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RESUMEN

Este proyecto abordé la caracterizaron genética de peces signatidos (caballitos de mar y peces
pipa) en los Parques Nacionales Maritimo-Terrestres de las Islas Atlanticas de Galicia (Islas Cies) y
Archipiélago de Cabrera, asi como en sus respectivas dreas adyacentes no protegidas (Ria de Vigo
e Isla de Mallorca), mediante marcadores mitocondriales y microsatélite. El analisis genético entre
2016 y 2018 permitié identificar una diversidad de especies distribuidas diferencialmente en los
Parques Nacionales y 4reas adyacentes, con presencia muy limitada de caballitos de mar (Hippocampus
guttulatus) y preferente de peces pipa (Syngnathus acus, S. abaster, S. typhle, Entelurus aequoreus, Nerophis
lumbriciformis, N. maculatus y N. ophidion). La integracion de datos genéticos y morfolégicos permitié
clarificar dificultades de identificacién in situ entre algunas especies, asi como detectar un linaje
criptico diferenciado de S. abaster en el Archipiélago de Cabrera respecto a poblaciones mediterrdneas
mas orientales de esta especie. Para cada especie, se evaluaron los niveles de diversidad y estructura
genética poblacional, aportando informacién dtil para la trazabilidad individual y como base para
delinear unidades de gestion. En las especies con distribucién preferente en cada Parque Nacional
se detectaron signos de estabilidad genética poblacional a escala temporal y flujo génico con éareas
adyacentes, pero diferenciacién significativa entre poblaciones atlanticas y mediterraneas de las
especies analizadas en ambas vertientes. El andlisis de asignacién parental de progenies de peces
pipa en las Islas Cies y su area adyacente demostré eventos de maternidad multiple, compatible con
un sistema de apareamiento genético poligamo preferente en estas poblaciones. Este estudio aporta
datos genéticos de referencia dtiles para el futuro seguimiento y conservacién de las poblaciones de
signatidos presentes en areas marinas protegidas, como reservorios de ecosistemas y habitats valiosos
a los que se encuentran asociados.
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caballitos de mar, peces pipa.
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ABSTRACT

This project addressed a genetic evaluation of syngnathid fish (seahorses and pipefish) in the Maritime
and Terrestrial National Parks of the Atlantic Islands of Galicia (Cies Islands) and the Cabrera
Archipelago, as well as their respective adjacent unprotected areas (Ria de Vigo and Majorca Island),
using mitochondrial and microsatellite markers. The genetic analysis between 2016 and 2018 identified
a diversity of species distributed differentially in the National Parks and adjacent areas, with limited
presence of seahorses (Hippocampus guttulatus) and predominance of pipefish (Syngnathus acus, S.
abaster, S. typhle, Entelurus aequoreus, Nerophis lumbriciformis, N. maculatus and N. ophidion). Integrative
genetic and morphological data allowed clarifying in situ identification difficulties between some
species and detecting a cryptic differentiated lineage of S. abaster in Cabrera Islands with respect to
more eastern Mediterranean populations of this species. The levels of population genetic diversity and
structure were evaluated within each species, providing useful information to trace individuals, and
as a basis for delineating management units. For preferential species in each National Park, signs of
population genetic stability were detected on a temporal scale and gene flow with adjacent areas, but
significant differentiation between Atlantic and Mediterranean populations of the species analyzed in
both slopes. Parental assignment analysis of pipefish progenies in the Cies Islands and their adjacent
area demonstrated multiple maternity events, compatible with a preferential polygamous genetic
mating system in these populations. This study provides useful reference genetic data for future
monitoring and conservation of syngnathid populations in marine protected areas, as reservoirs of
valuable associated ecosystems and habitats.

Keywords: Molecular markers, Microsatellite DNA, Mitochondrial haplotypes, species identification,
genetic diversity, genetic structure, conservation units, Syngnathidae, seahorses, pipefish.

INTRODUCCION

Los peces signatidos (Familia Syngnathidae)
presentes en las costas europeas engloban dis-
tintas especies de caballitos de mar y peces pipa,
carisméticas por su singularidad morfolégica y
de camuflaje, asi como por su estrategia repro-
ductiva con incubacién embrionaria masculina
(KUITER, 2009). El estado de conservacién de
este grupo ha suscitado interés y preocupacion,
estando amenazados por la sobreexplotacién y
capturas accidentales, pero especialmente por
la degradacién y fragmentacion de habitats
costeros por efectos antropogénicos y cambio
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climatico (IUCN 2020). Todas las especies de
caballitos de mar estan catalogadas como ame-
nazadas por la Convencién sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Fau-
na y Flora Silvestres (CITES 2020), e incluidas
en listados de proteccién nacionales y regiona-
les de distintos paises europeos, incluyendo el
litoral espafiol (OSPAR 2008; LOPEZ et al. 2015;
IUCN 2020). Los signatidos viven asociados a
hébitats costeros vegetados, que engloban co-
munidades vulnerables de especial proteccién
como macroalgas y praderas de angiospermas
marinas (WAYCOTT et al. 2009). Sin embargo,
para muchas especies de signatidos el conoci-



Caracterizacién genética de signdtidos en los Parques Nacionales maritimo-terrestres de las Islas Atlanticas de Galicia

y del Archipiélago de Cabrera

miento sobre aspectos biolégicos y ecolégicos,
basicos para definir su estado de conservacion
e implementar medidas de proteccién, es atin
escaso. Segun la Unién Internacional de Con-
servacién de la Naturaleza (IUCN), la mayoria
de especies de caballitos de mar y peces pipa
con distribucién europea se categorizan como
deficientes en datos o con tendencia poblacio-
nal desconocida. Asi, se destaca la necesidad de
investigacién sobre distribucién y tamafio de
sus poblaciones y de los hébitats asociados, con
énfasis en praderas marinas para determinar el
alcance de su declive (IUCN 2020).

El mantenimiento de la biodiversidad en sus
diferentes niveles, ecosistemas, especies y di-
versidad genética es esencial para asegurar la
persistencia de los habitats costeros marinos. El
andlisis genético con marcadores moleculares
representa una estrategia de apoyo en progra-
mas de conservacion, con distintas aplicacio-
nes, tales como resolver aspectos taxonémicos y
evolutivos, evaluar diversidad genética a escala
espacial y temporal, y definir unidades de con-
servacion (ALLENDOREF et al. 2013). El anélisis
de ADN mitocondrial ha permitido clarificar la
identificacién especifica en distintos signatidos
con problemas de discriminacién morfolégica
(WILSON et al. 2001; LOPEZ et al. 2010; HA-
BLUTZEL & WILSON 2011; SANNA et al. 2013;
SOGABE & TAKAGI 2013; OTERO-FERRER et
al. 2015, WOODALL et al. 2018). La aplicacion
de marcadores moleculares también ha contri-
buido al conocimiento de la diversidad genética
en distintos signatidos con distribucion europea
(WILSON & VERAGUTH 2010; LOPEZ et al.
2010; 2015, WOODALL et al. 2011; 2015; RIQUET
et al. 2019). Los marcadores de tipo microsatéli-
te han mostrado gran potencial informativo en
estudios poblacionales y genealégicos, estando
disponibles en distintos signatidos europeos, in-
cluyendo caballitos de mar (PARDO et al. 2007;
LOPEZ et al. 2010, 2015) y algunos peces pipa (S.
typhle, WILSON & VERAGUTH 2010; S. abaster,
DIEKMANN et al. 2009; N. lumbriciformis, MON-
TEIRO et al. 2014). Los estudios de trazabilidad
familiar han permitido analizar el sistema de
apareamiento en signatidos, de interés evolutivo
y conservacionista (JONES et al. 1999; RISPOLI &
WILSON 2008; HUBNER et al. 2013; LOPEZ et al.
2012; 2015, MONTEIRO et al. 2017).

Los Parques Nacionales (PN) Maritimo-Terres-
tres espafoles albergan una gran riqueza de
biodiversidad marina, incluyendo importantes
comunidades vegetales asociadas con la super-
vivencia de diferentes especies de peces y molus-
cos. Los peces signatidos representan un grupo
emblematico que puede contribuir como indica-
dor de respuesta temprana (GILBY et al. 2017) a
la conservacién de la biodiversidad marina en
estos hdbitats costeros. Sin embargo, el conoci-
miento biolégico, de distribucién y abundancia
de peces signatidos y sus habitats en estas areas
marinas protegidas ha sido muy escaso (PLA-
NAS et al. 2022), particularmente a nivel genéti-
co, en ausencia de estudios previos. El presente
proyecto abord¢ la caracterizacién genética de
los signatidos identificados en los Parques Na-
cionales Maritimo-Terrestres de las Islas Atlan-
ticas de Galicia (PNMTIAG) y del Archipiélago
de Cabrera (PNMTAC), aplicando marcadores
moleculares para apoyar la identificacién de
especies y evaluar la diversidad y conectividad
genética poblacional, como base para definir uni-
dades de conservacion. Este estudio se enmarca
en una investigacion coordinada multidiscipli-
nar para la evaluacién global de la distribucién
de signétidos y sus hébitats en PNMTIAG y PN-
MTAC para contribuir al conocimiento cientifi-
co y a la proteccion de estas especies, y de los
ecosistemas costeros vulnerables a los que se en-
cuentran asociados (PLANAS et al. 2022).

