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1. Introduccion

El fartet, Apricaphanius iberus (Valenciennes, 1846) es una de las tres especies de
ciprinodontiformes endémicos de Espaifa que vive en las lagunas costeras, marjales y salinas asi
como en las desembocaduras de algunos rios del litoral mediterraneo. Aunque durante mucho
tiempo fue incluido en la familia Cyprinodontidae en la actualidad se incluye dentro de la familia
Aphaniidae. Recientemente, las antiguas especies del género Aphanius: A. iberus, A. baeticus
Doadrio, Carmona y Ferndndez-Delgado, 2002 y A. saourensis Blanco, Hrbek y Doadrio, 2006
endémicas de Espafia y Argelia han sido incluidas dentro del género Apricaphanius Freyhoff y

Yogurtcuoglu, 2020 (Freyhof y Yogurtcuoglu 2020).

El fartet es una especie de pequefio tamafio de no mas de 5 cm de longitud total y con un
marcado dimorfismo sexual, especialmente conspicuo en el patrén de coloracidn. Los machos
adultos son mds pequefios que las hembras y presentan un patron de bandas verticales
plateadas a lo largo del cuerpo que alcanzan la aleta caudal, en un nimero variable de 14 a 22.
Por su parte, las hembras presentan una serie de puntos que tienden a agruparse en filas a lo
largo del cuerpo. Su vistoso patron de coloracién, su pequeiio tamafio y facilidad de
aclimatacidon en acuarios hizo que esta especie fuera de interés para los aficionados a la
acuariofilia. El ciclo de vida del fartet es corto, uno o dos afios, alcanzando la madurez
reproductiva en unos pocos meses (Garcia-Berthou y Moreno-Amich, 1992; Garcia-Berthou et
al., 1999). Al igual que otras especies de peces de agua dulce adaptadas al régimen climatico

mediterraneo, el fartet presenta una puesta fraccionada (Oliva-Paterna et al., 2006).

El fartet se distribuye desde los Aiguamolls del Emporda en Gerona hasta el rio y laguna de Adra
en Almeria. Sin embargo, esta distribucién no es continua y la especie presenta poblaciones muy
fragmentadas a lo largo de su area de distribucién (Doadrio et al., 2011). En cuanto a los habitats
por los que la especie presenta preferencia, estos abarcan desde aguas dulceacuicolas hasta
aguas salobres e incluso con una elevada concentracidén salina, superando a veces la propia
salinidad del mar, siendo por tanto el fartet una especie eurihalina (Moreno-Amich et al., 1999;
Alcaraz et al., 2008). La especie también es euritérmica, presentando tolerancia a altas
temperaturas. El fartet habita por lo general en ambientes someros, en areas de poca corriente,
como por ejemplo lagunas y humedales litorales, y con abundante vegetacion acuatica (Oliva-

Paterna et al., 2006).

Respecto a su estado de conservacion el fartet se encuentra bajo la proteccion de la legislacion

local, nacional y europea en la maxima categoria de amenaza: En Peligro (Lista Roja de la IUCN),
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En Peligro (Catdlogo Espafiol de Especies Amenazadas, RD 139/2011), En Peligro (Catalogo
Valenciano de Especies Amenazadas, Decreto 32/2004), En Peligro (Catdlogo Andaluz de
Especies Amenazadas, Ley 8/2003), En Peligro (Ley 7/1995 de la Fauna Silvestre de la Regién de
Murcia), En Peligro (Decreto Legislativo 2/2008 por el que aprueba la ley de proteccién de los
animales de la Comunidad Autdnoma de Catalufia). La especie también se incluye en los Anexos
Il'y Il de la Convencidn de Berna (82/72) y en el Anexo |l de la Directiva Habitats (92/43/CEE).
Las diferentes comunidades auténomas donde se distribuye el fartet han implementado
programas de recuperacion para esta especie En Peligro: Cataluiia (LIFE de la Unién Europea de
Conservacién de especies prioritarias en humedales mediterraneos, 1996-2011), Comunidad
Valenciana (Decreto 9/2007), Regién de Murcia (LIFEO4 NAT/ES/000035) y Andalucia (Plan de

Recuperacién de peces de agua dulce, 2012).

La fuerte sobreexplotacién agricola como consecuencia de la gran demanda y extraccion de
agua para regadio asociada a la enorme transformacion que ha sufrido el paisaje del levante
espafol y de la Regién de Murcia, son las principales amenazas para el fartet, llevando a la
progresiva desaparicién de sus habitats y a la regresién de sus poblaciones (Casas et al., 2011).
Muchos de los habitats naturales de la especie han sido modificados por una intensificacidon de
la agricultura y un aumento exagerado del urbanismo asociado al turismo, dando lugar a canales
y balsas de riego donde se distribuyen actualmente algunas de las poblaciones de fartet. De
hecho, existen muy pocos habitats donde se distribuia el fartet que no hayan sido modificados
por la actividad humana y algunas de sus poblaciones se han extinguido localmente (Moreno-
Amich et al., 1999). Uno de estos claros ejemplos de transformacion del habitat fue la
desecacion de la antigua laguna endorreica de Villena (Alicante) en el afio 1803 por orden de
Carlos IV, para cuyo desaglie fue construida la Acequia del Rey, donde desembocaban las aguas
de la antigua laguna, de manera que la poblacién de fartet de la laguna desaparecid pero pudo
colonizar la Acequia del Rey. Esta acequia ha mantenido desde el principio un caudal continuo
de agua procedente de aportes de afloramientos naturales, principalmente salinos, asi como
aportes de agua del uso de la huerta y de la propia ciudad de Villena; ocasionalmente también
presenta aportes de escorrentia del rio Vinalopd. A principios de los aifos 90 esta poblacién se
extinguidé, debido a la contaminaciéon del agua. Parte de esta poblacion fue mantenida en
cautividad para evitar su extincién y poder ser utilizada en posteriores programas de cria en

cautividad y recuperacion de la especie en la Comunidad Valenciana.

La contaminacién y la introduccion de especies exdticas son otros de los principales factores de
amenaza de la especie (Oliva-Paterna, et al., 2006; Doadrio et al., 2011). La llegada de especies

invasoras a las dreas tipicamente habitadas por el fartet ha dado lugar a su desplazamiento de
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habitats de agua dulce contrayéndose su distribucién hacia habitats mas salinos (Caiola y De
Sostoa, 2005; Alcaraz et al., 2008). La gambusia (Gambusia holbrooki), una especie de origen
americano, constituye una de las principales especies que causan un impacto negativo sobre el
fartet, y numerosos son los estudios que tratan de evaluar la magnitud de tal impacto. Asi por
ejemplo, algunos estudios sugieren una mejor capacidad natatoria de la gambusia respecto al

fartet (Rubio-Garcia et al., 2020).

Por otro lado, hay que tener en consideracién que el fartet se distribuye por una region
caracterizada por una estacionalidad climatica muy fuerte y con una fuerte variabilidad
interanual, de forma que en los casos extremos pueden producirse periodos de sequia intensos
y prolongados en el tiempo y periodos de lluvias torrenciales que originan fuertes riadas. Estas
condiciones climaticas naturales también pueden dar lugar a una alteracion de la dinamica de
las poblaciones de fartet, teniendo en cuenta que es una especie con un ciclo de vida que no
suele superar los dos afios, de manera que cualquier evento catastréfico asociado a una fuerte
riada o a una sequia extrema puede dar lugar a un cambio notable en los tamafos efectivos

poblacionales o en la composicion de sus genotipos.

