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RESUMEN

El anadlisis genético a través de los marcadoreslid (ISSRs), técnica de microsatélites, se hazatilo
determinar la variabilidad genética de las dife@sntlcleos dé&imonium emarginatunpresentes en el
Estrecho de Gibraltar, asi como de la relaciénexie entre ellos. A partir de la informacion oldense ha
intentado explicar cual ha podido ser la ruta syEen la colonizacién de los diferentes habitats de
Limonium emarginatum

El nimero de nucleos seguidos ha sido de 29, peotesl del litoral de Tarifa (15), Algeciras (4)pGiltar
(4) y Ceuta (6).

Se han utilizado 11 cebadores (University of Brit@olumbia, primer set #9), elegidos por originandas
repetibles. Se han analizado un total de 219 ba(ideg para el conjunto de los cebadores utilizado
oscilando el nimero de fragmentos amplificados pada uno entre 8 y 31.

Se ha medido el nimero medio de alelos por lochisi¢Acada poblacion, el indice de polimorfismy) (e
Brown et al. (1980), la contribucion interpoblacbre intrapoblacional a la variabilidad total obsela
(Dst, Gsy), Y el indice de similitud de Hedrick. Por Ultimee ha realizado un analisis de agrupamiento
UPGMA (Sneath y Sokal 1973) para obtener un demdrog que representara de un modo gréafico dichos
valores.

Palabras clave:Limonium emarginatumrestrecho de Gibraltar, variabilidad genética rosatélites.
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INTRODUCCION

Los microsatélites son secuencias cortas de ADMtitoidas por motivos de 1 a 6 nucledtidos que se
repiten consecutivamente 10 o0 mas veces. Estasrggas simples de ADN son muy variables y pueden se
estudiadas con una metodologia rapida y relativeengmple. Los microsatélites también son conocidos
como SSRs ("Simple Sequence Repeats").

Los microsatélites reinen una serie de caractasstijue los hacen idéneos para ser utilizados lpara
identificacion varietal porque son altamente polifilc6s, muy abundantes y estan distribuidos poo ted
genoma, son de herencia codominante (se distingp#os los homocigotos entre si y estos de los
heterocigotos), muy reproducibles, se necesita p@N para detectarlos y su automatizacion es.facil

Se constituye como una de las técnicas mas adecpada realizar un estudio de diversidad genétca d
poblaciones, y en nuestro casoldmonium emarginatumA través de este estudio podemos determinar la
variabilidad genética de las poblaciones y lascretees que existen entre ellas. Esto nos puedoitrerm
establecer una posible guia de cual ha sido er#iio de colonizacion de los habitats del Estrecho

MATERIAL Y METODOS
¢, Como se realiza un test de identificacion varigtal

En primer lugar se extrae el ADN de una muestriad@riedad a estudiar. El ADN se obtuvo de tefido
hoja y cada extraccion permite estudiar muchosasétélites. Cada uno de ellos da un patron de baoda
picos si se usa un secuenciador automatico), noreme una o dos por microsatélite. La suma de la
informacion producida por varios microsatélitegidies (entre 15 y 25 es un nimero suficientefipcen

un patrén de bandas conjunto que es especificatdevariedad. Este patron de bandas es como utia hue
dactilar, perfil molecular o genotipo de la variedapuede ser usado para distinguirla de las demas.

Si tenemos el perfil molecular de una muestra destida y queremos saber si corresponde al de una
variedad determinada, tendremos que compararldesSlos perfiles difieren entre si, las variedastas
distintas. Si los dos perfiles son iguales laseda@les son idénticas o0, caso poco probable, tElnaismo
patron de bandas siendo distintas. Para resolveri#ttmo dilema, se puede calcular la probabilidad
encontrar un perfil idéntico al de la variedad aoda con los microsatélites que hemos usado para
caracterizarla (coeficiente “I”). El valor medio dste coeficiente (Aranzana y col. 2001) fue deD5k4, lo

que significa que la probabilidad media de quewssa encontrar por azar un patrén de bandas idéaitic
obtenido siendo la variedad distinta es de cinc&@@00 billones, es decir una probabilidad tam lcamo
para descartar esta hipo6tesis con gran seguridad.
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Material vegetal

El material vegetal empleado en el presente tratejoonsistido en 29 poblacionesld@onium de las que
27 fueron clasificadas coma emarginatuml1 comoL virgatumy 1 como un posible hibrido entre ambas
especies (tabla 6.1). De cada una de las poblacs®ban analizado 3 plantas.

