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1 INTRODUCCION

1.1 TAXONOMIA, DISTRIBUCION Y ECOLOGIA DEL CANGREJO
DE RiO

El cangrejo de rio Austropotamobius pallipes (Lereboullet, 1858) es la
Unica especie autéctona de cangrejo presente en la Peninsula Ibérica y uno de

los mayores macroinvertebrados de nuestra fauna continental (Figura 1).

Figura 1. Ejemplar de cangrejo autdctono, Austropotamobius pallipes.

En Europa se presentan cinco especies de cangrejos autdctonas
pertenecientes a dos géneros, Astacus y Austropotamobius, ambas incluidas
dentro de la Familia Astacidae. La taxonomia de las especies europeas se ha
revisado numerosas veces en el dltimo siglo. Hasta hace poco tiempo, el
consenso en Europa occidental era reconocer cinco especies europeas, Astacus
astacus, Astacus leptodactylus, Astacus pachypus, Austropotamobius torrentium y

Austropotamobius pallipes, pero es probable que con la utilizacién de las nuevas
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técnicas moleculares esta clasificaciéon se vea modificada ligeramente (ver

Tabla 1).

Filo Arthropoda
Subfilo Crustacea
Clase Malacostraca
Orden Decapoda
Infraorden Astacida Scholtz & Richter, 1995
Superfamilia Astacoidea De Haan, 1841
Familia Astacidae, Latreille, 1802-1803
Género Astacus Fabricius, 1775
Astacus astacus (Linnaeus, 1758)
Astacus leptodactylus Eschscholtz, 1823
Astacus pachypus (Rathke, 1837)
Género Austropotamobius Skorokov, 1908
Austropotamobius pallipes (Lereboullet, 1858)
Austropotamobius torrentium (Schrank, 1803)

Tabla 1. Taxonomia de la Familia Astacidae.

La posicién taxonémica de los cangrejos ibéricos dentro de la especie
no estd suficientemente definida, estando adscritos a la subespecie
Austropotamobius pallipes lusitanicus por Mateus (1934), si bien su validez esta
sometida a debate y no es reconocida de forma unanime por los especialistas.
Los primeros estudios acerca de la diversidad infraespecifica de A. pallipes
estan basados en caracteres morfoloégicos y meristicos, y en su distribucion
geogréfica (Bott, 1950). Bott (1950) aceptaba la existencia de, al menos, tres
grupos de subespecies dentro de la especie A. pallipes: A. pallipes pallipes,
distribuida por las Islas Britanicas, Francia, Suiza, norte de Italia y Cércega,
A. pallipes italicus, distribuida por Dalmacia, Italia y Suiza, y A. pallipes

lusitanicus, distribuida por la Peninsula Ibérica. En la actualidad atn existen
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muchas discrepancias entre los estudios sobre el estatus taxonémico de estos
grupos. Por ejemplo, para Karaman (1963) los dos tltimos taxones, A. pallipes

italicus y A. pallipes lusitanicus, pertenecerian a una especie distinta, A. italicus.

Estudios recientes (Grandjean et al., 2002) proponen una nueva
clasificaciéon para el género Austropotamobius basada en trabajos con ADN
mitocondrial, que comprende cuatro especies: A. torrentium, A. berndhauseri,
A. pallipes, y A. italicus. Esta ultima especie, Austropotamobius italicus, con tres
subespecies: italicus, carinthiacus y carsicus. Y asi, las poblaciones italianas e
ibéricas de cangrejo de rio que hasta ahora hemos conocido como
Austropotamobius  pallipes  (Lereboullet, 1858) pasarian a llamarse
Austropotamobius italicus (Faxon, 1914). Nosotros, no obstante, mantendremos
la antigua nomenclatura a lo largo de este trabajo, por ser la establecida y

generalmente utilizada.

En la actualidad, la distribucién original en la Peninsula Ibérica de la
especie A. pallipes, conocido cominmente como cangrejo autéctono, no esta
clara. En 1983 Albretch (Holdich, 2002a) opinaba que los cangrejos de la
especie A. pallipes, no vivian originalmente en Espafia refiriéndose a una cita
de 1642 en la que se afirmaba que no existian. Sin embargo, encontramos
referencias histdricas acerca del cangrejo en 1783 de Asso (Bolea, 1995) y en
1850 (Madoz, 1850-1853). Huxley en 1881 (Holdich, 2002a) afirmé haber visto
en las proximidades de la provincia de Madrid ejemplares de los mismos. En
1880 Holdsworth (Holdich, 2002a) también coment6 la presencia de A.
pallipes en varios rios cercanos a Madrid (Rio Henares, Rio Jalén y en un
afluente del Rio Duero). Y por tltimo, Balss en 1925 (Holdich, 2002a) apunt6

la presencia natural de cangrejos en el Rio Guadiana.

Por otro lado, tampoco est4 hoy en dia aclarado el origen de la especie
en nuestro pais y hay varias teorias al respecto. Santucci y cols. (1997) y
Grandjean y cols. (2001), hacen referencia a la procedencia de las poblaciones

espafiolas de A. pallipes desde Italia, debido a la escasa diferenciacion
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genética encontrada entre las poblaciones del norte de Italia y las espafiolas.
Anteriormente Laurent (1988) ya habia apuntado esta idea. Otros autores
parecen estar de acuerdo también con el posible origen desde Italia, aunque
discuten la procedencia a partir de dos introducciones diferentes (Royo et al.,
2003). Segun esto, la especie A. pallipes no seria nativa, tal y como se ha

venido pensando hasta nuestros dias.

Nos encontramos pues ante una considerable carencia de informacién

historica acerca del origen y la distribucion del cangrejo de rio en Espaiia.

Los individuos de la Familia Astacidae se distribuyen desde el oeste de
los Montes Urales hasta la Peninsula Ibérica, en las Islas Britanicas y el sur de
Escandinavia. Mas adelante hablaremos con detalle de la distribucién del
cangrejo de rio, Austropotamobius pallipes, en el caso particular que nos ocupa,

Espafia.

La distribucién y abundancia de Austropotamobius pallipes han ido
descendiendo de forma drastica en las tltimas décadas, afectando tanto a las

poblaciones espafiolas como a las del resto de Europa.

En Espafa la distribucién del cangrejo autéctono depende en gran
medida de la geomorfologia. Los rios de nuestro pais son de carécter
mediterraneo, sometidos a fuertes variaciones estacionales alternando

periodos de sequia con riadas o avenidas de intensidad variable.

El clima mediterrdneo se caracteriza por presentar dos periodos
maximos de lluvias, en primavera y otofio, y son los tramos medios y bajos
de los rios los més afectados por esta temporalidad. Estos tramos presentan
pocos afluentes, pendiente suave, flujo laminar, deposiciéon de materiales

aluviales (grava y arena) y acusada variacion estacional del caudal.

Las riadas pueden llegar, en cuencas sin regular, a modificar el cauce y

el periodo seco puede producir la interrupcién del flujo de agua originando
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pozas intermitentes o tramos sin agua. Y es precisamente en estas zonas,
aisladas del resto de la red fluvial, bien por tramos que quedan en seco o por

barreras fisicas, donde suele aparecer el cangrejo.

Sus poblaciones se presentan en cuencas de litologias carbonatadas
(zonas calizas, con pH neutros y acidos), en aguas poco profundas, con
buena vegetacion de ribera y abundancia de refugios. En Espafia su rango
altitudinal actual abarca desde los 240 metros a los 1520 metros (sobre el
nivel del mar), la conductividad (medida de la resistencia del agua al flujo
eléctrico, y proporcional a la salinidad) puede variar entre 50 pS cm y 1690
uS cm? (aunque los valores mas comunes se encuentran entre 450 y 900 pS
cm) y las temperaturas que acepta son generalmente inferiores a los 16-

18°C, entre 5 y 20°C (Alonso et al., 2000).

Hoy en dia encontramos las poblaciones de cangrejo en las cabeceras
de cuenca, generalmente aisladas del resto de la red fluvial, bien por zonas
que quedan secas o por diferentes barreras fisicas, ocupando tramos
pequeiios, que no superan el kilémetro y charcas, naturales o seminaturales.
Esto significa que las poblaciones estin muy fragmentadas y ademas

aparecen en los margenes de su primitivo hébitat.

El papel ecolégico que desempefian los cangrejos de rio es muy
importante en la dindmica de los ecosistemas fluviales en los que esta
presente (Rabeni et al., 1995). La elevada biomasa que pueden llegar a
representar dentro de la comunidad macroinvertebrada de rios y lagunas,
junto con la baja tasa de renovacion de sus poblaciones y sus habitos
alimenticios (que abarcan practicamente la totalidad de los niveles tréficos)
los convierten en una especie clave en la regulaciéon de los ecosistemas que

habitan.

A este elevado valor ecolégico hay que afiadir la gran trascendencia

social del cangrejo, especialmente en el ambito rural de nuestro pais. Por
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ejemplo, en Castilla-La Mancha a principios de los afios setenta se estimaban
capturas anuales de cangrejo autéctono de 500 Tm, siendo tal actividad
fuente de empleo de numerosas familias, existiendo cooperativas de
pescadores profesionales y generando decenas de miles de jornadas de ocio a
través de su pesca deportiva, lo que constituia un elemento bésico en la

tradicion cultural, deportiva y gastronémica de la region.

Su pesca, ademds de ser una actividad muy popular, reportaba
importantes ingresos a los pescadores y a las Administraciones que

concedian licencias para la misma.

Dentro de la Peninsula Ibérica, el cangrejo autéctono representa uno
de los casos més dramaticos de regresion faunistica. En muy poco tiempo,
précticamente en la década de los afios ochenta, los cangrejos pasaron de ser
un elemento de la fauna muy abundante en los cauces ibéricos a estar

seriamente amenazados de extincion (Alonso et al., 2000).

En 1964, antes de la irrupcion de la afanomicosis, enfermedad
producida por el hongo Aphanomyces astaci (Schikora, 1903; 1906), A. pallipes
se distribuia en la Peninsula Ibérica de manera bastante generalizada vy,
principalmente, en las provincias de Burgos, Palencia, Ciudad Real,
Guadalajara, Cuenca, Soria, La Rioja, Zamora, Segovia, Valladolid, Jaén,
Avila, Navarra, Alava, Zaragoza, Teruel, Salamanca, Madrid y Toledo (Torre
y Rodriguez, 1964). En menor densidad poblacional también se encontraba
en Lugo, Orense, Asturias, Cantabria, Guiptzcoa, Vizcaya, Huesca, Lérida,
Gerona, Tarragona, Barcelona, Castellén, Valencia, Murcia y Leén. Asi pues,
la distribucién del cangrejo de rio abarcaba practicamente toda la Espafia
caliza hasta el sur de la provincia de Granada, limite meridional de la
distribuciéon mundial de la especie (Laurent, 1988; Gil, 1999). Unicamente no
se encontraba en ninguna de las dos provincias extremefias, en Almeria, Islas

Canarias y Baleares.
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1.2 SITUACION ACTUAL DE LAS POBLACIONES DE CANGREJO
AUTOCTONO

Las poblaciones de cangrejo de rio muestran una serie de
caracteristicas que las hacen especialmente vulnerables, tal y como se ha
comentado anteriormente. Aparecen en zonas marginales de su antiguo
habitat, aisladas del resto de la red fluvial, y muy fragmentadas, dificultando
la recolonizacion. Y sin embargo, pueden ser localmente muy densas (hasta
10-15 cangrejos por m?), lo que las sigue haciendo vulnerables al furtivismo

(Alonso et al., 2000).

Actualmente las poblaciones estin muy disminuidas y ha
desaparecido de las provincias de Alicante, Murcia y Salamanca. Su
presencia es dudosa en Ciudad Real, Segovia y Valladolid, y en el resto de
provincias donde se mantiene, sus poblaciones se han reducido
drasticamente. Algunos autores han estimado que la tasa de regresion del
cangrejo de rio en nuestro pais se encuentra entre el 30 y el 50% cada cinco
afios (Temifio y Sdez-Royuela, 1998; Albade et al., 1991). A. pallipes no
aparece, como hemos dicho, en las Islas Canarias ni Baleares y en Portugal su

estado es critico (Alonso et al., 2000).

Los motivos de la regresién, tanto en Espafia como en el resto de
Europa, los encontramos en la introduccién de otras especies exéticas de
cangrejos, portadoras de enfermedades tan importantes como la
afanomicosis y en la alteracién provocada por el hombre en los ecosistemas
fluviales. A esto se une el incremento de habitats muy simplificados (rios
canalizados, regulados y/o contaminados) en los que las especies de carécter

invasor tienen mayor facilidad para instalarse y prosperar.

Las alteraciones del hédbitat que mas han influido en el descenso del
niamero de poblaciones son la destruccion de la estructura del cauce,
especialmente resultado de las canalizaciones con los programas de

prevencién de avenidas, y la concentraciéon parcelaria. También los estiajes
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extremos, que secan completamente tramos marginales de la red fluvial
donde se refugia la especie, las captaciones de agua para uso doméstico y
agrario sobre cauces con muy escaso caudal estival y la destruccién de la
vegetacion de ribera en entornos agricolas. No podemos dejar a un lado la
contaminacion organica ligada a explotaciones agropecuarias y el empleo de
productos tdxicos, particularmente insecticidas, en los sectores agricola y
forestal (Galindo et al., 2000). Y por ultimo el furtivismo, ya sea para
consumo particular o para comercializaciéon clandestina en establecimientos
publicos, que ademas de reducir el namero de individuos de las poblaciones
es una importante via de transmision de la afanomicosis por la falta de

desinfeccién en los utensilios de pesca.

En la actualidad la alteracion de los ecosistemas fluviales se considera
la causa mas importante del declive de las poblaciones de cangrejo
autoctono. La desaparicion de las poblaciones tiene graves consecuencias
ecoldgicas y ambientales sobre las aguas continentales, ya que el cangrejo
representa un importante nivel tréfico y su presencia es imprescindible para
el mantenimiento del equilibrio de los ecosistemas (Momot et al., 1978).
Como consecuencia de esta alteracién, la mayoria de las poblaciones estdn
divididas en subpoblaciones relativamente pequefias con un intercambio

limitado de individuos.

La primera introducciéon de especies exoéticas de la que se tiene
constancia en Espafia es de cangrejo noble, Astacus astacus, introducido en
1962 por el Servicio Nacional de Pesca Fluvial y Caza. El cangrejo blanco de
rio, Procambarus zonangulus, se introdujo en 1974 en las marismas del
Guadalquivir, junto con el cangrejo rojo, Procambarus clarkii (Habsburgo-
Lorena, 1979). El cangrejo turco, Astacus leptodactylus, fue introducido con
fines de acuicultura en 1975 en la provincia de Valladolid (Habsburgo-

Lorena, 1979); un ejemplar hembra de esta especie fue visto en 2003 en un
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mercado de Madrid (Alonso, comunicaciéon personal) aunque no se ha
establecido en libertad. El cangrejo australiano o yabby, Cherax destructor, se
encontr6 en pozas en Aragén (Bolea, 1995) y en Navarra (Diéguez-
Uribeondo, 1999). El cangrejo de rio americano, Orconectes limosus, muy
abundante en Francia, se ha encontrado ocasionalmente en mercados (Bolea,

1995), pero afortunadamente nunca en libertad.

Pero las dos especies aléctonas introducidas que han tenido mayor
repercusién han sido dos cangrejos americanos, el rojo (Procambarus clarkii) y

el sefal (Pacifastacus leniusculus).

El cangrejo rojo, americano o de las marismas, Procambarus clarkii, se
introdujo entre 1973 y 1974 en Badajoz y en las marismas del Guadalquivir
(Habsburgo-Lorena, 1979, 1986). Es una especie oportunista, omnivora, de
rapido crecimiento, elevada fertilidad, que presenta gran tolerancia a los
cambios ambientales y euriplasticidad fisiolégica, colonizando gran parte de
los cursos de agua de nuestro pais. Su dispersiéon fue muy rapida, favorecida
especialmente por la participaciéon activa de los pescadores comerciales y
deportivos. Estos veian desaparecer la especie autéctona y no eran
conscientes de los graves problemas ecolégicos que podia generar la
introduccion del cangrejo rojo, puesto que carecian de informacién. Y
también su comercializacion en vivo ha hecho que P. clarkii sea muy

asequible para los pescadores en areas no habitadas por la especie.

Al ser P. clarkii una especie que, tras su introduccién, influye de
manera muy importante en el funcionamiento de los ecosistemas acuéticos
(Momot et al., 1978; Holdich, 1987; Momot 1995) y con gran capacidad de
invasién, el impacto directo que puede provocar su introduccién al
ecosistema se puede analizar desde varias perspectivas. La primera es su
potencialidad de alterar la produccién total de los ecosistemas (Momot,
1995). La segunda hace referencia a sus habitos alimenticios, ya que como

gran depredador carnivoro, mientras busca animales ingiere grandes

10
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cantidades de herbaceas y detritus; a altas densidades de cangrejos, el
forrajeo se puede extender tanto que modifica totalmente el habitat al
destruir los tapetes microbianos y las praderas de macroéfitos (Momot et al.,
1978; Feminella y Resh, 1986; Lodge y Lorman, 1987; Chambers et al., 1990;
Olsen y Lodge, 1991). Y por ultimo, se debe considerar al cangrejo como
presa o alimento de otros animales, tanto invertebrados como vertebrados

(Momot et al, 1978; Lodge, 1993).

La otra especie exética a destacar es el cangrejo sefal, Pacifastacus
leniusculus, que se introdujo entre 1974 y 1975 en dos astacifactorias, una en
el rio Cifuentes, en la provincia de Guadalajara, y otra en el rio Ucero, en
Soria (Habsburgo-Lorena, 1979). Al contrario de lo sucedido con el cangrejo
rojo, P. leniusculus fue introducida por la Administracion en Comunidades
como Castilla y Leén, Pais Vasco y Navarra. Tiene mayor capacidad de
adaptacion que el cangrejo rojo a los tramos altos de las cuencas. Ademas, su
crecimiento y maduracién sexual son més lentos que en el cangrejo rojo,
aunque més rdpidos que los del cangrejo autéctono. Su mayor tamafo,
fecundidad y agresividad le hacen desplazar al cangrejo autdctono cuando
conviven en un mismo tramo fluvial y no podemos olvidar que también es

transmisor de la afanomicosis.

La introduccién de especies aléctonas trae consigo una serie de
consecuencias importantes en los ecosistemas fluviales. Williamson, en 1996,
realizé una clasificaciéon de los impactos més importantes que producen las
especies introducidas en las comunidades biolégicas, entre las que se
encuentran la competencia por el espacio y el alimento, la alteracién de los
procesos ecoldgicos y efectos que alteran la estructura tréfica. Lodge (1993)
menciona ademas la alteracion del habitat, la introduccién de enfermedades

y parasitos y la hibridacion con especies nativas.

No obstante, la consecuencia mas devastadora para A. pallipes es que

los cangrejos de origen americano son transmisores de la afanomicosis,

11
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introducida en Europa en 1860 (Diéguez et al., 1997a) y en la Peninsula
Ibérica alrededor de 1970. Esta enfermedad provoca una mortalidad del
100% entre las poblaciones de cangrejo autéctono afectadas (Cerenius y

Soderhaill, 1992; Diéguez-Uribeondo et al., 1997b).

La afanomicosis o peste del cangrejo, estd producida por un hongo
acuatico parasito, Aphanomyces astaci Schikora, 1903. Existen distintas cepas,
asociadas a cada una de las especies introducidas, que muestran diferencias
ecolodgicas y epidemioldgicas (Huang et al., 1994). El diagnoéstico de la
enfermedad no es sencillo, siendo precisa la realizacion de ensayos de
reinfecciéon para confirmarlo. La dificultad de diagndstico y la ausencia de
medios han llevado a asignar directamente cualquier mortandad masiva en
la dltima década a la afanomicosis, enmascarando quizas la incidencia de

otras causas.

Respecto a la situacion actual de la afanomicosis en nuestro pais,
existe un gran desconocimiento debido a que el seguimiento y andlisis de las
mortandades de cangrejo autdctono son escasos, al igual que los analisis de
las poblaciones de cangrejos introducidas, lo que dificulta la conservacion y

recuperacién de las poblaciones de A. pallipes.

Pese al acuerdo sobre las causas de regresion, existe un notable debate
en cuanto a las medidas de gestion a adoptar para corregir esta situacion,
especialmente en lo que respecta a la gestion de las poblaciones de cangrejos

introducidos, y particularmente de cangrejo sefial.

Al contrario de las medidas que se estan adoptando en otros paises
europeos, en algunas zonas de Espafia la mayor parte del esfuerzo se esta
centrando en la repoblacién con cangrejo sefial, especie vector de la
afanomicosis, por su parecido morfolégico y gastronémico con la especie

autdctona.

Todos estos factores de amenaza, tanto sobre la especie autéctona

como sobre su hébitat, se ven agravados por una falta generalizada de
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informacion a todos los niveles, no sélo entre el ptblico sino también dentro

de las Administraciones Publicas.

Los distintos intentos por recuperar las poblaciones de cangrejo de rio
y controlar la enfermedad, han producido importantes avances en el area del
conocimiento general de diferentes aspectos de su biologia, ecologia,
patologia e inmunologia. A pesar de estos avances, la investigacion sobre A.
pallipes en aguas ibéricas es relativamente escasa, lo que se refleja en el bajo
nimero de publicaciones existentes. Ademds de dos obras monograficas
clasicas, Pardo (1942) y Torre y Rodriguez (1964), existen publicaciones
centradas en la descripcion de inventarios provinciales (Celada et al., 1989),
sobre su hébitat y ecologia (Celada et al., 1984; Celada y Gaudioso, 1985),
incubaciéon en condiciones de laboratorio (Carral et al., 1988; Pérez et al.,
1999), desarrollo embrionario (Celada et al., 1991), morfometria (Celada et al.,
1987), diferentes aspectos de su biologia (alimentacién, reproduccion...),
patologias que le afectan (Diéguez-Uribeondo y Soderhill, 1993; Diéguez-
Uribeondo et al., 1997b; Diéguez-Uribeondo y Temifio, 1998), evolucion y
situacion a nivel estatal (Celada et al., 1986, Carral et al., 1993; Diéguez-
Uribeondo y Rueda, 1994; Alonso et al., 2000), en la provincia de Granada
(Gil y Alba-Tercedor, 1998; Gil, 1999), en Aragén (Bolea, 1995), en Asturias
(De la Hoz, 1997), en Castilla-Le6n (Campos y Quiroga, 1988; Gonzélez et al.,
1989; Mondedeu y Ortufio, 1989; Llamazares y Celada, 1990; Gémez de
Diego, 1991; Lépez y Garrido, 1994; Lezarraga, 1995; Pérez-Cecilia et al., 1997;
Temifio y Saez-Royuela, 1998), en Castilla-La Mancha (Lozano y Martin,
1988; Alonso y Martinez, 1998), en Catalufa (Rey, 1994), en el Pais Vasco
(Mendoza y Unzu, 1997), en Navarra (Ayerra et al., 1986; Aldabe et al., 1991;
Diéguez-Uribeondo et al., 1997a; Diéguez-Uribeondo, 1999) y un dnico
estudio genético que incluye ademas de poblaciones de cangrejo autéctono,
cangrejo sefial y rojo (Zarazaga, 1993). Se trata, fundamentalmente, de
informacion recopilada a través de estudios e inventarios referida a

provincias de forma individual y aislada. En la mayoria de los casos esta
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informacién no esta agrupada por Comunidades Auténomas o por cuencas
hidrogréficas, ni existen estudios comparativos entre los datos obtenidos de
diferentes provincias. Asi pues, nos encontramos ante una enorme laguna
sobre el conocimiento acerca de la estructura de las poblaciones de cangrejo

de rio en Espafia, tanto desde el punto de vista genético como morfométrico.

1.3 LEGISLACION

La especie objeto de este estudio tiene un valor de conservaciéon
destacado dentro del contexto europeo. Se incluye en la Lista Roja de la
U.ILC.N. (Unién Internacional para la Conservaciéon de la Naturaleza) en la
categoria de "vulnerable" (Baillie y Groombridge, 1996) y en el Anexo III del
Convenio de Berna 1982 (tratado internacional relativo a la conservacion de
la vida silvestre en el territorio europeo) referido a especies protegidas atn
cuando no de forma estricta (el Anexo II estd dedicado a las especies de
fauna “estrictamente” protegidas). Y en el Anexo V de la Directiva
92/43/CEE relativa a la protecciéon de Habitats Naturales y Seminaturales y
Fauna y Flora Silvestres, con respecto a las especies cuya recogida y
explotaciéon pueden ser objeto de medidas de gestion (el Anexo IV trata de

las que requieren una proteccion estricta).