En la Region de Murcia existen dos nucleos identificados de fartet, la denominada Huerta de
Murcia y Mar Menor y humedales adyacentes, donde se estima una regresion de sus
poblaciones de al menos un 80% (Oliva-Paterna et al., 2002, 2006). El Mar Menor esta separado
del Mar Mediterraneo por una barrera de arena de 22 km que permite el intercambio de agua
desde el Mar Mediterraneo principalmente a través del canal del Estacio y las marismas
pseudomareales de las Encafiizadas, pero también tiene entradas de agua dulceacuicola. La
salinidad media del Mar Menor abarca un rango de 39-46 ppt (Pérez-Ruzafa et al., 1995), por
tanto, las poblaciones de fartet que habitan en el Mar Menor son capaces de soportar elevadas

concentraciones salinas.

Otro de los nucleos poblacionales de fartet en la Region de Murcia se ubica en la Rambla de las
Moreras (Mazarrén), poblaciéon hallada a principios del siglo XXI y localizada al menos hasta
2008, pero que tras fuertes riadas no volvio a encontrarse en su cauce. Sin embargo, en los afios
2016 y 2017 fue localizado en dos lagunas anejas a la rambla. Junto a éste, el de Rambla Salada
(Fortuna) constituye otro nucleo poblacional de la especie que ha sido descubierto

recientemente (CARM, 2019).

En el rio Chicamo se hallé una poblaciéon en el afio 1998, siendo la Unica poblacién de agua dulce

en la Regién de Murcia. Esta poblacion desaparecio tras una fuerte riada en el afio 2012 y
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actualmente se conservan tres stocks en cautividad en balsas o charcas particulares autorizadas
por la Consejeria de Agua, Agricultura, Ganaderia, Pesca y Medio Ambiente de la Region de

Murcia (CARM, 2019).

Se han llevado a cabo varias medidas de conservacion y refuerzos de poblaciones dentro del
marco del proyecto LIFEO4/NAT/E/000035 “Conservacidn de los stocks genéticos de Aphanius
iberus en la Region de Murcia”, entre ellas el control de especies exdticas como la gambusia o el
cangrejo rojo americano y el refuerzo de la poblacion del rio Chicamo con ejemplares
procedentes de programas de cria en cautividad. Dentro de las poblaciones del Mar Menor, las
gue presentan un mejor estado de conservacion son las de las salinas de Marchamalo y de San
Pedro del Pinatar. En el marco del proyecto LIFE, también se han realizado acciones de
reintroduccidén de ejemplares en las rehabilitadas salinas del Rasall, poblacidon que desaparecid

en los afios 90 al desecarse las salinas.

Se han identificado varios grupos genéticos de fartet de acuerdo a la presencia de variantes
genéticas exclusivas de cada una de estas unidades en base al andlisis de ADN mitocondrial y
nuclear: Catalufia, Levante, Region de Murcia y Villena (Fernandez-Pedrosa et al., 1995; Doadrio
et al., 1996; Garcia-Marin y Pla-Zanuy, 1999; Torralva y Oliva-Paterna, 2002; Araguas et al.,
2007; Gonzalez et al., 2018).

En general, las poblaciones de la Region de Murcia, especialmente las poblaciones del Mar
Menor, han mostrado tener una menor diversidad genética que las poblaciones de Levante
(Gonzélez et al., 2018). Esta poblacién del Mar Menor actia como una metapoblacién, es decir,
como una gran poblacién estructurada en unidades locales interconectadas entre si, en las que
se pueden dar fendmenos de extincidn local y recolonizaciones periddicas. Esto explica la alta

diferenciacidn genética hallada entre estas poblaciones del Mar Menor (Gonzélez et al., 2018)
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2.- Objetivos

El delimitar unidades de conservacion sigue siendo uno de los principales objetivos de la Biologia
de la conservacién, especialmente cuando los recursos que se pueden destinar para la
preservacion de las especies son limitados. Los marcadores genéticos se han mostrado como la
principal herramienta para la definicién de estas unidades. Hasta el momento con el fartet se
han realizado trabajos de delimitacién de unidades de conservacién con alozimas, ADN
mitocondrial y marcadores neutrales como los microsatélites, muchos de ellos realizados por el
equipo que ha redactado este informe. Nunca se han realizado estudios gendmicos con esta o
con alguna otra especie endémica espafiola de peces y sin embargo los datos gendmicos tienen
el potencial de revolucionar el estudio de la delimitacion de Unidades de Conservacion. Esto es
debido a que se utilizan un mayor nimero de caracteres y se pueden descubrir genes candidatos
para caracteres adaptativos que son esenciales a la hora de entender el declive de las especies y
delinear estrategias de conservacion. Ademas, conociendo la problematica del fartet en el que
algunas poblaciones pueden haber sido objeto de traslocaciones, la gendmica es una

herramienta mas potente para descubrir los efectos de las mismas.

En el presente estudio se pretende analizar la estructura y diversidad genética de las
poblaciones de Apricaphanius iberus de la Regién de Murcia a través del analisis de una bateria
de polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) a través de todo el genoma. Ello incluye
caracteres neutrales y sometidos a seleccion, completando de esta forma el conocimiento
previo sobre la estructura filogeografica de la especie basado en analisis de ADN mitocondrial y
microsatélites. Los analisis moleculares basados en SNPs permiten evaluar una mayor
proporcién del genoma de las especies, a través del andlisis de cientos o miles de loci
independientes. Por este motivo los resultados obtenidos a partir de estos analisis van a
permitir entender los procesos evolutivos seguidos por las poblaciones de fartet a una escala
muy detallada. Para tener una visiéon global robusta sobre la estructura poblacional y los
parametros de diversidad genética del fartet en la Region de Murcia se han incluido varias
poblaciones a lo largo de toda el area de distribucion de la especie. Esta estrategia debe

permitir:

1.- Definir la estructura y Unidades de Conservacion de las poblaciones de fartet de la Regiéon de

Murcia con respecto a otras poblaciones de la especie.

2.- Valorar la variabilidad genética de las poblaciones de fartet de la Region de Murcia incluidas

las poblaciones mantenidas ex situ.
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3.- Estudiar el origen de las poblaciones de fartet de la Regidon de Murcia distribuidas en

pequefias ramblas y arroyos fuera del area del Mar Menor.
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3.- Material y Métodos

3.1. Poblaciones muestreadas
Se han analizado 111 individuos de 12 poblaciones a lo largo del area de distribucién del fartet

con el objetivo de obtener resultados de variacion y variabilidad genética mas robustos (Tabla 1;
Figura 1). Para una de las poblaciones de fartet (Chicamo) se han analizado dos poblaciones
colectadas en diferentes afios, una de ellas en el rio Chicamo en 2007 y otra en la poblaciéon de

cria en cautividad en 2019.

Tabla 1. Poblaciones de Apricaphanius Iberus utilizadas en este estudio.