MATERIAL Y METODOS

Material biolégico

El estudio se realiz6 en la costa oriental de las Is-
las Cies, en el Parque Nacional Maritimo-Terres-
tre de las Islas Atlanticas de Galicia (PNMTIAG,
Galicia), y en el Archipiélago de Cabrera, en el
Parque Nacional Maritimo-Terrestre del Archi-
piélago de Cabrera (PNMTAC, Islas Baleares),
asi como en areas marinas adyacentes no pro-
tegidas, potencialmente conectadas como parte
del mismo acervo genético (Ria de Vigo e Isla
de Mallorca, respectivamente; ver Fig. 1) . La
informacién detallada de las areas muestreadas
se describe en PLANAS et al. (2022). Se realiza-
ron muestreos genéticos peridédicos entre 2016 y
2018, integrando la identificacién morfolégica in
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Figura 1. Mapa de localizacion de las reas estudiadas: Islas Cies y zonas adyacentes (A) y Archipiélago de Cabrera y zonas adya-
centes (B). Informacion detallada de las dreas muestreadas se describe en PLANAS et al. (2022).

Figure 1. Location map of studied areas for Islas Cies and adjacent areas (A) and Archipiélago de Cabrera and adjacent areas (B).
Detailed information on the sampling areas is described by PLANAS et al. (2022).

situ de las especies avistadas durante los censos
visuales (2-21,5 m profundidad), y los ejemplares
posteriormente liberados (PLANAS et al. 2022).
De cada individuo se recogié una pequefa por-
cién de tejido (si posible, no invasiva de aleta
dorsal) en etanol al 95% para posterior analisis
genético (LOPEZ et al. 2015). En PNMTAC y Ma-
llorca el pequefio tamano de los individuos forzo
a un cambio de método, utilizando pescas con
ganguil en las campanas de 2017 y 2018 (PLA-
NAS et al. 2022). No hubo capturas del género
Hippocampus en PNMTAC, las muestras analiza-
das fueron encontradas sin vida, conservadas y
facilitadas a IMEDEA por personal interesado en
el medio marino ajeno al proyecto.

Las muestras genéticas con identificacion mor-
folégica durante los censos visuales incluyeron
distintos signatidos (PLANAS et al. 2022). En la
Tabla 1 se presentan las especies identificadas
genéticamente y analizadas en este estudio, con-
firmando la clasificacién morfolégica, tras revisar
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unos pocos casos discordantes o descartar algu-
nas muestras por deficiente calidad de ADN (ver
Resultados). El muestreo genético incluyé pre-
sencia escasa de caballitos de mar Hippocampus
guttulatus (Cuvier, 1829) (Subfamilia Hippocam-
pinae) y preferente de peces pipa de dos grupos
filogenéticamente divergentes (HAMILTON et al.
2017): i) Syngnathus acus (Linnaeus, 1758), S. typhle
(Linnaeus, 1758), S. abaster (Risso, 1827) (Subfa-
milia Syngnathinae), y ii) Nerophis lumbriciformis
(Jenyns, 1835), N. maculatus (Rafinesque, 1810),
N. ophidion (Linnaeus, 1758), Entelurus aequoreus
(Linnaeus, 1758) (Subfamilia Nerophinae).

En PNMTIAG y Ria de Vigo se analizaron mues-
tras de embriones/juveniles recién nacidos de
machos de S. acus (6 en Ria de Vigo, 2016; 2, 4 y
8 en PNMTIAG en 2016, 2017 y 2018, respectiva-
mente) y S. typhle (6 en Ria de Vigo), en prome-
dio 14 embriones por lote, con objeto de realizar
estudios de asignacién parental y sistema de
apareamiento genético.
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Localizacién / Especie Cédigo 2016 2017 2018 N
1. RIA VIGO 109
Syngnathus acus SAl 41
S. typhle ST 33
Nerophis lumbriciformis NL1 35
2. PNMTIAG-CIES 192
S. acus SA2 22 70 82
Hippocampus guttulatus HG2 4
Entelurus aequoreus EA2 4 4
3. PNMTAC 71
S. typhle ST3 13 6
S. abaster SAB3 6 10 22
N. maculatus NM3 1 1 5
N. ophidion NO3 1
4. MALLORCA 46
S. typhle ST4 13 1
N. maculatus NM4 2 15
S. abaster SAB4 2
H. guttulatus HG4 1
S. acus SA4 2
TOTAL 418

Tabla 1. Muestreos genéticos de signatidos en los Parques Nacionales de Islas Atlénticas, Islas Cies (PNMTIAG-CIES) y Archipiéla-
go de Cabrera (PNMTAC), y dreas adyacentes (Ria Vigo e Isla Mallorca). N: tamafio muestral.

Table 1. Genetic sampling of sygnathids in the National Parks of Atlantic Islands, Cies Islands (PNMTIAG-CIES) and Cabrera
Islands (PNMTAC), and adjacent areas (Ria de Vigo and Mallorca Island). N: Sampling size.

Para la extraccién de ADN genémico, se ajusta-
ron protocolos para muestras de tamafo reduci-
do en caballito de mar, mediante kits de purifi-
cacién y amplificacion genémica (LOPEZ et al.
2010; 2015). En muestras de embriones indivi-
duales de S. acus y S. typhle se aplicé un proto-
colo basado en resina Chelex (LOPEZ et al. 2015).

Marcadores de ADN mitocondrial (ADNmt)

Se seleccionaron los marcadores citocromo b
(Cytb) y ADN ribosémico 16S (165-rDNA), in-
formativos en estudios filogenéticos y poblacio-
nales en signatidos (WILSON et al. 2001; LOPEZ
et al. 2010). Para amplificar Cytb en peces pipa
del género Syngnathus se usaron cebadores uni-
versales, 1.14275F (PAABO et al. 1991) y H15926R

(WILSON et al. 2001), con una modificacion es-
pecifica de condiciones en E. aequoreus (BRA-
GA-GONCALVES et al. 2017). En H. guttulatus
se usaron cebadores especificos, SHORSE5.3L
(CASSEY et al. 2004) y GUTCYTBR (WOODALL
20092015). En peces pipa del género Nerophis,
por dificultades de amplificacion de Cytb, se
analiz6 165-rtDNA mediante cebadores univer-
sales (165a-L2510, 16Sb-H3080; PALUMBI et
al. 1991). La amplificacion se ajust6 siguiendo
protocolos previos (LOPEZ et al. 2010), en reac-
ciones de 50 ul: 1X tampén, 2,5 mM MgCl,, 400
uM dNTPs, 0,2 uM cebador, 1 U Taq polimerasa
(Bioline AgroScience, Cytb; Applied Biosystems,
165-rDNA), salvo 1,25 U para H. guttulatus. Las
condiciones de amplificacion fueron: 95°C - 5
min; 33 ciclos de 93°C - 1 min, 50°C - 1 min (48°C
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en E. aequoreus), 72°C - 3 min y extensién a 72°C-
10 min. En H. guttulatus se aplicaron condiciones
especificas: 94°C - 2 min; 35 ciclos de 94°C - 30
s, 50°C - 30 s, 72°C - 1 min; y extensién a 72°C
- 2 min. Los fragmentos amplificados se purifi-
caron con Exo-SAP (USB) y secuenciaron con
“BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing”
mediante secuenciador automatico ABI 3730 XL
(Applied Biosystems) en la Unidad de Secuen-
ciacién de la Universidad de Santiago de Com-
postela, Campus de Lugo (US Lugo-USC).

La revision manual de secuencias y deteccién
de posiciones nucleotidicas variables se realiz6
con SEQSCAPE 4.0 (Applied Biosystems), usan-
do secuencias de referencias de signatidos del
Atlantico Noreste depositadas en GenBank (ver
Resultados), tanto de Cytb como 165-rDNA. El
alineamiento mdltiple de las secuencias y su edi-
cion se realiz6 con BIOEDIT 7.0 (HALL 1999). Los
haplotipos (i.e. secuencias tinicas) se detectaron
con el programa DNASP 5.10 (LIBRADO & RO-
ZAS 2009). Los archivos de posiciones variables
y las reconstrucciones filogenéticas se obtuvieron
con el programa MEGA 7.0 (KUMAR et al. 2016),
con el método Neighbor-Joining (N]) y la signi-
ficaciéon de nodos testados mediante “Bootstrap”
(1.000 réplicas). Con el programa ARLEQUIN
3.5 (EXCOFFIER & LISCHER 2010), se analiz6 la
variacion de las secuencias por poblacién y es-
pecie mediante el ntimero de haplotipos (H), la
diversidad haplotipica (h) y nucleotidica (n), asi
como el componente de diferenciacién interpo-
blacional (®ST).

Marcadores de ADN microsatélite

Se ajustaron paneles multiples de microsatélites
por especie utilizando cebadores de diferentes
signatidos. En caballitos de mar se utilizaron
12 microsatélites (Tabla 2), siguiendo protoco-
los previos (LC)PEZ et al., 2010; 2015). En peces
pipa se seleccionaron 19 loci aislados en diferen-
tes especies con distribucién europea: S. typhle
(Styph12, WILSON & VERAGUTH 2010; Syty4,
16-18, 22,24, ROTH et al. 2012), S. abaster (Sabas3,
5, 7-9; DIEKMANN et al. 2009) y N. lumbricifor-
mis (NL00629, NLO00750, NL02383, NL05025,
NLO06490, NL07690, NL12901 y NL16858; MON-
TEIRO et al. 2014). Con criterios técnicos, de
polimorfismo y rango alélico, se ajustaron sub-
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conjuntos de loci para optimizar el potencial in-
formativo en las distintas especies de peces pipa.
En la subfamilia Syngnathinae se ajustaron dos
reacciones multiples (M1 y M2) para un total de
nueve locien S. typhle y S. acus, y siete en S. abas-
ter (Tabla 2). En las especies de la subfamilia Ne-
rophinae se ensayaron dos reacciones multiples
(M1 y M2) de tres y cinco loci (Tabla 2). De estos
ocho marcadores analizados en la especie de ori-
gen (N. lumbriciformis) y E. aequoreous, cinco am-
plificaron en N. maculatus y N. ophidion (Tabla 2).
Las reacciones PCR de 10pul incluyeron 30 ng de
ADN, 1x “Master Mix kit Go Taq G2 Hot Start
Colorless” (Promega) y concentracién especifica
por cebador (Tabla 2). Las condiciones de PCR
fueron: 95°C - 2 min, seguido de 25 ciclos (30 en
E. aequoreous, N. maculatus y N. ophidion) de 94°C
- 30 s, temperatura de hibridacién especifica 90
s (Tabla 2) y 72°C - 1 min, con extension final a
72°C - 5 min.

