en nuestro estudio a microes-
cala (con marcadores de escala mas fina), el analisis inte-
grado de datos globales y de pares con estimadores absolutos
y relativos de divergencia genética indico la existencia de una
diferenciacion genética ligera pero significativa. Este estudio
no apoya previos datos de ADNmt que sugieren una separa-
cién genética entre las poblaciones de Portugal y el golfo de
Cédiz del lenguado senegalés (Diaz-Ferguson et al. 2007). Al
contrario, los resultados apoyan la existencia de panmixia
para la Peninsula Ibérica. La existencia de diferentes tasas de
migracion por sexo, menor para hembras que machos, podria
explicar parcialmente la discrepancia entre los marcadores
mitocondriales y nucleares.

En conclusion, los resultados obtenidos en este estudio
mostraron una baja diferenciacién genética global y ausencia
de una estructura genética para el lenguado senegalés. Estos
resultados son similares a los de estudios previos realizados
con otros peces planos distribuidos en la costa de la Peninsula
Ibérica. La existencia de una sola unidad panmictica demos-
tré que estos resultados deberian ser tomados en cuenta para
futuros planes de manejo y conservacion para la especie en
toda su distribucién geografica.
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Appendix. Summary statistics? for all microsatellite loci analyzed in eight natural populations of Solea senegalensis.
Apéndice. Resumen de las estadisticas? para todos los loci microsatélites analizados en ocho poblaciones naturales de Solea senegalensis.

Locus Population
Lisbon Portimdo  Punta Umbria ~ Chipiona Valdelagrana  Rio San Pedro  Cadiz Bay Barbate
Sol 9A
N 33 28 18 23 19 7 19 29
Na 14 14 11 10 13 5 12 11
Np 1 1 1 0 1 0 1 0
Range 209-262 205-241 209-241 209-237 201-237 209-237 201-259 209-237
Ho 0.879 0.714 0.833 0.826 0.684 0.286 0.947 0.586
He 0.896 0.873 0.781 0.875 0.829 0.802 0.872 0.871
Fis 0.020 0.184 -0.069 0.057 0.179 0.662* -0.089 0.331**
Smax-02
N 33 30 35 24 28 40 21 26
Na 14 14 12 13 13 10 16 10
Np 1 1 1 0 2 0 3 0
Range 86-124 86-118 86-132 81-116 86-126 86-114 81-125 86-116
Ho 0.848 0.867 0.600 0.708 0.786 0.600 0.809 0.808
He 0.847 0.867 0.860 0.892 0.866 0.771 0.827 0.744
Fis -0.002 0 0.306*** 0.209* 0.095 0.224*** 0.022 -0.088
Sol 13D
N 33 31 36 26 29 48 21 28
Na 15 13 14 13 14 13 14 9
Np 0 0 2 0 0 0 0 0
Range 122-158 122-146 122-158 116-148 116-146 122-148 116-146 126-144
Ho 0.818 0.903 0.861 0.808 0.897 0.854 0.905 0.929
He 0.912 0.904 0.885 0.894 0.900 0.871 0.911 0.856
Fis 0.104 0.001 0.027 0.098 0.004 0.019 0.007 -0.087
Sol 19A
N 33 31 39 25 29 37 21 29
Na 6 5 7 6 6 6 6 5
Np 0 0 1 1 0 0 1 0
Range 133-147 133-143 133-147 133-143 133-147 133-147 133-149 133-143
Ho 0.758 0.806 0.769 0.640 0.897 0.865 0.571 0.724
He 0.676 0.711 0.765 0.735 0.722 0.784 0.674 0.700
Fis -0.122 -0.137 -0.005 0.131 -0.101 -0.105 0.155 -0.035
Sol MIJ
N 31 28 23 23 22 15 21 29
Na 29 27 23 24 23 11 24 28
Np 1 2 4 8 1 1 3 4
Range 228-306 220-306 228-302 223-306 228-301 237-290 222-334 223-294
Ho 0.839 0.964 0.783 0.783 0.727 0.667 0.952 0.931
He 0.948 0.927 0.955 0.949 0.941 0.890 0.958 0.949
Fis 0.117 -0.041 0.184*** 0.178* 0.231** 0.257* 0.006 0.019
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Locus Population
Lisbon Portimdo  Punta Umbria  Chipiona Valdelagrana  Rio San Pedro  Cadiz Bay Barbate
F13-118/4/7
N 32 30 22 26 21 17 20 29
Na 21 18 14 17 13 11 13 18
Np 2 2 0 6 1 0 1 2
Range 206-270 206-270 206-270 170-310 206-270 210-270 180-270 180-304
Ho 0.750 0.900 0.773 0.923 0.714 0.706 0.850 0.862
He 0.919 0.915 0.912 0.903 0.898 0.877 0.901 0.909
Fis 0.186* 0.016 0.156 -0.022 0.208* 0.200* 0.058 0.052
Sol GA12
N 33 31 37 26 29 37 21 30
Na 29 22 22 25 19 23 19 28
Np 2 2 1 3 1 0 1 2
Range 83-157 83-153 83-150 76-150 72-148 72-150 80-148 78-190
Ho 0.758 0.839 0.757 0.808 0.828 0.676 0.809 0.900
He 0.925 0.920 0.921 0.936 0.900 0.880 0.915 0.947
Fis 0.183*** 0.090 0.235 0.139* 0.081 0.181*** 0.118*** 0.050
Sol MII
N 33 29 31 26 29 30 20 29
Na 9 13 10 12 9 9 9 12
Np 0 2 0 2 0 0 0 2
Range 146-173 146-185 146-173 133-179 146-173 146-173 146-167 146-187
Ho 0.848 0.793 0.839 0.961 0.897 0.800 0.850 0.897
He 0.856 0.875 0.872 0.897 0.861 0.818 0.859 0.866
Fis 0.009 0.095 0.039 -0.073 -0.041 0.022 0.011 —-0.036**
Sse 38
N 32 30 37 26 29 44 20 29
Na 16 19 15 22 14 13 15 13
Np 0 1 0 2 1 0 1 0
Range 134-230 134-234 138-238 130-234 138-250 138-234 134-234 138-238
Ho 0.781 0.933 0.811 0.846 0.724 0.614 0.800 0.897
He 0.863 0.895 0.811 0.931 0.834 0.801 0.895 0.840
Fis 0.096 -0.044 0.000 0.092 0.134 0.236*** 0.109* -0.069

& N: number of individuals analyzed; Na: number of alleles; Np: number of private alleles; Range: range of allele size in base pairs; Ho: observed
heterozygosity; He: expected heterozygosity; Fis: deviation of Hardy-Weinberg equilibrium per locus. Probability values (P) of Fis significance
calculated per locus and population: * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P <0.001.
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