La legislacion espafiola relativa a la conservaciéon del cangrejo de rio
autoéctono es compleja puesto que incluye la legislacién de la conservacién de
la naturaleza, de la pesca continental y del comercio de especies silvestres,

tanto en el &mbito nacional como autonémico.

La mayoria de los gobiernos regionales han publicado ya sus propias
actuaciones relativas a la conservacién de la naturaleza y pesca interior. Sin
embargo, la legislacion del comercio de especies silvestres sigue siendo un
asunto nacional. Puesto que la legislacion regional no se ha desarrollado

todavia, se aplican las regulaciones nacionales.
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A pesar de tratarse de una especie con riesgo de extincién en todo el
pais, el Decreto 439/1990 no lo incluye como especie catalogada. En la
actualizacion del Catalogo Nacional de especies amenazadas se incluye al
cangrejo de rio como especie “vulnerable” por su tendencia poblacional
regresiva que le ha llevado a desaparecer de una gran parte de su area de

distribucion anterior (BOE n° 149 de 23 de junio de 2003).

En aquellas Comunidades Auténomas donde el nivel de protecciéon
sea inferior al de “vulnerable”, se mantendra lo establecido en el Catalogo
Nacional. Esta medida afecta principalmente a: Galicia, Asturias, Cantabria,

Castilla y Leon, Pais Vasco, Catalufia, Andalucia y Madrid.

No hay referencias para regular la captura de cangrejos en Espafia
antes de la “Ley Nacional de Pesca” de 1907 (Pardo, 1950-51; 1953). Las
restricciones pesqueras han cambiado varias veces durante este tltimo siglo.
A principios de los 70 existian un conjunto de regulaciones respecto a la
captura de cangrejo autéctono (que incluian, entre otras, un tinico modo legal
de pescar con nasas/trampas, una talla minima de captura, un maximo de 8
nasas por pescador, un limite de 8 docenas de cangrejos por pescador y dia, y

la necesidad de una licencia de pesca anual).

Es importante analizar la legislacion relacionada con la pesca de las
especies introducidas en Espafia. En relaciéon a la captura del cangrejo rojo,
Procambarus clarkii, se puede pescar en la mayoria de las provincias de
Espafa a lo largo de todo el afio, sin limitaciones de talla (talla minima de
captura) ni cupo, pero si esta establecido un limite de nasas y restringidos los
sitios de pesca. En los ultimos diez afios la comercializaciéon en vivo del
cangrejo rojo ha estado sujeta a numerosos cambios. Tres Comunidades
Auténomas, Catalufia, Pais Vasco y Navarra tienen prohibida Ia
comercializacién en vivo de cangrejo rojo y en la provincia de Navarra se ha

observado un descenso considerable en su dispersién (Diéguez-Uribeondo y
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Muzquiz, 1999). En el resto de Espafia, por el contrario, el cangrejo rojo se

puede vender vivo y de hecho estéd disponible en los comercios.

Respecto al cangrejo sefial, Pacifastacus leniusculus, su venta no esta
permitida a nivel nacional. La especie esta presente en, al menos, diez
Comunidades Auténomas (Castilla y Leén, Pais Vasco, Cantabria, Aragén,
Valencia, Madrid, Castilla la Mancha, Andalucia, Navarra y Catalufia) y en
cinco de ellas, Castilla-Le6n, Navarra, Cantabria, Madrid y Pais Vasco se
permite su captura (en zonas limitadas, con un ntimero de entre diez y
treinta y seis cangrejos por pescador y distintas tallas legales; en Madrid esta
permitida la captura sin limite de talla ni de ntimero de ejemplares).
Precisamente en estas cinco Comunidades Auténomas (Castilla-Leén,
Navarra, Cantabria, Madrid y Pais Vasco) se han llevado a cabo, desde
finales de los 80, programas de recuperacion (Alvarez et al., 1989; Carral et al.,
1993) y en Castilla-Leon ademas se estan planificando mas reintroducciones

(Pérez-Cecilia et al., 1997).

A lo largo de los dltimos afios la legislacién se ha ido modificando con
el fin de evitar la dispersion de las especies aloctonas, siguiendo el ejemplo
de la legislaciéon escandinava (Skurdal y Taugbel, 1992). Por ejemplo, en
Castilla-La Mancha, Navarra y Catalufia los animales deben sacrificarse una

vez son capturados, pero esta norma no se cumple casi nunca.

Tal como marca el Real Decreto 1997/95, norma que traspone en
Espafia la Directiva de Habitats, la especie Austropotamobius pallipes es
legalmente susceptible de aprovechamiento mediante normas de pesca
fluvial, siempre y cuando se realice de forma compatible con el
mantenimiento de dicha especie en un estado de conservacién favorable.
Parece poco probable que hoy por hoy los gestores ambientales de las
Comunidades Auténomas hagan uso de esa posibilidad que ofrece la
Directiva de Hébitats. Pero lo cierto es que el ordenamiento juridico interno

espafiol lo permite a menos que el cangrejo de rio sea incluido en el Catédlogo
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Nacional de Especies Amenazadas o bien en los correspondientes catalogos
de las Comunidades Auténomas (Alvarez, 2000), como ya han hecho seis de
ellas (Aragon, Castilla-La Mancha, Catalufa, Extremadura, Navarra y La
Rioja).

Solo existen dos planes de actuacién aprobados y otros tres, el de
Castilla-La Mancha, Aragén y Comunidad Valenciana, estdn en elaboracion.
Navarra [Decreto Foral 143/1996, de 11 de marzo, BON nam. 38, de 27 de
marzo de 1996, acompafiado por el Decreto Foral 144/1996, de 11 de marzo,
BON nuam. 38, de 27 de marzo de 1996, por el que se aprueba el Plan de
Ordenacién de los cangrejos aléctonos en Navarra] ha desarrollado un plan
de recuperacién, que otorga al cangrejo autéctono el maximo nivel de
proteccion por medio de la clasificaciéon de esta especie como en peligro de

extincion (Diéguez-Uribeondo et al,, 1997a) y también La Rioja (Decreto

47/2000 de 7 de septiembre, BOR, n° 114, de 12 de septiembre).

Como puede verse en la Tabla 2 en el resto de Espafia no se ha
implantado ningtin plan de recuperacién para la especie autéctona, cosa
sorprendente puesto que la situaciéon en la mayoria de las provincias es

bastante critica.
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ANDALUCIA Flora: Decreto 104/1994, de 10 de mayo No En preparacién
ARAGON Decreto 49/1995, de 28 de marzo de la Diputaciéon General de Aragon Vulnerable En preparacion
Decreto 32/90, de 8 de marzo, por el que se crea el Catdlogo Regional
ASTURIAS de Especies Amenazadas de la Fauna Vertebrada No No
CANARIAS Decreto 151/2001, de. 23 de julio, por el que se crea el Catalogo de No No
Especies Amenazadas de Canarias
CANTABRIA No No No
CASTILLA-LA »
MANCHA Decreto 33/1998, de 05-05-98 (DOCM, 15 de mayo de 1998) Vulnerable En preparacion
CASTILLA-LEON No No No
- Baja
CATALUNA No sensibilidad* No
C. VALENCIANA Decreto 32/2004, de 27 de febrero En peligro En preparacion
EXTREMADURA Decreto 37/2001 de 6 de marzo En peligro No
GALICIA No No No
MADRID Decreto 26 de marzo 1992, nam. 18/1992 No No
MURCIA Ley 7/1995, de 21 de abril, de la Fauna Silvestre, Caza y Pesca Fluvial No No
Decreto Foral 563/1995, de 27 de septiembre: Catélogo de Especies Decreto Foral
Amenazadas de Navarra. 14271996, de 11 de
NAVARRA Decreto Foral 142/1996, de 11 de marzo, (BON nam. 38, de 27 de En peligro marzo BON ntm.
marzo de 1996): Inclusion del cangrejo de rio autéctono en el Catélogo 38, de 27 de marzo
de Especies Amenazadas de Navarra de 1996
PAIS VASCO Decreto 167/1996, de 9 de julio No No
Decreto 47/2000,
LA RIOJA Decreto 59/1998, de 9 de octubre (B.O.R. 123 de 13 de octubre de En peligro BOR 1.14, de 12 de
1998). septiembre de
2000
ESPANA BOE, n° 149 de 23 de junio de 2003 Vulnerable No

Tabla 2. Legislaciéon autonémica y nacional relativa a la conservacién del cangrejo autéctono

Austropotamobius pallipes.

*: Esta recogida como especie "de baja sensibilidad", aunque no existe una catalogacion

analoga a la de las categorias recogidas en la Ley 4/1989 o legislacion autondémica

equivalente.
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1.4 ESTUDIOS GENETICOS Y MORFOMETRICOS

La informaciéon disponible sobre las poblaciones espafiolas de
Austropotamobius pallipes, tanto a nivel genético como morfométrico, es muy
escasa. De hecho, no existe ningtin trabajo de amplitud que nos pueda

informar sobre la estructura poblacional de esta especie.

Y, resulta evidente, que la informacién basica en el conocimiento de
una especie de interés desde un punto de vista ecolégico y de la
conservacion, reside en su estructura poblacional, en la variabilidad y

diversidad contenidas en sus poblaciones.

Cualquier estrategia dirigida a la conservacion de una especie, se
inicia necesariamente con el conocimiento detallado de su distribucién y
situaciéon poblacional, cuestién que incluye el inventario de sus efectivos.
Estas estrategias son eficientes cuando no sélo se dispone de datos ecolégicos
sino también del conocimiento de la estructura poblacional geografica

(Grandjean y Souty-Grosset, 2000).

El cangrejo de rio, una vez generalizada la dramatica regresion de sus
poblaciones, ha sido objeto de diversos inventarios realizados como base
para su conservacion. Como ejemplos de paises donde se han inventariado
las poblaciones de astacidos cabe citar a Francia, Alemania, Reino Unido,
Irlanda, Estonia, Lituania y los paises escandinavos. La Peninsula Ibérica no
ha estado exenta del interés por la conservaciéon de los cangrejos y, en
consecuencia, se han realizado distintos trabajos, tanto en Espafa (Leodn,
Burgos, Navarra, Alava, Guiptizcoa, Vizcaya, Aragén, Cuenca) como en
Portugal, relativos a conocer la localizacién, densidad y estado de

conservacion de sus poblaciones.

En un principio los métodos utilizados para conocer la variabilidad se
han basado en caracteres morfologicos y meristicos. En Espafia son muy

escasos los estudios sobre morfometria de A. pallipes pues tinicamente se han
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llevado a cabo tres trabajos (Celada et al., 1987, Gémez de Diego, 1991;
Iglesias et al., 1998). Celada y cols. (1987) compara la morfometria externa de
dos especies de cangrejos con fines productivos, por un lado
Austropotamobius pallipes en la provincia de Leén y por otro, Pacifastacus
leniusculus procedente de una astacifactoria de Soria, encontrando que P.
leniusculus tiene mejores posibilidades productivas que el cangrejo
autoctono. En el trabajo de Gémez de Diego (1991) se recogieron datos en la
provincia de Avila, entre otro tipo de informacién, sobre dos medidas
morfométricas referidas a longitudes de los individuos en varias poblaciones.
Y del trabajo de Iglesias y cols. (1998) se desprende la diferenciaciéon sexual
entre machos y hembras, pertenecientes a la provincia de Lugo, en funcién
de variables morfométricas de anchura y longitud totales y de pinzas, y de
peso. Asi pues, se trata de tres estudios, muy locales, sobre poblaciones de
cangrejo de rio en diferentes provincias espafiolas en los que se analiza una
pequeiia parte de la morfometria fundamentalmente con fines productivos.
Fuera de nuestras fronteras los trabajos sobre morfometria de A. pallipes
también son escasos (Brown y Bowler, 1978; Attard y Vianet, 1985; Mori et al.,
2001). El objetivo que persiguen estos trabajos se basa en analisis
multivariantes que puedan servir como herramienta a la hora de elaborar y

desarrollar programas de repoblacion.

Hace unas décadas los estudios basados en marcadores morfolégicos
empezaron a completarse con estudios genéticos, lo que ha hecho que en los
altimos afios la genética de la conservacién sea un campo en continuo

crecimiento (Sutherland, 2000; Le6n-Quinto et al., 2003).

De hecho, la descripcion de la variacion genética de una poblacién es
el dato basico de los estudios poblacionales y evolutivos y uno de los

mayores esfuerzos de la genética evolutiva ha sido caracterizar el tipo y

20



Introduccion

cantidad de variacién genética existente en las poblaciones, naturales o de

laboratorio, de numerosos organismos.

El conocimiento de los niveles y la distribucién de la variabilidad
genética de las poblaciones es de primordial interés para la gestion y

conservacion de las mismas.

El estudio de los niveles y patrones de distribucién de variacion
genética dentro de una especie permite conocer su estructura poblacional,
identificar diferentes poblaciones y definir las ESUs (unidades evolutivas
significativas) para su conservaciéon (Moritz, 1994), u OCUs (unidades
operacionales de conservacién) (Doadrio et al., 1996). Y por dltimo, ayuda a
definir los habitats criticos con el fin de determinar las areas que tienen la

mayor parte de diversidad genética de la especie.

Los efectos genéticos sobre poblaciones en peligro han sido estudiados
ampliamente (Nei et al, 1975, Lande, 1995; Llorens et al., 2004, etc)
prediciendo una tendencia a la pérdida de variacién genética por deriva de
manera mds rdpida que en poblaciones més grandes. Esta pérdida puede
tener consecuencias negativas para su viabilidad (Gilpin, 1991). La
variabilidad genética se considera vital tanto a corto (fluctuaciones

ambientales) como a largo plazo (cambio evolutivo) (Martinez, 2002).

Hoy en dia se ha desarrollado una amplia variedad de métodos
moleculares para examinar los niveles de variabilidad genética en las
poblaciones de todo tipo de organismos. A principios de los afios sesenta
comienza a utilizarse una tecnologia basada en el andlisis molecular de
isoenzimas (“diferentes formas moleculares de enzimas con la misma
especificidad de sustrato”) mediante electroforesis de proteinas (Hunter y
Market, 1957). Los polimorfismos para tamafio y/o carga eléctrica se
detectan gracias a su diferente movilidad electroforética y mediante tinciones

especificas.
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Es un método relativamente econémico desde el punto de vista
técnico y rapido, pero no estd exento de inconvenientes tales como que el
nimero de sistemas enzimaticos a estudiar es limitado, lo que disminuye su
capacidad de discriminacién, que la expresion de algunas isoenzimas es
sensible a las condiciones ambientales externas, su baja resolucion ya que
s6lo detecta un tercio de la variacién total y que es un sistema de muestreo

“sesgado”.

Los primeros estudios de genética de poblaciones utilizando la técnica
de electroforesis de proteinas se llevaron a cabo en 1966 (Hubby y Lewontin,
1966 y Lewontin y Hubby, 1966 en Drosophila pseudoscura y Harris, 1966 en la

especie humana).

La técnica de electroforesis de proteinas ha sido escasamente utilizada
en las diferentes especies de cangrejos de rio. En el afio 1978 encontramos el
primer estudio sobre variabilidad enzimatica en Astacus leptodactylus (Badino
y Robotti, 1978), al que seguirdn no mas de 15 trabajos en diferentes epecies
de cangrejos de rio. Todos ellos evidencian niveles de variabilidad bajos
(Nemeth y Tracey, 1979; Brown, 1981; Attard y Pateur, 1984; Attard y Vianet,
1985; Busack, 1988; Agerberg, 1990). Incluso en estudios posteriores,
aumentando el ntimero de especies y de loci examinados (Horwitz et al.,
1990; Austin, 1996; Fetzner, 1996; Crandall, 1997; Fetzner et al., 1997) la
cantidad de variabilidad observada es baja. Los valores de heterocigosis
media (H) encontrados son bajos, de entre 0,06-0,08 [incluso hay casos
extremadamente bajos como en el género Cambarus, de 0,01 (Koppelman y
Figg, 1995)] si se comparan con otros invertebrados dulceacuicolas como los
cladoceros (entre los que se encuentra la pulga de agua, género Daphnia), con

valores superiores al 0,10 (Platt y Spitze, 2000).

Solo cuatro trabajos estudian la variabilidad genética de poblaciones
europeas de Austropotamobius pallipes. Zarazaga (1993) caracteriz6

genéticamente, mediante electroforesis de proteinas, tres especies de
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cangrejos de rio (dos especies aléctonas, Procambarus clarkii y Pacifastacus
leniusculus y la especie autdctona, Austropotamobius pallipes) en poblaciones
espafiolas, encontrando en la especie autéctona mayor variabilidad (H=0,12)
que en las al6ctonas. Por otro lado, Lortscher estudié diversas poblaciones de
A. pallipes de Suiza (Lortscher et al., 1997, Lortscher et al, 1998). Sus
resultados revelaron niveles muy bajos de heterocigosis (H= 0,005) y un

porcentaje de loci polimérficos entre 0y 10%.

Por dltimo, Santucci (Santucci et al., 1997) analiz6, también mediante
electroforesis de proteinas, una muestra mas amplia de poblaciones de A.
pallipes, que incluia Francia, Inglaterra, Italia, Espafia y los Balcanes,

obteniendo valores bajos de variabilidad genética (H=0,05).

Hacia finales de los afios 70 y comienzos de los 80 se produjo un
desarrollo de nuevas tecnologias basadas en el andlisis del ADN que han
resuelto los inconvenientes que limitaban la utilidad de la técnica de

electroforesis proteica.

Los RFLP (polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion) se basan en la deteccién, mediante sondas, de fragmentos
especificos en el conjunto del ADN de un organismo, digerido con enzimas
de restricciéon, y separando los fragmentos resultantes mediante
electroforesis. La técnica de los RFLP es compleja y requiere grandes

cantidades de ADN.

Los RFLPs han sido utilizados en poblaciones de Austropotamobius
pallipes (Grandjean y Souty-Grosset, 1996, Grandjean et al., 2000; Grandjean et
al., 1997a, b, 2001) de diferentes paises europeos, como Francia, Inglaterra,
Eslovenia y Espafia. De estos trabajos se desprende la clasificaciéon propuesta
para el género Austropotamobius incluyendo cuatro especies, ya comentada
con anterioridad. En el dltimo de estos trabajos (Grandjean ef al., 2001) en los

154 individuos analizados de la especie A. pallipes procedentes de
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poblaciones espafiolas s6lo se ha detectado un haplotipo, que coincide con el

haplotipo registrado en una poblaciéon del norte de Italia.

En 1986 aparece una nueva técnica, la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) que ha supuesto una auténtica revoluciéon en la biologia
molecular (Mullis et al., 1986). Su éxito radica en que permite la amplificacion
de fragmentos especificos, hasta concentraciones muy elevadas, a partir de

pequenias cantidades de un ADN molde.

Basada en la PCR se ha desarrollado una metodologia que se conoce
como RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA o ADN polimérfico
amplificado al azar) (Williams et al., 1990; Welsh y McClelland, 1990). Esta
técnica se basa en la utilizacion de un cebador de pequefo tamafio,
generalmente 10 nucleétidos, y de secuencia arbitraria por lo que no requiere
el conocimiento previo del genoma de la especie a estudiar. De esta manera
multitud de fragmentos son amplificados con cada grupo de cebadores en
cada genoma. La técnica RAPD presenta una serie de ventajas con respecto a
otros marcadores moleculares para el estudio poblacional de organismos

muy desconocidos genéticamente (Black, 1993):

no requiere conocimiento previo de la secuencia de ADN,

- es un método rapido, sencillo y con costes inferiores a los de otras

técnicas,

- permite analizar un ntimero elevado de muestras en un tiempo

reducido,
- se necesitan cantidades minimas de ADN molde,
- no se utiliza radiactividad,

-y, por ultimo, revela un elevado grado de polimorfismo debido al
gran namero de loci que permite estudiar, muchos de los cuales se

piensa que son no codificantes (Williams et al., 1990).
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No obstante, los RAPD tienen también algunos inconvenientes (Black,
1993). En su mayor parte presentan una herencia dominante y, la principal
objecion a la que se enfrenta esta técnica, es el problema de la
reproducibilidad, por lo que se hace necesaria una estricta estandarizacién de
las condiciones de amplificacion, asi como llevar a cabo réplicas de todas las

amplificaciones para una completa fiabilidad.

Pese a estos inconvenientes, los RAPD constituyen una excelente
herramienta para los estudios genéticos de poblaciones. S6lo encontramos un
tnico trabajo en el que se emplea la técnica de RAPD en poblaciones
europeas de Austropotamobius pallipes (Gouin et al., 2001) encontrando, segtin
los autores, niveles elevados de diversidad (Ho =0,159) basados en el indice
de diversidad de Shannon. Existen en la bibliografia otros dos trabajos que
también emplean esta técnica de RAPD en poblaciones de cangrejo. Por un
lado, en poblaciones australianas de Cherax quadricarinatus (Macaranas et al.,
1995) que revela niveles de variabilidad genética (polimorfismo=0,12) que se
encuentran dentro del rango establecido para el Orden Decapada (P entre
0,008 y 0,12 segtin Hedgecock et al., 1980). Y por otro lado, un estudio de
Schulz (2000) en el que se observa diferenciacién genética entre diversas

poblaciones europeas de Astacus astacus.

Asi pues, a pesar de existir un tnico estudio que emplea como
marcador los RAPD en la especie A. pallipes, parece que los niveles
detectados de variabilidad genética son elevados si los comparamos con los
que se han encontrado utilizando la técnica de electroforesis de isoenzimas y

RFLP.

Otra de las técnicas basadas en la PCR que se emplea en estudios
poblacionales es la de los microsatélites o repeticiones de secuencias simples
(SSRs). El uso de los microsatélites en distintas especies de cangrejos es
escaso, solo tres trabajos publicados (Baker et al., 2000; Belfiore y May, 2000;
Gouin et al, 2000). Unicamente uno de ellos (Gouin et al, 2000) hace
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referencia a la especie Austropotamobius pallipes, con valores de variabilidad

basados en heterocigosis (H) que oscilan entre 0 y 0,43.

En 1995 apareci6 publicada la descripcion de una nueva técnica
llamada polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP) (Vos
et al., 1995), que combina caracteristicas de RAPD y de RFLP. Entre las
ventajas que presenta destacan la elevada reproducibilidad, combina la
variabilidad detectada por RFLP y RAPD, el nimero de marcadores que se
obtiene mediante esta técnica es muy elevado y no requiere conocimiento
previo del genoma. En su contra estd el hecho de una mayor complejidad
técnica, frente a los RAPD, y un requerimiento de calidad de ADN superior,
debido a las exigencias de las enzimas de restriccién, ademéas de un mayor

coste.

Unicamente hemos encontrado en la bibliografia un trabajo que ha
utilizado AFLP para el estudio de la variacién de una especie de cangrejo de
rio, Orconectes luteus (Fetzner y Crandall, 1999) en el que los niveles de
polimorfismo detectado han sido més elevados que los encontrados en
estudios con isoenzimas (de 24% a 65%). Los autores ven necesario, para que
el uso de este marcador sea fiable, comprobar la reproducibilidad de los

patrones de bandas.

Actualmente se dispone de una considerable cantidad de informacién
acerca de la ecologia, comportamiento, anatomia, crecimiento y reproduccion
de Austropotamobius pallipes (Holdich, 2002b). Mientras que la informacién
sobre su genética y morfometria es mucho menor y, a pesar del declive de
sus poblaciones, A. pallipes todavia es practicamente desconocido desde el
punto de vista genético poblacional. Ademads, algunos estudios recientes
muestran que la mayor cantidad de variabilidad genética de la especie se

concentra en los paises mediterraneos (Santucci et al.,, 1997), por lo que se
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debe tener especial cuidado en preservarla en nuestro pais (Souty-Grosset et

al., 1997, 1999).

En definitiva, A. pallipes es la tnica especie autéctona de cangrejo de
rio en la Peninsula Ibérica. Su distribucién y abundancia se han visto
mermadas de forma drastica en las ultimas décadas. Ha sido catalogada
como especie vulnerable en la Lista Roja de Especies Amenazadas de la
Unioén Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) e incluida
en los Anexos Il y V de las Directivas 92/43/CEE y 97/62/UE como especie
que requiere medidas especiales de conservaciéon. En la actualizacién del
Catalogo Nacional de especies amenazadas se ha incluido como especie
“vulnerable” por su tendencia poblacional regresiva que le ha llevado a
desaparecer de una gran parte de su area de distribucién (BOE n° 149 de 23
de junio de 2003). Las poblaciones supervivientes de A. pallipes estin muy
fragmentadas, y habitan zonas marginales de su habitat previo, en los que
ocupan tramos muy reducidos. Por ello, ademas de la actuacién de factores
de riesgo especificos (afanomicosis, destruccion del hébitat, furtivismo, etc.),
su riesgo de extincion por la accién de factores regulados por el azar es muy

elevado.