Para el andlisis genético de muestras embriona-
rias de machos gestantes de S. acus y S. typhle en
PNMTIAG vy éreas adyacentes, se seleccionaron
cinco microsatélites informativos como herra-
mienta coste-efectiva. En S. acus, se amplificd
el panel especifico M1, mas el locus Sabas8 del
panel M2 mediante PCR simple (reaccién de 15
pl con 30 ng de ADN molde, 1x “Gold Buffer”,
1,5 mM MgCl,, 0,1 mM de cada dNTP, 2 uM de
cada cebador, 0,5 U “AmpliTaq Gold® DNA Po-
lymerase” (Applied Biosystems)). En S. typhle se
amplificé el panel M1 mas dos loci del panel M2
(Sabas? y Sabas8). En cada especie se usaron las
condiciones PCR especificas de los paneles M1y
M2 (Tabla 2).

Los marcadores microsatélite se genotiparon
mediante secuenciador automético ABI PRISM®
3730x1 (Applied Biosystems) con GeneMapper
4.0 (Applied Biosystems) en la US Lugo-USC. A
partir de los genotipos se estimaron las frecuen-
cias génicas y realizaron los analisis de diversi-
dad genética poblacional. La fiabilidad de geno-
tipado y presencia de alelos nulos se evalué con
MICROCHECKER (VAN OOESTERHOUT et al.
2004). Mediante el programa GENEPOP 4.04.7
(ROUSSET 2008) se test6 equilibrio Hardy-Wein-
berg (HW) y desequilibrio de ligamiento (LD)
por poblacién y global, aplicando correccién
de Bonferroni. Se estim¢ la diversidad genética
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Especie Panel moltiple 1 (M1) Panel multiple 2 (M2)
Locus® Cebador® T(=C) Locus® Cebador® T(=C)
Caballitos mar
Hippocampus guttulatus Hgu-USC5 1(N) 54 Hgu-USC2 1(N) 54-63
Hgu-USCé 1,5(V) Hgu-USC4 1(F)
Hgut-USC7 1,5(F) Hgu-USC9 1(V)
Hgut4 1(F) Hgu-USC12 1(V)
[Hguté] 1(F) 60 Hgu-USC13 1(F)
Heap25 1,5(P)
Hecap36 1,5(P)
Peces Pipa
Syngnathus typhle Styph12 2(V) 55 Syty4 2(V) 58
Syty24 2(F) Syty16 2(F)
Sabas3 2,5(N) Syty17 2(V)
Syty22 2(N)
Sabas7 2 (F)
Sabas8 2,2 (P)
S. acus Syty18 2(F) 55 Syty4 2(V) 58
Syty24 2(F) Syty16 2 (F)
Sabas3 2(N) Syty22 2(N)
Sabas5 2 (F) Sabas7 2 (F)
Sabas8 2 (P)
S. abaster Styph12 2,5(V) 55 Sabas4 2(V) 58
Sabas3 2(N) Syty22 2 (N)
Sabas5 2 (F) Sabas7 2 (F)
Sabas? 2(P)
Nerophis lumbriciformis NL02383* 1,3 (V) 56 (54°) NLO0750 1,3(F) 56
Enterulus aequoreus © NL16858* 1,3(F) NLO7690* 1,3 (F)
N. maculatus * < NL05025* 2,2(N) NLO0629* 1,3(V)
N. ophidion *< NL06490 2,2 (N)
NL12501 22(P)

* PARDO et al. 2007, Hgu-USC; GALBUSERA et al. 2007, Hcau; VAN DE VLIET et al. 2009, Hgut; WILSON y VERAGUTH 2010, Styph; ROTH et al. 2012,
Syty; DIEKMANN et al. 2009, Sabas; MONTEIRO et al. 2014, NL;® uM (Fluoréforo; P-PET, V-VIC, N- NED, F-6-FAM ("MApplied Biosystems)); < Tempera-
tura Hibridacion; * Amplificacién cruzada positiva

* PARDO et al. 2007, Hgu-USC; GALBUSERA et al. 2007, Hcau; VAN DE VLIET et al. 2009, Hgut; WILSON y VERAGUTH 2010, Styph; ROTH et al. 2012,
Syty; DIEKMANN et al. 2009, Sabas; MONTEIRO et al. 2014, NL; ® uM (Fluophore; P: PET, V: VIC, N: NED, F: 6-FAM (Applied Biosystems)); <T: Annealing
temperature. * Positive cross amplification.

Tabla 2. Marcadores microsatélites analizados en signdtidos en los Parques Nacionales.

Table 2. Microsatellite markers assayed in syngnathids of the National Parks.
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por locus y poblacién mediante FSTAT 2.9.3.2
(GOUDET 2001): numero de alelos por locus
(A), riqueza alélica (AR), heterocigosis esperada
(He), indice de fijacion (F). El tamafio efectivo
(Ne) se estimé con NeEstimator 2.1 (DO et al.
2014). El componente de diferenciacién genética
(F;) global y entre pares de poblaciones se es-
tim6 mediante FSTAT, utilizando 5.000 iteracio-
nes. La estructura genética se analizé mediante
STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al. 2000),
explorando un nimero de grupos (K) entre 1
y el nimero de muestras poblacionales mas 1,
con 10 repeticiones por K (30.000 ciclos “burn-
in”, 80.000 iteraciones). Las probabilidades de
valores K se analizaron con STRUCTURE HAR-
VESTER 0.6.94 (EARL & VONHOLDT, 2012) y la
integracién de agrupamientos para diferentes K
con CLUMPAK (KOPELMAN et al., 2015). En H.
guttulatus en PNMTIAG se realizaron analisis de
asignacion individual a poblaciones de referen-
cia de estudios previos del NO Ibérico (LOPEZ
et al. 2015) mediante GENECLASS2.0 (PIRY et al.
2004). Los estimadores globales de diversidad
genética poblacional por especie (A, Ho, He) y
potencial informativo (PIC), asi como las proba-
bilidades teéricas de no-exclusién (NE) parental
(P), de parientes (SI) e individual (I) se estimaron
con el programa CERVUS 3.0.7 (KALINOWSKI
et al. 2007). El parentesco molecular entre pares
de individuos (r) se analizé con el estimador de
WANG (2002) mediante el programa SPAGEDI
(HARDY & VEKEMANS 2002), aplicando valo-
res umbral esperados (no relacionados, r<0,125;
alto parentesco -primer orden (tipo FS “full
sibs”)-, r>0,375; LOPEZ et al. 2015). Las relaciones
familiares entre progenies, la compatibilidad con
genotipos parentales y la inferencia de genotipos
maternos respecto al total de hembras adultas
muestreadas se evaluaron mediante COLONY
(JONES & WANG 2010).

RESULTADOS

Variabilidad mitocondrial y relaciones
filogenéticas

La secuenciacién de marcadores de ADNmt
permitié complementar los andlisis de identi-
ficacién de especies y variabilidad genética po-
blacional. En peces pipa del género Syngnathus
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se analiz6 un fragmento del gen Cytb de 1149
pares de bases (pb). En los ejemplares de S. acus
en PNMTIAG-Cies y Ria de Vigo se detectaron
40 haplotipos, con 51 posiciones variables (Fig.
2). Un haplotipo (Cytb_SA13) result6 idéntico a
la referencia GenBank AF356040 de esta especie
procedente de Suecia (WILSON et al. 2001), utili-
zada para los alineamientos de S. acus y S. typhle.
Los haplotipos mas frecuentes en PNMTIAG-
Cies (Cytb_SA02, Cytb_SA14) fueron comunes
en Ria de Vigo, aunque con presencia también
de haplotipos raros. En S. typhle se detectaron 39
haplotipos con 55 posiciones variables (Fig. 3),
con haplotipos propios en cada PN, 16 de ellos
en PNMTIAG-Cies (Cytb_ST01 - Cytb_ST16),
siendo Cytb_ST05 y Cytb_ST21 los mas frecuen-
tes en PNMTIAG y PNMTAC, respectivamente,
aunque la mayoria de haplotipos (30) presenta-
ron muy baja frecuencia en ambos PN. En los
ejemplares de S. abaster analizados en PNMTAC
y Mallorca se detectaron 8 haplotipos (Cytb_
SADO1- Cytb_SAbO08) con 23 posiciones variables
(Fig. 4). Cytb_SADbO1 fue idéntico al detectado en
dos ejemplares identificados morfolégicamente
como S. rostellatus en PNMTAC (Cytb_SR01),
que fueron reclasificados como S. abaster. Estos
individuos corresponden al primer afio de mues-
treo y sugieren cautela en futuras identificacio-
nes visuales para estas especies, especialmente
con individuos de pequefio tamafio y en equipos
poco entrenados. En el analisis filogenético se
detectaron grupos monofiléticos para cada una
de las especies analizadas en este estudio, S. acus,
S typhle y S. abaster, este tltimo mas relacionado
con S. typhle (Fig. 5). Los haplotipos de S. abas-
ter en PNMTAC no se agruparon con secuencias
GenBank de esta especie procedentes de Italia
(MWALE et al. 2013), ni con otras especies de pe-
ces pipa con distribucién mediterrdnea, aunque
mas préximos a S. typhle y S. taenionotus, que a S.
acus 'y S. rostellatus (Fig. 6).