N° Caodigo

1 TS Tarifa

2 TY Tarifa

3 CS Cala Secreta

4 PCH Punta Chorlito

5 PCHO Punta Camarinal
6 PCAMSE Punta Camarinal
7 PCAME Punta Camarinal
8 PCAMSP Punta Camarinal
9 PCAM+ Punta Camarinal
10 vV Jhibrido?

11 LVIR L. virgatum

12 EP Gibraltar

13 CB Gibraltar

14 EG Gibraltar

15 PEEN Gibraltar
16 CEME Ceuta

17 JXII Ceuta
18 MH Ceuta
19 ITE2 Ceuta
20 BE Ceuta

21 CARRO Ceuta
22 GUA Guadalmesi
23 TOR Tarifa
24 TOA Tarifa
25 TEA Tarifa

26 TER Tarifa

27 PC Punta Carnero
28 PP Punta Paloma
29 LL Los Lances

Tabla 6.1.- Poblaciones démoniumemarginatunanalizadas.
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Métodos para el analisis de los marcadores de ADNSSRS)

El ADN se extrajo a partir de hojas desecadas leragtl mediante el DNeasy Plant Mini Kit (Quiagen)
siguiendo el protocolo proporcionado por la empré&ssteriormente se realizaron las reacciones d& PC
con un volumen final 2fl, afiadiendo las siguientes cantidades de reagtiwosada muestra:

e Tampdn con MgGl(10X) 2,5ul
*  BSA (10pg/ul) 2,0l
e dNTP (2,0 mM de cada uno) 210
» Cebador (5 pmolegl) 2,5ul
* TaqDNA polimerasa (5 i) 0,2l
* ADN (10 ngful) 210
« HO 13,8

Se utilizaron 11 cebadores (University of Britisbl@nbia, primer set #9), elegidos por originar ksd
repetibles (tabla 6.2).

N° del cebador Secuencia (5 3’)

815 CTCTCT CTCTCT CTC TG
821 GTGTGT GTGTGT GTGTT
822 TCT CTCTCT CTC TCT CA
826 ACA CAC ACACACACACC
828 TGT GTG TGT GTG TGT GA
834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT
835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC
846 CAC ACA CAC ACA CAC ART
864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG
878 GGA TGG ATG GAT GGA T
886 VDV CTC TCT CTC TCT CT

Tabla 6.2.- Cebadores utilizados para la obtencgdmarcadores ISSRs.
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Las condiciones de amplificacion fueron: 7 minwa@4 °C, 45 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 45 degun
52 °C, 2 minutos a 72 °C, un ciclo final de 7 misué 72 °C y enfriamiento a 4 °C por un tiempofindio.

Una vez finalizada la PCR, se recogierorullBe la reaccion y se agregaroplsle tampdn de carga (10 %
glicerol, 0,25 % azul de bromofenol, 0,25 % xilemul). Esta mezcla se analizé en un gel de agde28
cm de largo al 2 % en 1X TAE. Transcurrida la et#foresis a 100 voltios durante 5 horas a tempexatu
ambiente, el gel se introdujo en una solucién denbro de etidio (0,mg/ml) y los fragmentos de ADN se
visualizaron con un transiluminador a luz UV 300. @omo referencia para la estimacién de los tamdéos
los productos amplificados se utilizé el marcad®pdso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder de GibcoBRL

Para cada cebador utilizado se obtuvo un conjuatbashdas y para cada individuo se registré la poise
(1) o ausencia (0) de las mismas.

En todos los casos, cada banda se ha analizado wormarcador diferente que presentara dos alehas, u
dominante responsable de la presencia de bande secesivo que determinaria la ausencia de la aism

Las medidas de variabilidad utilizadas han sido kguientes:
1.- Numero medio de alelos por locus (A) de caddgmion.
2.- indice de polimorfismo (Pde Brown et al. (1980).

Cuantifica el polimorfismo de cada locus en cada dmlas poblaciones. Se ha estimado mediante el
parametro P

n

P =2 PAR)=1-3F

n
i=1 i=1
donde Pes la frecuencia del fenotipo i-€simo en el Igeésimo y n es el nimero de fenotipos observados
para dicho locus en cada poblacion.

3.- Para estudiar la contribucion interpoblaciomahtrapoblacional a la variabilidad total obseevag han
calculado una serie de parametros.