Todo ello evidencia la urgencia en la adquisicion de conocimientos

morfométricos, y especialmente genéticos, sobre esta especie en nuestro pais.

Asi pues, en este trabajo nos hemos propuesto la utilizaciéon de la
metodologia RAPD-PCR y marcadores morfométricos para el estudio de la
estructura de las poblaciones de cangrejo de rio (Austropotamobius pallipes) en
nuestro pais, constituyendo el primer trabajo de esta especie que incluye un

namero significativo de poblaciones distribuidas en toda Espafia.
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1.5 OBJETIVOS

Teniendo en cuenta las anteriores consideraciones, nos hemos
planteado en el presente trabajo un estudio de las poblaciones espafiolas de
cangrejo de rio, Austropotamobius pallipes con dos objetivos generales. Por un
lado, el analisis de la estructura genética mediante la utilizacion de
marcadores moleculares, y por otro lado, el andlisis de la estructura

morfométrica a través del empleo de diversos marcadores morfométricos.

En el primer caso, para el analisis genético, evaluando ventajas e
inconvenientes, se ha elegido la técnica RAPD-PCR (ADN polimérfico
amplificado al azar). A sus ventajas técnicas se une el hecho de que
numerosos estudios demuestran la utilidad de esta metodologia en la
deteccién de la variabilidad y la diferenciacién genética tanto dentro como
entre poblaciones en muy diversos organismos. Con la puesta a punto
pertinente y la adaptacién a un tejido, el musculo de pinza, que evitase el
sacrificio de los individuos, condicion fundamental para el trabajo con una

especie como la que nos ocupa, en clara regresion.

En el segundo caso, la obtencion de informacién de hasta quince
medidas morfométricas tanto en machos como en hembras, conocer la
variabilidad basada en caracteres morfologicos y meristicos ya que en estos
momentos se disponen de muy pocos datos sobre las poblaciones espafiolas

de A. pallipes.

Mediante esos dos amplios objetivos generales hemos pretendido

esclarecer las siguientes cuestiones,

- ¢Cuadl es la cantidad de variabilidad genética que mantienen las

poblaciones espafiolas de A. pallipes?

- ¢Cudles son los patrones de distribuciéon de esa variabilidad

genética?

- ¢Existe diferenciacion genética apreciable entre las poblaciones?

28



Introduccion

- ¢Se aprecia una relaciéon genético-hidrografica entre las

poblaciones?
- ;Se observa una relaciéon genético-geografica entre las poblaciones?
- ¢;Cual es la diferenciacion morfométrica sexual?
- ¢(Existe diferenciacion morfométrica entre las poblaciones?

- ¢(Se aprecia una relacion morfométrico-hidrografica entre las

poblaciones?

- ¢Se observa una relacion morfométrico-geogréafica entre las

poblaciones?

La informacién obtenida en este trabajo, utilizando dos tipos distintos
de marcadores, moleculares y morfométricos, puede ser de utilidad basica
tanto en el conocimiento del estado actual de la especie en nuestro pais como
en su posible aplicacion a la gestiéon de las poblaciones. Gestién a través de la
elaboracion de planes de recuperaciéon con el fin de eliminar el riesgo de
extincion de la especie, restaurar las poblaciones de la especie autdctona,
controlar la expansién de las especies al6ctonas de cangrejos, conservar el

habitat y aumentar la vigilancia sobre las poblaciones del cangrejo de rio.
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2 MATERIAL Y METODOS

21 MATERIAL

Para llevar a cabo el presente trabajo se han analizado doce
poblaciones de cangrejo de rio, Austropotamobius pallipes, once de ellas
pertenecen a distintos sistemas acuaticos de la Peninsula Ibérica y una
procedente de Italia. Todas las poblaciones espafiolas son naturales excepto
una, cuyos ejemplares (de origen desconocido) se crian en cautividad para
posteriores repoblaciones. Se trata de la poblaciéon de la Astacifactoria de

Rillo de Gallo (RIL), en Guadalajara.

La localizacién exacta de todas estas poblaciones puede verse en los
mapas representados en las Figuras 2 y 3. Con las poblaciones espafiolas se
ha pretendido tener muestreada la mayor amplitud geogréfica posible de la
distribucion de la especie en Espafia, ain cuando la planificaciéon ideal de las

capturas no pudo lograrse totalmente por causas ajenas a nuestra voluntad.

En la Tabla 3 se muestra el nombre de cada poblacion, el cédigo que se
le ha asignado (tres letras), la cuenca y vertiente a la que pertenece, altitud
(en metros), localidad y provincia en la que se encuentra y fecha de

muestreo.
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Figura 2.

Localizacién de las poblaciones muestreadas de
Austropotamobins pallipes en la Espafia peninsular
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Figura 2. Localizacién de las poblaciones muestreadas de Austropotamobius pallipes en Espafia.
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Mar Mediterraneo

Figura 3.
Localizacién de la poblacién muestreada de
Austropotamobins pallipes en Ttalia

cos I Coscile (Calabtia)

Escala 1: 8.000.000 N
Autora: Beatriz Beroiz Remirez A
Afo 2004

Figura 3. Localizaciéon de la poblacién muestreada de Austropotamobius pallipes en Italia.
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Coscile COSs Calabria (Italia)
Arroyo Cuende CUE Guadiana Atléntica 900 Huerta Obispalia Cuenca 07/09/00
Arroyo S‘a nta GIR Cos. Catalana Mediterranea 435 Olot Gerona 19/09/00

Margarida

Arroyo Ermitas GRA  Guadalquivir Atlantica 1.050 Albufiuelas Granada 05/08/99
Arroyo Guztar GUZ Ebro Mediterrédnea 800 Padrones de Bureba Burgos 17/06/99
Laguna Valsemana LEO Duero Atlantica 990 Lugan Le6n 11/06/99
Manantial Madalena | MAD Duero Atléntica 1.180 Rebolledo de Traspefia Burgos 17/06/99
Rio Ega NAV Ebro Mediterrédnea 480 Estella Navarra 08/10/98
Arroyo Pozuelo POZ Tajo Atlantica 1200 El Pozuelo Cuenca 25/07/98
Rio Nervion PVS Nervion Atlantica 209 Altuve Alava 29/08/00
A;ﬁf;f;f"cr;;ge RIL ] ] 1100 Rillo de Gallo Guadalajara 03/08/98
Rio Guadazaén VIL Jacar Mediterrédnea 830 Valdemoro Cuenca 19/08/98

Tabla 3. Poblaciones analizadas.

En las diferentes columnas se muestra la denominacion de la poblacién, cédigo asignado, cuenca hidrogréfica y vertiente a la que pertenece,

altitud (en metros), localidad y provincia en la que se encuentra y fecha en la que se recogié la muestra.

La Astacifactoria de Rillo de Gallo mantiene individuos de origen desconocido.
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En las Figuras 4, 5 y 6 se pueden observar algunos de los lugares de
muestreo: Astacifactoria de Rillo de Gallo (RIL), A. Pozuelo (POZ) y Laguna
de Valsemana (LEO).

Figura 4. Detalle de la Astacifactoria de Rillo de Gallo (Guadalajara).
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Figura 5. Arroyo Pozuelo (Cuenca).

Figura 6. Laguna de Valsemana (Ledn).
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De las poblaciones de la Peninsula Ibérica se disponia del ejemplar
completo, aunque no del mismo namero de efectivos en cada muestra. Estas
diferencias se deben a las grandes dificultades con las que nos hemos
encontrado a la hora de conseguir el material biolégico para poder llevar a
cabo esta investigacion, entre las que se encuentra la diferente eficacia de los
métodos de muestreo, la densidad de las poblaciones y las caracteristicas de
los diferentes ambientes muestrados. Ademas, puesto que no es una especie
pescable han sido necesarios permisos de las Administraciones de Pesca
Fluvial y Conservacion de la Naturaleza de las distintas Comunidades

Auténomas de las que se pretendian recoger ejemplares.

De la muestra de Italia s6lo se disponia del segundo pereiépodo
(apéndice abdominal que participa en la locomocién, de aspecto similar al
del primer perei6épodo, comtnmente conocido como pinza, pero de menor
tamafio) por cada ejemplar. Los pereiépodos fueron enviados por correo
ordinario desde el Laboratoire de Génétique et Biologie des Populations de
Crustacés de la Universidad de Poitiers por Frederic Grandjean, conservados
en etanol al 70%. Ademads, de esta tltima poblacion, no se disponia de la

informacién sobre el sexo de cada individuo.

211 Captura de los individuos de Austropotamobius pallipes

Las técnicas de muestreo de cangrejos de rio se encuentran
ampliamente desarrolladas. En general, existen tres tipos bdasicos que son,
pesca manual, captura con trampas y pesca eléctrica (Laurent, 1988).
Nosotros hemos utilizado los dos primeros, pesca manual y captura con

trampas.

El muestreo manual es un procedimiento frecuentemente utilizado,
bien realizando las capturas directamente con la mano (Brown y Bowler,

1978), bien apoyandose con redes manuales. La técnica consiste en ascender
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la corriente levantando cuidadosamente las piedras del fondo y explorando a
la vez los agujeros de los ribazos por entre las raices de la vegetacion,
teniendo cuidado de atrapar los animales por el dorso y por detrds de las
pinzas. Se emplea en pequefios cursos de agua y en puntos donde las nasas
ofrecen resultados negativos debido al pequefio tamafio efectivo de las
poblaciones. Nosotros empleamos esta técnica para capturar los individuos
de las poblaciones de la Astacifactoria de Rillo de Gallo (RIL), Arroyo de las
Ermitas (GRA), Arroyo Santa Margarida (GIR), Arroyo Cuende (CUE),
Manatial de la Madalena (MAD), Arroyo Guztar (GUZ) y Rio Nervién (PVS).

El modelo de trampa empleado, en el segundo tipo de muestreo que
se llev6 a cabo, ha sido una nasa cebada (unas veces con sardina, otras con
higado de cerdo) de doble entrada con un didmetro de entrada de 30 cm y
luz de malla de 0.5 cm. En la Figura 7 se puede observar una trampa de este

modelo.

Figura 7. Detalle de la trampa empleada en los muestreos.
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Empleamos esta técnica en la Laguna de Valsemana (LEO), Rio
Guadazaon (VIL), Arroyo Pozuelo (POZ) y Rio Ega (NAV). Se trata de una
metodologia muy eficaz con la que se obtienen datos que permiten
comparaciones interpoblacionales muy fiables, a diferencia de los otras dos
técnicas, que se encuentran muy condicionados por el esfuerzo y eficacia de
muestreo, y éstos a su vez por diversos factores como la estructura y
accesibilidad del punto a muestrear y la habilidad de quien realiza la
captura. Pero esta técnica de captura con trampas no deja de ser
marcadamente selectiva con el tamafio, de modo que solamente se capturan
individuos por encima de un determinado tamafio (aproximadamente 4 cm),
por lo que el resto de los efectivos de la poblacién no se evaltan. Ademas, los
resultados se encuentran muy condicionados por la fenologia de actividad de
la especie, que puede experimentar marcadas oscilaciones estacionales y
tener sesgos sexuales. Y las trampas pueden ser saboteadas o trastocadas por
animales depredadores de los cangrejos, como la nutria Lutra lutra. Al
finalizar la recogida de los ejemplares las nasas se desinfectaron con una

solucién de agua y lejia (1:50).

Con ambas técnicas de muestreo los cangrejos que se recogieron
fueron los primeros capturados, esto es, no se hizo selecciéon sobre la captura

para obtener la muestra definitiva.

En algunos casos, los Agentes Medioambientales fueron los
encargados de recoger los ejemplares, como en el caso de las poblaciones de
GUZ (A. Guztar) y MAD (M. Madalena), en la provincia de Burgos. En otros
casos los Agentes nos acompafiaron durante la captura de los cangrejos,
como en LEO (L. Valsemana) y GIR (A. Santa Margarida), Leén y Gerona

respectivamente.
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21.2 Transporte, conservacion y mantenimiento de los animales

El transporte de los animales vivos desde su lugar de origen hasta el
laboratorio del Departamento de Genética de la Universidad Complutense se
realiz6 en cajas de poliuretano con cuatro bandejas divididas en cuatro
partes. En cada bandeja se colocaron diez animales (dependiendo de la
cantidad de ejemplares capturados el nimero era menor) cubiertos con tela
de saco humeda y sobre la que se afiadia hielo picado. En el fondo de las
cajas, cerradas, se colocaron varios acumuladores, para conseguir un
ambiente fresco, himedo y oscuro. Una vez en el laboratorio los animales se
mantuvieron en camaras frigorificas a una temperatura de 4 °C hasta el
momento de tomar los datos morfométricos y extraer el masculo de la pinza
de cada uno de los ejemplares. Con la excepcién, como se ha mencionado
anteriormente, de la muestra italiana, cuyos pereiépodos fueron enviados

conservados en etanol al 70%.
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21.3 Material para el analisis genético

Se ha analizado la variabilidad genética de 25 individuos de cada una
de las once poblaciones espafiolas y 10 individuos de la muestra italiana, en
total 285 individuos. En la Tabla 4 se muestra el nimero de machos y

hembras para cada una de ellas.

Coscile (Italia) COS 10 * *
Arroyo Cuende CUE 25 16 9
Arroyo Santa Margarida GIR 25 14 11
Arroyo Ermitas GRA 25 12 13
Arroyo Guztar GUZ 25 17 8
Laguna Valsemana LEO 25 16 9
Manantial Madalena MAD 25 24 1
Rio Ega NAV 25 9 16

Arroyo Pozuelo POZ 25 17 8

Rio Nervion PVS 25 11 14
Astacifactoria de Rillo de Gallo| RIL 25 14 11
Rio Guadazaén VIL 25 13 12

Tabla 4. Numero total de individuos utilizados en el andlisis genético de las doce

poblaciones, espafiolas e italiana, de A. pallipes, y sexo de los mismos.

(*): Se desconoce el sexo de los ejemplares de la poblacién de Coscile (COS)
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214 Material para el analisis morfométrico

En esta parte del estudio se han analizado in vivo 435 individuos
pertenecientes a las once poblaciones espafolas mencionadas en el apartado
anterior. De la muestra de Italia no se pudo llevar a cabo el estudio
morfométrico puesto que, como se ha comentado al comienzo de este

apartado, solo se disponia de un pereiépodo de cada individuo.

A continuacién se enumera cada una de las poblaciones y se indica el
nuimero exacto de individuos, asi como su sexo, empleados para la recogida
de los datos morfométricos. El namero de ejemplares, como puede verse en
la Tabla 5, no es el mismo en todas las poblaciones. De la poblacién del R.
Ega (NAV) es de la que menos ejemplares se pudieron conseguir, sélo 27,
mientras que de la Astacifactoria de Rillo de Gallo (RIL) y del R. Nervién

(PVS) se consiguieron 42 y 48 respectivamente.

Poblacién | N° total N° machos N° hembras %machos % hembras Sex ratio
Cue 40 24 16 60,0 40,0 1,50
Gir 40 18 22 45,0 55,0 0,81
Gra 41 16 25 39,0 61,0 0,64
Guz 40 25 15 62,5 37,5 1,67
Leo 41 20 21 48,7 51,2 0,95
Mad 40 39 1 97,5 2,50 39,0
Nav 27 11 16 40,7 59,2 0,68
Poz 41 25 16 60,9 39,0 1,56
Pvs 48 28 20 58,3 41,6 1,40
Ril 42 25 17 59,5 40,4 1,47
Vil 35 17 18 48,5 51,4 0,95
Total 435 248 187 57,0 429 1,32

Tabla 5. Numero y porcentaje de machos y hembras en las once poblaciones de A. pallipes

utilizados en el analisis morfométrico.

En la dltima columna aparece la proporcién de sexos (sex-ratio) de cada poblacién y el total.
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2.2 METODOS

221 Extraccion de ADN

Como fuente de ADN para la posterior amplificacién con la técnica
RAPD-PCR se seleccioné el musculo de pinza, érgano que los cangrejos de
rio regeneran tras su amputacion. De esta manera se ha pretendido utilizar
un tejido que pudiera, en estudios posteriores, evitar el sacrificio de los
ejemplares, aun causando en este estudio la muerte de los individuos porque

se requeria disponer de los ejemplares hasta finalizar la investigacion.

Primero se diseccion¢ la pinza y posteriormente se sacrificé al animal
mediante congelacion en nitrégeno liquido y posterior almacenamiento a una

temperatura de - 80°C.

El aislamiento y purificacion de ADN gendmico se llevé a cabo segin

el método de Benito y cols. (1993), con modificaciones.

Se tomaban 50 mg de miusculo, se homogeneizaban en 500 pl de
tampoén de extraccion (Tris-HCl 100mM pH 8,0, EDTA 50mM pH 8,0 y NaCl
500mM) y se sometia a un tratamiento con 35 pl de SDS al 20% a 65°C
durante 30 minutos, para romper las membranas celulares. Posteriormente se
afladian 175 pl de acetato potasico 5M y la mezcla se incubaba a -20°C
durante 15 minutos; el SDS, junto con el acetato potdsico, precipitan los
polisacdridos y las proteinas a bajas temperaturas. Tras centrifugar durante
15 minutos a 14000 rpm se recogia el sobrenadante y se mezclaba con un
volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) para eliminar
contaminantes de tipo proteico. Tras una centrifigacién de 5 minutos a 13000
rpm se separan las fases y se recoge la fase acuosa, repitiéndose la extracciéon
fendlica cuatro veces (en algunos casos hasta cinco). Para eliminar restos de

fenol de la fase acuosa se afiadia un volumen de cloroformo y se recuperaba
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de nuevo la fase acuosa a la que se ahadia un volumen de isopropanol para

precipitar el ADN. Esta mezcla se mantenia toda la noche a - 20°C.

Después de una centrifugacion de 20 minutos a 13000 rpm se
recuperaba el ADN en forma de precipitado y se lavaba con 800 pl de etanol
al 70% para eliminar las sales. Se centrifugaba durante 5 minutos a 13000
rpm, se eliminaba el sobrenadante y el precipitado obtenido se dejaba secar
al aire. Tras este paso se resuspendia en 300 pl de TE 10:1 (Tris-HCl 10mM
pH 8,0 y EDTA 1mM pH 8,0). E1 ADN resuspendido se incubaba con 2 pl de
RNAsa A+T1 (10 mg/ml A, 10U/ pul T1) durante 30 minutos a 37°C para que
actuara la RNAsa. Después la solucioén se lavaba dos veces con un volumen
de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico, y una tercera con un volumen de
cloroformo. Tras recuperar la fase acuosa se le afiadian 0,1 volimenes de
acetato sédico 3M pH 5,2 y un volumen de isopropanol para precipitar el
ADN. La mezcla se mantenia a -20°C durante toda la noche y el ADN se

conservaba de esta forma hasta su utilizacion.

A la hora de utilizar el ADN se centrifugaba durante 10 minutos a
13000 rpm y el ADN precipitado se lavaba con ETOH al 70%, igual a como se
ha explicado anteriormente y, una vez seco, se resuspendia en 150 pl de TE

10:1.

Todas las centrifugaciones que se realizaron durante el proceso de
extraccion se hicieron a 4°C. Todos los reactivos empleados durante el

proceso de extraccion se prepararon segin Sambroock y cols. (1989).

Para determinar la concentracién de ADN se media la densidad 6ptica
a 260 nm, siguiendo el método espectrofotométrico de Sambroock y cols.
(1989). Se obtenia la pureza del ADN mediante la relaciéon de la densidad
6ptica a 260 y 280 nm de longitud de onda; si se obtenia un valor entre 1,8-2,0
era indicativo de pureza, si el valor era inferior indicaba contaminacién con
proteinas o con restos de fenol y en esos casos la muestra se volvia a

purificar. También se realizaba una electroforesis del ADN en un gel de
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agarosa al 1% con tampén TAE (Tris- acetato 0,04 M, EDTA 1mM pH 8,0) y
bromuro de etidio (1pg/ml) (Sambroock et al., 1989) para comprobar que no
existia degradacion del ADN ni restos de ARN (Figura 8).

CUE

T S e - e i W L — T

T — — D e S W T . T — et W W W St

Figura 8. ADN genémico perteneciente a 18 individuos de A. pallipes de la poblacién de

Arroyo Cuende (CUE) en un gel de agarosa al 0,8%.

En los extremos se muestra el marcador de peso molecular de 100 pb (M).

Una vez valorado el ADN se llevaba a una concentracion de 5ng/ul
con TE 10:1 y se conservaba a 4°C mientras se utilizaba para las diferentes
amplificaciones. La conservacién a esta temperatura fue para evitar roturas
en el ADN en caso de haberlo sometido a varios procesos de congelaciéon y

descongelacién.

222 Amplificacion de ADN mediante RAPD-PCR

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo siguiendo el
protocolo de Williams y cols. (1990) con algunas modificaciones. Como
cebadores se utilizaron 10 oligodecameros de las series A y C de Operon
(Operon Technologies, Inc.), cuya secuencia aparece en la Tabla 6. En las

poblaciones espafiolas se emplearon los diez oligodecdmeros, mientras que
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en la poblaciéon de Coscile (COS) sélo fue posible la utilizaciéon de tres de

ellos (OPA01, OPA06, OPA12).

OPAO01 CAGGCCCTTC
OPAO06 GGTCCCTGAC
OPA11 CAATCGCCGT
OPA12 TCGGCGATAG
OPC04 CCGCATCTAC
OPC06 GAACGGACTC
OPCO07 GTCCCGACGA
OPC14 TGCGTGCTTG
OPC15 GACGGATCAG
OPC16 CACACTCCAG

Tabla 6. Secuencia de los oligodecdmeros de las series A y C (Operon Technologies, Inc.)
utilizados en la amplificacién del ADN de A. pallipes mediante RAPD-PCR.

El volumen final de la mezcla de reaccién era de 12,5 pl y contenia:
- 12,5 ng de ADN molde o genémico,

- 1,25 pl de tampén de reaccion Stoffel 10X (Applied
Biosystems)/ /Tris-HCl 10 mM y KC1 10 mM a pH 8,3,

- MgCl24mM,
- 100 uM de cada uno de los cuatro desoxirribonucleétidos,
- 5 picomoles del cebador correspondiente,

-y 1,25 unidades de la Taq ADN polimerasa (fragmento Stoffel,
Applied Biosystems).
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Una vez afiadido el ADN a la mezcla de reaccién ésta se cubria con
una gota de aceite mineral y se introducia en un termociclador. Las
reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador
programable Peltier PTC-100 (M] Research) y el programa empleado para la

amplificacion era el siguiente:
- 1 ciclo de desnaturalizacién de 6 minutos a 94 °C

- 55 ciclos de amplificacién con cuatro pasos cada uno:

desnaturalizacion a 94°C, 1 minuto
- anillamiento a 36°C durante 1 minuto

- rampa de incremento de temperatura hasta 72 °C, desde el

anillamiento a la polimerizacién, de 0,4°C/seg
- polimerizacién a 72°C, 4 minutos

- 1 ciclo de terminacién a 72°C de 6 minutos

La separacion y tincién de los productos de amplificacion se realizaba
por electroforesis en geles de agarosa al 2% con tampén TAE (Tris-acetato
0,04M, EDTA 1mM pH 8,0) y bromuro de etidio (1pg/ul) (Sambrook et al.,
1989). Los productos amplificados se visualizaban en un transiluminador de
luz ultravioleta y los geles eran fotografiados empleando pelicula Polaroid

665 con negativo.

Los tamafios de los fragmentos de ADN amplificados se calculaban en
funcién de la comigracién de un marcador de peso molecular de escalera de
100 pb (Ready-Load™ 100bp DNA Ladder, Life Technologies) mediante el
programa Multi-Analyst Ver 1.1 (Bio-Rad Laboratorios, Inc. 1997).

Todas las amplificaciones se repitieron, al menos, una vez para
constatar que los patrones de RAPD obtenidos eran reproducibles. En todas

ellas se emplearon dos controles. Un control positivo, que en nuestro caso era
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un individuo de la poblaciéon de la Astacifactoria de Rillo, y un control

negativo.