Varios peces pipa de la subfamilia Nerophinae
mostraron amplificacién y secuenciacién pobre
para Cytb, substituyéndose por el marcador 16S-
rDNA. En el género Nerophis se uso la secuencia
16S-rDNA de N. ophidion (GenBank AF354994)
para alinear un fragmento de 521 pb, con 95 po-
siciones variables y 3 indels (Fig. 7). En N. lum-
briciformis en Ria de Vigo se detectaron 4 haplo-
tipos (16S_NLO01-16S_NLO04). En N. maculatus del
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Figura 2. Haplotipos del marcador mitocondrial Citocromo b (Cytb) de Syngnathus acus detectados en Parques Nacionales y areas

adyacentes

Figure 2. Haplotypes of the mitochondrial marker Cytochrome b (Cytb) of Syngnathus acus detected in National Parks and adjacent

areas

PNMTAC y Mallorca se encontraron 5 haploti-
pos, siendo 165_NMO01 el més abundante. En N.
ophidion en PNMTAC y Mallorca, dos ejemplares
se identificaron y revisaron genéticamente (uno
como S. abaster, y otro como N. maculatus). Reci-
procamente un S. abaster en PNMTAC fue iden-
tificado genéticamente como N. ophidion, y un
N. maculatus como N. ophidion, apuntando cierta
dificultad de discriminacién morfolégica de visu
para Nerophis de pequeno tamafio con rasgos
morfolégicos poco diferenciados. En los ejempla-
res identificados genéticamente como N. ophidion
el haplotipo mas abundante fue 165_NO02, idén-

tico a la referencia AF354994 de Suecia (Wilson
et al. 2001). El arbol filogenético agrup6 en tres
clados monofiléticos los haplotipos de las tres es-
pecies del género Nerophis (Fig. 8).

En ejemplares E. aequoreus de PNMTIAG, para
el fragmento 165-rDNA de 565 pb, se detectaron
3 haplotipos con 2 posiciones variables (Fig. 9),
el mas abundante (165_EAO01) idéntico a la re-
ferencia para esta especie (GenBank KY065539)
en Noruega (HAMILTON et al. 2017). Ademas,
para un fragmento alineado de Cytb de 900 pb
respecto a la secuencia GenBank KY857646 de la
costa atlantica europea (BRAGA-GONSALVES
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Figura 3. Haplotipos del marcador mitocondrial Citocromo b (Cytb) de Syngnathus typhle detectados en Parques Nacionales y areas
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Figure 3. Haplotypes of the mitochondrial marker Cytochrome b (Cytb) of Syngnathus typhle detected in National Parks and adja-

cent areas

et al. 2017), se detectaron 5 haplotipos con 13
posiciones variables, siendo Cytb_EAOQ1 el mas
abundante (Fig. 9).

En caballito de mar se analizé un fragmento
Cytb de 507 pb, detectando un total de 6 ha-
plotipos de la especie H. guttulatus, tres de ellos
nuevos respecto a estudios previos de esta espe-
cie del area atlantica (Cytb_HGO04, Cytb_HGO05
y Cytb_HG16), siendo Cytb_HG16 tnico en
PNMTAC, frente al méds comin en PNMTIAG
(Cytb_HGO3). Un posible H. hippocampus en
PNMTAC fue identificado con ADNmt como H.
guttulatus, sugiriendo posible confusién morfo-
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l6gica, como se ha descrito en Gran Canaria (LO-
PEZ et al. 2010). Las secuencias de H. guttulatus
en los Parques Nacionales se compararon con
referencias previas de la costa gallega, revelando
16 haplotipos totales y 16 posiciones variables,
incluyendo la secuencia GenBank AF192664 de
Reino Unido (CASEY et al. 2004) (Fig. 10).

El analisis morfolégico combinado con las mues-
tras genéticas analizadas permiti6 identificar 217
especimenes S. acus, 40 S. abaster, 73 S. typhle, 11
H. guttulatus, 8 E. aequoreus, 35 N. lumbriciformis,
24 N. maculatus y 7 N. ophidion (Tabla 1).
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Figura 4. Haplotipos del marcador mitocondrial Citocromo b
(Cytb) de Syngnathus abaster detectados en Parques Nacionales
y dreas adyacentes

Figure 4. Haplotypes of the mitochondrial marker Cytochrome
b (Cytb) of Syngnathus abaster detected in National Parks and
adjacent areas.

Variabilidad genética de loci microsatélites

En las especies de peces pipa se ajustaron con-
diciones de amplificacién mdltiple para subcon-
juntos seleccionados de microsatélites (Tabla 2),
entre 7 y 9 loci en las especies del género Syng-
nathus y entre 5 y 8 loci en la subfamilia Nero-
phinae. En este ultimo grupo, especialmente en
N. ophidion, se observé éxito limitado de amplifi-
cacion cruzada y menor polimorfismo partiendo
de los cebadores disponibles en la especie proxi-
ma N. lumbriciformis (MONTEIRO et al. 2014).

Los marcadores microsatélite analizados en las
especies de las subfamilias Syngnathinae (Tabla
3) y Nerophinae (Tabla 4) mostraron en general
ajuste a equilibrio HW, salvo algunos loci con de-
fecto de heterocigotos asociados a presencia de
alelos nulos, sin descartar efecto de bajo tama-
o muestral en algunas especies. No se detect6
LD entre pares de loci, compatible con segrega-
cién independiente. El analisis combinado so-
bre marcadores por especie revel6 niveles simi-
lares y moderados de diversidad genética total
(A>10,2; He>0,647%) y potencial informativo
(PIC>0,627%), excepto E. aequoreus con valores
mas bajos (Tablas 3 y 4). Del analisis se excluyo
a N. ophidion por muy baja abundancia muestral,
reducido polimorfismo y genotipado deficiente
en algunas muestras. En todas las especies ana-
lizadas, a pesar del limitado tamafio muestral en
algin caso, se observé baja probabilidad tedrica
global de no exclusién (NE) parental (Tablas 3 y

4), especialmente si se conoce el otro progenitor
(NE-2P) o la pareja parental (NE-PP; P<0,001), asi
como individual (NE-I; P<0,001) y de parientes
(NE-SI; P<0,001), salvo en N. maculatus (P<0,05).
Este potencial permiti6 evaluar casos de marcaje
fisico dudoso en PNMTIAG y Ria de Vigo (PLA-
NAS et al. 2021), confirmando distinta identidad
genotipica en varios pares de ejemplares de S.
acus y S. typhle, asi como el remuestreo de una
hembra H. guttulatus en el mismo transecto don-
de se habia avistado meses antes.

Diversidad y estructura genética poblacional

Se estimaron los parametros de diversidad y es-
tructura genética poblacional por especie en base
a marcadores de ADNmt y microsatélite (Tabla
5). Cinco especies (S. acus, S. typhle, S. abaster, N.
maculatus y N. lumbriciformis) fueron mas abun-
dantes en los muestreos genéticos, especialmen-
te las tres primeras a nivel espacial y temporal.
La especie S. acus fue la preferente en &reas
PNMTIAG, con escasas muestras genéticas en
Mallorca (Tabla 5). Se observaron valores simi-
lares de diversidad genética entre las muestras
temporales en las Islas Cies y de éstas respecto
a Ria de Vigo (Tabla 5). Se estimaron valores
moderados-altos de Ne (Vigo-2016: 1,590, Cies-
2016/2018: 189/879), con amplios intervalos de
confianza (IC 95%; Vigo: 197-; Cies: 335- en
2018), sugiriendo cautela en su interpretacién. Se
observ¢ diferenciacién genética baja y no signifi-
cativa entre muestras espaciales y temporales de
S. acus en areas PNMTIAG (global F_ ~®, : 2%;
media F., pareados: 1,6% y @: 2,2%), solo con
indicios significativos entre SA2-16 y SA2-18 con
ADNmt, que puede asociarse al diferente tama-
fio muestral y menor Ne del genoma mitocon-
drial. El andlisis STRUCTURE identific6 como
mas probable un tnico grupo poblacional con
todos los individuos de PNMTIAG-Islas Cies y
Ria de Vigo, aunque diferenciacién de la peque-
fia muestra de Mallorca (Fig. 11), acorde con da-
tos de microsatélites (media F pareados: 30%;
P<0.05) y ADNmt (Fig. 4).