Uno de ellos es el parametrgjue mide la diferenciacion que existe entre pabies (Nei 1973). Se
define como:

Dst= Pr- Ps

137



Almoraima 40, 2010

Pr se calcula como pero utilizando a todos los individuos de una egpeomo pertenecientes a una
misma poblacion, s es la media aritmética de log d® los distintos loci en las poblaciones analigatta
la especie en cuestion.

Otro indice utilizado ha sido el coeficiente deedéhciacion Gr definido por Nei (1973). Es una magnitud
relativa de la diferencia entre poblaciones copeet® al total de la variacion observada. Se defimeo:

Gsr= DST/PT

4.- Para determinar la semejanza existente erstidigéintas poblaciones se ha utilizado el indesidhilitud
de Hedrick.

El indice de similitud de Hedrick atiende a lagfrencias de los genotipos o fenotipos de las pialsles y
fue escogido porque nos proporciona una idea diédeenciacion genotipica que existe en ellas. Estiee
con respecto a un locus entre dos poblaciones & dalcula como:

n n n
=Y PP, /%( P2 +3'P% ) (Hedrick, 1971)
=1 =1 =1
donde P, y Py son las frecuencias del genotipo o fenotipo j-ésiem las poblaciones X e Y
respectivamente y n es el nimero de genotiposatif@s para dicho locus. Con el valor obtenido mada

locus, se realizé una media aritmética para estiansimilitud entre las poblaciones.

A partir de estas similitudes se ha realizado wlisia de agrupamiento UPGMA (Sneath y Sokal 19#Bx
obtener un dendrograma que representara de un gnafico dichos valores.

RESULTADOS

Se han analizado un total de 219 bandas (loci) @lacanjunto de los cebadores utilizados. El nUntkro
fragmentos amplificados para cada uno varié eny&B (fig. 6.1).
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El grado de polimorfismo de los distintos loci drcenjunto total de las poblaciones, medido comosP)j
representa en la figura 6.3.

12
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Numero de loci

N W OO N

1
0

Figura 6.3.- Grado de polimorfismo de los distiftws en el conjunto total de las poblaciones

Los valores de distribucion de la variabilidad dententre poblaciones han sido

Pr=10,316

Ps= 0,093

Dst= 0,223

Gst= 0,706

El valor de indica que gran parte de la variaciétectada (el 70%) se debe a diferencias genétiteslas
poblaciones, si bien este valor resulta elevaddaaorclusion en el analisis de una muestra deespecie

diferente.

Las relaciones genéticas entre las muestras sesegpta en el dendrograma obtenido a partir dentbseis
de similitud de Hedrick (fig. 6.4).
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Del total de nucleos estudiados (29), la gran niayse encontré encuadrados en una roseta (24),
representdndose de modo diferenciado 5 nucleos.dbosllos (010, 011) se correspondieron con otra
especie l{imonium virgatu en Punta Camarinal, otros dos doamonium emarginatunen Punta Paloma
(028) y Los Lances (029), y por ultimo un nucleorespondiente a un patron diferente localizado wmteP
Camarinal (008).

Los nucleos de Ceuta se agruparon entre si daéestgumodo: Playa Amaro (016) y Juan XXIII (017) se
relacionan entre si y con el grupo formado por Rdgado (018) y Punta Bermeja (019). Por otro Is€lo
asociaron Benzu (020) y Punta Blanca (021). Estesittimos nudcleos tuvieron una mayor relacién losn
situados en la Isla de las Palomas (Tarifa) y Goask (022, 023, 024). Los cuatro nucleos menciosad
anteriormente tuvieron mayor relacion con los miglsituados en el Pefion de Gibraltar (013, 014) 015
(fig.6.5.).

0.1

Figura 6.4.- Dispersion de las muestras estudidddice de Similitud de Hedrick. 01: Tarifa sur,; J&rifa noroeste, 03: Cala
secreta, 04: Punta Chorlito este, 05: Punta Charkiste, 06: Punta Camarinal sureste, 07: Punta Cah&#te, 08: Punta

Camarinal surestedif, 09: Punta Camarinal oesteR@0ta Camarinal vir, 11: Punta Camarinal lv, 12:tR@uropa, 13: Catalan
Bay, 14: Pefion Este, 15: Pefion sureste, 16: Playad\ri7: Juan XXIII, 18: Desnarigado, 19: Punta Bgan20: Benzu, 21:

Punta Blanca, 22: Guadalmesi, 23: Tarifa oeste tadlarifa oeste arena, 25: Tarifa este arenaJ&6fa este roca, 27: Punta
Carnero, 28: Punta Paloma, 29: Los Lances. Nimelocds estudiados: 219. N° de muestras estudidfas:
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Figura 6.5.- Relacién genética entre los nlcleosqoainales de la costa peninsular y Ceuti.
Numero de locus estudiados: 219. Nuicleos estudi2@os

Por tanto, se encontré a nivel genético dos ungldiferenciadas, distribuidas al oeste y al est€elata.