223 Metodologia del analisis morfométrico

Para la recogida de los datos de peso se utiliz6 una balanza Precisa
600C con una precisiéon de 0,01 g y para la toma de las medidas de longitud
un calibre Vernier con una precision de 0,05 mm. Las medidas que se
tomaron aparecen, junto con el cédigo asignado a cada una de ellas, en la
Tabla 7 y en la Figura 9. Estas medidas se refieren tanto a longitud y anchura

totales de los individuos, como de cefalotérax, rostro, pinzas y ntimero de

espinas, cervicales y del tercer maxilipedo.

LCF Longitud de cefalotérax (mm)
LT Longitud total (mm)
ACF Anchura de cefalotérax (mm)
Lros Longitud del rostro (mm)
ABASROS | Anchura de la base del rostro (mm)
ILPINZA |Longitud maxima de la pinza izquierda (mm)
DLPINZA |Longitud maxima de la pinza derecha (mm)
IAPINZA | Anchura maxima de la pinza izquierda (mm)
DAPINZA | Anchura maxima de la pinza derecha (mm)
IESP3BMAX | Ntumero de espinas del tercer maxilipedo izquierdo
DESP3MAX | Ntmero de espinas del tercer maxilipedo derecho
IESPCER |Numero de espinas cervicales del lado izquierdo
DESPCER | Ntumero de espinas cervicales del lado derecho
SEXO Sexo (macho: 1, hembra: 0)
PESO Peso (g)
ML2P Morfologia del 16bulo del segundo pleépodo (simétrico o asimétrico)

Tabla 7. Medidas morfométricas analizadas en los individuos de A. pallipes estudiados.
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Ciertos ejemplares capturados no presentaban alguna de sus pinzas
como se puede ver mas adelante en el Anexo 4 al que se hace referencia en el

apartado de los resultados.

LPIMNZA

LCF

LT

Figura 9. Medidas morfométricas realizadas en los individuos de A. pallipes.

50




Material y Métodos

2.3 ANALISIS ESTADISTICO

2.3.1 Analisis estadistico de RAPD

En primer lugar se han analizado los datos de las once poblaciones
espafiolas en las que han utilizado diez cebadores y, a continuacién, estas
mismas poblaciones junto con la de Italia, considerando sé6lo los mismos tres

cebadores empleados para esta poblacion italiana.

Para hacer este analisis se observo el patrén de bandas de cada uno de
los individuos, determindndose la presencia o ausencia de bandas,
tomandose como valor 1 la presencia de una banda y como 0 su ausencia. De
esta manera se construyeron dos matrices, una de 133 bandas diferentes
obtenidas por medio de RAPD-PCR utilizando 10 cebadores en 275
individuos de Austropotamobius pallipes, pertenecientes a once poblaciones
espafiolas (matriz de 133 por 275) y otra al analizar los 285 individuos de A.
pallipes pertenecientes a once poblaciones espafiolas y una italiana utilizando

tres cebadores (matriz de 50 por 285).

Las bandas obtenidas por medio de la técnica RAPD-PCR se
analizaron como marcadores genéticos suponiendo que cumplen Ilas

siguientes condiciones:

- se trata de marcadores dominantes que segregan de forma

mendeliana,

- las frecuencias genotipicas de los alelos guardan las proporciones

de Hardy-Weinberg,

- todos los alelos recesivos (“ausencia de banda”) son idénticos en
estado (es decir, provienen de mutaciones idénticas); lo mismo

ocurre con los alelos dominantes (“presencia de banda”).
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2.3.1.1 Polimorfismo

De cada una de las bandas se calcularon las frecuencias en cada una de

las poblaciones estudiadas.

Uno de los andlisis llevados a cabo ha sido el calculo del polimorfismo
(P) o porcentaje de loci polimérficos, considerando cada una de las bandas
un locus. El polimorfismo de una poblacién se calcula de la siguiente

manera:
P= ntmero de loci poliméficos/ntmero total de loci

La barrera que se establece para considerar a un locus como
polimoérfico se basa en el criterio del 95% (0,95) que considera a un locus
como polimoérfico cuando la frecuencia del alelo mas frecuente en la
poblacién es menor o igual a 0,95. El valor de P varia entre 0, cuando
ninguno de los loci es polimérfico, y 1, cuando todos los loci son

polimorficos.

2.3.1.2 Anélisis de Ji-cuadrado

A partir de las matrices de presencia-ausencia de bandas (133 bandas
por 275 individuos; 50 bandas por 285 individuos) se realiz6 un anélisis de Ji-
cuadrado para ver si existian diferencias estadisticamente significativas
respecto a la frecuencia de las bandas en las distintas poblaciones. Asi mismo
se hizo un test de diferencias estandarizadas (observadas-esperadas) con la
frecuencia de las bandas en cada una de las poblaciones. Estas diferencias se
distribuyen como una normal (0,1), asi que los valores por encima de 3
indicarian que la frecuencia de la banda estudiada en esa poblacion seria alta,
comparada con la frecuencia esperada en la hipétesis de independencia. En
otros términos, un valor superior a 3 corresponderia a frecuencias de

presencia de esa banda en esa poblacion, significativamente superiores a la
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frecuencia en el total de poblaciones. Y valores por debajo de - 3 indicarian
que la frecuencia de la banda estudiada seria estadisticamente inferior al

conjunto.

2.3.1.3 Indice de diversidad

Para conocer el grado de diversidad genética se utiliz6 el indice de

Shannon (Lewontin, 1972), que se calcula mediante la siguiente férmula:
Ho = -Z pilog2 pi
H

donde p;j es la frecuencia de un determinado fragmento de RAPD.

H, se calcul6 a dos niveles: la diversidad media dentro de poblaciones
(Hpop), v la diversidad total (Hsp). Después, la proporciéon de diversidad

dentro de poblaciones se estim6 como:
Hypop/Hsp,
y la proporcion de diversidad entre poblaciones como:

(HSP'HPOP) / HSP

2.3.1.4 Indice de similitud

A partir de la matriz de presencia-ausencia de bandas se calcul6 el
indice de similitud entre los distintos individuos (Simple Matching
coefficient, Sokal y Michener, 1958) con el paquete estadistico NTSYSpc
version 2.01b (Applied Biostatistics Inc., 1997), mediante la siguiente

féormula:

Sxy = Nxy/Nxtny
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donde, nyy es el namero de bandas comunes, tanto de presencias como
ausencias, entre los individuos x e y. Y nx y ny son el nimero de bandas

totales presentes en los individuos x e y, respectivamente.

Los datos de similitud intrapoblacional se calcularon promediando los
coeficientes de similitud entre los individuos de cada poblacién. Los datos de
similitud interpoblacional se calcularon promediando los coeficientes de
similitud entre los individuos de una poblacién y los individuos de la

poblacién con la cual se compara.

2.3.1.5 Distancias genéticas

La distancia genética es un estadistico que mide la divergencia
genética entre dos taxones. Comtnmente se ha utilizado el propuesto por
Nei (D) que es una medida aproximada del niimero medio de sustituciones
alélicas por locus y toma valores entre 0, cuando no hay divergencia e
infinito. Para calcular las distancias genéticas de Nei se utiliz6 el programa

RAPDDIST, del paquete RAPD-PCR (Black, 1995).

La ecuacién es la siguiente:

Dxy=-In [Jxy/ (Jx Jy)'/?]

donde:

=2 Ju
k=1

Jy= Qy/n
k=1

]xy= z jxy In
k=1

54



Material y Métodos

para:

jxy = Z Xi yi
k=1

siendo x; e y; las frecuencias del alelo i en las poblaciones X e Y

respectivamente y n el nimero de loci analizados.

2.3.1.6 Célculo de Fstv Nm

El indice de subdivision de la poblaciéon (Fsr) fue formulado por
Wright (1951) como una forma de estimar la correlaciéon entre gametos
escogidos al azar dentro de una muestra relativa a la correlacién entre
gametos escogidos al azar en el conjunto de todas las muestras. Cuando las
poblaciones estdn aisladas, Fst es mayor que cero, debido a que la
probabilidad de que gametos escogidos al azar porten alelos derivados de un
antepasado comun es mayor dentro de una determinada poblacién que en el

conjunto de poblaciones.

A partir de los métodos de Weir y Cockerman (1984) y Lynch y
Milligan (1994) también se puede estimar este estadistico. La correccion de
ambos tiene en cuenta el cardcter dominante de los productos de
amplificacién obtenidos por medio de RAPD-PCR vy el relativo pequefo

tamanfo de las muestras.

Por medio del programa RAPD Fsr, del paquete de programas RAPD-
PCR (Black, 1995), y utilizando la matriz de presencia-ausencia de bandas, se

estimo el coeficiente Fsr.
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Por otro lado se calcul6 la tasa efectiva de migracién (Nm), que es una
medida del flujo génico entre poblaciones y que se estima a partir del

coeficiente Fsr:
Fst=1 / (1+4 Nm)

donde m es la tasa media de migracion en un modelo de poblacién

subdividida y N el tamafio poblacional local (Wright, 1931).

A pesar de que A. pallipes es una especie que por si sola tiene
capacidad de migracién limitada, los movimientos de individuos de cangrejo
de rio por parte del hombre de unos cursos de agua a otros, han sido una
practica habitual, aunque no documentada. De esta préactica surge la
necesidad de estimar la tasa efectiva de migraciéon (Nm), que podria explicar

la diferenciacion o falta de ella, entre poblaciones.

2.3.1.7 Andlisis de la varianza molecular (AMOVA)

El analisis de la varianza molecular (AMOVA) se realizdé con el
programa Arlequin 2000 (Schneider et al., 2000). A partir de la matriz de
presencia/ausencia de bandas se construyé una matriz de distancias en la
que se comparan dos a dos todos los fenotipos. La distancia se calculé como
el namero de bandas no compartidas por los dos fenotipos, lo que equivale a
una distancia euclidiana al cuadrado (8%;). Se utiliza la matriz de distancias
para realizar un analisis de varianza de los fenotipos obtenidos extrayendo
sus diferentes componentes: varianza de las distancias existentes entre los
individuos de una misma poblacién, entre los individuos de diferentes
poblaciones pertenecientes a un mismo grupo y entre los individuos de

poblaciones pertenecientes a diferentes grupos.

El disefio del anélisis se muestra en la Tabla 8. Cada media de

desviaciones al cuadrado es igual a la correspondiente suma de desviaciones
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al cuadrado (SSD) dividida por los grados de libertad. En cada caso el valor
de SSD se expresa como una funcién de las distancias fenotipicas entre los

individuos que se estén analizando. Por ejemplo:

1 n n
SSD = ZZZ5JZK

j=1 k=1

donde &%k es la distancia calculada entre los individuos j y k de la muestra.

Los niveles de significacion de las estimas de los componentes de la

varianza se calculan por procedimientos permutacionales no paramétricos

(en este caso por medio de 10.000 permutaciones al azar).

Entre grupos G1 MSD, n'o’ +no; +o’
Entre poblaciones 2 2
dentro de grupos PG MSDe) N o, +o;

Dentro de poblaciones N-P MSDy, oJ f
Total N-1 MSDy o’

Tabla 8. Disefio del analisis de la varianza molecular (AMOVA).

G: numero de grupos
P: ntimero de poblaciones
N: namero de individuos

n”, 'y n: tamafnos muestrales de cada uno de los niveles jerarquicos

2.3.1.8 Test de Mantel

La matriz de distancias genéticas de Nei (apartado 1.3.1.4) se comparo
con la matriz de distancias geograficas empleando el test de Mantel (1967).

Este test mide el grado de relacion, Z, entre las dos matrices, siendo:
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7= XY,
ij

donde Xj e Yj son los elementos de las matrices X e Y. Si las dos matrices
contienen valores de distancia similares, Z es mayor de lo que se esperaria

por azar.

El test de significacién generalmente se lleva a cabo comparando el
valor de Z con su distribuciéon permutacional, es decir, la distribuciéon que se
obtiene si se compara una matriz (por ejemplo X) con todas las posibles
matrices en las que el orden de los elementos de la otra matriz (Y) se han
permutado. En la practica, el nimero de permutaciones posibles es tan
elevado que soélo se utiliza una muestra al azar de las posibles permutaciones

(en nuestro caso 10.000).

El test de Mantel se realiz6 utilizando el paquete estadistico NTSYSpc
version 2.01b (Applied Biostatistics Inc., 1997).

2.3.1.9 Anadlisis de componentes principales

A partir de la matriz de distancias genéticas de Nei se ha realizado un
analisis de componentes principales para determinar las principales

tendencias de variacion de las poblaciones.

Para llevar a cabo este andlisis se emple6 el paquete de programas
NTSYS 1.60 (Applied Biostatistics Inc., 1990) y NTSYSpc versiéon 2.01B
(Applied Biostatistics Inc., 1997).

El andlisis de componentes principales es un método para la
extraccion del espacio factorial. A partir de la representaciéon de los n
individuos como n puntos en un espacio p-dimensional, se extraera un nuevo

espacio p-dimensional de tal forma que:
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- El primer eje o factor, F;, del nuevo espacio sera aquel tal que, de
todas las posibles proyecciones de la nube de puntos sobre un

Unico eje, la minima deformacién sea la obtenida con Fi.

- El segundo F,, serd aquel tal que de todas las posibles proyecciones
de la nube de puntos sobre un espacio de dos dimensiones
generado por el eje F; y un segundo eje perpendicular a él, la

minima deformacién sea la obtenida con F».

- El s-ésimo eje, Fs sera aquel tal que, de todas las posibles
proyecciones de la nube de puntos sobre un espacio de s
dimensiones generado por los ejes Fi, .., Fs1 y un s-ésimo eje
perpendicular a todos los s-1 anteriores, la minima deformacion

sea la obtenida con Fs.

Por el criterio de extraccion de factores, al proyectar la nube de puntos
sobre el primer factor su deformacién es menor que la obtenida sobre
cualquier otro factor. Esto significa que el primer factor es aquel en el que
mejor se proyecta la variabilidad de la muestra. El segundo mejor es el

segundo eje y asi sucesivamente, hasta el dltimo.

El objetivo que se persigue con la perpendicularidad de los factores es
pasar de un conjunto de p variables correlacionadas entre si a un nuevo
conjunto de p variables, combinaciones lineales de las originales, que no

estén correlacionadas.

La parte de variabilidad total explicada por un factor viene dada por
un autovalor correspondiente (tabla de autovalores). Las proyecciones de
cada una de las poblaciones sobre cada uno de los k primeros factores,
denominadas saturaciones, se disponen en una matriz factorial, la matriz de

componentes. El cuadrado de la saturacién sobre un factor puede ser
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considerado como una medida de la calidad de representaciéon de la variable
sobre dicho factor. La saturaciéon de una variable sobre un factor toma

valores entre -1 y +1, por este método de componentes principales.

2.3.1.10 Construccion de dendrogramas

Los valores de indices de similitud interpoblacionales se emplearon
para la construccion de un dendrograma, aplicando el método de
agrupamiento UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic
average) (Sneath y Sokal, 1973) con el programa NTSYSpc (Rohlf, 1990).

La matriz de distancias genéticas de Nei también se utiliz6 para
construir dos dendrogramas por los métodos de agrupamiento del vecino
mas proximo (NJ) y UPGMA. Para su elaboracion se emple6 el programa

PHYLIP version 3.6a2 (Felsenstein, 2001).

El método del vecino mas proximo (NJ) se basa en encontrar pares de
OTUs (Operational Taxonomic Units, es decir, unidades taxondémicas
operativas) que minimicen la longitud total de las ramas del arbol en cada
paso del agrupamiento, partiendo de un arbol en forma de estrella. Las
estimas de las longitudes de las ramas se obtienen por el método de los
minimos cuadrados. Los datos se suministran al programa en forma de
matriz de distancias. Los estudios de simulacién muestran que se trata de un
método muy eficiente. Probablemente esto se deba a que en cada paso se
aplica el criterio de minima evolucién, o0 maxima parsimonia, y la aplicacion

de este principio reduce los efectos del error de muestreo.
El método UPGMA se lleva a cabo siguiendo los siguientes pasos:

- Dada una matriz de distancias, se encuentran las dos OTUs i y j

entre las cuales existe la menor distancia d;;.

- Lalongitud de las ramas se calcula como d;;/2.
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- Si no queda ninguna OTU por agrupar el arbol esta completo, en

caso contrario se crea un nuevo grupo al que llamaremos u.

- Se define la distancia entre u y cualquier otro OTU (k con k#i o j)

como la media de las distancias dx y dy;.

- Se vuelven a repetir todos los pasos, teniendo en cuenta que hemos
eliminado las OTUs i y j y hemos afiadido el grupo u, de modo que

ahora la matriz de dimensién n x n pasa a ser (n-1)x(n-1).

La longitud de las ramas de estos dendrogramas es proporcional a la
distancia genética existente entre las dos OTUs. Se ha observado que este
método se comporta muy bien en estudios de simulacién. Parece ser que esto
se debe al hecho de que las estimas de distancia genética estdn sujetas a
grandes errores estocasticos y el procedimiento de promediar las distancias
utilizado en el UPGMA reduce el efecto de este error en las estimas de la
longitud de las ramas. Esto sugiere que si la distancia genética esta sujeta a
un elevado error estocastico, pero se espera que sea aproximadamente lineal

en el tiempo, el UPGMA es un buen método para construir arboles.

En ambos tipos de &rboles (UPGMA y NJ) se llevé a cabo un analisis
de bootstrap (1000 réplicas) para comprobar la fiabilidad de los

agrupamientos obtenidos.

2.3.2 Analisis estadistico de datos morfométricos

2.3.2.1 Anélisis descriptivo

Se ha llevado a cabo un andlisis descriptivo de cada una de las
variables morfométricas a través de una serie de estadisticos que permiten

analizar la tendencia central y la dispersion de los valores de cada variable:
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media, mediana, moda, desviacién tipica, varianza, asimetria, curtosis,

maximo y minimo.

2.3.2.2 Estudio descriptivo de normalidad

Se ha realizado un estudio descriptivo de normalidad de cada una de
las variables morfométricas. Si una variable tiene la forma de una
distribucion Normal (0,1), tanto el coeficiente de curtosis como el de
asimetria deben ser préximos a cero. En caso de que la variable cumpla el
requisito de normalidad se pueden emplear métodos paramétricos para
andlisis posteriores. En caso contrario se pueden emplear andlisis no
paramétricos o transformar los datos con el fin de cumplir los tres supuestos
basicos para la aplicacion de pruebas paramétricas: homogeneidad de

varianzas (homocedasticidad), normalidad e independencia de los datos.

2.3.2.3 Transformacién logaritmica de los datos

Las transformaciones que podemos hacer para conseguir Ila
normalizacién de los datos son las estdndar que incluyen la transformacion
logaritmica, raiz cuadrada, arcoseno y reciproca, o la transformacién general

conocida como transformaciéon de Box-Cox.

La transformacién que hemos utilizado es la transformaciéon
logaritmica que convierte una distribucion de frecuencia sesgada
positivamente en una simétrica, puesto que es la que mejor se ajusta a

nuestros datos:
X' =log (X+1)

En todas las variables se ha aplicado esta transformacién puesto que

es necesaria para los analisis estadisticos posteriores.
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23.24 Testtde Student

El objetivo de la prueba t de Student es determinar si la diferencia
entre las medias de una variable en dos grupos distintos de individuos es

estadisticamente significativa.

En nuestro caso se ha utilizado esta prueba estadistica para comparar
el comportamiento entre ambos sexos, hembras y machos, de aquellas

variables que cumplan los requisitos de normalidad e igualdad de varianzas.

La hipétesis que se desea contrastar, hipotesis nula (Ho), establece que
no hay diferencias en el comportamiento de la variable entre ambos sexos. Si
el p-valor asociado al estadistico de contraste es menor que «a, se rechazara la

hipétesis nula al nivel de significacion o.

2.3.2.5 Prueba de Mann-Whitney

El objetivo de la prueba de Mann-Whitney es determinar si la
diferencia entre el nimero de veces en que el valor de la variable en un
grupo es mayor que en el otro y el nimero de veces en que es menor es

estadisticamente significativa.

Esta prueba no paramétrica nos permite comparar el comportamiento
entre ambos sexos de aquellas variables que no cumplan el requisito de

normalidad.

La hipotesis que se desea contrastar, hip6tesis nula (Ho), establece que
no hay diferencias en el comportamiento de la variable entre ambos sexos. Si
el p-valor asociado al estadistico de contraste es menor que o, se rechazara la

hipétesis nula al nivel de significacion o.
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2.3.2.6 Anélisis MLG univariante

El andlisis MLG wunivariante (andlisis modelo lineal general
univariante) o ANCOVA (andlisis de la covarianza) se llev6 a cabo con el
objetivo de controlar los efectos del tamafio corporal sobre los rasgos

morfométricos.

El analisis MLG univariante proporciona un andlisis de regresion y un
andlisis de varianza para una variable dependiente mediante uno o mas
factores o variables. Las variables de factor dividen la poblacién en grupos.
El procedimiento MLG univariante permite contrastar hipétesis nulas sobre
los efectos de otras variables en las medias de varias agrupaciones de una
Unica variable dependiente. Ademads, se incluyen los efectos de las
covariables y las interacciones de covariables con los factores. Para el analisis

de regresion, las variables independientes se especifican como covariables.

Se dispone de muestras de k subpoblaciones y sobre cada individuo de
cada muestra se mide una variable Y, tal que su distribucién en cada

subpoblacién es normal de media cero y varianza 62, :
0j = N (0, 6%,)

En consecuencia, para comprobar que el comportamiento de la

variable X es independiente del grupo, la hipétesis nula que se contrasta es:
Ho: 62, =0
El estadistico de contraste es F. Si el p-valor asociado a F es menor que
a, se rechazara la hipétesis nula al nivel de significacién a. Entonces,

existiran diferencias entre todos los posibles niveles del factor Y, de los que

los k examinados son una muestra.

En nuestro caso se utilizé la longitud total (LT) del animal como

covariable y como efectos las poblaciones, cuencas y vertientes.
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2.3.2.7 Anélisis de Componentes Principales

Los datos se han analizado con los paquetes estadisticos STATISTICA
5.0,1995 y el S.P.A.D.N. 5.5, 2002.

El analisis de componentes principales constituye un procedimiento
exploratorio de las relaciones multivariantes de un conjunto de variables. Se
consideran todas las variables y se obtienen unas nuevas variables que
llamaremos ejes o variables factoriales (componentes o factores principales)
obtenidas de tal forma que, un nimero reducido de ellas sintetizan de
manera Optima la informacién proporcionada por las variables originales.
Esta reduccién de dimensionalidad permite obtener una representacion

aproximada en un plano de las distancias o correlaciones.

Al trabajar con las variables factoriales, a un grupo de variables con
alta correlaciéon entre ellas le corresponde una tnica coordenada, que
representa un factor clasificatorio. La importancia de este factor quedara
determinada por la variabilidad que presente en los datos, es decir, por su

poder discriminatorio.

El andlisis de componentes principales se ha realizado, por un lado,
con todos los individuos en su conjunto (considerando a los 435 individuos
de las once poblaciones espafiolas, de ambos sexos) y por otro, con machos

(248 individuos) y hembras (187 individuos) de forma separada.

Para la obtenciéon de clases hemos utilizado una estrategia de

clasificaciéon que se ha dividido en las siguientes fases:

- Particion preliminar para obtener clases estables

El propésito es obtener grupos con la garantia de ser muy homogéneos. Una
clase estable estara formada por individuos que siempre se clasificaron juntos

en cada una de las particiones generadas. El niumero de clases estables sera

65



Material y Métodos

muy inferior al de elementos iniciales sin agrupar y superior al que se

seleccionard como definitivo posteriormente.

- Agregacion jerdrquica de grupos estables

La agregacién jerarquica reconstituye grupos que fueron fragmentados y

agrega elementos aparentemente dispersos con los grupos mas proximos.

- Particion final

El ntmero de clases de la tipologia final queda definido al cortar el arbol
jerarquico que muestra el proceso de agregacion. El corte o los cortes de

interés se deducen observando el histograma de los indices de agregacion.

- Descripcion de las clases

Una vez determinadas las clases definitivas se procede a su descripcion en
funcién de las variables del estudio. La descripcion consiste en caracterizar
cada clase por las variables que presentan en ella medias superiores (o
inferiores) a los valores medios en el conjunto total. Se calculan estadisticos
que miden esta diferencia y se transforman en valores test, comparables con
los valores de una distribucion N(0,1). De esta manera se obtiene para cada
clase una ordenacién de las variables estadisticamente significativas en la

clase.