En la especie S. typhle presente en PNMTAC, Ma-
llorca y Ria de Vigo, no se detectaron diferencias
significativas en niveles de diversidad genética
entre muestras espaciales ni temporales (Tabla 5).
La estima de Ne en Ria de Vigo fue 301 (amplio

223



CARMEN Bouza, et al. Proyectos de investigacion en Parques Nacionales: 2015-2019

A He PIC NE-1P NE-2P NE-PP NE-I NE-SI
Syngnathus acus (N = 215)
Styph18 17 0,789 0,759 0,5780 0,4010 0,2120 0,0730 0,3750
Syty24 28 0,934 0,928 0,2410 0,1370 0,0320 0,0090 0,2860
Sabas3 18 0,915 0,906 0,3010 0,1770 0,0510 0,0140 0,2970
Sabas5 11 0,415 0,386 0,9080 0,7670 0,6140 0,3710 0,6360
Syty4 4 0,266 0,235 0,9650 0,8790 0,7960 0,5700 0,7600
Syty16 6 0,553 0,509 0,8360 0,6750 0,5010 0,2440 0,5350
Syty22 3 0,119 0,113 0,9930 0,9430 0,8930 0,7830 0,8860
Sabas7 15 0,896 0,885 0,3520 0,2130 0,0710 0,0200 0,3080
Sabas8 30 0,932 0,925 0,2490 0,1420 0,0340 0,0090 0,2870
Media/Global 14,7 0,647 0,627 0,0027 0,0001 P<0,001 P<0,001 0,0006
DE 928 0,317 0,322
S. typhle (N=75)
Styph12A 36 0,967 0,959 0,1480 0,0800 0,0120 0,0030 0,2710
Syty24A 26 0,927 0,916 0,2710 0,1570 0,0400 0,0110 0,2920
Sabas3A 28 0,943 0,933 0,2270 0,1280 0,0280 0,0080 0,2840
SytydA 7 0,774 0,733 0,6230 0,4450 0,2610 0,0890 0,3880
Syty16A 8 0,719 0,671 0,6880 0,5130 0,3220 0,1240 0,4240
Syty17A 2 0,077 0,074 0,9970 0,9630 0,9300 0,8550 0,9250
Syty22A 6 0,635 0,573 0,7790 0,6210 0,4450 0,1940 0,4830
Sabas7A 30 0,950 0,940 0,2050 0,1140 0,0230 0,0060 0,2800
Sabas8A 52 0,980 0,972 0,1040 0,0550 0,0060 0,0010 0,2640
Media/Global 21,7 0,775 0,752 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000 0,0001
DE 16,9 0,290 0,293
S. abaster (N=40)
Styph12A 8 0,486’ 0,457 0,8700 0,7050 0,5220 0,2930 0,5830
Sabas5A 21 0,879 0,857 0,4030 0,2520 0,0900 0,0280 0,3230
Sabas3A 12 0,878 0,852 0,4250 0,2680 0,1070 0,0320 0,3250
Sabas9A 14 0,901 0,880 0,3630 0,2210 0,0760 0,0220 0,3110
SabasdA 25 0,946 0,931 0,2320 0,1320 0,0290 0,0080 0,2850
Syty22A 3 0,501 0,384 0,8780 0,8010 0,7000 0,3660 0,5940
Sabas7A 21 0,913 0,894 0,3260 0,1950 0,0590 0,0170 0,3040
Media/Global 14,9 0,786 0,751 0,0036 0,0002 0,0000 0,0000 0,0010
DE 79 0,201 0,228

Tabla 3. Diversidad genética (A, He), potencial informativo (PIC) y probabilidad de no exclusién de loci microsatélites en signatidos
Syngnathinae en los Parques Nacionales de areas adyacentes. NE falso parental sin conocer (NE-1P) o conocido el otro (NE-2P),
conocida el par (NE-PP); de identidad individual (NE-I) o de parientes (NE-SI). *Alelos nulos.

Table 3. Genetic diversity (A, He), informative potential (PIC) and non-exclusionary global probability (NE) combined over micro-
satellite loci in Syngnathinae syngnathids of National Parks and adjacent areas. NE false parental lacking (NE-1P) or known the
other (NE-2P), known the couple (NE-PP); individual (NE-I) or sibling (NE-SI) identity. * Null alleles.
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Locus A He PIC NE-1P NE-2P NE-PP NE-I NE-SI
Nerophis lumbriciformis N=35

NL02383 14 0,798 0,771 0,5510 0,3710 0,1690 0,0610 0,3720
NL05025 6 0,547 0,500 0,8420 0,6810 0,5060 0,2520 0,5430
NL16858 13 0,850° 0,819 0,4850 0,3180 0,1430 0,0450 0,3420
NL00629 6 0,628 0,567 0,7860 0,6250 0,4460 0,1980 0,4900
NLO0750 12 0,808 0,776 0,5490 0,3720 0,1790 0,0620 0,3670
NL06490 14 0,870 0,844 0,4340 0,2760 0,1090 0,0340 0,3290
NLO7690 10 0,818 0,782 0,5450 0,3700 0,1850 0,0620 0,3620
NL12901 11 0,828 0,796 0,5220 0,3490 0,1640 0,0540 0,3560
Media/Global 10,8 0,768 0,732 0,0120 0,0007 0,0000 0,0000 0,0005
DE 32 0,116 0,126

N. maculatus N=22

NL02383 14 0,892 0,861 0,4000 0,2490 0,0910 0,0280 0,3210
NL05025 15 0,911 0,883 0,3510 0,2130 0,0680 0,0200 0,3090
NL16858 9 0,840° 0,781 0,5460 0,3680 0,1780 0,0600 0,3640
NL00629 1 0,000 0,000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
NLO7690 12 0,887 0,855 0,4170 0,2620 0,1010 0,0300 0,3240
Media/Global 10,2 0,706 0,676 0,0319 0,0051 0,0001 0,0000 0,0117
DE 5,6 0,396 0,380

Entelurus aequoreous N=8

NL02383 2 0,125 0,110 0,9930 0,9450 0,8990 0,7860 0,8880
NL05025 10 0,933 0,862 0,4040 0,2510 0,0960 0,0280 0,3200
NL16858 6 0,617 0,553 0,8020 0,6200 0,4170 0,2030 0,5120
NL00629 1 0,000 0,000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
NLO0750 7 0,924 0,828 0,4790 0,3110 0,1430 0,0430 0,3370
NL06490 1 0,000 0,000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
NLO7690 1 0,958 0,889 0,3450 0,2070 0,0690 0,0190 0,3060
NL12901 5 0,667 0,586 0,7760 0,6000 0,4090 0,1800 0,4820
Media / Global 5,4 0,528 0,479 0,0412 0,0057 0,0001 0,0000 0,0072
DE 3,9 0,423 0,387

Tabla 4. Diversidad genética (A, He), potencial informativo (PIC) y probabilidad de no exclusion de loci microsatélites en signati-
dos Nerophinae de los Parques Nacionales y dreas adyacentes. NE falso parental sin conocer (NE-1P) o conocido el otro (NE-2P),

conocida el par (NE-PP); de identidad individual (NE-I) o de parientes (NE-SI). *Alelos nulos.

Table 4. Genetic diversity (A, He), informative potential (PIC) and non-exclusionary global probability (NE) combined over micro-
satellite loci in Nerophinae syngnathids of the National Parks and adjacent areas. NE false parental lacking (NE-1P) or known the
other (NE-2P), known the couple (NE-PP); individual (NE-I) or sibling (NE-SI) identity. * Null alleles
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1C95%: 105-0), mientras en PNMTAC y Mallorca atlanticas y mediterraneas (F,: 7,3%), concordante
no se pudo estimar (valor Ne infinito; IC95%: 55-c con ADNmt (Fig. 4). No se detect6 diferenciacién
y 955-c0, respectivamente). Se observé diferencia-  significativa entre pares de muestras espaciales y
cién microsatélite significativa entre poblaciones  temporales de PNMTAC y Mallorca (promedio

S. typhle

S. acus

Cytb SA40

Figura 5. Arbol NJ (Neighbour-Joining) de relaciones genéticas entre todos los haplotipos del marcador mitocondrial Citocromo b
(Cytb) detectados en especies del Género Syngnathus en Parques Nacionales y dreas adyacentes. Significacién de nodos: Bootstrap
(1,000 réplicas). Los colores verde y azul corresponden a presencia en PNMTIAG y PNMTAC, respectivamente.

Figure 5. NJ (Neighbour-Joining) tree showing the relationships among all haplotypes of mitochondrial marker Cytochrome b
(Cytb) detected in species of Genus Syngnathus in National Parks and adjacent areas. Significance of the nodes: Bootstrap (1,000
replicates). Green and blue colors correspond to the presence in PNMTIAG and PNMTAC, respectively.
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Figura 6. Arbol NJ (Neighbour-Joining; cita) de relaciones de
los haplotipos Citocromo b (Cytb) mds frecuentes detectados
en especies del Género Syngnathus en Parques Nacionales
espanoles respecto a secuencias de referencia de especies eu-
ropeas congenéricas (Mwale et al. 2013): S. abaster (AF356060_
523; JX228141_SCAL), S. typhle (AF356042_S4; AF356059_S22;
JX228148_KLU1), S. acus (AF356040), S. rostellatus (AF356041_
S3) y S. taenionatus (AF356061_S24; ]X228146_VENS9). Signifi-
cacién de nodos: Bootstrap (1,000 réplicas). Los colores verde
y azul corresponden a presencia en PNMTIAG y PNMTAC,
respectivamente.

S. abaster PNMTAC

100}

e
0.010

Figure 6. NJ (Neighbour-Joining) tree showing the relation-
ships among the most frequent haplotypes of the marker
Cytochrome b (Cytb) detected in species of Genus Syngnathus
in the Spanish National Parks respect to reference sequences
of congeneric European species (Mwale et al. 2013): S. abas-
ter (AF356060_523; JX228141_SCA1), S. typhle (AF356042_S4;
AF356059_522; JX228148_KLU1), S. acus (AF356040), S. rostella-
tus (AF356041_S3) and S. taenionatus (AF356061_S24; JX228146_
VENBS9). Node significance: Bootstrap (1,000 replicates). Green
and blue colors correspond to the presence in PNMTIAG and
PNMTAC, respectively.

F,, pareados: 0,1%; ®: 4%), salvo entre ST3-17
y ST4-18 con ADNmt, posiblemente por bajo ta-
maiio muestral. El analisis de estructura genética
revel6 dos grupos poblacionales atlantico y me-
diterrdneo diferenciados, agrupando PNMTAC
y Mallorca en un mismo clister, independiente-
mente de K (Fig. 12).