N2 EN MAPA POBLACION N2 DE INDIVIDUOS

1 Aiguamolls del Emporda 10

2 Albuixech 10

3 Villena 10

4 Sax 5

5 Rambla salada 5

6 Chicamo (2 poblaciones) 10 (del 2007)
7 (del 2019)

7 Vinalopd 10

8 Santa Pola 10

9 San Pedro del Pinatar 10

10 Carmoli 10

11 Rambla Moreras 7

12 Adra 8
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Figura 1. Localidades de muestreo. Los numeros estan en correspondencia con la Tabla 1.

3.2. Procedimientos de laboratorio
Para cada uno de estos individuos se tomdé un fragmento de aleta que se conservd en etanol

absoluto (95%). EI ADN total gendmico de todas las muestras se extrajo utilizando el Kit de
extraccidn de tejido y sangre de Qiagen. Se midié la concentracion de ADN de cada una de las
muestras y se enviaron a la empresa AllGenetics, donde se procesaron utilizando la reciente y

novedosa técnica de MobiSeq (Rey-Iglesia et al., 2019) con el fin de obtener la bateria de SNPs.

Una de las muestras de Apricaphanius se eligié para secuenciar todo su genoma a baja
cobertura. El ADN de esta muestra se extrajo usando el kit para extraccion de ADN gendmico
NZY siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN fue diluido en un volumen final de 50
microlitros. Se comprobé la presencia de ADN de alto peso molecular en esta extraccion a través
de un gel de agarosa al 2% y se cuantificd la concentracion de ADN mediante el kit Qubit dsDNA
HS Assay (ThermoFisher). Se construyd una libreria genémica por shotgun usando el kit TruSeq
Nano DNA Library Prep (Illumina) siguiendo el protocolo del fabricante. La libreria de ADN fue
nuevamente cuantificada mediante el kit Qubit dsDNA HS Assay (ThermoFisher) y se comprobd

el tamafio de los fragmentos de ADN de la libreria mediante el kit Agilent DNA 1000 (Agilent
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Technologies). La libreria se secuencid en la plataforma lllumina NovaSeq 6000 PE150,

obteniendo 50G gigabases de datos brutos.

Usando estos datos brutos generados a través de la secuenciacion de un genoma de baja
cobertura se selecciond el elemento transponible mds adecuado para ser usado en la
metodologia de MobiSeq (Rey-Iglesia et al., 2019). El elemento transponible tiene que tener un
dominio conservado al final para permitir la hibridacidon del primer. Por otro lado, las regiones
flanqueantes del elemento transponible tienen que ser no repetitivas. También es importante

que el elemento transponible aparezca en el genoma en un nimero adecuado.

Se evalud la calidad de los datos brutos de secuenciacidn utilizando el programa FastQC 0.11.3
(Wingett y Andrews, 2018). El script clumpify.sh del programa BBmap 37.00 fue utilizado para
eliminar las lecturas duplicadas exactas. El programa Trimmomatic 0.36 (Bolger et al., 2014) fue
utilizado para eliminar los adaptadores mediante la opcion ILLUMINACLIP. Las lecturas con una

calidad media menor de 26 también fueron eliminadas.

El contenido de repeticiones del elemento transponible fue reconstruido utilizando DNApipeTE
(https://github.com/clemgoub/dnaPipeTE) usando los parametros por defecto. Este pipeline usa
Trinity (Grabherr et al., 2011) para ensamblar los elementos transponibles y RepeatMasker 4.0.7
para anotarlos. Se obtuvieron un total de 22382 contigs, de los cuales 12776 fueron anotados
usando la base de datos RepBase y 9606 no fueron anotados. Una vez que los elementos
transponibles fueron reconstruidos, las lecturas se mapearon contra los scaffolds obtenidos y se
seleccionaron aquellas que tuvieron un emparejamiento de al menos 30 pares de bases. De esta
manera, se identificaron en los scaffolds generados areas que incluian regiones conservadas
donde el primer pudiera hibridar. Este paso se realizd usando el kmercountexact script del
programa BBmap 37.00 en cada scaffold independientemente para buscar kmers de 22 pares de
bases en las regiones de emparejamiento cuantificando su abundancia. Posteriormente se
filtraron los kmers que no hibridaban con el primer, por ejemplo, aquellos con un contenido en
CG menor del 40-60% o aquellos incluyendo homopolimeros o microsatélites, asi como aquellos
gue no superaban una abundancia de 1000. En total 36 contigs mostraron un adecuado kmer

con abundancia significativa.

Posteriormente se llevé a cabo un andlisis de regiones flanqueantes. Para ello se utilizo el
programa cutadapt 1.18 (Martin, 2011) para extraer las regiones flanqueantes de cada kmer

candidato permitiendo un mismatch. Con todas estas lecturas se estimo el nimero de loci que
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se recuperarian agrupando las regiones flanqueantes kmer utilizando el mddulo ustacks del
programa STACKS (Catchen et al.,, 2013) usando los parametros por defecto. Las regiones
flanqueantes también fueron inspeccionadas visualmente evaluando la presencia de lecturas

altamente repetitivas usando Geneious 10.2.2 (Kearse et al., 2012).

El ultimo paso fue disefiar primers que hibridaran en las regiones candidatas y testar la
presencia de dimeros y la temperatura de annealing. Esto finalmente permitié recuperar
aproximadamente 10.000 loci en el genoma de Apricaphanius iberus de baja cobertura

secuenciado.

Una vez obtenidos estos loci se procedid al genotipado de los SNPs en todos los 111 individuos.
En primer lugar, se construyeron las librerias gendmicas MobiSeq (Rey-Iglesia et al., 2018) para
cada uno de los individuos, de manera que se cuantificd la cantidad de ADN de cada una de las
muestras utilizando el kit Qubit dsDNA HS Assay (ThermoFisher Scientific). EIl ADN fue
fragmentado en porciones de aproximadamente 500 pares de bases, y un subconjunto de estos
fragmentos gendmicos fue amplificado por PCR usando el primer disefiado descrito en el
apartado anterior para comprobar la presencia de la regidn candidata seleccionada. Las librerias
fueron indexadas para el posterior proceso de demultiplexado (ordenamiento y separacién de
muestras) y cuantificadas con el kit Qubit dsDNA HS Assay (ThermoFisher Scientific) para
incluirlas en una mezcla equimolecular que fue posteriormente secuenciado mediante Illlumina

NovaSeq 6000 PE150, obteniendo un total de 110 gigabases.

Posteriormente se evalud la calidad de los datos de secuenciacién, archivos Fastq R1 (forward) y
R2 (reverse), utilizando el programa FastQC 0.11.3 (Wingett y Andrews, 2018), cuyos outputs
fueron analizados en conjunto utilizando el programa Multiqc (Ewels et al., 2016). El script
clumplify.sh del programa BBmap 37.00 fue utilizado para eliminar las lecturas duplicadas
idénticas forward y reverse. Mediante el programa Trimmomatic 0.36 (Bolger et al., 2014) fue
usado para eliminar los adaptadores (opcion ILLUMINACLIP) y truncar las lecturas a 140 pb. Las
lecturas mas cortas de esta longitud y con una calidad menor de 26 fueron eliminadas de los
siguientes analisis. El programa Cutadapt 1.3 (Martin, 2011) fue utilizado para eliminar las

lecturas sin el sitio de unidn a los primers.