Una variable (variables continuas en nuestro caso) es "caracteristica" de una
clase si la media calculada para los casos de la clase (media clase) es diferente

de la media calculada con el conjunto total de casos (media general).

66



Resullados




Resultados

3 RESULTADOS

31 ESTRUCTURA GENETICO-POBLACIONAL DE LA ESPECIE

Austropotamobius pallipes

Todos los apartados referentes a los resultados sobre la estructura
genético-poblacional de la especie A. pallipes seguiran el siguiente orden. En
primer lugar presentaremos los resultados correpondientes a las once
poblaciones espafiolas analizadas con diez cebadores. Y, al final de cada
apartado, se presentaran los resultados referidos a la muestra italiana
analizada con tres de los diez cebadores anteriores en relaciéon a las
poblaciones espafiolas, siempre respecto a estos tres cebadores. La inclusion
de la muestra de Italia, atin cuando de tamafio muestral bajo, puede ser ttil

como referente.

3.1.1 Frecuencias

La utilizacion de 10 cebadores ha permitido la obtencién de 133
productos de amplificacién, todos ellos reproducibles, en 275 individuos
pertenecientes a 11 poblaciones de la especie Austropotamobius pallipes.
Ademas, con los cebadores OPA01, OPA06 y OPA12 se analiz6 también una
poblacién italiana en la que se observaron 5 bandas mads, ausentes en las

poblaciones espafiolas.

En las Figuras 10 a 19 se muestran perfiles tipicos de RAPD para cada
uno de los cebadores utilizados, en diversas muestras de las poblaciones del

estudio.
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Figura 10. Perfiles de RAPD obtenidos utilizando el cebador OPAQO1 en la especie

Austropotamobius pallipes de diferentes poblaciones.

En las columnas 2-7, poblacién de NAV; en las columnas 8-13, POZ; en las columnas 15-20,
RIL; en las columnas 21-26, VIL. En las columnas 1, 14 y 27 el marcador escalera de peso

molecular de 100 pb (M); sefialada la banda del marcador de 500 pb.
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Figura 11. Perfiles de RAPD obtenidos utilizando el cebador OPA06 en la especie

Austropotamobius pallipes de diferentes poblaciones.

En las columnas 2-7, poblacién de GUZ; en las columnas 7-12, MAD; en las columnas 14-19,
LEQO; en las columnas 20-25, GRA. En las columnas 1, 13 y 26 el marcador escalera de peso

molecular de 100 pb (M); sefialada la banda del marcador de 500 pb.
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Figura 12. Perfiles de RAPD obtenidos utilizando el cebador OPA1l en la especie

Austropotamobius pallipes de diferentes poblaciones.

En las columnas 2-7, poblacién de NAV; en las columnas 8-14, CUE; en las columnas 16-21,
PVS; en las columnas 22-27, GIR. En las columnas 1,15 y 28 el marcador escalera de peso
molecular de 100 pb (M); sefialada la banda del marcador de 500 pb.
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Figura 13. Perfiles de RAPD obtenidos utilizando el cebador OPA12 en la especie

Austropotamobius pallipes de diferentes poblaciones.

En las columnas 2-7, poblacién de NAV; en las columnas 8-12, CUE; en las columnas 14-19,
PVS; en las columnas 20-25, GIR. En las columnas 1, 13 y 26 el marcador escalera de peso

molecular de 100 pb (M); sefialada la banda del marcador de 500 pb.
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Figura 14. Perfiles de RAPD obtenidos utilizando el cebador OPC04 en la especie

Austropotamobius pallipes de diferentes poblaciones.

En las columnas 2-7, la poblacién de NAV; en las columnas 8-13, POZ; en las columnas 15-
20, RIL; en las columnas 21-27, VIL. En las columnas 1, 14 y 28 el marcador escalera de peso

molecular de 100 pb (M); sefialada la banda del marcador de 500 pb.
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Figura 15. Perfiles de RAPD obtenidos utilizando el cebador OPC06 en la especie

Austropotamobius pallipes de diferentes poblaciones.

En las columnas 2-7, la poblacién de GUZ; en las columnas 8-14, MAD; en las columnas 16-
21, LEO; en las columnas 22-28, GRA. En las columnas 1, 15 y 29 el marcador escalera de
peso molecular de 100 pb (M); sefialada la banda del marcador de 500 pb.
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Figura 16. Perfiles de RAPD obtenidos utilizando el cebador OPC07 en la especie

Austropotamobius pallipes de diferentes poblaciones.

En las columnas 2-7, la poblacién de NAV; en las columnas 8-12, CUE; en las columnas 14-
19, PVS; en las columnas 20-26, GIR. En las columnas 1, 13 y 27 el marcador escalera de peso
molecular de 100 pb (M); sefialada la banda del marcador de 500 pb.
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Figura 17. Perfiles de RAPD obtenidos utilizando el cebador OPC14 en la especie

Austropotamobius pallipes de diferentes poblaciones.

En las columnas 2-7, la poblacién de NAV; en las columnas 8-13, POZ; en las columnas 15-
20, RIL; en las columnas 21-27, VIL. En las columnas 1, 14 y 28 el marcador escalera de peso
molecular de 100 pb (M); sefialada la banda del marcador de 500 pb.
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Figura 18. Perfiles de RAPD obtenidos utilizando el cebador OPC15 en la especie

Austropotamobius pallipes de diferentes poblaciones.

En las columnas 2-7, la poblacién de GUZ; en las columnas 8-13, MAD; en las columnas 15-
20, LEO; en las columnas 21-26, GRA. En las columnas 1, 14 y 27 el marcador escalera de
peso molecular de 100 pb (M); sefialada la banda del marcador de 500 pb.
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Figura 19. Perfiles de RAPD obtenidos utilizando el cebador OPC16 en la especie

Austropotamobius pallipes de diferentes poblaciones.

En las columnas 2-7, la poblacién de NAV; en las columnas 8-14, CUE; en las columnas 16-
21, PVS; en las columnas 22-28, GIR. En las columnas 1, 15 y 29 el marcador escalera de peso
molecular de 100 pb (M); sefialada la banda del marcador de 500 pb.
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A partir de la lectura de los perfiles de RAPD se construyeron las
correspondientes matrices de presencia-ausencia, sobre las que se calcularon
las frecuencias de cada una de las bandas amplificadas. En las Tablas 9 a 18
se presentan estas frecuencias, que oscilan entre 0,04 y 1, cuando la banda
estd presente en todos los individuos analizados de la poblacién. Las Tablas
9, 10 y 12 incluyen también la muestra italiana (COS). Ademas, en estas
tablas también aparece el tamafio de las bandas, que oscila entre 300 y 1380
pares de bases, si bien la mayoria estan incluidas dentro del rango 400-1000

pares de bases.

1(1200| - 1 1 - - - - 044 - 1 - -
21059 - 1 1 1 1 052 1 048 068 1 1 1
3(978) | 030 - - - - - - - - -]
4(922) | - 024 052 032 1 040 040 068 056 1 1 1
5(860) |030 - 020 040 - 012 032 044 036 - - -
6(800) | - 1 1 1 020 048 032 032 1 1 056 1

7(740) | 0,70 -

< 8(20 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

% 9@666) | - - 1 1 - 1 028 036 048 1 052 -

S 10650010 - 032 - - - - - - - 028 -
11600(020 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
12657050 1 1 1 - 1 1 1 1 1 1 1
13(528)| 1 - -1 - 1 1 036 - - 1
14488 - 1 1 1 - 1 028 048 040 1 040 0,20
15466)| - 1 - - - 016 - 032 024 1 - -
16(422)| - - - - 040 032 1 024 036 - 036 1
1740|070 1 1 - 032 1 - . -1 11

Tabla 9. Frecuencia de cada una de las bandas de RAPD amplificadas con el cebador OPA(1

en las poblaciones de A. pallipes estudiadas.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente. (-): ausencia de banda.
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11350 - - - - - - - - - 1 -
2012000 - 1 1 - 008 028 - 064 1 1 1 1
3(1059)| 030 - - - - - - 032 - - - -
4(1031)| - - 036 - - 012 - - - - 028 1
5978) 050 1 036 1 012 032 - 032 020 040 012 -
6(92) | - 044 016 - - - 048 1 1 1 1 1
7670 | 030 - - - - - o ..
8(840) | - 020 028 028 032 020 008 040 020 016 - 028
w 9800 (040 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
= w0@m)| - - - - - - 016 - - - .
£ 11(750) 030 - 008 060 - 020 1 - - - - 012
& 12(00)| - 032 1 012 1 028 - 024 020 1 072 -
13665 - - - - - - - - - 02 1 -
14(633)| 1 024 020 - 016 - - 036 020 020 1 044
15600 - 060 1 - 1 048 1 020 016 008 024 -
16(50)| 030 - - - 008 - - - - o - o
vee - 101 01 1 1 1 1 1 1 1 1
18@487)| 1 - 1 - 028 024 040 008 - - - -
9@ - 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2065 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Tabla 10. Frecuencia de cada una de las bandas de RAPD amplificadas con el cebador

OPAQ6 en las poblaciones de A. pallipes estudiadas.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente. (-): ausencia de banda.

1(1009) | - - - -] - - 008 - - - -
20922) | - 064 - 1 068 - 020 - 060 - -
385) | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4(850) | 024 060 1 - 1 032 016 - 024 052 024
5(780) | - 012 - - |- - 024 - - 012 -

6(740) | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7(616) | 016 024 020 1 024 020 028 020 032 028 -
8(600) | 044 024 1 028 040 032 1 028 044 032 1
9(62) | 1 032 064 044 1 1 024 040 - 032 040
10625) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 048
11(500) | 052 044 1 032 044 024 056 032 028 028 0,60
12(448) | - 020 - 024 048 032 028 - 024 024 036
13(000] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

BANDAS

Tabla 11. Frecuencia de cada una de las bandas de RAPD amplificadas con el cebador

OPA11 en las poblaciones de A. pallipes estudiadas.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente. (-): ausencia de banda.
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1(940) 030 - - - - - - - - -] -] -
200 | - - - - - - - 016 - - - -
37 | - 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4(700) | 030 - 032 032 024 - - 1 - - - -

L, 5(633) | 1 1 1 1 052 1 1 060 1 0,36

< 6(00) |030 - - - - - - - - -7~

g 767 | - - - - 1 - 064 - - - - -

S 8(650) (060 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
9(00) | - - 048 - - - - 024 - - - -
02 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1m@7)lo0 1 o020 1 1 1 1 1 1 1 1 1
12(400)( 030 - 008 - 020 1 008 - 052 -
13(350){ 040 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Tabla 12. Frecuencia de cada una de las bandas de RAPD amplificadas con el cebador

OPA12 en las poblaciones de A. pallipes estudiadas.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente. (-): ausencia de banda.

1(1275| 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 (926) - - 008 - -
3860) | - - - - 004 - - - - -
4800 | - - 1 - 016 012 - -
57600 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
6(7200 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
w 7684 | - - - 020 - - - - - -
S 8(633) | 1 1 1 05 028 048 - 1 - - 052
Z 9(600) (028 - 044 1 036 1 060 016 1 0,40
g 10657 - 1 1 1 1 1 1 020 - - 1
11614 | - - - - 016 - - - - -
126000 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
13(488) | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
14(@45)| - - - 004 - - - - - -
154000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
16(377)| - - 008 012 020 012 - - -1 -

Tabla 13. Frecuencia de cada una de las bandas de RAPD amplificadas con el cebador

OPC04 en las poblaciones de A. pallipes estudiadas.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente. (-): ausencia de banda.
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1(1166) | - 1 1 - 028 - -1 032 1
2(1069) | 1 - 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3978) | - - - 1 1 1 028 - 1 1 1
4860) | - - - 024 024 1 - - 008 - 016
58000 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
, 660 [ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
< 7(740) | 016 064 - - |- - - 024 1 036 -
% 8(684) | - 032 016 012 016 012 032 016 - 040 032
S 9653 | - 1 1 016 052 008 032 - 072 1 1
106000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
11(56) | - 012 - - - - - 1 - 016 -
12(28) | - 1 - - |- - 012 - - 1 1
13(487)| 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
14(462) | 1 - - 1 1 1 1 - - 1 1
15412) | 1 1 - 1 1 1 1 1 1 1 1

Tabla 14. Frecuencia de cada una de las bandas de RAPD amplificadas con el cebador

OPC06 en las poblaciones de A. pallipes estudiadas.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente. (-): ausencia de banda.

1139 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2@03)| 1 - 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3944 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
a@sy) | - - - - - - 016 - - - -
5000 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
, 600 | - - - . - - -1
< 7@00) | - - - 028 016 - 02 - 016 016 -
g8 s@m | - - - - - - 028 - - - -
ST 9641 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
10(587) | - - 044 - 052 - - - -1 -7-
1G5 - - - - - - 040 048 - 036 024
263 1 1 - 1 - 1 012 - 1 - 012
13G612)| - 1 - 1 - 1 05 052 1 - -
14@n5)| 1 - 052 - 036 - - - 1 1 o044
@2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Tabla 15. Frecuencia de cada una de las bandas de RAPD amplificadas con el cebador

OPC07 en las poblaciones de A. pallipes estudiadas.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente. (-): ausencia de banda.
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159 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2044 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
, 360 - - . o1 - . - - -]
< 4@0) | 1 - 1 1 1 1 - -1
% 550 | 1 1 1 1 1 1 N
S 6(643) | 1 - - - - 020 - - 012 - -
76000 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
8(a87) | - 1 - 008 008 - - - - - -
9@38) | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Tabla 16. Frecuencia de cada una de las bandas de RAPD amplificadas con el cebador

OPC14 en las poblaciones de A. pallipes estudiadas.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente. (-): ausencia de banda.

1103)| 1 1 - 052 012 028 056 040 1 0,60 0,16
2(700) | - 1 - - - - - 020 - -
L, 36500 - 1 - - - - 008 -
< 4(600) (020 - - 024 - 016 - - 032 020 -
% 565 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
S 6(68) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7@7| 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
s@ero) | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
9@o | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Tabla 17. Frecuencia de cada una de las bandas de RAPD amplificadas con el cebador

OPC15 en las poblaciones de A. pallipes estudiadas.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente. (-): ausencia de banda.
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117y | - - - 1 - 1 1 1 1 1 1
2 (1031) 1 -1 1 17 1 1 1 1
3(940) | - - - 1 - 1 1 1 - 1 1
4880) | - - - -1 - - - -
58000 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

w 6(720) | - - - 012 - 1 - - 016 -

S 766 | 101 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Z 8(85) | - 028 - 008 028 - 012 040 008 016 028

g 9314 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
10462) | - - 1 -1 - - -
11@425)| 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - 1
12400) | - 1 - - | - - - - - - -
13(380) | - - 024 - - - - - - -]
14(350) | 1 1 1 -1 - - -1 - -

Tabla 18. Frecuencia de cada una de las bandas de RAPD amplificadas con el cebador

OPC16 en las poblaciones de A. pallipes estudiadas.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente. (-): ausencia de banda.

El ntimero de fragmentos amplificados varia dependiendo del cebador
utilizado (Tabla 19), desde 9 con los cebadores OPC14 y OPC15 hasta 19 con
el OPA06, siendo el promedio por cebador de 13,6. Con respecto a las
poblaciones, el nimero medio de bandas oscila entre 7,5 (CUE) y 9,7 (LEO), y
el namero total entre 75 (CUE) y 97 (LEO). Por supuesto, el total para la
muestra italiana, analizada con sélo 3 cebadores, fue més bajo, 27 fragmentos

(Tabla 19).
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CcOos 9 9 - 9 - - - - - - 9 27
CUE 10 11 8 5 7 7 7 7 5 7,5 75
GIR 12 14 11 9 10 6 6 8 7 9,1 91
GRA 9 8 7 11 7 7 6 5 8 7,6 76
GUZ 8 12 9 12 10 8 8 7 7 9,0 90
LEO 12 12 10 7 14 11 8 7 6 10 9,7 97
MAD 11 10 9 7 11 10 7 7 7 7 8,6 86
NAV 13 12 12 10 8 10 11 4 6 9 9,5 95
POZ 12 11 6 9 9 7 4 6 8 79 79
PVS 11 13 7 7 10 9 7 8 8 8,9 89
RIL 11 12 10 5 7 13 9 4 8 9 8,8 88
VIL 10 10 8 6 9 11 9 4 6 8 8,1 81
X 10,8 11,3 9,1 7 94 10,8 9 58 6,1 7,8 13,6
TOTAL 15 19 13 11 16 15 15 9 9 14

Tabla 19. Namero de bandas diferentes amplificadas por cebador en cada poblacién.

Numero medio y total de bandas por poblacién (dos dltimas columnas) y ntimero medio y

total de bandas por cebador (dos tltimas filas).

De los productos amplificados en las once poblaciones espafiolas, del
total de 133 bandas, se encontr6 que 40 eran comunes en todos los individuos
analizados (2 bandas con el cebador OPAO01, 4 con el OPAO06, 3 con el OPA11,
4 con el OPA12, 6 con el OPC04, 4 con el OPC06, 5 con el OPC07, 4 con el
OPC14, 5 con el OPC15 y 3 con el OPC16). En la Tabla 20 se muestran las
bandas monomorficas en todas las poblaciones, el cebador con el que se

obtuvieron y su peso molecular.

Cuando nos fijamos en las doce poblaciones (incluida la muestra
italiana) y para solo 3 cebadores, del total de 50 bandas, se encontr6 que 3
eran comunes a todos los individuos analizados, una con cada uno de los 3

cebadores OPA01, OPA06 y OPA12 (Tabla 21).

Hay que mencionar la existencia de 7 bandas comunes a todos los

individuos analizados de las once poblaciones espanolas (OPA01-11, OPA06-
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09, OPA06-17, OPA06-19, OPA12-03, OPA12-08, OPA12-13) y que estin

ausentes en la muestra italiana (Tablas 20 y 21).

CEBADOR | BANDA (pb) [ CEBADOR | BANDA (pb)
OPAO1 8 (720) OPCO06 6 (760)
OPAO01 11 (600) OPCO06 10 (600)
OPA06 9(300) OPCO06 13 (487)
OPA06 17 (516) OPCO07 1 (1380)
OPA06 19 (437) OPC07 3 (944)
OPA06 20 (375) OPC07 5 (800)
OPA11 3 (875) OPC07 9 (642)
OPA11 6 (740) OPCO07 15 (412)
OPA11 13 (400) OPC14 1 (1059)
OPA12 3 (780) OPC14 2 (944)
OPA12 8 (550) OPC14 7 (600)
OPA12 10 (462) OPC14 9 (438)
OPA12 13 (350) OPC15 5 (557)
OPC04 1 (1275) OPC15 6 (528)
OPC04 5 (760) OPC15 7 (457)
OPC04 6 (720) OPC15 8 (370)
OPC04 12 (500) OPC15 9 (300)
OPC04 13 (488) OPC16 5 (800)
OPC04 15 (400) OPC16 7 (666)
OPCO06 5 (800) OPC16 9 (514)

analizados de las once poblaciones espafiolas de A. pallipes.

CEBADOR | BANDA (pb)
OPAO01 8 (720)
OPA06 20 (375)
OPA12 10 (462)

Tabla 20. Bandas monomorficas encontradas, con 10 cebadores, en los 275 individuos

Tabla 21. Bandas monomorficas encontradas para los cebadores OPA01, OPA06 y OPA12,

en los 285 individuos analizados de las doce poblaciones de A. pallipes estudiadas.
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En la Tabla 22 aparecen las bandas exclusivas de poblacién, que son
bandas que tnicamente se encuentran en una determinada poblacién aunque
no necesariamente en el 100% de sus individuos. En esta Tabla se indica cada
banda con su peso molecular, el cebador con el que se ha obtenido, la
poblacién a la que pertenece y su frecuencia. No se ha observado, en el
presente trabajo, ninguna banda presente en el 100% de los individuos de

una poblacién.

Las bandas exclusivas de poblaciéon encontradas en este estudio
representan el 11,76% del total de bandas detectadas. Se encuentran en las
poblaciones del Rio Ega (NAV) y A. Guztar (GUZ), con 5 y 4 bandas
exclusivas respectivamente; 3 bandas exclusivas presenta la poblacién de la
L. Valsemana (LEO) y 2 la del R. Nervién (PVS); por tltimo, las poblaciones
del M. Madalena (MAD) y A. Ermitas (GRA) presentan 1 banda exclusiva
cada una. La frecuencia maxima de las bandas exclusivas, dentro de las
poblaciones espafiolas, corresponde a la banda OPA06-03, presente en un
32% de los individuos de la poblacion del R. Ega (NAV). El resto de las
bandas exclusivas se encuentran presentes en menos de un 30% de los

individuos analizados.

Se observa que la poblaciéon de Coscile (COS) presenta 5 bandas
exclusivas. La frecuencia maxima, al tener en cuenta a las doce poblaciones,
corresponde a la banda OPA01-07 presente en un 70% de los individuos de la

muestra italiana.
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OPAO1
OPAO1
OPA06
OPA06
OPA06
OPA06
OPA06
OPA11
OPA12
OPC04
OPC04
OPC04
OPC04
OPC04
OPC07
OPC07
OPA12
OPA12
OPC14
OPC15
OPC16

3 (978)
7 (740)
7 (870)
3 (1059)
9 (775)
12 (665)
15 (550)
1 (1009)
1 (800)
2 (926)
3 (860)
7 (684)
11 (514)
14 (445)
4 (857)
8 (671)

COSs
CcOs
COSs
NAV
MAD
PVS
GUZ
NAV
NAV
LEO
LEO
GUZ
LEO
GUZ
NAV
NAV
COSs
COSs
GUZ
PVS
GRA

0,30
0,70
0,30
0,32
0,16
0,24
0,08
0,08
0,16
0,08
0,04
0,20
0,16
0,04
0,16
0,28
0,30
0,30
0,12
0,20
0,24

Tabla 22. Bandas exclusivas encontradas en las poblaciones de A. pallipes analizadas.

3.1.2 Polimorfismo

Basdandonos en la frecuencia de cada una de las bandas se calculé el

polimorfismo en las once poblaciones espafiolas de A. pallipes y el

polimorfismo total (Tabla 23). La proporcién media de loci polimoérficos (P)

en este caso es de 0,15. Las poblaciones que presentan mayor polimorfismo

son las del Rio Ega (NAV) y Laguna Valsemana (LEO), con un 24 y un 22%,

respectivamente. Las poblaciones con menor polimorfismo observado son las

de Arroyo Cuende (CUE) y Arroyo Ermitas (GRA), con 7 y un 8%,

respectivamente. Mientras, el polimorfismo de la Astacifactoria de Rillo (RIL)

es algo superior (17%) al valor medio observado para la especie en las

poblaciones espafiolas. El cebador que detecta mayor polimorfismo es el
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OPA11 (37%) y los que muestran el menor son el OPC14 y OPC16 (5y 7%,

respectivamente).

Al analizar junto a las poblaciones espafiolas de A. pallipes la poblacion
de la Regién de Calabria (COS) (Tabla 23) y considerando los datos de los
tres cebadores (OPAO1, OPA06, OPA12), la proporciéon media de loci
polimérficos (P) aumenta, en este caso, hasta 22%. Las poblaciones que
presentan mayor polimorfismo son las de Coscile (COS) y Rio Ega (NAV),
con un porcentaje del 41% y 38%, respectivamente, y la que menor la del Rio
Guadazaén (VIL) con un valor del 9%. En esta misma tabla se muestran las

bandas polimérficas para cada cebador y poblacion.
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X Total X Total
OPA-01 (041 7 |006 1020 3 (014 2020 3 |040 6034 5|060 9054 8| - ~-/034 5007 1026 43 |026 50
OPA-06 (030 6 (026 5031 6 (015 3031 6|042 8 |021 4|042 8|026 5|026 5021 4015 3|027 57 |02 63
OPA-11| - - (028 4057 8|014 2028 4(035 5035 5(057 8|028 4|042 6050 7 (035 5037 58 - -
@ OPA-12 (053 7| - -|036 4|009 1018 2{0,09 1009 1027 3009 1(009 1| - -1]009 1|012 15 |016 22
% orc-04| - - (006 1| - ~-1]012 2025 4 (043 7018 3 (006 1]|012 2| - -| - -|012 2|012 22 - -
% OPC-06| - - [006 1020 3|006 1020 3 (026 4014 2 (026 4|014 2 ({020 3|020 3 (014 2|016 28 - -
© oec07( - -| - ~-| - -1]014 2|006 1|020 3| - -1]040 6014 2|006 1014 2020 3|016 20 - -
orC-14| - -| - -| - -| - ~-|022 2]011 1012 1} - ~-| - -4011 1| - -] - -]005 5 - -
orCc-15( - -|011 1| - -} - -/023 21011 1022 21011 1]|011 11023 2034 3 (011 1|014 14 - -
orC-16 | - -| - -/007 1007 1007 1014 2| - -1|007 1007 1007 1014 2|0,07 1007 11 - -
X / Total
(11 poblaciones) - -1007 13|05 25|0,08 14|0,18 28|0,22 38|0,15 23|0,24 41|015 26|0,13 20|0,17 26|0,11 19| 0,15
X/ Total 041 20]015 6 {025 13|01 6 0,20 110,27 15|0,18 10|0,38 20[0,26 14 (0,16 6 024 9 |0,09 5 | 0,22
(12 poblaciones) ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’

Tabla 23. Polimorfismo estimado, con el criterio del 95%, con cada uno de los cebadores empleados y para el conjunto de cebadores,
en cada una de las poblaciones analizadas y en el conjunto de poblaciones.
Las dos tltimas filas y columnas corresponden a las once poblaciones espafiolas con los diez cebadores y a las doce poblaciones con los tres cebadores,

respectivamente.