Para la especie S. abaster detectada en PNMTAC
y Mallorca, el andlisis de haplotipos Cytb sus-
tent6 su clasificacién morfolégica en un grupo
monofilético que sugiere un linaje criptico di-
ferenciado de otras poblaciones mediterrdneas
mas orientales de la especie, con mayor distancia
genética que respecto a otras especies, como S.
typhle (Fig. 5). La diversidad genética obtenida
en este estudio con microsatélites aislados en S.

abaster (DIEKMANN ef al. 2009) concuerda con
variacion intraespecifica, sin indicios de mezcla
ambigua de distintas especies. No se detectaron
desviaciones de HW, sugiriendo panmixia, ni LD
significativo entre pares de loci por poblaciéon ni
global en las muestras analizadas. La diversi-
dad y riqueza alélica con microsatélites result6
similar entre muestras temporales en PNMTAC,
aunque mas elevada en SAB3-18 con ADNmt,
posiblemente influenciado por menor tamano
muestral en 2016 y 2017 (Tabla 5). No se detectd
diferenciacién significativa (Fg: 1,5%) ni subes-
tructura genética, con un tnico cldster mas pro-
bable agrupando todos los individuos de este
linaje criptico de S. abaster en areas PNMTAC.

El andlisis temporal de N. maculatus en PNMTAC
y Mallorca se vio condicionado por el desigual
tamafio muestral. El agrupamiento espacial mos-
tré niveles ligeramente menores de diversidad
genética en PNMTAC que en Mallorca, con los
estimadores menos afectados por tamafio mues-
tral tanto con microsatélites como ADNmt (me-
dia He, AR, &; Tabla 5). El coeficiente de diferen-
ciacién entre PNMTAC y Mallorca fue reducido
y no significativo con ambos tipos de marcadores
(<0,1%; P>0,05), concordante con un tinico grupo
poblacional mas probable (K=1) en el analisis de
estructura genética.

En N. lumbriciformis se identific6 una unica
muestra poblacional en Ria de Vigo, anexa a PN-
MTIAG, con baja variabilidad respecto a otras
especies de Nerophinae con 16S-rDNA, aunque
similar diversidad genética con microsatélites
(He: 0,768; A: 10,8; Tabla 5). No se observé di-
ferenciacion genética significativa entre las 4reas
de muestreo analizadas en el interior (Arcade) y
desembocadura (Cabo Estai) de la Ria de Vigo
(Fgp: 0,2%; @: 0,6%), ni subestructura genética
(K'maés probable de 1).

Los restantes peces pipa analizados en PNMTAC
(N. ophidion) y PNMTIAG (E. aequoreus) mostra-
ron muestras genéticas escasas (N <10) y bajo po-
limorfismo en microsatélites, limitando el analisis
poblacional. Algunos ejemplares de N. ophidion
en PNMTAC mostraron baja calidad de ADN,
con amplificacion interindividual variable inter-
loci (<50% NLO02383 y NLO05025; >75% NLO0769
y NL1685). El andlisis multilocus en esta especie

227



CARMEN Bouza, et al.

Proyectos de investigacion en Parques Nacionales: 2015-2019

11 1111111112 3 3333333333 3333333333 3333333344 445
1224€78900 122234€770 0001111122 3333444444 4SSSSSSEEE €€€€789950 0001122233 344444555€ €777888933 380
1151142912 35€50€8121 4€31235635 0138123478 913€785023 4589174670 1352613545 8234671491 345€4€7425 733
N Ophidion AF354994  GCTTCIGCTG ACTCGCAAAC GCCAGAGTCC ATCATAATAC TATCACACAC TGAGCTAATA TARAMAGTGA ATTAGARAAA TCATTATCCC AGC
16s_NLOL E A.G.TACA ATA.-—.T. CIT.ICGICT AG.C.CIA.C CGC.ACTG.. CA.-C.GI.T G.T
16S_NLO2 .A.G.TACA ATA.-—.T. CTT.TCGT.T AG.C.CTA.C CGC.ACTG.. CA.-C.GT.T G.T
165_NL03 .A.G.TACA ATA.-—.T. CTT.TCGICT AG.CGCTA.C CGC.ACIG.. CA.-C.GT.T G.T
16S_NL04 .A.G.TACA ATA.-—.T. CIT.TCGTCT AG.C.CTA.C CGC.ACIG.. CA.-C.GT.T G.T
16s_NMOL AGE.... ... GCICTIT ..TA.C.... ..G.GCA..C .CCGAGGG.G .A...GA.T. ...
1es_wMo2 AGE.... ... GCICTIT ..TA.C.... ..G.GCA.AC .CCGAGGG.G .A...GA.T.
1es_1M03 A C. MGG .2 oo GCICTIT ..TA.C.... ..G.GCA..C .CCGAGGG.G .A...GA.T.
16s_NM04 A CCRIGE.-co oo GCICTIT ..TA.C.... ..G.GCA..C .CCGAGGG.G .A...GA.T. .A
16s_1M0S AC AT = : cs GCICTIT ..TA.C ..G.GCA..C .CCGAGGGGG .A...GA.T.
16s_NOOL ACAGE.... ... GCTCTTT ..TA.C ..G.GCA..C .CCGAGGG.G .A...GA.T
1€s_NO02
1€s_NO03
16S_NO04
1€s NOOS

Figura 7. Haplotipos de ADNmt ribosomal 16S rDNA detectados en peces pipa del Género Nerophis.

Figure 7. Haplotypes of the mitochondrial marker 16S rDNA in pipefish species of the Genus Nerophis.
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Figura 8. Arbol NJ (Neighbour-Joining) de relaciones genéticas entre todos los haplotipos del marcador mitocondrial 16S rDNA
detectados en peces pipa del Género Nerophis en los Parques Nacionales y dreas adyacentes. Significacién de nodos: Bootstrap (1,000
replicates). Los colores verde y azul corresponden a presencia en PNMTIAG y PNMTAC, respectivamente.

Figure 8. NJ (Neighbour-Joining) tree showing the relationships among all haplotypes of mitochondrial marker 16S rDNA detected
in species of the Genus Nerophis in the National Parks and adjacent areas. Significance of the nodes: Bootstrap (1,000 replicates).
Green and blue colors correspond to the presence in PNMTIAG and PNMTAC, respectively.

permitié obtener estimas preliminares de diversi-
dad genética (He: 0,842; A: 4,8) y la identificacion
individual, descartando remuestreos, mediante los
loci mas informativos (NL02383, NL1685, NL0769,
con 5, 6 y 9 alelos por locus). Para E. aequoreus en
la muestra analizada en PNMTIAG se obtuvieron
estimas preliminares de diversidad genética con
microsatélites, siendo particularmente elevada con
ADNmt (He: 0,545; A: 5,4, H: 7; h: 0,964; Tabla 5).

Las muestras genéticas de caballito de mar H.
guttulatus en PNMTAC y Mallorca fueron esca-
sas y con peor estado de conservacion que las de
peces pipa. Uno de los ejemplares en Mallorca
revel6 variantes genéticas diferenciales respecto
a PNMTIAG-Cies, el otro no pudo ser analizado
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por mala calidad del ADN, acorde al avistamien-
to (flotacién en superficie). En PNMTIAG se
obtuvieron estimas preliminares de diversidad
genética con microsatélites y ADNmt (He: 0,632;
A: 5,5; H: 5; h: 0,667; Tabla 5). Todos los ejem-
plares mostraron alta probabilidad de asignacién
genotipica a poblaciones de referencia en la costa
gallega (LOPEZ et al. 2015), con ausencia de di-
ferenciacion genética significativa respecto a las
mismas (promedio F,: 0,1%; ®@: 0,9%; P>0,05).

Parentesco molecular y asignacién parental

En todas las especies analizadas se detecté bajo
parentesco interindividual (r) por poblacién (Ta-
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Especie ADNmt* Microsatélites

Poblacién N H h m N A AR He F r (FS %)
SA1-16 35 | 14 | 0,866 0,0030 40 10,44 9,12 0,620 0,018 -0,002 (0,4)
SA2-16 22 | 9 0,779 0,0029 22 8,78 8,78 0,623 0,036 0,001(0,4)
SA2-17 70 | 25 | 0,865 0,0026 69 11,11 8,62 0,614 0,030 0,012(1,5)
SA2-18 82 | 17 | 0,831 0,0023 82 11,56 8,68 0,658 0,050 -0,005 (1,3)
SA4-18 2 1 0,000 0,0000 2 1,89 - 0,556 0,500 0,056 ()
ST1-16 28 | 15| 0,931 0,0028 32 15,56 5,54 0,716 0,079 0,014 (0,4)
ST3-17 121 9 0,939 0,0035 12 8,89 5,69 0,761 0,097 0,015(1,3)
ST3-18 6 6 1,000 0,0063 6 6,11 5,54 0,744 0,144 -0,021 (-)
ST4-17 13| 8 0,859 0,0019 13 9,44 5,80 0,768 0,102 0,007 (-)
ST4-18 11 6 0,727 0,0050 11 8,56 571 0,782 0,143 0,009 (-)
SAB3-16 6 2 0,533 0,0005 6 6,57 5,93 0,767 0,081 -0,059 (-)
SAB3-17 10| 3 0,378 0,0005 10 8,14 5,69 0,829 0,139 -0,011 (+)
SAB3-18 21 5 0,810 0,0014 21 11,14 5,38 0,746 0,016 0,018(0,9)
SAB4-18 2 2 1,000 0,0159 2 3,71 - 1,000 0,143 -0,259 (-)
HG2-16/17 9 5 0,667 0,0020 9 5,50 550 | 0,632 0,004 0,011 ()
HG4-18 1 1 - - 1 - -

NL1-16 31 4 0,187 0,0004 35 10,75 - 0,769 0,024 -0,006 (1,7)
NM3-16/18 7 3 0,524 0,0017 6 4,60 2,68 0,705 0,270 0,03 (4,8)
NM4-17/18 17 1 9 0,735 0,0020 16 9,20 2,93 0,723 0,268 -0,062 (2,9)
EA2-17/18 8 7 0,964 0,0049 8 5,38 - 0,545 0,388 -0,083 (3,6)

Tabla 5. Diversidad genética de peces signétidos en los Parques Nacionales y éreas adyacentes (Cédigos en la Tabla 1). * Cytb (Gé-
neros Syngnathus e Hippocampus) / 16S-rDNA (Géneros Nerophis y Entelurus). N: Tamafio muestra; H: N2 haplotipos, h/z: diversidad
haplotipica/nucleotidica; A: N® alelos, AR: Riqueza alélica, He: Heterocigosis esperada; F g indice fijacion (negrita: P<0,05); r: coeficiente
parentesco (FS: % diadas r>0,375).