Posteriormente se llevd a cabo el genotipado de los SNPs mediante el programa STACKS
(Catchen et al., 2013). En primer lugar, se utilizd el mddulo process radtags para realizar un

filtrado extra de la calidad de las lecturas para comprobar que no quedasen lecturas de baja
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calidad o con missing data (opciones —q y -c). Posteriormente se utilizdé el pipeline
denovo_map.pl (mddulos ustacks, cstacks y sstacks) fue utilizado para construir y genotipar de
novo los loci. Se testaron diferentes pardmetros de M, m y n y finalmente se decidio fijar los
valores de estos parametros en M=3, m=3 y n=5, obteniendo un nimero de loci genotipados
entre 200.000 y 400.000 para cada una de las poblaciones, de los cuales finalmente se filtré un

numero de SNPs variables de 1905 y de SNPs fijos de 89.

El programa populations incluido en STACKS (Catchen et al., 2013) fue usado para extraer los
SNPs de los loci genotipados para cada una de las poblaciones de fartet, utilizando el parametro
—r 0.8 (minimo numero de individuos de una poblacidn en la que un locus debe aparecer). Este
programa también se utilizé para estimar los principales parametros de diversidad genética

entre las poblaciones.

Mediante el programa populations de STACKS (Catchen et al., 2013) se obtuvieron los archivos

input para correr un analisis de estructura genética y de relaciones filogenéticas.

Los analisis filogenéticos se basaron en Inferencia Bayesiana y Maxima Verosimilitud. La
Inferencia Bayesiana se realiz6 mediante el programa MrBayes (Ronquist et al., 2012) y en un
modelo de evolucién GTR. Para ello se corrieron dos andlisis simultdneos 5 millones de
generaciones, cada uno basado en cuatro cadenas MCMC y muestreando cada 100
generaciones. Después de descartar el 10% de generaciones se obtuvo el drbol consenso basada
en la regla del 50% de la mayoria. Los valores de apoyo estadistico de Inferencia Bayesiana se
estimaron en base a probabilidades posteriores. El andlisis de Maxima Verosimilitud se basé en
el programa RaxML en el servidor online Trex (Stamatakis, 2006) usando el modelo de evolucién
GTR. Los valores de apoyo estadistico de los arboles basados en un algoritmo rapido de
bootstrap se estimaron utilizando 1000 réplicas (Stamatakis et al. 2007). Para los anlisis

filogenéticos se utilizd la matriz de 89 SNPs fijados en las poblaciones.

Para analizar la estructura genética de fartet se utilizé el conjunto de SNPs variables (1905 SNPs)
con el fin de analizar la distribucidon de estos SNPs en cada una de las poblaciones. Para ello se
corrieron 10 simulaciones independientes para cada valor de K testado (desde K=1 hasta K=12,
de acuerdo al nimero de poblaciones), con una longitud de burn-in de 50.000 seguida de 50.000
iteraciones y el modelo de admixture. El programa Clumpak (Kopelman et al., 2015) fue utilizado
para integrar todos los analisis de structure independientes y seleccionar el valor de K mas

adecuado en base al estadistico AK. Paralelamente se llevd a cabo un segundo analisis de
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estructura genética con el programa sNMF (Frichot y Francois, 2014), que es una funcion del
programa LEA de R. Este programa infiere los coeficientes de ancestria de cada uno de los
individuos analizados para diferentes valores de K. En este caso, la eleccion del valor de K mas
adecuado se basa en el criterio de entropia cruzada, de manera que el valor de K que presenta el
valor mas bajo de entropia es el que mejor refleja la estructura genética de las poblaciones
analizadas. Asi mismo, se estimaron los valores de FST en comparaciones dos a dos entre las
poblaciones de fartet. Finalmente, la presencia de estructura genética también se determind
mediante un analisis de componentes principales (PCA), con el fin de estimar la agrupacion de

las distintas poblaciones en funcidn de la varianza genética explicada por los SNPs analizados.

Paralelamente, se evalud la presencia de loci potencialmente bajo seleccion utilizando el
programa BayeScan 2.1 (Foll y Gaggiotti, 2008), que determina la probabilidad de que un locus
esté sujeto a seleccion analizando las diferencias de las frecuencias alélicas mediante un analisis
bayesiano en el que se contrastan dos modelos alternativos, el modelo neutral y el modelo de
seleccidn, estimando la probabilidad posterior de cada modelo para cada locus. Para ello se
considerd una probabilidad previa para el modelo neutral de 1:10 y se corrieron 20 pruebas
piloto para entrenar el modelo, con un tamafio de dilucién de 10 y 50.000 iteraciones

adicionales de burn-in. La tasa de falso descubrimiento se fijé en el 5%.

Para estimar el flujo génico entre las poblaciones, tanto su magnitud como su direccién, en base
a la bateria de SNPs analizada se empled una aproximaciéon Bayesiana utilizando el programa
MIGRATE-N v.4.4.3 (Beerli 2009). Debido al elevado tiempo computacional de este analisis se
tomd al azar un numero representativo de 121 SNPs. De esta forma, se llevaron a cabo
simulaciones de cadenas de Markov (MCMC), que consistieron en una cadena de longitud larga
y 12 cadenas de longitud corta que se corrieron de forma paralela, con unas temperaturas de
inicio de 1.0, 1.5, 3.0, 100000.0 y considerando el algoritmo de adaptive-bound heating. Las
busquedas finales de MCMC usaron 2500000 iteraciones con un incremento de 100,
descartando el primer 10% de generaciones como burn-in. Los parametros iniciales fueron

ajustados a © (0.0-0.1) y M (0.0-5000.0).
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4.- Resultados

4.1. Analisis filogenético
Los analisis filogenéticos demostraron la presencia de varios linajes evolutivos de fartet (Figura

2). De esta forma, se identificaron dos grandes linajes (los colores azul y naranja del arbol estan
en correspondencia con los colores del analisis de poblaciones del Structure). Uno de estos
linajes agrupd las poblaciones de la Region de Murcia y Alicante: Chicamo, Rambla Salada,
Rambla de las Moreras, Vinalopd, Santa Pola, poblaciones del Mar Menor (Carmoli y Salinas de
San Pedro), Villena y Sax. En este linaje las poblaciones de Sax y Villena fueron muy divergentes
con respecto al resto de las poblaciones. Un segundo linaje evolutivo incluyé las poblaciones de
Catalufia, Valencia y Andalucia: Aiguamolls, Albuixech y Adra, en este linaje, las poblaciones de

Albuixech y Adra fueron un grupo hermano con respecto a Aiguamolls.

Dentro de cada uno de estos dos linajes, en general todas las poblaciones formaron clados
independientes con alto apoyo estadistico excepto las poblaciones del rio Chicamo que se
agruparon junto a Rambla Salada, las poblaciones de Villena y de Sax que también formaron un
clado independiente y las de Carmoli y Salinas de San Pedro que formaron el clado del Mar

Menor.
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97 1 Albuixec
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Figura 2. Arbol filogenético mostrando las relaciones evolutivas.
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4.2. Andlisis de estructura y diversidad genética

Los andlisis del programa Structure revelaron una estructura genética significativa para K=2,
agrupando por un lado las poblaciones de Adra, Albuixech y Aiguamolls por un lado (Figura 3,
color naranja) y el resto de poblaciones por el otro (Figura 3, color azul). La poblacién de Villena

presentd una cierta introgresion del linaje mas septentrional (Adra, Albuixech y Aiguamolls).