Los nucleos de Punta Benzu y Punta Blanca manifestads afinidad genética con los nucleos situatios
oeste de la Isla de las Palomas (Tarifa) y Guaddlmes nucleos de Punta Bermeja, Playa Amaro,
Desnarigado y Juan XXIII manifestaron mas afiniggshética con los nucleos situados en el pefién de

Gibraltar (fig. 6.6).
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Figura 6.6.- Semejanza genética de los nucledsgiobales dé.. emarginatum
en el litoral Ceuti. NUmero de locus estudiados: Rlifleos estudiados: 6.
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La isla de las Palomas presenta nucleos con diletsgenética delimitados segun orientacién. Los
dispuestos al oeste de la isla se correspondelos@ncontrados en Punta Camarinal y los dispuestad
este se corresponden con los encontrados en € deska costa Ceuti. Se localizaron dos nucleos con
diferencias genéticas respecto a las demas. BEstasaizaban sobre un sustrato arenoso localizadia

zona de Punta Paloma y Los lances.
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Figura 6.7.- Correlaciones genéticas en los nigebtacionales de L. emarginatum

El test de Mantel (r(AB) = -0,311 p-valor (bilatBra 0,0001a = 0,05) que se centra en matrices de
similitud/distancias derivadas de la diversidadégiea y las distancias, nos indica una relacioratieq
(puede oscilar entre -1 y +1), donde a mayor distéaentre los ndcleos se da una mayor diferenciatigs.

El indice de similitud de heidrick indica la senmga de los nucleos. En la figura 6.8. se muestra la

disimilitud de los nudcleos y las distancias entlese Se manifiesta una tendencia a una mayor sied
genética con respecto a la distancia.
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Regresion de 1-heidrick por distancias (R?=0,165)
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Figura 6.8

DISCUSION

El estudio genético de los nucleos de Ceuta matafigque existen dos zonas diferenciadas en cuanto a
diversidad genética. Estas zonas se entienderoddgitcontexto del estrecho de Gibraltar dondexserele
Limonium emarginaturmLa relacién existente con los nucleos al otr@ lddl Estrecho nos determina una
colonizacion que ha sabido saltar la barrera nlatjure constituye el mar que separa ambos contisiehée
posible discusion de donde se origind este endemnentiene facil solucion. Si atendemos a la varcsul
encontrada en cada una de las zonas estudiada&simeeho, la Isla de las Palomas (Tarifa) presémis
patrones diferentes y por tanto el nucleo que kstigbmayor relacion y mostré mayor diversidad gieaé

Las relaciones observadas fueron las siguientes:

» Isla de las Palomas con Punta Carnero, Punta @hdluadalmesi, Punta Camarinal y Ceuta.
» Ceuta con la Isla de las Palomas y el pefién deal&br

¢ Punta Camarinal con Punta Chorlito.

* Punta Paloma con Los Lances.
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Las vias de migracion posibles pueden ser variggaveas del viento, a traves del mar o a travélaslaves

en migracion. Los fuertes vientos del Estrecho poegner un papel importante en la dispersion sle la
semillas. Este factor podria explicar las relacsogee encontramos en algunos nucleos. La zonadEkte
litoral Ceuti podria haberse desarrollado a pdetiun nucleo inicial y extendida por la accionakewientos.

Las relaciones de la isla de las Palomas con otfoleos de la costa europea podria deberse tamal@ste
factor. Con respecto al salto del estrecho de Gaorsin menoscabo de otras posibilidades se pi@semo
viable la dispersion debida a la migracion de akzestrecho de Gibraltar es uno de los tres pdsas/es

de Europa hacia Africa por donde cientos de milesades realizan su travesia dos veces al afio. La
diferentes rosa de los vientos a ambos lados deddE® nos puede llevar a considerar como mendmple

a este factor. Una tercera posibilidad seria lédded las corrientes marinas. Es la mas improldbl®das,
pero dada la capacidad de dormancia de las semiiagsmbientes salinos y la posterior capacidad de
germinacion con unas condiciones mas favorablésfastor debiera tenerse en cuenta.
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