En verde se muestra el ntimero de bandas polimérficas en cada caso (por poblaciones y cebadores).
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3.1.3 Analisis de Ji-cuadrado

Para cada una de las 96 bandas variables observadas en las
poblaciones espafiolas se ha realizado una prueba Ji-Cuadrado (x?) con el fin
de comprobar si existen diferencias estadisticamente significativas respecto a
su frecuencia entre las poblaciones. También se ha realizado un test de
diferencias estandarizadas (observadas-esperadas) en la frecuencia de las
bandas en cada una de las poblaciones para asi comprobar si la frecuencia de
cada banda en una poblacién determinada, era mayor (valor mayor de 3) o
menor (valor menor de -3) que su frecuencia en el conjunto de poblaciones.
En las Tablas 24 a 33 se muestran los resultados de la prueba %2y del test de

diferencias estandarizadas con cada uno de los cebadores utilizados.

1(1200) | 31,3 | 2463* | 78 78 35 35 35 35 -35 - 78 35 -35
2(1055) | 880 | 1053* | - - - - 58 - 32 65 - - -
3(922) | 647 | 1005* | 45 - 36 39 - - - - 39 39 39
4(860) | 16,7 59,6* - - 33 - - - - 38 - - -
5(800) | 716 | 1407+ | 33 33 33 60 - 46 33 46 33 - 33
7(666) | 513 | 1818 | 54 51 51 54 51 - - - 51 - 54
8 (650) 55 71,8* - 61 - - - - - - - 52 -
10 (557) | 90,9 | 2750* | - - - 166 - - - - - - -
11(528) | 396 | 2509* | 42 42 42 65 42 65 - 65 42 42 65
12(488) | 615 | 1598 | 42 42 42 66 42 36 - - 42 - 45
13(466) | 247 | 2032* | 91 30 30 30 - 30 - - 91 30 -30
14422) | 335 | 1514* | 37 37 37 - - 74 - - 37 - 74
15(400) | 575 | 2527 | 45 45 61 - 45 61 61 61 45 45 45

Tabla 24. Frecuencia global y valor de y?, para las distintas bandas, con el cebador OPAOL.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente.

*: valores significativos de 2 para un nivel de significacion de 0,01.
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1 (1350)
2 (1200)
3 (1059)
4 (1031)
5 (978)
6 (926)
7 (840)
9 (775)
10 (750)
11 (705)
12 (665)
13 (633)
14 (600)
15 (550)
17 (487)

91
63,6
29
16,0
34,9
55,3
21,8
15
18,2
44,4
11,3
25,5
43,3
0,7
18,2

275,0%
220,4*
82,4*
175,0%
134,5*
211,3*
18,5
40,6*
177,7%
166,7%
229,4*
107,2*
169,1*
20,1
157,8*

4,0

11,1

-6,9
7,2
-5,8
5,7
-3,4
-3,1
-4,6

-6,1

-3,9

-6,9
-3,8
6,4
111
-4,7
-3,1
6,0

3,0

14,7
9,0

12,0
-3,8
4,7

Tabla 25. Frecuencia global y valor de %2 para las distintas bandas, con el cebador OPAQ6.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente.

*: valores significativos de x2 para un nivel de significacion de 0,01

1 (1009) 0,7 20,1 - - - - - - - 45 - - -
2 (920) 28,4 1707+ | - 41 33 83 46 - 33 - 37 33 33
4 (850) 39,3 129,4% | - - 65 42 65 - 42 - - - -
5 (780) 44 39,2* - - - - - - - 50 - - -
7 (618) 28,4 78,1* - - - 83 - - - - - - 33
8 (600) 52,0 99,4* - - 50 - - - - 50 - - 50
9 (562) 52,4 1172% | 50 - - - 50 50 - 30 55 - -
10 (525) | 953 1365% | - - - - - - - - - -1y
11 (500) | 455 48,0 - - 57 - - - - - - - -
12(448) | 215 36,7+ - - - - 34 - - - - - -

Tabla 26. Frecuencia global y valor de %2 para las distintas bandas, con el cebador OPA11.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente.

*: valores significativos de y2 para un nivel de significacion de 0,01
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1 (802)
3 (700)
4 (633)
5 (575)
7 (505)
9 (437)
10 (400)

15
17,1
68,0
14,9

6,5
92,7
17,1

40,6*

166,0*
192,3*
229,6*
98,4*

215,7%
176,8*

11,6

3,6
7,2

6,4

11,6

3,6

3,6

49

Tabla 27. Frecuencia global y valor de %2, para las distintas bandas, con el cebador OPA12.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente.

*: valores significativos de y2para un nivel de significacién de 0,01

2 (928)
3 (862)
4 (806)
7 (684)
8 (635)
9 (605)
10 (560)
11 (515)
14 (445)
16 (377)

0,7
04
11,6
18
52,7
47,6
65,5
15
04
13,8

20,1
10,0
216,6*
50,9*
179,7¢
145,4*
257,3*
40,6*
10,0
181,6*

- 14,5
5,0 5,0
25,0 -
3,8 3,8

-3,8
6,4

55
3,8

5,0
-3,3
-5,0

-5,5

3,8

-5,5
55
-7,2

-5,5
-5,0
-7,2

13,1

Tabla 28. Frecuencia global y valor de %2 para las distintas bandas, con el cebador OPC04.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente.

*: valores significativos de y2 para un nivel de significacién de 0,01.
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1(1166) | 41,8 2319 | 44 62 62 44 - 44 62 44 - 62 -44
2(1069) | 909 2750 | - 166 - - - - - - - - -
3 (978) 57,1 2544% | 60 -60 -60 45 45 45 60 31 45 45 45
4 (865) 15,6 1664* | - - - - - 122 - - - - -
7 (745) 21,8 161,04 | - 554 - - - - - - 99 - -
8 (685) 18,9 29,3* - - - - - - - - - - -
9 (653) 52,7 1871* | 55 50 50 39 - 47 55 - - 50 50
9 (556) 11,6 216,6* | - - - - - - 145 - - - -
12(528) | 284 2620 | -33 83 33 33 33 33 33 - 33 83 83
14 (465) | 63,6 2750 | 40 69 -69 40 40 40 69 40 -69 40 40
15 (412) | 90,9 2750 | - - 166 - - - - - - - -

Tabla 29. Frecuencia global y valor de y?, para las distintas bandas, con el cebador OPCO06.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente.

*: valores significativos de x2para un nivel de significacion de 0,01.

2(1031) | 90,9 2750 | - - - - - - - - - - 166

4 (857) 1,5 40,6 - - - - - - - 64 - . .

6 (740) 18,2 2750 | - - - - - - - - - 111 111

7 (700) 8,7 35,0* - - - 36 - - - - - - -

8 (671) 2,5 71,8* - - - - - - -85 - - -
10 (587) 8,7 1193* | - - 66 - 80 - - - - - -
11 (575) | 13,5 81,3 - - - - - - 53 41 - 35 -
12(537) | 47,6 2538 | 55 55 50 55 50 55 50 -37 55 50 -37
13(512) | 162 251* | - 57 -49 57 49 57 - - 57 49 49
14 (475) | 393 1989* | 65 42 - 42 - 42 42 42 65 65 -

Tabla 30. Frecuencia global y valor de %2 para las distintas bandas, con el cebador OPCO07.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente.

*: valores significativos de x2 para un nivel de significacion de 0,01
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3 (845) 11 30,3* - - - 55 - - - - - - -
4 (705) 54,5 275,0* 48 57 48 48 48 48 57 57 48 57 57
5 (650) 63,6 275,0* 40 40 40 40 40 40 -69 -69 40 -69 -69
7 (600) 12,0 212,1* | 14,2 - - - - - - - - - -
8 (488) 10,5 236,0* - 15,3 - - - - - - - - -

Tabla 31. Frecuencia global y valor de %2 para las distintas bandas, con el cebador OPC14.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente.

*: valores significativos de 32 para un nivel de significacién de 0,01.

1(1031) | 51,3 1331* | 51 51 54 - 41 - - - 51 - 37
2 (700) 10,9 2338 | - 150 - - - - - - . . .
3 (655) 98 2542¢ | - 159 - - - - - - . . .
4 (605) 10,2 41,4 . - - - - - . - 38 - .

Tabla 32. Frecuencia global y valor de y?2, para las distintas bandas, con el cebador OPC15.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente.

*: valores significativos de x2para un nivel de significacién de 0,01.
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1(1171) | 636 2750 | -69 -69 69 40 69 40 40 40 40 40 40
2(1030) | 7207 2750 | 86 -86 32 - 32 32 32 32 32 32 32
3 (940) 54,5 2750+ | 57 57 57 48 57 48 48 48 57 48 48
4 (880) 91 275,00 | - - - - 166 - - - - - -
6 (720) 11,6 216,6* | - - - - - - - 15 - - -
8 (585) 15,3 37,0% - - - - - - 36 - - - -
10 (462) | 182 2750 | - .11 - 111 - - - - - -
12 (400) 91 27504 | - 166 - - - - - - - - -
13 (380) 22 61,3* - - 78 - - - - - - - -
14 (350) | 455 2750+ | 57 57 57 48 57 48 48 -48 57 48 -48

Tabla 33. Frecuencia global y valor de %2 para las distintas bandas, con el cebador OPC16.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente.

*: valores significativos de x2para un nivel de significacion de 0,01.

En la Tabla 34 se resumen los resultados de las pruebas de y?y de los
tests de diferencias estandarizadas. Vemos que el mayor ntimero de bandas
con frecuencia significativamente diferente de la frecuencia media aparecen
en las poblaciones del A. Santa Margarida (GIR) y A. Ermitas (GRA), con un
total de 43 bandas con diferente frecuencia. Por otro lado, las poblaciones de
la Astacifactoria de Rillo (RIL) y R. Ega (NAV) son las que presentan menor
numero de bandas con frecuencia significativamente distinta de la frecuencia
media, siendo, atin asi, en 32 de las 96 bandas. Y por dltimo, el promedio es

de 35 bandas en cada poblaciéon que se apartan de la frecuencia media.
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OPAO1 | (15)
+ 5 6 4 2 3 2 2 1 7 3 5
- 4 3 6 6 3 5 3 3 2 3 4
Total 9 9 10 8 6 7 5 4 9 6 9|13
OPAU6 | (19)
+ 2 4 2 30 4 2 2 4 4 3
- 0o 1 5 2 3 4 o o 1 0 3
Total 2 5 7 5 3 8 2 2 5 4 6|15
OPA11 | (13)
+ 1 1 2 2 4 1 2 0 1 0 2
- o o0 2 1 0 0 2 2 1 1 2
Total 1 1 4 3 4 1 4 2 2 1 4|10
OPA12| (11)
+ o 2 1 2 1 2 4 0 2 0 0
- 1 1 0 0 0 0 o o o0 1 1
Total 1 3 1 2 1 2 4 0 2 1 1|7
OPC04 | (16)

w | o+ o 2 3 4 3 2 1 1 1 1 1

~ R 11 0 0 1 0 12 2 3 0

S | Total 1 3 3 4 4 2 2 3 3 4 1|10

< [oPCos | (16)

& + 1 4 2 2 2 3 1 2 2 5 4

= - 4 3 4 3001 3 2 4 2 0 1
Total 5 7 6 5 3 6 3 6 4 5 5|11
OPC07 | (16)
+ 2 3 1 3001 2 3 1 3 3 1
- o 1 2 1 2 1 2 2 0 2 2
Total 2 4 3 4 3 3 5 3 3 5 3|10
OPC14 | (9)
+ 3 2 2 3 2 2 O 0 2 0 0
- 0 1 0 0 0 0 2 2 0 2 2
Total 3 3 2 3 2 2 2 2 2 2 215
OPCI5 | (9)
+ 1 3 0 0 0 0 o 0 2 0 0
- o 0 1 0o 1 0 o o0 0 o0 1
Total 1 3 1 0o 1 0 0 2 0 1| 4
OPC16 | (12)
+ 1 2 4 2 4 3 4 4 3 3 3
- 3 3 2 1 2 1 1 1 1 1 1
Total 4 5 6 3 6 4 5 5 4 4 4 |10
Total 29 43 43 37 33 35 32 27 36 32 36 -

Tabla 34. Numero total de bandas por poblacién y por cebador cuya frecuencia es
significativamente menor (-) o mayor (+) que la frecuencia media de la banda en el conjunto

de las once poblaciones espafiolas.

En la ultima fila se muestra la suma de las bandas para cada poblacién considerando el total
de cebadores. La ultima columna sefiala el niimero de bandas cuya frecuencia presenta
diferencias significativas entre diferentes poblaciones en el caso del cebador
correspondiente. A la derecha de cada cebador se indica, entre paréntesis, el nimero total de

bandas amplificadas por el mismo.
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Resultados

Por otra parte, segin el analisis de y? las frecuencias son
significativamente diferentes entre poblaciones en 94 de las 96 bandas
observadas (97,91%). De las bandas cuyas frecuencias varian
significativamente entre poblaciones, la mayoria (40) se apartan de la media
en una sola poblacién, 12 en dos poblaciones, 3 en tres y cuatro poblaciones
respectivamente, 1 en cinco y siete poblaciones respectivamente, 7 en seis
poblaciones, 5 en ocho poblaciones, 6 en nueve y diez poblaciones

respectivamente, y 8 en todas las poblaciones.

En las Tablas 35 a 37 se muestran los resultados de la prueba y2y del
test de diferencias estandarizadas con cada uno de los cebadores utilizados

en las doce poblaciones analizadas de A. pallipes.

1(12000| 302 [2558| - 80 80 34 34 34 34 34 - 80 34 34
2(1059) | 849 |1451*| 76 - - - - 48 - - 54 - - -
3978) | 11 [84*| 91 - - - - - - - - - -
4922) | 625 |1151*| 42 42 - - 41 - - - - 41 41 41
5(860) | 161 |634*| - - - 34 - - - - 40 - - -
6(800) | 691 |1572%| 48 35 35 35 56 - 42 35 42 35 - 35

7 (740) 2,5 197,3* | 14,0 - - - - - - - - - - -
8 (720) 96,5 |285,0*|-199 - - - - - - - - - - -

9(666) | 495 [191,9*| 32 52 53 53 52 53 - - - 53 - 52
10(650)| 53 | 748 | - - 63 - - - - . _ 53 -
11(600)| 965 |2850%|-169 - - - - - ; . L
12(557) | 87,7 |2850%| 86 - - - 140 - - - - S
13(528) | 382 |2606%| - 41 41 - 67 -41 67 - 67 -41 41 67
14 (488) | 593 |172,0%| -39 43 43 43 63 43 33 - - 43 - 42
15@466) | 239 |2115*| - 94 - - - - - - 94 - -
16 (422) | 323 |1591*| - 36 36 36 - - 76 - - 36 - 76
17 (400) | 554 |2630%| 36 47 47 58 - 47 58 58 58 47 47 47

Tabla 35. Frecuencia global y valor de %2 para las distintas bandas, con el cebador OPAO1.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente.

*: valores significativos de x2 para un nivel de significacién de 0,01.
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Resultados

1(1350) | 88 [2850*| - - - - - - - - - 169 - -
2(1200) | 61,4 |231,7%| 41 42 42 66 57 36 -66 42 - 42 42 42
3(1059) | 28 |856*| - - - - - - - - 93 - - -
4(1031) | 154 |1821*| - - 30 - - - - - - - - 123
50978) | 337 |1421*| - 73 - 73 - - 37 - - - 37
6(926) | 533 |[221,7*| 34 - 39 56 56 56 - 49 49 49 49 49

78700 | 11 [84*| 91 - - - - - - . L
8(840) | 211 |217¢| - - - - - - _ _ -
9(800) | 965 |[2850%|-169 - - - - - ; . L

10 (775) | 14 | 422 | - - - - - - 65 - . L
11(750) | 17,5 [1849*| - - - 58 - - 113 - . -
12 (700) | 428 [1759*| - - 61 33 61 - 45 - - 61 31 -45
13 (665) | 109 |2380%| - - - - - - - . _ - 150 -
14 (633) | 246 [1132¢| - - - 30 - 30 30 - - - 92 -
15(600) | 41,8 [1781*| - - 62 44 62 - 62 - - 36 - -44
16(50)| 07 [209%| - - - - 46 - - ; - L
17 (516) | 96,5 |2850%|-169 - - - - - ] . -
18(487) | 175 |[1644*| - - 113 - - - 31 - - .

19 437) | 96,5 |2850*(-169 - - - - - - - - - - -
20 (375) | 96,5 |2850*|-169 - - - - - - - - - - -

Tabla 36. Frecuencia global y valor de y2, para las distintas bandas, con el cebador OPA06.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente.

*: valores significativos de 32 para un nivel de significacién de 0,01.
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1(940) | 11 |84 91 - - - - - R - -

2(800) | 14 |422¢| - - - - - - - 65 - - -
3(780) | 9,5 |2850%|-169 - - - - - - - - -
4(700) | 165 [172,9%| - - - - - - - 118 - - -
5(633) | 656 |2052¢| 44 -72 38 38 38 - 38 - 38 38 72 33
6(600) | 144 |[2382¢] - - - - 128 - 74 - - - -

7675) | 11 |[84*|91 - - - - - - - L
8(550) | 965 |2850%|-169 - - - - - - _ _ L
9(500) | 63 |102,5%| - - 90 - - - - Y
10 (462) | 96,5 |2850%|-169 - - - - - - ; . L

11 (437) | 895 |2425%| -94 -

12 (400) | 16,5 |183,9*| - - - - - 118 - - - 50 - -
13 (350) | 96,5 |285,0*|-169 - - - - - - - - - - -

Tabla 37. Frecuencia global y valor de %2, para las distintas bandas, con el cebador OPA12.

En la primera columna las cifras entre paréntesis se refieren al peso molecular de la banda

correspondiente.

*: valores significativos de 32 para un nivel de significacion de 0,01.

Al considerar la muestra de Coscile (COS) y las poblaciones espafiolas
analizadas tnicamente con los 3 cebadores (OPA01, OPA06 y OPA12), segin
el analisis de 2, las frecuencias son significativamente diferentes entre
poblaciones en el 100% de las 50 bandas observadas. En la prueba de 2y del
test de diferencias estandarizadas (Tabla 38), el promedio es de 14 bandas
que se apartan de la frecuencia media. El mayor ntiimero de bandas con
frecuencia significativamente diferente de la frecuencia media aparece en la
poblacién del Rio Guadazén (VIL), con un total de 26 bandas de diferente
frecuencia (52%) y el menor corresponde a la poblaciéon del A. Cuende (CUE)
en la que 5 bandas presentan una frecuencia significativamente distinta de la
media (10%). Segun el anélisis de y?, las frecuencias son significativamente

diferentes entre poblaciones en tadas las bandas observadas (100%).
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OPAO1 | (17)
+ > 1 3 5 2 2 3 4 7 5 6 2
: 3 2 2 3 5 4 3 3 2 4 2 9
Total 5 3 5 8 7 6 6 7 9 9 8 11 17
g | oraos |20
| + > 2 5 3 3 4 0 2 4 2 5 1
< | - 0 0o 3 2 4 3 5 1 6
S | Total > 2 5 6 5 8 3 7 5 2 6 7|2
OPA12 | (13)
+ 4 0 0 0 2 2 1 1 2 0 2 2
: o 1 1 0 0o 0 0 0 1 1 6
Total 4 0 1 1 2 2 1 1 2 1 3 8 13
Total 11 5 11 15 14 16 10 15 16 12 17 26 |

Tabla 38. Numero total de bandas por poblacién y por cebador cuya frecuencia es
significativamente menor (-) o mayor (+) que la frecuencia media de la banda en el conjunto

de las doce poblaciones.

En la tltima fila se muestra la suma de las bandas para cada poblacién considerando el total
de cebadores. La tltima columna sefala el nimero de bandas cuya frecuencia presenta
diferencias significativas entre diferentes poblaciones en el caso del cebador
correspondiente. A la derecha de cada cebador se indica, entre paréntesis, el nimero total de

bandas amplificadas por el mismo.

3.14 Indice de diversidad

Los valores del indice de diversidad de Shannon (Ho) por cebador en
cada una de las poblaciones estudiadas se encuentran en la Tabla 39. En ella
se presentan los valores de diversidad encontrados para cada cebador por
separado y el valor medio, con los diez cebadores utilizados en el caso de las

poblaciones espafiolas, y con los 3 cebadores en el caso de la muestra italiana.
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X
OPAO1 |0,0207 | 0,0129|0,0225 | 0,0156 | 0,0294 | 0,0434 | 0,0485 | 0,0400 | 0,0302 | 0,0000 | 0,0205 0,0138 | 0,0251 | 0,0220
OPA0O6 |0,0406 |0,0342 | 0,0593 | 0,0194 | 0,0612 | 0,0630 | 0,0331 | 0,0622 | 0,0554 | 0,0586 | 0,0150 0,0286 | 0,0445 | 0,0385
OPA11 - 0,0314 | 0,0566 | 0,0063 | 0,0404 | 0,0250 | 0,0602 | 0,0913 | 0,0438 | 0,0480 | 0,0729 0,0235 | 0,0468 -
o OPA12 |0,0550 | 0,0000 | 0,0502 | 0,0134 | 0,0363 | 0,0016 | 0,0107 | 0,0532 | 0,0078 | 0,0016 | 0,0000 0,0107 | 0,0185 | 0,0103
% OoPrcCo4 - 0,0157 | 0,0000 | 0,0212 | 0,0475 | 0,0645 | 0,0202 | 0,0078 | 0,0380 | 0,0000 | 0,0000 0,0062 | 0,0205 -
% OPC06 - 0,01920,0212|0,0192 | 0,0378 | 0,0176 | 0,0350 | 0,0454 | 0,0368 | 0,0157 | 0,0378 0,0134 | 0,0279 -
8 OPCo07 - 0,0000 | 0,0000 | 0,0031 | 0,0157 | 0,0284 | 0,0000 | 0,0562 | 0,0023 | 0,0192 | 0,0300 0,0409 | 0,0195 -
OorCi4 - 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0428 | 0,0200 | 0,0229 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0227 | 0,0000 0,0000 | 0,0108 -
OPC15 - 0,0229 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0195 | 0,0227 | 0,0427 | 0,0058 | 0,0096 | 0,0393 | 0,0334 0,0235 | 0,0196 -
OPC16 - 0,0000 10,0123 | 0,0138 | 0,0129 | 0,0269 | 0,0000 | 0,0146 | 0,0061 | 0,0129 | 0,0302 0,0123 | 0,0142| -
X (11 poblaciones) - 0,0235|0,0222 | 0,0112 | 0,0343 | 0,0313 | 0,0273 | 0,0376 | 0,0230 | 0,0218 | 0,0239 | 0,0172 | 0,0247
X (12 poblaciones) |0,0387 | 0,0123 | 0,0375 | 0,0131 | 0,0371 | 0,0352 | 0,0255 | 0,0428 | 0,0283 | 0,0150 | 0,0126 | 0,0142 | 0,0260

Tabla 39. Valores del indice de diversidad de Shannon (Ho) en las poblaciones de A. pallipes analizadas para los diferentes cebadores utilizados.

Las dos tltimas filas y columnas corresponden a las once poblaciones espafiolas con los diez cebadores y a las doce poblaciones, incluyendo la

muestra italiana, con los tres cebadores, respectivamente.