ADRA  ALBUIXEC GIRONA I
CHIiCAMO
R. SALADA

| SAX VINALOPO MORERAS SAN PEDRO S.POLA CARMOLi CHICAMO 2 VILLENA

Figura 3. Analisis de Structure de las poblaciones de fartet. K=2.

Analizando de forma independiente cada uno de estos dos grupos genéticos se observa la
diferenciacidon genética de la mayoria de las poblaciones de fartet, siendo estos resultados
congruentes con los andlisis filogenéticos (Figura 4 y 5), aunque algunas de estas poblaciones
presentan cierto grado de introgresion genética. Este es el caso de la poblaciéon del rio Adra, en

la que los analisis de Structure sugieren introgresion genética desde la poblacién de Albuixech.

Figura 4. Analisis de Structure de las poblaciones de fartet del grupo septentrional para una K=2

(arriba) y K=3 (abajo)

La poblacion de Villena presenta algunas particularidades genéticas propias, pero comparte
muchas caracteristicas con la poblacién de Sax (Figura 5). Lo mismo ocurre con la poblacion de
Rambla de las Moreras, con cierta influencia de las poblaciones de Sax/Villena y del Mar Menor,
o la poblacién de Santa Pola, que presenta genotipos de la poblacion de Vinalopé. Las
poblaciones del Mar Menor constituyen un grupo genético bien diferenciado (Figura 5). Asi
mismo, las poblaciones del rio Chicamo y de Rambla Salada comparten genotipos.

Adicionalmente se observa una pérdida de diversidad genética en la poblacién del rio Chicamo,
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ya que la poblacién Chicamo 2 (2019) aparece mas homogénea desde el punto de vista genético

que la poblacidon mas antigua (Chicamo 1,2007).

Los andlisis de estructura genética basados en el programa sNMF (Figura 6) mostraron un patrén
congruente con los andlisis de Structure. El valor de K=5 fue el seleccionado como mas adecuado
de acuerdo al criterio de entropia cruzada, separando las poblaciones de Adra y Albuixech por
un lado, las cuales aparecen posteriormente diferenciadas si se considera una K=6; las
poblaciones del Mar Menor por otro lado, y las poblaciones del rio Chicamo y Rambla Salada
constituyendo un grupo diferenciado. Este andlisis también mostré la presencia de introgresion
genética en la poblacidon de Villena, con una fuerte influencia de la poblacidon de Sax, pero
también desde otras poblaciones. La poblacion de Rambla de las Moreras presenta cierta
introgresion de la poblacién de Sax/Villena. Finalmente, las poblaciones de Santa Pola y

Vinalopd comparten genotipos, al igual que se observaba en el andlisis de Structure.

Estos grupos genéticos identificados por los analisis de Structure y sSNMF fueron apoyados por el
analisis de PCA (Figura 7). Este analisis mostré la diferenciacién genética de la poblacidn de los
Aiguamolls en Girona del resto de poblaciones. Sin embargo, la poblacién de Adra se agrupd
junto con la de Albuixech. Las poblaciones de Villena, Rambla de las Moreras y Sax constituyeron
grupos independientes cuando se compard el PC1 con el PC2, mientras que las poblaciones del
Mar Menor, Vinalopd, Santa Pola, Rambla Salada y las dos poblaciones del rio Chicamo se
agruparon juntas. Cuando se compard el PC1 con el PC3, se diferenciaron en grupos distintos las
poblaciones del Mar Menor, las poblaciones de Santa Pola — Vinalopd, y las poblaciones del rio
Chicamo — Rambla Salada. Por su parte, cuando se compararon estos dos ultimos componentes
principales (PC1 y PC3), las poblaciones de la Rambla de las Moreras y de Sax se agruparon,
siendo este resultado congruente con los analisis de Structure y sNMF (Figuras 5 y 6) que
muestran por un lado la diferenciacién genética de la poblacidn de la Rambla de las Moreras (al
igual que la comparacion del PC1 con el PC2), y la introgresién genética de la poblacion de la

Rambla de las Moreras desde la poblacion de Sax, por el otro lado.
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Figura 5. Analisis de Structure de las poblaciones de fartet para K=8
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Figura 6. Andlisis de estructura genética de las poblaciones de fartet basado en el programa
sNMF. Se muestran los resultados desde K=3 hasta K=6. Arriba a la derecha se muestra el grafico
de entropia cruzada, cuyo valor mas bajo se da para K=5.
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Figura 7. PCA mostrando la estructura genética de las poblaciones de fartet para las
comparaciones del PC1 con los PC2 y PC3. En la gréfica de abajo se muestra el porcentaje de
varianza genética explicada por cada uno de los eigenvectores. Cada eigenvector corresponde a
una lista de SNPs determinada.
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Los valores de FST (Tabla 2, Figura 8) fueron en general altos para todas las comparaciones dos a
dos de las poblaciones de fartet. Los valores mas altos fueron los presentados por la poblacién
de los Aiguamolls en las comparaciones enfrentadas con el resto de poblaciones, que variaron
en un rango entre 0.661 y 0.827. Los valores de FST para el resto de comparaciones variaron
entre 0.061 (San Pedro del Pinatar y Carmoli) y 0.559 (Albuixech y Carmoli). La poblacién de
Albuixech presentd en general valores de FST altos en las comparaciones pareadas con el resto

de poblaciones, siendo el valor mas bajo el de la comparacidn con la poblacién de Adra (0.335).

Tabla 2. Valores de FST para las comparaciones dos a dos de las poblaciones de fartet

w
o ~ o ©
- o (4 ©
< 5 8 £
'5 OI OI E & 2 % 0
2 H £ £ & o ° o © 2
X o ] = = g © c K]
s 3 E &8 8 5 £ £ x ¢ £ = g
2 S S S S (] & & & 3 8 S s
Adra 0335 0.559 0.467 0.486 0.675 0.459 0501 0.678 0.530 0.422 0.460 0.445
Albuixech 0.540 0.470 0.492 0.661 0.452 0.484 0.680 0.524 0.422 0.443 0.435
Carmoli 0.414 0436 0770 0.347 0437 0657 0061 0346 0.500 0.372
Chicamo_2019 0.102 0702 0.224 0.037 0572 038 0.162 0.420 0.201
Chicamo_2007 0.709 0.263 0.134 0595 0397 0178 0.434 0.226
Girona 0.677 0722 0.827 0.752 0.667 0674 0.677

Rambla Moreras 0.256 0.393 0.315 0.191 0.324 0.224

Rambla Salada 0.607 0.404 0.185 0.436 0.231

0.636 0.523 0.400 0.538

Sax

San Pedro 0.318 0.472 0.346
Santa Pola 0.367 0.116
Villena 0.381

Vinalopd




Andlisis genético del Fartet en la Region de Murcia

Pairwise FST
13 4 1.Adra g
2. Albuixech
12 3. Carmoli
1 4. Chicamo 2019
5. Chicamo 2007
10 - 6. Girona ©
7. Rambla Moreras o
9 — 8.Rambla Salada
9. Sax -
8 - 10. San Pedro del Pinatar ®
7 11. Santa Pola o
71 12.Villena é g
_| 13.Vinalopo £
6 &
5 —
4+ N
o
3 .
2 -
1 o
S -

12 3 456 7 8 910111213

Figura 8. Comparaciones pareadas de FST de las poblaciones de fartet.