Tabla 5. Genetic diversity of syngnathid fish in the National Parks and adjacent areas (Codes in the Table 1). * Cytb (Genera Syngnathus
and Hippocampus) / 16S-rDNA (Genera Nerophis and Entelurus). N: Sample size; H: Haplotype No., h/m: haplotypic/nucleotidic diver-
sity; A: Allele No., AR: Allelic richness, He: expected heterozygosity; F: Fixation index (bold: P<0,05); r: relatedness coefficient (FS: %
dyads r~0,375).

bla 5) y entre pares de poblaciones por especie (S.  maculatus y E. aequoreus (>3,5%), que podrian su-
acus -0,06; S. typhle -0,01; S. abaster -0,07; H. guttu- gerir cierta estructura familiar local en estas es-
latus 0,01, N. maculatus -0,01), concordante con pecies, a validar con mayor niimero de muestras
valores F i no significativos por poblacién (Tabla  y loci polimérficos.

5), y escenarios salvajes en signatidos (LOPEZ et

al. 2015), excepto para N. maculatus en Mallorca. ~ El andlisis de microsatélites en 26 puestas familia-
Unas pocas diadas (pares de individuos) en la  resen S.acusy S. typhle confirm6 la contribucién
misma o distintas muestras mostraron valores  alélica del progenitor masculino conocido por
de r, sugerentes de alto parentesco en la misma lote de puesta. Se detecté maternidad muiltiple
poblacién o migrantes entre poblaciones anexas ~ por puesta en todas las analizadas de S. typhle en
(r>0,375; LOPEZ et al. 2012; 2015). Globalmente Ria de Vigo y en la mayoria de S. acus (83% Ria
representan una baja proporcion por poblacion  Vigo; 79% PNMTIAG). Las restantes puestas de
(FS < 5%; Tabla 5), con los valores mayores en N.  S. acus resultaron compatibles con un tnico geno-
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Figura 9. Haplotipos de los marcadores mitocondriales Cito-
cromo b (Cytb) y ADNr 16S de Enterulus aequoreus

Figure 9. Haplotypes of the mitochondrial markers Cytochro-
me b (Cytb) and 16S rDNA in Enterulus aequoreus
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Figura 10. Haplotipos del marcador mitocondrial Citocromo b
(Cytb) de Hippocampus guttulatus en Islas Cies respecto a pobla-
ciones de referencia de la costa gallega.

Figure 10. Haplotypes of the mitochondrial marker Cytochro-
me b (Cytb) of Hippocampus guttulatus in Cies Islands respect to
reference populations from Galician coast

tipo materno y monogamia por puesta (Tabla 6).
Los genotipos maternos inferidos no resultaron
coincidentes con ninguna de las hembras S. acus
analizadas genéticamente, sugiriendo hembras
no detectadas, al ser limitados los ejemplares avis-
tados sin muestra genética analizada.
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Figura 11. Estructura genética poblacional de Syngnathus acus
en Parques Nacionales y dreas adyacentes (las lineas verticales
separan las distintas poblaciones, con barras individuales por
cada ejemplar).

Figure 11. Population genetic structure of Syngnathus acus in
the National Parks and adjacent areas (populations are sepa-
rated by vertical lines, each specimen is represented by indi-
vidual bars)
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Figura 12. Estructura genética poblacional de Syngnathus typhle
en Parques Nacionales y areas adyacentes (las lineas verticales
separan las distintas poblaciones, con barras individuales por
cada ejemplar).

Figure 12. Population genetic structure of Syngnathus typhle in
the National Parks and adjacent areas (populations are sepa-
rated by vertical lines, each specimen is represented by indi-
vidual bars)

DISCUSION
Identificacién genética de signatidos

El andlisis morfolégico y genético permitié iden-
tificar ocho especies de signatidos en las mues-
tras genéticas analizadas en censos visuales
durante el periodo 2016 a 2018 en los parques
nacionales maritimo-terrestres espafoles y areas
adyacentes (PLANAS ef al. 2022), con presencia
mayoritaria de peces pipa y una Unica especie
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de caballito de mar (H. guttulatus en PNMTIAG
y Mallorca). El analisis de ADNmt permiti6 cla-
rificar algunas identificaciones inespecificas o
discordantes respecto a datos morfoldgicos (total
2,8%; 9 PNMTAC, 3 Mallorca), mayoritariamente
entre especies de peces pipa. Estos datos sugie-

ren cautelas sobre la posible confusién y necesi-
dad de revisién morfoldgica en censos visuales
in situ y/o en estadios tempranos, tal como se ha
descrito en distintas especies de signatidos (LO-
PEZ et al. 2010; HABLUTZEL & WILSON 2011;
WOODALL et al. 2018; GARCIA et al. 2019).

M F M:F N¢ lotes N por lote Media PF por lote | Rango PF por lote
ST1-16 9 28 0,32 6 14,8 2,83 2-4
SA1-16 41 88 0,47 6 15 2,33 1-3
SA2-16 10 11 0,91 2 15 2,5 2-3
SA2-17 21 49 0,43 4 13,8 2,25 2-3
SA2-18 35 49 0,71 8 12 1,75 1-3

Tabla 6. Anlisis de maternidad en lotes de puestas en poblaciones de Syngnathus acus (SA) y S. typhle (ST) en las Islas Cies y Ria de
Vigo (Cédigos en Tabla 1). M: Machos, F: Hembras; N: Tamafio muestral promedio de progenies por lote; PF: niimero minimo de

hembras progenitoras por lote.

Table 6. Maternity analyses in batches of progenies from populations of Syngnathus acus (SA) and S. typhle (ST) in the Cies Islands
and Ria de Vigo (Codes in Table 1). M: Males, F: Females; N: Mean progeny sample size per batch; PF: minimum number of parent

females per batch.

En el caso de S. abaster en areas PNMTAC, los
datos morfolégicos y genéticos concuerdan
con datos previos en destacar que esta especie
no constituye un taxén monofilético, sino que
comprende distintos linajes genéticos diver-
gentes como posibles especies cripticas (SAN-
NA et al. 2013). Los haplotipos S. abaster detec-
tados en PNMTAC mostraron mayor distancia
genética respecto a secuencias de la misma
especie, en areas mediterraneas mas orientales
(Italia; MWALE et al. 2013), que a otras espe-
cies congenéricas (e.g., S. typhle). Sibien podria
explicarse por confusién morfolégica respecto
a otros signétidos, no inusual en el drea me-
diterranea (HABLUTZEL & WILSON 2011), el
grupo monofilético de S. abaster en PNMTAC
aparece claramente diferenciado de haplotipos
Cytb de otras especies congenéricas con distri-
bucién mediterranea. Otras posibles confusio-
nes con S. schmidt y S. phlegon, sin haplotipos
Cytb previos, se discriminaron en base a ras-
gos meristicos (http://species-identification.
org/index.php). Todas estas observaciones
sugieren la presencia de un linaje criptico de
S. abaster en PNMTAC sin diferencias morfo-

légicas respecto al descrito en costas italianas,
siendo necesarios futuros estudios respecto a
otras poblaciones occidentales mediterraneas
(SANNA et al. 2013). Procesos de diferencia-
cién de poblaciones/especies cripticas se han
asociado con aislamiento histérico evolutivo y
dispersién limitada en diferentes organismos
de habitats costeros, incluyendo signatidos,
como S. abaster y otros peces pipa del Pacifi-
co (SANNA et al. 2013; SOGABE & TAKAGI,
2013; GARCIA et al. 2019).

Diversidad y estructura poblacional: Unidades
de gestion

En este proyecto se evaluaron por primera vez
los niveles de diversidad genética en poblaciones
de signatidos en PNMTIAG y PNMTAC, y sus
areas adyacentes, especialmente consistentes en
las especies mas abundantes y mejor represen-
tadas.

Para la especie S. acus se presentan los primeros
datos de diversidad genética poblacional en 4m-
bito europeo. Los resultados obtenidos apuntan
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a la estabilidad temporal de diversidad gené-
tica de la poblaciéon de S. acus en PNMTIAG-
Cies, con conectividad genética respecto a areas
adyacentes de la Ria de Vigo, como parte del
mismo acervo genético y una misma unidad de
gestién. En este contexto, se ha sugerido que
PNMTIAG-Cies podria representar una zona
de reproduccién, dada la deteccién preferente
de especimenes maduros de gran tamafo en
periodo de freza, en zonas de baja exposicién a
corrientes oceanicas y presencia de comunidad
de algas (PLANAS et al. 2022), siendo de gran
interés investigar dinamicas de conectividad en
futuros estudios. Los escasos datos de S. acus en
Mallorca mostraron variantes mitocondriales y
microsatélite privadas, sugiriendo diferencia-
cién genética respecto al area atlantica en PN-
MTIAG, acorde a estudios filogeograficos en es-
pecies congenéricas (WILSON & VERAGUTH
2010).