Resultados

Los indices de diversidad de las poblaciones oscilan entre 0,011 en la
poblacién del A. Ermitas (GRA) y 0,037 en la del R. Ega (NAV) (Tabla 39). En
la Astacifactoria de Rillo (RIL) se observa un valor del indice de diversidad
(0,0239) muy préximo al promedio para las poblaciones espafiolas de A.
pallipes, 0,0247. Y atendiendo a los cebadores, el cebador OPA11 detecta el
mayor indice de diversidad media (0,044), y con el cebador OPC14 se dan

los valores mas bajos de indices de diversidad en todas las poblaciones

(X =0,010).

En la Tabla 40 aparecen los valores medios de diversidad dentro de
poblaciones (Hpop), la diversidad total (Hsp), la proporciéon relativa de
diversidad dentro de poblaciones (Hpop/Hsp) y entre poblaciones (Hsp-
Hpop/Hsp) con cada uno de los 10 cebadores. En la dltima fila se muestran
los valores medios. Se observa que los porcentajes de la diversidad total
debidos a la diversidad intrapoblacional (Hpop/Hsp) e interpoblacional
(Hsp-Hpop/Hsp), son muy similares, el 51% y el 49% respectivamente. Por
otra parte cuando se incluye la muestra de Coscile (COS), y considerando los
datos de los tres cebadores, los porcentajes observados de la diversidad total
debidos a la diversidad intrapoblacional (Hpop/Hsp) e interpoblacional
(Hsp-Hpop/Hsp), son del 44 y 55% (Tabla 41).
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OPAO01 0,0251 0,0530 0,4735 0,5264
OPA06 0,0445 0,0872 0,5103 0,4896
OPA11 0,0468 0,0481 0,9729 0,0270
OPA12 0,0185 0,0496 0,3729 0,6270
OPC04 0,0205 0,0344 0,5959 0,4040
OPC06 0,0279 0,0277 1,0072 0,0072
OPC07 0,0195 0,0611 0,3191 0,6808
OPC14 0,0108 0,0336 0,3214 0,6785
OPC15 0,0196 0,0644 0,3043 0,6956
OPC16 0,0142 0,0571 0,2486 0,7513
X 0,0247+0,0120 0,0516+0,0175 0,5126+0,2731  0,4887+0,2702

Tabla 40. Estimas de la diversidad dentro de poblaciones (Hpop), diversidad total (Hsp) y

proporcion de diversidad dentro de poblaciones (Hpop/Hsp) y entre poblaciones (Hsp-

Hpop/Hsp), para las once poblaciones espafiolas analizadas con 10 diez cebadores.

OPAO1 0,0220 0,0035 0,3142 0,6857
OPAO6 0,0385 0,0643 0,7236 0,2763
OPA12 0,0103 0,0176 0,2913 0,7087

X 0,0260+0,0110 0,0235+0,0025 0,4430+0,2430  0,5569+0,2432

Tabla 41. Estimas de la diversidad dentro de poblaciones (Hpop), diversidad total (Hsp) y

proporciéon de diversidad dentro de poblaciones (Hpop/Hsp) y entre poblaciones (Hsp-

Hpop/Hsp), para las doce poblaciones analizadas con 3 cebadores.

3.1.5 Indice de similitud

A partir de los datos de presencia-ausencia de las bandas se han

calculado los indices de similitud entre el total de 285 individuos analizados.

Los valores de similitud interpoblacional e intrapoblacional se presentan en

la Tabla 42. No se presentan los valores de similitud entre individuos puesto
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Resultados

que resultarfa una tabla excesivamente grande y sus valores no son

relevantes para la discusion de los resultados.

Los indices de similitud interpoblacionales considerando las once
poblaciones espafiolas oscilan entre 0,70 al comparar las poblaciones de Rio
Ega (NAV) y Arroyo Santa Margarida (GIR) y 0,86 entre las poblaciones de la
Astacifactoria Rillo (RIL) y Rio Guadazaon (VIL), con un valor medio de 0,78.

Cuando se considera la muestra italiana se observan los valores de los
indices de similitud interpoblacionales claramente menores, oscilando entre
0,44 y 0,57. El valor de similitud interpoblacional mas bajo corresponde a la

comparacion entre la muestra italiana (COS) y la de Rio Nervién (PVS).

Los valores de los indices de similitud intrapoblacionales son algo
superiores y oscilan entre 0,78 en el caso de la Astacifactoria de Rillo (RIL) y
0,92 en la poblacién de Arroyo Santa Margarida (GIR), con una media de
0,81.

CUE |0,8390

GIR |0,7824 0,9181

GRA |0,8127 0,7580 0,8089

GUZ |0,7781 0,7268 0,7445 0,7900

LEO |0,8036 0,7352 10,8391 0,7713 0,8020

MAD | 0,7865 0,7115 0,7837 0,8703 0,7942 0,7858

NAV |0,7616 0,7020 0,7647 0,7980 0,7534 0,8118 0,7850

POZ |0,8020 0,7453 0,8035 0,7846 0,7607 0,8116 0,8294 0,8019

PVS |0,8409 0,7777 0,7831 0,7823 0,7859 0,7775 0,7676 0,7950 0,8348

RIL [0,7790 0,7174 0,7458 0,7494 0,7596 0,7583 0,7845 0,8206 0,7908 0,7793

VIL |0,7786 0,7134 0,7663 0,7871 0,7739 0,8167 0,8287 0,8344 0,7715 0,8625 0,7837

COS | 04917 04485 0,5790 0,5290 0,5392 0,5362 0,5236 0,5403 0,4482 0,4747 0,4832 0,7655
CUE GIR GRA GUZ LEO MAD NAV POZ PVS RIL VIL COS

Tabla 42. indices de similitud.

Los indices interpoblacionales (en negro) e intrapoblacionales (en verde) han sido calculados
a partir de los datos de presencia-ausencia de las bandas de RAPD en los individuos

analizados en las doce poblaciones de A. pallipes.
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3.1.6 Distancias genéticas

A vpartir de los datos de presencia-ausencia de bandas se
determinaron los valores de distancia genética de Nei (1972) entre las 12
poblaciones analizadas. En la Tabla 43 se muestran estos valores junto con
sus errores, valores que oscilan entre 0,07 y 0,27 en el caso de la comparacion
entre las poblaciones espafiolas y, entre 0,41 y 0,74 si incluimos la poblacién

italiana (COS).

El valor medio de la distancia genética entre las once poblaciones
espafiolas es de 0,18. El valor mas bajo de distancia se obtiene entre las
poblaciones del A. Guztar (GUZ) y M. Madalena (MAD), con una distancia
de 0,07. Mientras, el valor mas elevado de distancia corresponde a la
comparacion entre la poblacion del R. Guadazaén (VIL) y A. Santa

Margarida (GIR), con una distancia de 0,27.

En términos generales, las mayores distancias genéticas son las que se
observan entre la poblaciéon de A. Santa Margarida (GIR) y el resto de
poblaciones, con valores que oscilan entre 0,19 y 0,27 ()? =(,24), asi como
entre la poblacion del A. Ermitas (GRA) con las demds poblaciones ( X =0,19)
Por el contrario, las menores distancias genéticas se encuentran entre la
poblacién del A. Pozuelo (POZ) con el resto de poblaciones, con valores entre
0,08-0,22 (X =0,15). En la Astacifactoria (RIL) se observan valores
intermedios (X =0,21), algo superiores al promedio de las poblaciones
espafiolas de A. pallipes. En la Astacifactoria (RIL) se observan valores
intermedios de distancias (X =0,21), algo superiores al promedio de las

poblaciones espafiolas de A. pallipes.

Considerando ademds a la muestra de Italia (COS) y los datos
referidos a solo tres cebadores, las mayores distancias genéticas son las que

existen entre la poblaciéon de COS y el resto de poblaciones, con valores que

oscilan entre 0,41 y 0,74 ( X =0,53).
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CUE | 0,5537+0,1216

GIR | 0,6456+0,1346 0,1907+0,0360

GRA | 0,4843+0,1116 0,1645£0,0335 0,2107+0,0367

GUZ | 0,4808+0,1111 0,2048+0,0364 0,2497+0,0419 0,2383£0,0413

LEO | 0,4411+0,1053 0,1419+0,0327 0,2313+0,0411 0,1042+0,0266 0,1769+0,0370
MAD | 0,4824+0,1113 0,1906+0,0351 0,2723+0,0438 0,1955+0,0371 0,0715+0,0204 0,1425+0,0336

NAYV | 0,465610,1089 0,1947+0,0406 0,2667+0,0467 0,1763+0,0371 0,1301+0,0345 0,1557+0,0335 0,1109+0,0333

POZ | 0,4158+0,1015 0,1561+0,0335 0,2202+0,0411 0,1535+0,0331 0,1763+0,0362 0,1691+0,0363 0,1470+0,0206 0,0828+0,0283

PVS | 0,7440+0,1486 0,1260+0,0294 0,1896+0,0339 0,1999+0,0367 0,1782+0,0355 0,1709+0,0355 0,1892+0,0365 0,1883+0,0399 0,1667+0,0361

RIL | 0,5375+0,1193 0,1980+0,0367 0,2651+0,0424 0,2334+0,0380 0,2089+0,0458 0,1856+0,0352 0,2018+0,0377 0,1387+0,0334 0,1108+0,0285 0,1740£0,0342

VIL | 0,581340,1255 0,2083+0,0368 0,2746+0,0423 0,2164+0,0373 0,1792+0,0347 0,1811+0,0356 0,1465+0,0315 0,0969+0,0299 0,1148+0,0299 0,2044+0,0362 0,0795+0,0226

COSs CUE GIR GRA GUZ LEO MAD NAV POZ PVS RIL

Tabla 43. Distancias genéticas de Nei entre las doce poblaciones de A. pallipes analizadas.




Resultados

3.1.7 Fsty Nm

Los valores del estadistico Fsr (indice de subdivisiéon de la poblacion)
y de la tasa efectiva de migraciéon (Nm) en las poblaciones analizadas se
muestran en la Tabla 44. Ambos valores se han calculado a través de tres
métodos distintos (Wright, 1951; Weir y Cockerham, 1984 y Lynch y

Milligan, 1994), para las once poblaciones espafiolas y la italiana.

Se observa que, en el conjunto de las doce poblaciones, los valores de
Fst oscilan entre 0,60 y 0,75, lo que significaria que entre el 60 y el 75% de la
variabilidad genética de las poblaciones se debe a la diferenciaciéon genética

entre ellas. En todos los casos Fst toma valores por encima de 0 (Fst>0).

La tasa efectiva de migracion (Nm) se calcula a partir de los valores de
Fst, como ya se indic6 en el apartado de Material y Métodos, y hace
referencia al nimero medio de emigrantes por generacién entre una
poblacién y otra que podrian explicar la tasa de diferenciacién entre ellas.
Los valores observados de la tasa efectiva de migraciéon (Nm) son, como
puede observarse en la Tabla 44, menores que la unidad (0,1 y 0,2). La estima
del estadistico Nm puede resultar util por los movimientos de individuos a
los que han estado sometidos las poblaciones de cangrejo de rio (ver

apartado de Material y Métodos).

11 poblaciones 12 poblaciones
Fst Nm Fsr Nm
Fsr (Wright) 0,609+0,0301 0,2 0,644+0,0472 0,1
6 (Weir y Cockerham) 0,757+0,0306 0,1 0,749+0,0479 0,1
Fst (Lynch y Milligan) 0,721+0,0310 0,1 0,741£0,0494 0,1

Tabla 44. Valores del estadistico Fsr y estimas de Nm en las doce poblaciones de A. pallipes.
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3.1.8 Analisis de la varianza molecular (AMOVA)

En la Tabla 45 se muestran los resultados de los analisis de la varianza
molecular, los tres primeros considerando tnicamente las once poblaciones

espafiolas y, el cuarto incluyendo la muestra de Italia.

El primer AMOVA se realiz6 para el conjunto de las once poblaciones
espafiolas, calculandose la proporcioén de la variabilidad total atribuible a la
variacion entre poblaciones y a la variacion entre los individuos

pertenecientes a una misma poblacion.

El siguiente AMOVA se llevé a cabo considerando las 11 poblaciones
espafiolas estudiadas agrupadas en 8 cuencas hidrogréficas (Tajo, Ebro,
Duero, Jtcar, Guadiana, Guadalquivir, cuenca del norte y Costero catalana)
mas la Astacifactoria de Rillo, calculandose la proporcion de la variabilidad
total atribuible a la variacién entre cuencas y Astacifactoria de Rillo, entre

poblaciones dentro de cuencas y dentro de poblaciones.

En el tercer AMOVA se consideraron las 11 poblaciones agrupadas en
2 vertientes (mediterranea, atldntica) y la Astacifactoria de Rillo. Se calcul6 el
porcentaje de la variabilidad total atribuible a la variacién entre vertientes y
Astacifactoria de Rillo, entre poblaciones dentro de las vertientes y dentro de

poblaciones.
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Resultados

Todas las poblaciones: 1 grupo

Entre poblaciones 10 2561,26 10,05 < 0,001 67,55

Entre individuos de la 264 1275,04 4,82 <0001 3245
misma poblacién

Todas las cuencas: 9 grupos

Entre cuencas 8 2161,76 2,34 0,1070 15,74

g:;ﬁopgsfiﬁ‘;i 2 399,50 7,79 <0,001 52,09

Dentro de poblaciones 264 1275,04 4,82 < 0,001 32,27

Todas las poblaciones: 3 vertientes

Entre vertientes 2 540,23 0,22 0,3326 1,51

def;ggfi’fslicelrot?ee;es 8 2021,03 9,91 <0001 6622

Dentro de poblaciones 264 1275,04 4,82 < 0,001 32,27

Dos grupos: Poblacion italiana/poblaciones espafiolas

Entre grupos 1 169,39 6,68 0,0844 53,95

iﬁ:;gg?;f;j; 10 929,02 3,63 <0,001 2931

Dentro de poblaciones 273 566,60 2,07 < 0,001 16,74

Tabla 45. Resultados del analisis de la varianza molecular (AMOVA) con las poblaciones de

A. pallipes analizadas.

En el primer andlisis el porcentaje de la varianza total atribuible a la
variacion entre poblaciones es aproximadamente dos veces superior (67,55%)
a la proporcion de la variabilidad atribuible a diferencias entre individuos
pertenecientes a la misma poblacion, que es del 32,45% (los dos valores son

estadisticamente significativos, p< 0,001).

En el AMOVA en el que se consideran 9 grupos correspondientes a las
8 cuencas hidrograficas y a la Astacifactoria de Rillo, el porcentaje de
variacion entre poblaciones dentro de cuencas es superior a la proporcion de
la variabilidad entre individuos de la misma poblacién (52,09% y 32,27%,
respectivamente). Ambos valores son significativos mientras que el
porcentaje de variaciéon entre cuencas hidrogréficas, mas Astacifactoria de

Rillo, no es estadisticamente significativo (p=0,1070).
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En el tercer AMOVA, en el que se han tenido en cuenta 3 grupos,
correspondientes a las vertientes y la Astacifactoria de Rillo, el porcentaje de
variacion entre ellas no resulta estadisticamente significativo (p=0,3326). Por
el contrario si resulta estadisticamente significativo entre poblaciones dentro
de las vertientes y entre individuos de la misma poblacién. La proporcion de
variabilidad debida a poblaciones dentro de vertientes es superior (66,22%) a

la variabilidad atribuible dentro de poblaciones (32,27%).

En la dltima parte de la Tabla 44 se muestran los resultados del
andlisis molecular de la varianza en el que se consideraron dos grupos, uno
formado por todas las poblaciones espafiolas y el otro tinicamente por la
muestra de Italia. No se observan diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos. La proporcion de variabilidad debida a poblaciones
dentro de los grupos, es superior (29,31%) a la variabilidad atribuible dentro

de poblaciones (16,74%).

3.1.9 Test de Mantel

El test de Mantel se realiz6 entre las matrices de distancias genéticas
de Nei y de distancias geograficas entre las once poblaciones espafiolas
analizadas. Tal y como se explicé en el apartado de Material y Métodos, si la
matriz de distancias genéticas y la matriz de distancias geogréficas muestran
correlaciones similares, el estadistico Z deberia ser mayor de lo que se espera
por azar. El resultado obtenido se considera significativo si el valor del 95
por ciento o mas de los estadisticos generados es mayor que el valor

observado.

Nuestros resultados del test de Mantel indican que no existe
correlaciéon significativa entre las distancias geograficas y las distancias

genéticas (r=0,47, p[Z al azar < Z observado] = 0,01).
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3.1.10 Analisis de componentes principales

A partir de la matriz de presencia-ausencia de las bandas de RAPD se
han realizado andlisis de componentes principales con las once poblaciones
espafiolas del estudio, y otros incluyendo la muestra italiana. A través del
analisis factorial se pretende facilitar la interpretacion de la informacion

contenida en la matriz de correlaciones (Anexos 2 y 3).

Las proyecciones de las poblaciones sobre cada uno de los k primeros
factores, denominados saturaciones, se disponen en una matriz de
componentes para tratar de facilitar la interpretacion de la solucién obtenida.
Dado que la suma de cuadrados de las saturaciones para cada poblacion
presenta valores muy bajos y alejados del 1, puede considerarse que las
poblaciones no muestran correlaciéon estadisticamente significativa, adn
cuando pueden observarse algunas relaciones entre ellas. El valor mas
alejado del resto corresponde a la poblaciéon de GIR (A. Santa Margarida)
(0,0308), lo que significa que es la poblacién menos correlacionada con el

resto.

El primer andlisis, de dos dimensiones, corresponde a las once
poblaciones espafiolas. El primer eje absorbe un 40,12% de la varianza y el
segundo el 21,09% (Figura 20). A pesar de que las poblaciones no muestran
correlacion significativa estadisticamente, la representacion del analisis de
componentes principales basado en los valores de las distancias de Nei nos
permite extraer alguna informacién acerca de las relaciones entre las
poblaciones. En la representacion sobre los 2 ejes principales (Figura 20)
observamos que el primer componente separa la poblacién del noreste
peninsular, GIR (A. Santa Margarida), del resto de poblaciones. Y el segundo
componente separa a la poblacién de la Astacifactoria, RIL. En el resto de las
poblaciones las relaciones quedan menos claras, atn cuando se podrian
apreciar ciertas aproximaciones entre poblaciones. Por un lado, las

poblaciones de Arroyo Guztar (GUZ) y Manantial Madalena (MAD), ambas
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poblaciones se encuentran localizadas en la region centro-norte de Ia
peninsula aunque pertenecen a cuencas hidrogréficas diferentes, Ebro y

Duero, respectivamente. Y por otro lado se observan el resto de poblaciones.
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Figura 20. Representacion gréfica en dos dimensiones del analisis de componentes principales de las 11 poblaciones espafiolas de A. pallipes estudiadas.
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En el analisis correspondiente a los tres ejes el tercero de ellos absorbe
el 18,72%. En conjunto, las 3 componentes principales explican el 79,93% de
la varianza total, siendo necesarios 6 ejes para explicar el 100% de la misma
(Figura 21). Continuamos observando, en primer lugar, la poblaciéon de GIR
(A. Santa Margarida) claramente diferenciada del resto y en segundo lugar,
la poblacién de la Astacifactoria, RIL, que aparece relativamente proxima a la
poblacién de VIL (A. Guadazadn), y el agrupamiento entre las poblaciones
de GUZ (A. Guztar) y MAD (M. Madalena) se mantiene. Por tltimo, el resto

de las poblaciones podria admitir diversas agrupaciones.
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Figura 21. Representacion gréfica en tres dimensiones del andlisis de componentes principales de las 11 poblaciones espafiolas de A. pallipes estudiadas.
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Por otra parte se ha realizado un analisis de componentes principales
incluyendo la muestra de Italia, con la finalidad fundamental de conocer la

situacion de la misma respecto a las poblaciones espafiolas.

En primer lugar, en el andlisis en dos dimensiones correspondiente a
las doce poblaciones el primer eje absorbe un 78,46% de la varianza y el
segundo el 15,66%, explicando entre los dos ejes préacticamente el 100% de la
varianza (94,12) (Figura 22). En segudno lugar, en el analisis correspondiente
a tres ejes, el tercero absorbe el 12,71% de la varianza (Figura 23). En la
representacion tanto de dos como de tres dimensiones se observan
claramente dos agrupamientos, uno formado por la muestra de Italia,

Coscile, y el otro por el resto de las poblaciones espafiolas.

Las relaciones de las poblaciones espafiolas entre si, en este segundo
analisis, resultan mucho menos relevantes que los datos anteriores, dado que
s6lo estamos considerando la informacién relativa a tres cebadores, mientras
que la informacién total incluye diez cebadores. Por tanto, su poder

discriminativo merece menor fiabilidad.
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3.1.11 Construccion de dendrogramas

A partir de los indices de similitud y de las distancias genéticas de Nei
(1972) se elaboraron tres dendrogramas mediante los métodos UPGMA y del
vecino mas préximo (NJ), por un lado para las once poblaciones espafiolas de
A. pallipes y, por otro lado, para las doce poblaciones en su conjunto. Dado
que en la bibliografia consultada el método del vecino mas préximo (NJ) no
se suele utilizar con los indices de similitud mientras que el método UPGMA
se emplea tanto con los indices de similitud como con las distancias genéticas
de Nei en la elaboraciéon de los dendrogramas, hemos seguido el mismo

criterio en nuestro trabajo.

El arbol elaborado a partir de los indices de similitud se muestra en la
Figura 24 para las once poblaciones espafiolas del estudio. Y los elaborados a

partir de las distancias genéticas de Nei se muestran en las Figuras 25 y 26.

En todos ellos se observa la poblacion de GIR, del noreste peninsular,
claramente separada del resto, y este resto lo constituyen dos grandes clados,
uno con las poblaciones de CUE, GRA, LEO y PVS (con la excepciéon del
dendrograma obtenido a partir de las distancias genéticas de Nei mediante el
método del vecino mas préoximo (NJ]) en el que la poblaciéon de PVS se
comporta de manera independiente del resto) y el otro con las demas
poblaciones (RIL, VIL, GUZ, MAD, NAV y POZ). Existen, también,
agrupaciones de poblaciones dos a dos que se repiten en los 3 tipos de
dendrogramas: RIL y VIL, que corresponden a la Astacifactoria de Rillo y al
rio Jacar, respectivamente, las poblaciones de GUZ (Arroyo Guztar) y MAD
(Manantial Madalena) y GRA y LEO, correspondientes al Arroyo Ermitas y

Laguna de Valsemana.
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Figura 24. Dendrograma elaborado mediante el método UPGMA a partir de los indices de similitud interpoblacionales entre las once poblaciones

espafiolas de A. pallipes.
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Figura 25. Dendrograma elaborado mediante el método UPGMA a partir de las distancias genéticas de Nei entre las once poblaciones espafiolas de A.

pallipes analizadas.
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Los resultados de los dendrogramas (Figuras 27, 28 y 29) al incluir la
muestra del sur de Italia (COS) muestran dos clados, uno en el que se
encuentra la poblacién de Coscile (COS) y otro en el que aparecen agrupadas
las once poblaciones espafiolas. La topologia de la distribuciéon de éstas es
similar a la representada en los dendrogramas elaborados al considerar
Unicamente las poblaciones espafiolas, a partir de las distancias genéticas de
Nei y de los indices de similitud mediante los métodos UPGMA y NJ
(Figuras 24, 25 y 26).

Estos dendrogramas (Figuras 27, 28 'y 29) construidos
fundamentalmente para establecer la relacion relativa de la muestra de Italia
con respecto a las poblaciones espafiolas, evidencian que, dicha muestra
italiana, queda claramente separada del resto, independientemente del
método y estadistico empleado. Y, en el caso de los arboles basados en las
distancias genéticas de Nei se observan valores de bootstrap elevados. Las
poblaciones espafiolas, atin cuando en la elaboraciéon de estos arboles se han
utlizado soélo tres cebadores (y, por consiguiente, su valor relativo puede
resultar menos fiable) mantienen las caracteristicas de la estrecha relacion
entre varios pares de poblaciones ya comentadas con anterioridad. Estas son,
por un lado, la Astacifactoria (RIL) y VIL, ambas del centro-este peninsular.
Por otro lado, un par esta conformado por las poblaciones de GUZ y MAD,
situadas en la region centro-norte y, por dltimo, las poblaciones de GRA y

LEO.
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3.2 ESTRUCTURA MORFOMETRICO-POBLACIONAL DE LA
ESPECIE Austropotamobius pallipes

Para llevar a cabo el estudio morfométrico se han analizado 435
individuos pertenecientes a once poblaciones de la Peninsula Ibérica, de los
cuales 248 son machos (57%) y 187 hembras (43%). Como ya se ha comentado
con anterioridad, el nimero de ejemplares no es exactamente el mismo para

todas las poblaciones (ver Tabla 5).