Los valores de migraciéon estimados por el programa Migrate-n mostraron valores de Nm
(nimero efectivo de migrantes por generacién) menores de 1, denotando una migracién

histérica muy baja entre las poblaciones de fartet (Tabla 3).
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Tabla 3. Valores de Nm (nimero efectivo de migrantes por generacion) estimadas a partir del
programa Migrate-n. Sobre la diagonal se estima la migraciéon desde las poblaciones sefaladas
como 2 a las poblaciones sefialadas como 1. Debajo de la diagonal se estima la migracion desde
las poblaciones marcadas como 1 a las poblaciones marcadas como 2. En la dltima columna se
representan los valores de Theta (tamafio de poblacién efectivo escalado por la tasa de
mutacion)
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Adra_1 - 0.008 0.027 0.016 0.041 0.093 0.030 0.011 0.026 0.024 0.020 0.022 0.009 0.00163
Chicamo 0.020 - 0.029 0.013 0.042 0.022 0.050 0.017 0.027 0.040 0.021 0.010 0.025 0.00126
"2007"_1
Rambla 0.031 0.014 - 0.022 0.017 0.012 0.098 0.016 0.032 0.037 0.005 0.027 0.024 0.00143
salada_1
Sax_1 0.035 0.022 0.005 - 0.009 0.039 0.030 0.011 0.033 0.005 0.021 0.013 0.026 0.00129
Vinalopo_1 0.027 0.019 0.024 0.014 - 0.015 0.017 0.020 0.038 0.018 0.013 0.013 0.025 0.00182
Albuixech_1 0.033 0.020 0.030 0.014 0.029 - 0.037 0.021 0.031 0.033 0.028 0.014 0.018 0.00181
Rambla 0.028 0.016 0.013 0.012 0.034 0.021 - 0.021 0.018 0.042 0.038 0.027 0.021 0.00184
Moreras_1
San pedro_1 0.025 0.021 0.023 0.012 0.031 0.031 0.009 - 0.033 0.033 0.027 0.022 0.015 0.00156
Santa pola_1 0.017 0.014 0.031 0.016 0.025 0.014 0.018 0.023 - 0.019 0.032 0.001 0.017 0.00191
Carmoli_1 0.024 0.005 0.019 0.018 0.018 0.017 0.019 0.029 0.023 - 0.022 0.022 0.019 0.00180
Chicamo 0.031 0.018 0.002 0.023 0.017 0.017 0.021 0.023 0.022 0.028 - 0.028 0.023 0.00201
"2019"_1
Aiguamolls_1 0.031 0.024 0.025 0.009 0.018 0.020 0.037 0.023 0.034 0.019 0.034 - 0.018 0.00149
Villena_1 0.024 0.013 0.025 0.019 0.040 0.025 0.020 0.024 0.045 0.010 0.022 0.026 - 0.00139

Respecto a la diversidad genética de las poblaciones de fartet (Tabla 4), en general se observan
valores moderados de diversidad genética y bajos valores de consanguinidad. La poblacion que
presentd el menor valor de diversidad genética fue la de los Aiguamolls, mientras que el resto
de poblaciones presentan valores similares de diversidad nucleotidica. Las poblaciones que
presentan el mayor nimero de alelos privados son las poblaciones de Aiguamolls (Girona),
Albuixech y Adra, sugiriendo la mayor diferenciacion genética de estas poblaciones. En las
poblaciones de la Region de Murcia fueron las dos poblaciones del Mar Menor las que

mostraron valores mas bajos de variabilidad genética. Las poblaciones del rio Chicamo
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mostraron bajos valores de variabilidad genética similares para las dos muestras. Los valores de
consanguinidad de Fis no fueron significativos en todas las poblaciones. Sin embargo, la
poblacién de Sax cuyo origen esta en parte en la poblacion cautiva de Villena mostré un valor
negativo indicando un exceso de heterocigotos que puede ser debido a un cuello de botella
reciente o por mezcla de los ejemplares naturales y los soltados en el plan de recuperacién de la

especie, pero esto debe ser objeto de otro estudio.

Tabla 4. Valores de diversidad genética para las poblaciones de fartet. Pi: diversidad
nucleotidica; Fis: Coeficiente de consanguineidad.

Poblacion Diversidad Desviacion N2 sitios Heterocigosidad Hetererocigosidad Fis
Nucleotidica Estandar Pi polimorficos Observada Esperada

Chicamo "2019" 0,15625 0,01008 783 0,32757 0,39539 0,045
Chicamo "2007" 0,15698 0,00369 946 0,31143 0,3409 0,087
Rambla Salada 0,15853 0,00875 776 0,3707 0,40113 0,189
San Pedro 0,11047 0,00259 797 0,27563 0,2976 0,065
Carmoli 0,08228 0,00479 735 0,28492 0,32917 0,141
Rambla Moreras 0,19421 0,00695 1003 0,36551 0,3832 0,047
Sax 0,09494 0,02198 600 0,26452 0,2994 -0,089
Vinalopé 0,15558 0,00395 1050 0,27246 0,31518 0,021
Albuixech 0,13589 0,00387 847 0,34085 0,3583 0,008
Santa Pola 0,18528 0,00489 1127 0,23286 0,31669 0,117
Aiguamolls 0,05651 0,00288 357 0,25658 0,9167 0,226
Villena 0,19836 0,00673 980 0,2892 0,39194 0,057
Adra 0,14108 0,004 755 0,34949 0,37099 0,024

Las diferencias de las frecuencias alélicas entre poblaciones analizadas a través del método
bayesiano mostraron la presencia de 52 loci potencialmente sujetos a seleccidn (Figura 9) que
deben investigarse para ver cudl es su relacidn con los caracteres bioldgicos y adaptativos de la

especie.
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Figura 9. Gréfica representando los loci susceptibles de hallarse bajo seleccién, rodeados por un
circulo rojo.



Andlisis genético del Fartet en la Region de Murcia E

5.- Discusion

El fartet se distribuye en una regidn cuyos habitats han sido profundamente transformados por
la agricultura y el urbanismo destinado al turismo, y por esta razén sus poblaciones se
encuentran fuertemente amenazadas de extincion. Considerando ademds la fluctuacidn
climatica en el mediterrdaneo espafiol, que puede dar lugar a sequias extremas o lluvias
torrenciales, las poblaciones de fartet son especialmente vulnerables a los cambios del uso del
suelo. Aunque también debe tenerse en cuenta la introduccién de especies exdticas, como la
gambusia, que compiten en algunos de los habitats mas estables, para las especies de agua
dulce del litoral mediterraneo, como son los Ullals o manantiales, tal y como ha sido puesto de

manifiesto en trabajos previos (Perea y Doadrio, 2015).