En S. typhle en PNMTAC, Mallorca y Ria de
Vigo se observaron niveles similares de di-
versidad genética por poblacién, con estabi-
lidad temporal en el drea mediterranea. Estos
valores fueron similares a los descritos con
microsatélites en poblaciones atldnticas y me-
diterraneas de la especie, incluyendo mues-
tras proximas a PNMTIAG (Ria de Arousa,
Galicia) y PNMTAC (costa levantina espafio-
la) (WILSON & VERAGUTH 2010). Estas ob-
servaciones sugieren la presencia de una po-
blacién estable en el area PNMTAC, con flujo
génico respecto a Mallorca. La diferenciaciéon
genética significativa con microsatélites y
ADNmt respecto a la poblacién atlantica en
Ria de Vigo es concordante con datos filogeo-
graficos previos en esta especie (WILSON &
VERAGUTH 2010).

En poblaciones de S. abaster en PNMTAC y Ma-
llorca los resultados sustentan la presencia de
un linaje mitocondrial criptico divergente res-
pecto a otras poblaciones mediterraneas mas
orientales de la especie (SANNA et al. 2013). La
comparacién con datos previos en una pobla-
cién atlantica de esta especie (Formosa, Portu-
gal) usando 5 loci comunes (DIEKMANN et al.
2009) mostré valores similares de diversidad
genética, pero menor diversidad alélica, como
estimador mas sensible a reduccién de tamafo
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poblacional. Esta observacién, en parte explica-
ble por distinto tamafio muestral entre estudios,
también podria sugerir menor variabilidad en
poblaciones més reducidas y aisladas de lina-
jes cripticos mediterraneos (SANNA et al. 2013).
Evaluar la diferenciacién genética del area PN-
MTAC respecto a poblaciones atlanticas, limita-
da en ausencia de genotipos o frecuencias alé-
licas detallados (DIEKMANN et al. 2009), seria
de interés en futuros estudios combinado con
marcadores de ADNmt.

Las restantes especies de peces pipa mostra-
ron menor abundancia espacio-temporal en
los muestreos genéticos. El efecto de limita-
ciones muestrales (N) se ha discutido en dis-
tintos organismos en base a simulaciones que
demuestran capturas del 90% de la variabili-
dad en frecuencias alélicas y He, incluso con
N < 10, incluyendo signatidos como dragones
de mar (LARSON et al. 2014). Esto sustentaria
las estimas de estos parametros poblacionales
con muestras limitadas en nuestro estudio,
aunque resaltando la necesidad de futuros
analisis ampliando el tamafo y distribuciéon
muestral. La poblacion de N. lumbriciformis,
detectada en Ria de Vigo mostré valores pro-
medio de diversidad genética muy similares
a los descritos previamente con microsatélites
comunes en una poblacién atlantica estable de
la costa norte portuguesa (MONTEIRO et al.
2014; 2017). En poblaciones de N. maculatus
en PNMTAC y Mallorca se presenta la prime-
ra evaluacién de diversidad genética con mi-
crosatélites en el ambito europeo. Los analisis
genéticos sugieren patrones de diversidad (He
media: 0,714) comparables a otras poblaciones
simpétricas de signétidos en este estudio (e.g.,
S. typhle, S. abaster), que podria sugerir efecti-
vos no detectados. La homogeneidad genética
de N. maculatus entre PNMTAC y Mallorca
sugiere flujo génico y apunta un tnico grupo
poblacional como unidad de gestién, a evaluar
en futuras ampliaciones muestrales, especial-
mente en PNMTAC. En N. ophidion se aportan
las primeras estimas de variabilidad microsa-
télite, apoyando la trazabilidad individual de
ejemplares analizados, pero recomendando
caracterizar marcadores especificos en futuros
estudios, dado el bajo éxito de amplificacion
cruzada desde la especie proxima N. [umbrici-
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formis (MONTEIRO et al. 2014). En E. aequoreus
en PNMTIAG se obtuvieron estimas prelimi-
nares de diversidad genética con microsaté-
lites (He: 0,545; A: 5,4), sin datos previos en
el ambito europeo. Estos valores, en el rango
inferior entre las especies de este estudio, po-
drian en parte explicarse por el sesgo asociado
al uso de loci variables aislados en otras espe-
cies (N. lumbriciformis; MONTEIRO et al. 2014).
La variabilidad genética mitocondrial en E.
aequoreus resulté comparable a la descrita en
otras poblaciones europeas, particularmente
en la Ria de Vigo para Cytb y tamafio muestral
similar (H: 7; h: 0,991; n: 0.0059; BRAGA-GON-
CALVES et al. 2017). Frente a la escasez en PN-
MTIAG, datos mitocondriales previos apuntan
expansion poblacional de E. aequoreus en el NO
Atlantico, sin subestructura genética asociada
con migracién peldgica en largas distancias
por corrientes oceanicas, pero recomendando
analisis demograficos a nivel local costero con
loci més informativos (BRAGA-GONCALVES
et al. 2017).

La muestra poblacional de caballito de mar
H. guttulatus en PNMTIAG mostré valores de
diversidad genética similares a los descritos
con microsatélites en poblaciones de la cos-
ta atlantica gallega (media He: 0,62; media A:
9,5; LOPEZ et al. 2015), con menor diversidad
alélica posiblemente atribuible al limitado ta-
mano muestral. Para el marcador Cytb también
se detectaron valores similiares de diversidad
respecto al promedio en poblaciones gallegas
de esta especie (H: 10,5; h: 0,75; n: 0,0002), con
menor h posiblemente influenciado por menor
tamafio muestral. Estos resultados junto con la
asignacioén genética de todos los ejemplares en
PNMTIAG respecto a poblaciones gallegas de
referencia (LOPEZ et al. 2015), sustentarian un
contexto poblacional de estabilidad temporal y
flujo génico entre poblaciones de la costa galle-
ga adyacentes a PNMTIAG (LC)PEZ etal., 2015),
como parte del linaje suratlantico de la especie
(RIQUET et al. 2019).

Trazabilidad genealdgica y sistema de
apareamiento genético

El potencial informativo combinado de micro-
satélites con elevada probabilidad de exclusién

tedrica de un falso progenitor, conocido el otro,
permite su aplicacién en estudios de materni-
dad en estos signatidos, para identificar al pa-
rental femenino de puestas embrionarias. El
alto potencial de exclusién de una pareja de
progenitores podria ser 1til en instalaciones de
cria en cautividad con fines de investigacion
y/o conservacion para alguna de estas especies
en el futuro, como se ha descrito en otros signé-
tidos (e.g., JONES et al. 1999; LOPEZ et al. 2012;
2015). En este estudio, la aplicacién de un panel
coste-efectivo de cinco microsatélites permitio
obtener las primeras evidencias del sistema de
apareamiento genético en poblaciones de S. acus
y S. typhle en PNMTIAG-Cies y Ria de Vigo, de
interés evolutivo y como medida de conserva-
cién asociada con tamafio efectivo poblacional.
En el caso de S. acus, con sesgo de hembras en
PNMTIAG-Cies (PLANAS et al. 2022), se pre-
sentan los primeros datos de asignacién pa-
rental en poblaciones salvajes europeas, que
apuntan a un sistema preferente de poliginia
(media de 2,2 hembras) por puesta, con indicios
de monogamia en una fraccion reducida de ma-
chos (~20%), similar en PNMTIAG-Cies y Ria
de Vigo. En la poblacién de S. typhle en Ria de
Vigo se detecté maternidad multiple (media de
2,8 hembras) en todas las puestas, compatible
con poliginia. A diferencia de la monogamia ge-
nética estricta por puesta descrita en caballitos
de mar (LOPEZ et al. 2015), se ha demostrado
poliginandria genética en otras poblaciones sal-
vajes de S. typhle, con una de las tasas de mater-
nidad mdltiple mas altas (media de 3,1 hembras
por puesta; JONES et al. 1999), consistente con
observaciones en laboratorio, y evidencias de
reversion del rol sexual y competencia en apa-
reamiento mas intensa en hembras que machos
(MOBLEY et al. 2011).

CONCLUSIONES

Este proyecto aporta la primera evaluacion
genética de peces signdtidos en los parques
nacionales (PNMTIAG y PNMTAC) mediante
marcadores mitocondriales y microsatélite. La
integracién de datos genéticos y morfolégicos
permitié identificar una limitada diversidad
de especies de signatidos distribuidas diferen-
cialmente entre PNMTIAG y PNMTAC, pero
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también alertas para estudios futuros sobre
posibles errores de clasificacién o presencia de
especies cripticas. En las especies preferentes
por area protegida se observé estabilidad y ho-
mogeneidad espacial y temporal de diversidad
genética, pero diferenciacién entre poblacio-
nes atlanticas y mediterraneas de las especies
presentes en ambas vertientes. La conectividad
genética con poblaciones de areas adyacentes
es relevante en el mantenimiento demografico
y de diversidad genética por unidad de ges-
tién, jugando las areas protegidas un papel re-
servorio para su conservacion. El estudio del
sistema de apareamiento genético en poblacio-
nes de peces pipa del area PNMTIAG susten-
ta maternidad multiple preferente por puesta
masculina, de interés evolutivo y demogréfico
poblacional. El banco de ADN y datos genera-
dos aportan referencias de partida en futuros
estudios para monitorizar diversidad genética,
validar refugios de reproduccién, especies crip-
ticas o analizar variacién genémica adaptativa.
Este estudio dentro del proyecto coordinado
HIPPOPARQUES ha contribuido a mejorar el
conocimiento de los recursos de peces signati-
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dos en PNMTIAG y PNMTAC para apoyar la
conservacion de estas especies y habitats coste-
ros asociados.
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