En la Regidon de Murcia, riadas ocurridas en periodos histdricos recientes han llevado a la
practica desaparicidn de aquellas poblaciones con un menor nimero de efectivos, es el caso del
rio Chicamo y de la Rambla de las Moreras. Algunas de estas poblaciones, en concreto la
existente en la Rambla de las Moreras después de un periodo aparente de extincion ha
reaparecido surgiendo la duda sobre su origen natural o introducido. El deterioro del Mar
Menor también pone en peligro el flujo genético entre las poblaciones existentes en esta laguna,
y es bien conocido el efecto de la fragmentacion como aceleradora de los procesos de extincion
(Frankham et al., 2002; Schonhuth et al., 2003). Por estas razones la Consejeria competente en
materia de Medio Ambiente de la Comunidad Auténoma de la Regiéon de Murcia ha encargado
este informe con el fin de conocer el origen de las poblaciones de su Comunidad y su estado de

conservacion.

Aunque sobre el fartet (Apricaphanius iberus) han sido realizados numerosos trabajos con
marcadores moleculares como alozimas, ADN mitocondrial y microsatélites, hasta el momento
no se habian realizado estudios con las modernas técnicas de secuenciacion de nueva
generacidn, como el que se ha realizado en este trabajo y que proporciona una mayor y mas

exacta informacién sobre las relaciones y origen de las poblaciones del fartet.

El resultado mas relevante de este estudio es que las poblaciones de fartet de la Region de
Murcia no son introducidas desde otras poblaciones analizadas, ya que mantienen su identidad
genética y no muestran signos de migracidon desde otras poblaciones. Ademds, nuestro arbol

filogenético mostrdé unas relaciones que fueron consistentes con la distribucion geogréfica
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actual de las poblaciones lo que soporta también este origen autéctono sin traslocaciones. Sin
embargo, nuestro trabajo si fue suficientemente sensible como para detectar estas
traslocaciones en otras poblaciones. Asi en la poblacion de Adra (Almeria) se detecté migracion
desde la poblacién de Albuixech como representante en nuestro estudio de las poblaciones de
la Comunidad de Valencia. Actualmente la poblacién de Albuixech esta extinta en la naturaleza,
pero se mantiene en cautividad desde que desaparecid su habitat natural. También, aparece
migracion entre las poblaciones procedentes de cria en cautividad de la provincia de Alicante

(Sax y Villena), asi como entre las poblaciones de Santa Pola y Vinalopé.

La poblacion de la Rambla de las Moreras situada al sur de la Regién de Murcia muestra ciertas
caracteristicas genéticas compartidas con la poblacién interior de Sax/Villena, sin embargo, esta
introgresion es muy pequefia y con gran probabilidad debida a fendmenos antiguos de contacto
entre ambas poblaciones y retencién de polimorfismo ancestral, no a una introduccidn actual de
ejemplares de Sax/Villena. De hecho, el anélisis realizado con MIGRATE (Nm < 1) no detectd
migracion entre ambas poblaciones. Ademads, en los individuos analizados de la Rambla de las
Moreras existen genotipos que no se encuentran en las otras poblaciones estudiadas indicando
su origen autdctono. Por otra parte, los ejemplares recolectados previamente a su desaparicion
en el curso de la rambla, ya presentaban esas caracteristicas genéticas de Sax/Villena y asi fue
sefialado en el estudio realizado con microsatélites (Gonzélez et al., 2018). La poblacidn de la
Rambla de las Moreras, de confirmarse el origen introducido del fartet en Adra, seria la
poblacién mas meridional de la especie y guarda un especial interés para la conservacién de la
variacion genética y geografica del fartet. Este origen introducido de la poblacién de Adra viene
soportado por nuestros datos genéticos, pero debido a las consecuencias desde el punto de
vista de la gestion que puede tener esta conclusién creemos necesario analizar mas poblaciones
situadas en el levante espafiol entre Albuixec y los Aiguamolls como son las poblaciones del

Delta del Ebro, Pefiiscola, Cabanes, etc. que no fueron objeto de este estudio.

En el caso de las muestras del rio Chicamo y Rambla Salada, ambas pueden considerarse como
pertenecientes a la misma poblacién y esta no muestra ningln signo de migracion o
introduccion de individuos foraneos. En este caso no se encontrd con los SNPs sefales de cierta
introgresion de Sax/Villena como ocurre en la Rambla de las Moreras, aunque si fue detectado

en el estudio realizado con microsatélites (Gonzalez et al., 2018).

El habitat tan fragmentado de las poblaciones de Apricaphanius iberus a consecuencia de

actividades antrépicas (Oliva-Paterna et al., 2006) ha facilitado la interrupcidn del flujo génico
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favoreciendo el mantenimiento de su estructura genética para la mayoria de las poblaciones. El
mantenimiento de la estructura y diversidad genética es uno de los principales objetivos de los
planes de conservacion de especies amenazadas. Por tanto, el conocimiento de estos
pardmetros genéticos en las poblaciones de fartet es indispensable para futuros planes vy

medidas de conservacién de la especie.

A diferencia con trabajos previos nuestro estudio ha puesto en evidencia una estructura
poblacional con dos grandes unidades evolutivas en las poblaciones del fartet, una septentrional
y una meridional, separadas por el accidente geografico del cabo de la Nao. Al sur de este cabo
se distribuyen las poblaciones de la Regién de Murcia pero también la mayoria de las
poblaciones de la provincia de Alicante, incluyendo las de las aguas interiores (Villena y Sax).
Aunque los estudios con ADN mitocondrial mostraron una mayor diferenciacién de las
poblaciones de Villena y Sax (Perdices et al., 2001) los estudios realizados con ADN nuclear tanto
con microsatélites (Gonzalez et al., 2018) como con SNPs (este informe) muestran una
diferenciacion muy acusada de las poblaciones interiores pero dentro de la gran unidad

evolutiva de las poblaciones meridionales de la Regién de Murcia y Alicante.

Esto puede explicarse como un aislamiento antiguo de la laguna de Villena pero con posterior
flujo genético con las poblaciones litorales, ya sea por procesos histéricos naturales o por las
obras de desecacion de la laguna de Villena y la construccién de la acequia del Rey que

comunica con el rio Vinalopd.

Nosotros encontramos en las poblaciones de la Regién de Murcia estudiadas tres Unidades de

Conservaciéon: Rambla Moreras; Mar Menor y Chicamo-Rambla Salada (Figura 10).
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Figura 10. Unidades de Conservacién encontradas con SNPs para la Regién de Murcia y para la
provincia de Alicante. En violeta Chicamo/Rambla Salada, en verde Rambla de las Moreras, en
azul Mar Menor, en amarillo Villena/Sax y en rojo Vinalopd-Santa Pola.

Estas Unidades de Conservacion difieren ligeramente de las encontradas previamente por
nosotros con marcadores microsatélites. Asi las dos poblaciones estudiadas del Mar Menor
(Carmoli y San Pedro) que fueron encontradas para pertenecer a dos grupos diferentes en
nuestro trabajo previo con microsatélites (Gonzalez et al., 2018) no fueron recuperadas con
SNPs y pertenecieron al mismo grupo genético. Pero hay que advertir que en el estudio
precedente (Gonzalez et al., 2018) se analizé la mayoria de las poblaciones del Mar Menor y ello
puede tener alguna incidencia en nuestra falta de diferenciacién entre las dos poblaciones del
Mar Menor. Sin embargo, la Rambla de las Moreras aparecié bien diferenciada de Chicamo-
Rambla Salada y deben ser consideradas como dos unidades de conservacién diferentes. Esta
Ultima unidad de conservacion (Chicamo-Rambla Salada) también mostré en el estudio realizado
con microsatélites una cierta introgresion de Villena/Sax, como ocurre con la Rambla de las

Moreras, algo que este estudio con SNPs no ha encontrado.

Respecto al resto de poblaciones analizadas en este estudio fuera de la Regién de Murcia, los

SNPs permiten identificar como Unidades de Conservacion diferenciadas las poblaciones de
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Alicante de Villena-Sax y las poblaciones de Vinalopd-Santa Pola (Figura 10). Por otro lado, las
poblaciones de Aiguamolls y Albuixec deberian ser considerados como Unidades de
Conservacién independientes, asi como la poblacion de Adra hasta que sean analizadas las otras

poblaciones de levante (Figura 11).
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Figura 11. Resumen de las Unidades de Conservacién identificadas para el fartet en base al
andlisis de SNPs.

5.3. Diversidad Genética.
Trabajos previos muestran bajos valores de diversidad genética en las poblaciones de la Regidn

de Murcia de fartet, especialmente las poblaciones del Mar Menor, respecto al resto de
poblaciones (Gonzélez et al., 2018). Los resultados presentados aqui respecto a la diversidad
genética son similares, muestran una diversidad nucleotidica semejante para todas las
poblaciones, pero con valores mas bajos para las poblaciones del Mar Menor asi como la

poblacién reintroducida en Sax (Alicante) y, especialmente baja en los Aiguamolls (Gerona).

La menor variabilidad genética encontrada en las poblaciones del Mar Menor ha sido explicada
como consecuencia de vivir en zonas de alto estrés debido a las elevadas condiciones de

salinidad y temperatura en que viven (Doadrio et al., 1996).
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Efectivamente estas condiciones climaticas pueden tener una repercusién muy importante en
las poblaciones, especialmente esas que viven en explotaciones salineras o en ambientes muy
fluctuantes donde puede haber alta mortalidad pudiendo producirse fendmenos de cuello de
botella que favorecen a la larga una reduccidon de la diversidad genética y la fijacién de
determinados alelos. Esto puede explicar la pérdida de variabilidad genética hallada en las
poblaciones del Mar Menor. Esta reduccién de variabilidad genética muchas veces puede llevar
asociado un aumento de la endogamia, sin embargo, este no parece ser el caso de las
poblaciones del fartet de acuerdo a nuestros datos. Esta especie tiene unos ciclos de vida muy
cortos, y por tanto con un rdpido cambio en sus generaciones, por lo que puede verse afectada
en menor medida por procesos de endogamia que especies con tiempos generacionales mas
largos. La recuperacion de las condiciones naturales del Mar Menor es esencial para que las
poblaciones de fartet puedan recolonizar areas donde ha desaparecido y aumentar la
variabilidad genética de las poblaciones a través de la dispersidon de individuos incrementando

asi el flujo genético.

No encontramos una pérdida de variabilidad genética significativa entre las dos poblaciones del
rio Chicamo estudiadas 2007 y 2019. Sélo a través del Structure se pudo ver una ligera pérdida

de variabilidad en la poblacion de 2019.

Por otro lado, la pérdida de variabilidad puede estar asociada a la presencia de adaptaciones
locales en las poblaciones de fartet. Es bien conocido que la variacidon adaptativa es importante,
y aunque se han detectado 52 loci potencialmente bajo seleccién en las poblaciones de fartet se
necesitan futuros estudios mas especificos para comprender estos fenémenos de adaptacion. El
numero de loci potencialmente sujetos a seleccidn es relativamente alto en comparacién a los
hallados con el mismo tipo de analisis para otras especies. Sin embargo, el fartet es una especie
con una extraordinaria capacidad de vivir en ambientes muy variables, tanto de temperatura
como de salinidad (Oliva-Paterna y Torralva, 2008), por lo que su capacidad de adaptacion a

condiciones ambientales muy diferentes debe ser explorada.

Debe tenerse en cuenta que algunos de estos loci pueden estar ligados a adaptaciones a

diversas condiciones ambientales como salinidad y temperatura.

En cautividad algunas poblaciones pueden tener una variabilidad genética elevada, tanto como
la poblacidon fuente, pero puede haber pérdida alelos que les den ventajas adaptativas frente a
determinados cambios ambientales, debido a una seleccion mas relajada. Por esto, es muy
importante la investigacion futura sobre esos caracteres adaptativos, y en ausencia de estos

estudios no mantener las poblaciones mucho tiempo en cautividad. El éxito de las
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reintroducciones tiene una relacidn muy estrecha con la presencia de estos caracteres

adaptativos. En el fartet el alto nimero de genes candidatos es una razén mas para su estudio.
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6.- Conclusiones y recomendaciones sobre la gestion.

De acuerdo a los resultados del presente estudio todas las poblaciones de la Comunidad
Auténoma de la Regién de Murcia deben ser consideradas autdctonas y se recomienda que

continden los programas de restauracién de sus habitats y los programas de cria en cautividad.

Estos programas de conservacion deben tener en cuenta las tres Unidades de Conservacion y

gestidn que se sefialan en este informe.

En la Unidad de Conservacién Chicamo/Rambla Salada debe continuar la cria en cautividad, una
vez restaurado su habitat y con esfuerzos realizados para disminuir las especies aldctonas de
este rio se deben hacer programas de reintroduccidén, no manteniendo la misma poblacién

durante mucho tiempo en cautividad para prevenir efectos negativos de una seleccién relajada.

La existencia de una poblacién en la Rambla Salada puede favorecer la recuperacion de la
especie y si se viera una baja variabilidad genética en las poblaciones cautivas del Chicamo y/o la
pérdida de alelos relacionados con la adaptacidn a ciertos ambientes, se podria recurrir a ella

para disminuir la pérdida de alelos introduciendo ejemplares en las poblaciones cautivas.

En ausencia de estudios sobre los loci adaptativos encontrados, no parece que sea necesario por

el momento recurrir a la poblacion de Rambla Salada.

En la Unidad de Conservacién Rambla de las Moreras debe también hacerse algin programa de
conservaciéon y cria en cautividad para proteger sus singularidades genéticas en una poblacion

Unica que probablemente es la mas meridional de las poblaciones autdctonas del fartet.

En el caso de la Unidad del Mar Menor, la conservacién de las poblaciones pasa por la
restauracion del Mar Menor y que pueda existir flujo entre las poblaciones. De no ser asi habria
gue valorar la posibilidad de realizar ese flujo entre poblaciones de manera artificial teniendo en
cuenta el trabajo de microsatélites previo. Pero previamente habria que hacer un estudio de
viabilidad e impacto teniendo en cuenta el estudio de los genes adaptativos candidatos

encontrados en este informe.
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