3.2.1 Analisis descriptivo

En el Anexo 4 se recogen los datos morfométricos pormenorizados de
todas las variables en las once poblaciones analizadas, y para cada individuo.
Los promedios de las variables morfométricas para el conjunto de los
individuos de A. pallipes en cada una de las once poblaciones espafiolas se
muestran en la Tabla 46 para el conjunto de los individuos y en las Tablas 47
y 48 para los machos y las hembras. En los tres casos puede observarse como
los valores més elevados corresponden a la poblacién de la Astacifactoria

(RIL).
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Peso 10,84 9,61 11,88 12,55 19,80 11,27 2249 9,25 13,84 36,84 15,55
LCF 3,25 322 331 341 411 347 412 311 347 495 3,69
LT 651 642 705 714 864 709 847 632 711 981 7,50
ACF 1,69 168 183 184 203 1,87 235 169 182 279 1,98
LROS 09 104 097 108 1,16 1,03 1,20 089 109 1,43 1,09
ABASROS | 053 055 05 059 068 059 068 054 060 081 0,61
ILPINZA | 187 156 1,70 213 271 1,85 269 218 209 4,05 246
IAPINZA | 064 056 065 091 103 063 1,20 086 080 1,62 1,01
DLPINZA | 194 141 168 235 271 208 268 201 235 415 2,60
DAPINZA | 068 045 067 103 102 08 117 074 097 163 1,08
IESPBMAX | 398 525 698 680 637 613 6,63 493 390 6,76 5,29
DESP3MAX| 3,70 5,13 685 705 617 625 6,74 490 3,75 6,64 5,06
IESPCER | 1,68 1,83 227 203 327 217 28 132 3,06 195 283
DESPCER | 1,60 1,88 212 220 324 217 296 154 296 212 294

Tabla 46. Valores promedio de las variables morfométricas del total de machos (248) y

hembras (187) de A. pallipes analizados en cada una de las once poblaciones espafiolas.

Peso 754 791 10,52 10,77 16,94 - 19,06 6,04 11,40 28,72 13,14
LCF 3,10 313 3,25 334 3,99 - 4,03 2,84 345 489 354
LT 6,13 630 697 7,04 8,67 - 843 593 723 992 739
ACF 1,60 1,63 1,77 1,76 195 - 229 149 168 273 1,89
LROS 1,05 1,02 093 1,10 1,16 - 1,20 082 1,12 1,46 1,03
ABASROS | 0,54 051 055 058 0,68 - 067 051 061 082 059
ILPINZA | 1,44 097 1,37 201 227 - 220 156 195 3,18 2,08
IAPINZA | 048 028 049 092 091 - 097 061 079 131 087
DLPINZA | 147 097 138 1,80 219 - 212 1,55 1,80 3,056 215
DAPINZA | 050 0,28 054 079 084 - 093 059 068 121 088
IESPBMAX | 3,69 518 7,08 6,60 6,10 - 6,31 431 515 6,59 4,72
DESP3MAX | 3,69 4,82 6,92 6,53 6,00 - 638 450 485 6,29 4,56
IESPCER | 2,06 205 236 213 3,33 - 325 1,31 3,20 212 2,83
DESPCER | 1,94 214 220 227 348 - 331 1,38 3,15 229 3,00

Tabla 47. Valores promedio de las variables morfométricas del total de hembras de A.

pallipes analizadas (187 individuos procedentes de once poblaciones espariolas).
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Peso
LCF
LT
ACF
LROS
ABASROS
ILPINZA
TAPINZA
DLPINZA
DAPINZA
IESP3MAX
DESP3MAX
IESPCER
DESPCER

13,05 11,69 14,01

3,35
6,76
1,76
0,87
0,53
2,16
0,74
2,25
0,80
4,17
3,71
1,42
1,38

3,34
6,57
1,74
1,06
0,59
2,29
0,89
1,95
0,65
5,33
5,50
1,56
1,56

3,42
717
1,93
1,03
0,58
2,21
0,91
2,15
0,89
6,81
6,75
2,13
2,00

13,62 22,79 11,36 27,48 11,30

3,45
7,19
1,89
1,07
0,59
2,21
0,90
2,69
1,18
6,92
7,36
1,96
2,16

4,23
8,61
2,11
1,17
0,68
3,18
1,15
3,27
1,21
6,65
6,35
3,20
3,00

3,48
7,11
1,88
1,03
0,59
1,85
0,63
2,10
0,80
6,21
6,28
2,18
2,18

4,24
8,53
2,44
1,20
0,70
3,41
1,54
3,49
1,52
7,09
7,27
2,36
2,45

3,28
6,57
1,82
0,94
0,56
2,58
1,02
2,30
0,84
5,32
516
1,32
1,64

15,58 42,37 18,10

3,48
7,02
1,93
1,07
0,59
2,18
0,81
2,74
1,18
3,00
2,96
2,96
2,82

4,98
9,74
2,84
1,41
0,80
4,64
1,83
4,90
1,92
6,88
6,88
1,84
2,00

3,85
7,61
2,08
1,16
0,63
2,86
1,16
3,07
1,28
5,88
5,59
2,82
2,88

Tabla 48. Valores promedio de las variables morfométricas del total de machos de A. pallipes

analizados (248 individuos procedentes de once poblaciones espafiolas).

De cada una de las variables morfométricas y para el conjunto de los

individuos se ha analizado la tendencia central y la dispersion de los valores

utilizando la media, mediana, moda, desviacién tipica, varianza, asimetria,

curtosis, mdximo y minimo (Tablas 49, 50 y 51).
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Peso 1570 12,19 7,60 10,79 116,44 1,39 1,68 1,70 63,20
LCF 3,64 3,54 3,10 0,74 0,54 0,35 -0,31 1,80 5,80

LT 7,45 7,27 720 146 216 -0,3 0,25 0,74 11,32
ACF 1,96 1,90 1,70 046 021 0,48 0,23 0,78 3,85
LROS 1,11 1,10 1,00 0,20 0,04 0,28 1,19 0,19 1,85
ABASROS | 0,62 0,62 060 011 0,01 0,30 -0,18 0,37 1,02
ILPINZA | 2,56 2,32 2,00 1,00 1,00 0,98 0,51 0,97 5,80
IAPINZA | 1,04 0,95 09 043 018 0,85 0,49 0,09 2,71
DLPINZA | 2,55 2,31 2,00 1,02 1,05 0,97 0,49 0,76 5,98
DAPINZA | 1,03 0,94 060 043 0,18 0,79 0,12 0,26 2,31
IESP3MAX | 5,95 6,00 6,00 1,53 236 -0,36 0,12 1,00 9,00

DESP3MAX | 5,86 6,00 6,00 1,65 275 -0,28 0,27 1,00 12,00
IESPCER | 2,30 2,00 200 1,10 1,21 0,86 0,79 1,00 7,00

DESPCER | 2,35 2,00 200 1,15 1,33 1,46 6,09 1,00 11,00

Tabla 49. Descriptiva de las variables morfométricas del total de individuos (248 machos y

187 hembras) de A. pallipes analizados procedentes de once poblaciones espafiolas.

Peso 13,11 10,83 7,60° 8,22 67,65 1,26 1,80 1,65 49,55
LCF 3,54 3,43 2,800 7,39 54,75 0,43 -0,08 1,78 5,84
LT 7,43 7,26 6,000 15,23 232,13 0,17 -0,67 3,87 11,32
ACF 1,91 1,85 1,502 4,70 22,17 0,24 -0,39 0,78 3,25
LROS 1,10 1,74 1,07 224 5,04 0,25 1,98 0,19 1,85
ABASROS | 0,62 0,62 060 1,17 1,37 0,28 0,00 0,32 1,02
ILPINZA | 2,10 1,97 700 6,75 45,63 0,96 0,99 0,97 4,63
IAPINZA | 0,87 0,85 6,00 3,16 10,04 0,67 0,17 0,32 1,89
DLPINZA | 2,08 1,94 2,00 6,76 45,74 0,96 1,05 0,76 4,45
DAPINZA | 0,86 0,82 0,700 3,07 9,44 0,68 0,13 0,26 1,74
IESP3MAX | 5,68 6,00 1,62 1,58 252 -0,37 -0,18 1,00 9,00
DESP3MAX | 5,56 6,00 0,60 1,59 2,55 -0,21 -0,15 1,00 9,00
IESPCER | 2,50 2,00 200 1,09 1,20 0,75 0,99 1,00 7,00
DESPCER | 2,54 2,00 200 1,09 1,20 0,43 -0,07 1,00 6,00

Tabla 50. Descriptiva de las variables morfométricas del total de las hembras de A. pallipes

analizadas (187 individuos procedentes de once poblaciones espafiolas).

a: existen varias modas, se muestra el menor de los valores.
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Peso 17,64 13,06 13,40 12,02 144,61 1,20 0,78 2,07 63,21
LCF 3,72 3,57 3,10 7,35 54,03 0,32 -0,45 1,99 571
LT 750 7,330 5,782 13,69 187,67 0,18 -0,44 4,00 10,83
ACF 2,05 1,95 190 4,65 21,68 0,50 0,19 1,01 3,85
LROS 1,12 1,10 1,00 191 3,65 0,52 0,21 0,70 1,69
ABASROS | 0,62 0,62 057 1,07 1,15 0,23 -0,29 0,38 0,92
ILPINZA | 2,91 2,65 6,00 10,70 114,58 0,69 -0,27 1,00 5,80
IAPINZA | 1,17 1,07 700 4,61 21,29 0,63 -0,06 0,90 2,71
DLPINZA | 2,89 2,55 2,30 11,00 121,19 0,65 -0,31 0,89 5,98
DAPINZA | 1,16 1,05 090 4,62 21,40 0,52 -0,46 0,30 2,31
IESP3AMAX | 6,15 6,00 216 146 216 -0,31 0,37 1,00 9,00
DESP3MAX | 6,08 6,00 092 1,67 279 -0,38 0,71 1,00 12,00
IESPCER | 2,14 2,00 200 1,08 1,17 1,00 0,85 1,00 6,00
DESPCER | 2,15 2,00 200 1,03 1,08 0,86 0,51 1,00 6,00

Tabla 51. Descriptiva de las variables morfométricas del total de machos A. pallipes

analizados (248 individuos de once poblaciones espafiolas).

a: existen varias modas, se muestra el menor de los valores.

3.2.2 Estudio descriptivo de normalidad

Para llevar a cabo el estudio descriptivo de normalidad hemos
utilizado dos estadisticos, el coeficiente de curtosis y el de asimetria. Si las
variables tuvieran la forma de una distribucién Normal, tanto el coeficiente
de curtosis como el de asimetria deberian ser préximos a cero. Hemos
examinado los datos de cada variable, separados por sexos, de todas las
poblaciones en su conjunto y de cada poblacién por separado. Como puede
apreciarse en las Tablas 49, 50 y 51, en las columnas correspondientes a los
estadisticos asimetria y curtosis, s6lo cuatro variables, longitud total en
hembras (LT), longitud de cefalotérax en hembras (LCF), anchura de
cefalotérax en hembras (ACF) y anchura de la base del rostro en machos y

hembras (ABASROS) se ajustan a una distribucién normal.
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3.2.3 Transformacion logaritmica de los datos

Puesto que nuestros datos no cumplen el requisito de la normalidad
hemos optado por el empleo de andlisis paramétricos transformando la
variable, con el fin de cumplir los tres supuestos basicos para la aplicacion de
pruebas paramétricas, homogeneidad de varianzas (homocedasticidad),

normalidad e independencia de las muestras.

Puesto que los valores de nuestras variables son sesgados
positivamente hemos elegido la transformacion logaritmica. Tras llevarla a
cabo observamos que todas las variables separadas por sexos (machos,
hembras) y en su conjunto (machos y hembras), cumplen el requisito de la
normalidad excepto el nimero de espinas (tanto las cervicales como las del
tercer maxilipedo) hecho que no resulta llamativo puesto que se trata de

conteos.

3.24 Test t de Student y prueba de Mann-Whitney

Por medio del test t de Student y de la prueba de Mann-Whitney
hemos comparado las medias entre machos y hembras, lo que nos permitird
establecer diferencias entre distintos grupos. En la Tabla 52 observamos que
existen diferencias entre machos y hembras en la mayoria de las variables, a
excepcion de la longitud total (LT) y las dos medidas referidas al rostro
(LROS, ABASROS), lo que nos indica que las diferencias no son debidas al
tamafio de los individuos. Las diferencias entre ambos sexos nos han llevado
a separar, hembras por un lado y machos por otro, al realizar los siguientes

anélisis estadisticos.
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Peso -4,2455 b 17975,0 b
LCF -2,6722 ** 19650,0 **

LT -0,7378 ns 22009,5 ns
ACF -3,1427 *x 19214,0 **
LROS -1,3869 ns 21921,0 ns
ABASROS -0,5663 ns 22421,0 ns
ILPINZA -8,9119 b 10308,0 b
IAPINZA -7,0241 ok 12130,5 b
DLPINZA -8,5846 i 10796,5 ok
DAPINZA -7,2599 wxx 1236,0 b
IESP3MAX -3,1492 ** 18191,0 **
DESP3MAX -3,2712 * 17423,0 b
IESPCER 3,4012 i 18355,0 b
DESPCER 3,7181 wxE 18124,5 b

Tabla 52. Analisis t de Student y U de Mann-Whitney de las variables morfométricas para

todas las poblaciones en su conjunto.

*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ns: no significativo

Puesto que disponemos de los datos sin trasformar y transformados
logaritmicamente hacemos las comparaciones mediante los dos tests, ¢ de
Student (datos transformados) y U de Mann-Whitney (datos sin

transformar).

3.2.5 Analisis MLG univariante

Hemos empleado el andlisis MLG univariante ajustando la diferencia
en la longitud total (LT) para poder hacer comparables las distintas
poblaciones (cuencas y vertientes) de A. pallipes. Se ha calculado cudl seria el
valor de cada una de las variables previsto por la ecuacion de regresion para
la media global de longitud total (LT) y se ha determinado el valor de dichas
variables a partir de la ecuacién de regresion en cada poblacién (cuenca y

vertiente). Este valor se denomina “medias ajustadas” y son aquellas que
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obtendriamos si en todas las poblaciones se hubiese observado la misma

longitud total (LT) en sus individuos.

Hemos encontrado diferencias en las variables dependientes (LCF,
ACF, LROS, ABASROS, ILPINZA, IAPINZA, DLPINZA, DAPINZA) en
funcién de la poblacién de la que se trate, tanto en el caso de los machos

como en el de las hembras.

En la Tabla 53 se muestra, para los machos de A. pallipes, en qué
poblaciones son diferentes las variables y cuando son mayores o menores
que la media. En las poblaciones de A. Ermitas (GRA), L. Valsemana (LEO) y
M. Madalena (MAD), todas las variables estadisticamente significativas son
menores que la media. Lo contrario sucede en el caso de las poblaciones del
R. Nervién (PVS), Astacifactoria (RIL) y A. Guadazaén (VIL), donde las
variables morfométricas diferentes son mayores que la media. En otras
poblaciones las variables estadisticamente significativas no siguen el mismo
comportamiento en todos los casos. Asi sucede en la poblacion de A. Cuende
(CUE) donde la longitud del rostro (LROS) esta por encima de la media pero
la anchura de la pinza izquierda (IAPINZA) se encuentra por debajo. En el A.
Guztar (GUZ) las anchuras de pinzas (IAPINZA, DAPINZA) son mayores
que la media mientras que la longitud del cefalotérax (LCF) es menor. Y por
altimo, en el A. Pozuelo (POZ) la longitud de las pinzas (ILPINZA,
DLPINZA) y anchura de cefalotérax (ACF) es superior y la longitud del
rostro (LROS) menor que la media. La poblaciéon de Gerona (GIR) no

presenta ninguna variable estadisticamente diferente.

En la Tabla 54 se muestran los resultados para las hembras. Se observa
que todas las variables estadisticamente significativas presentan valores
inferiores a la media en las poblaciones de A. Ermitas (GRA), L. Valsemana
(LEO), igual que para el caso de los machos, y en A. Pozuelo (POZ) y R.
Guadazaon (VIL). En el A. Guztar (GUZ), R. Ega (NAV) y Astacifactoria

(RIL) las variables estadisticamente diferentes son mayores que la media.
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Solo en el A. Cuende (CUE) la longitud del rostro (LROS) es mayor y la
anchura de pinza (IAPINZA) menor que el valor medio global. Del mismo
modo que en el analisis de los machos, la poblacion del A. Santa Margarida

(GIR) no presenta ninguna variable estadisticamente significativa.

En ambos anélisis, machos y hembras, tres poblaciones siguen el
mismo comportamiento. Por un lado, en las poblaciones de GRA (A.
Ermitas) y LEO (L. Valsemana) todas las variables estadisticamente
significativas son menores que la media. Y, por el contrario, en la poblacion
de la Astacifactoria (RIL) todas las variables estadisticamente significativas

son superiores a la media.
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CUE

LCF
ABASROS
GIR ILPINZA
TAPINIZA
LCF LCF LROS
LROS ABASROS
GRA TAPINZA ILPINZA
NI PINZA TAPINIZ A
LCF LCF LROS ILPINZA
GUZ LROS ABASROS TAPINZA
TAPINZA ILPINZA DLPINZA
NDAPINZA NDAPINZA NDAPINZA
LCF LROS
LROS ABASROS ABASROS LCF LROS
ILPINZA ILPINZA
LEO IAPINZA ILPINZA IAPINZA ILPINZA ITAPINZA
DLPINZA IAPINZA DAPINZA DLPINZA
DAPINZA DLPINZA DAPINZA
DAPINZA
MAD LROS &Eﬁé’: DLPINZA DLPINZA DAPINZA
DLPINZA DAPINZA
ACF ABASROS
ACF LROS LCF ACF ﬁ;zci ACF ILPINZA ACF
NAV |ILPINZA IAPINZA| LROS ABASROS DLPINZA LCF TAPINZA TIAPINZA
DAPINZA ILPINZA DAPINZA ILPINZA DLPINZA DAPINZA
DAPINZA
ACF LROS ACF LCF LCF LCF ABASROS LCF
POZ IAPINZA LROS IAPINZA LROS IAPINZA IAPINZA ILPINZA
DLPINZA ABASROS DLPINZA DLPINZA DLPINZA DLPINZA DLPINZA
DAPINZA DAPINZA DAPINZA DAPINZA
LCF LROS
LCF LROS
PVS IAPINZA ABASROS IAPINZA ILPINZA
DLPINZA DAPINZA DLPINZA ILPINZA TAPINZA DLPINZA DLPINZA DAPINZA
DAPINZA DLPINZA DLPINZA DAPINZA
DAPINZA
ACF LCF ACF LCF ACF LCF
ACF %/SiINZ A ACF ABASROS I:CBFASlgcc)g ABASROS ABASROS LCF LROS LROS ACF LCF
RIL DLPINZA DLPINZA IAPINZA IAPINZA IAPINZA IAPINZA ILPINZA IAPINZA IAPINZA
DAPINZA DAPINZA DLPINZA DLPINZA DLPINZA DLPINZA DLPINZA DLPINZA
DAPINZA DAPINZA DAPINZA
ACF LCF
ACF LCF
IAPINZA ILPINZA L CI? E]I:QOS ACF LRORP?I\?QEROS LROS ILPINZA ACF LCF ACF LROS ACF
VIL DLPINZA IAPINZA DLPINZA LCF ILPINZA IAPINZA IAPINZA LROS LROS ILPINZA IAPINZA
DAPINZA DAPINZA IAPINZA DLPINZA IAPINZA DLPINZA ILPINZA IAPINZA DLPINZA
DAPINZA DLPINZA DAPINZA
DAPINZA
CUE GIR GRA GUZ LEO MAD NAV POZ PVS RIL VIL

Tabla 53. ANCOVA de los ejemplares macho de las once poblaciones espafiolas analizadas de A.pallipes.




CUE

ABASROS
GIR IAPINZA
LCF
GRA o LROS
LROS ABASROS
ABASROS ILPINZA
GUZ é‘fgﬁ?ﬁ IAPONZA IAPINZA
DAPINZA DLPINZA
DAPINZA
ACF LROS ACF LROS
ACF ABASROS ACF ABASROS
LEO s RO ABASROS ILPINZA
BN IAPINZA IAPINZA
DAPINZA
MAD IAPINZA LCF
oA LROS ILPINZA
IAPINZA
ACF LROS or ACF ACF LROS
ABASROS ABASROS ACF ILPINZA
NAV IAPINZA ?:g?\?zof TAPINZA LCF IAPINZA
DAPINZA DAPINZA DAPINZA
LCF_ACF
LCF LCF
POZ xS LROS ABASROS IAPINZA ACk IAPINZA
ABASROS DAPINZA DAPINZA
ACF LROS
LCF LROS
ACE LROS ABASROS ABASROS LCF ACF ILPINZA
PVS ILPINZA [LPINZA ILPINZA ILPINZA DLPINZA ABASROS IAPINZA
IAPINZA DLPINZA IAPINZA IR
DLPINZA
ICF ACF ICF ACF LCF ACF
LCF ACF LCF LROS LCF LROS LCF ACF LROS
ABASROS ILPINZA LROEP’I*I\?QEROS ABASROS LROS ILPINZA LCF ABASROS LROIiP’?I\BI’;iROS LROiP?I\?;iROS
RIL ILPINZA IAPINZA TN ILPINZA TAPINZA ABASROS ILPINZA ERSNAN ERENAN
IAPINZA DLPINZA pones IAPINZA DLPINZA IAPINZA IAPINZA RN RN
DAPINZA DAPINZA DA DLPINZA DAPINZA DLPINZA D A A
LCF ACF
LROS LCF ACF ACF ACF LCF LROS ABASROS
LROS IAPINZA LROS ILPINZA
VIL ABASROS ABASROS ABASROS LROS DLPINZA LROS LROS ABASROS IAPINZA
IAPINZA DLPINZA IAPINZA NN IAPINZA DAPINZA RSN
DAPINZA
CUE GIR GRA GUZ LEO MAD NAV POZ PVS RIL VIL

Tabla 54. ANCOVA de los ejemplares hembra de las once poblaciones espafiolas analizadas de A.pallipes.







Resultados

A continuacién se analizaron, en primer lugar los machos y en
segundo lugar las hembras, agrupados por cuencas (Tablas 55 y 56). En
ambos casos todas las variables dependientes (LCF, ACF, LROS, ABASROS,
ILPINZA, IAPINZA, DLPINZA, DAPINZA) resultaron diferentes
estadisticamente dependiendo de la cuenca a la que pertenecieran. Podemos
observar que el comportamiento en ambos sexos es practicamente similar

atendiendo a las cuencas.

Por un lado, encontramos la Astacifactoria de Rillo de Gallo (RIL),
donde las variables son estadisticamente mdas elevadas que la media,
resultado similar al andlisis por poblaciones. La cuenca costero-catalana
(GIR) no presenta ninguna variable significativa. En las cuencas del Duero
(LEO, L. Valsemana y MAD, M. Madalena) y Guadalquivir (GRA, A.
Ermitas) todas las variables son estadisticamente inferiores a la media en

ambos sexos.

Por otro lado, en la cuenca del Ebro (NAV, R. Ega y GUZ, A. Guztar) y
Guadiana (CUE, A. Cuende) las variables siguen un comportamiento similar
en machos y hembras, con alguna variacién. Asi, en la cuenca del Ebro las
pinzas (IAPINZA, DAPINZA) toman valores por encima de la media, la
longitud del cefalotérax (LCF) es menor en el caso de los machos, mientras
que la anchura de la base del rostro (ABASROS) s6lo para las hembras. Y en
la cuenca del Guadiana, a la longitud del rostro (LROS) y anchura de pinza
(IAPINZA), mayor y menor respectivamente, se le afiade la longitud de

pinza (ILPINZA) en los machos tinicamente.

Las cuencas del Jucar y Tajo siguen comportamientos diferentes en
ambos sexos. En la del Jucar, sélo las hembras presentan las variables
morfométricas del rostro (LROS y ABASROS) por debajo de la media. Y en la
cuenca del Tajo, la tinica variable menor en ambos sexos es la longitud del

rosto (LROS); anchura de cefalotérax (ACF) y longitud de pinzas (ILPINZA,
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DLPINZA) toman valores por encima de la media en los machos y longitud

de cefalotérax (LCF) por debajo en las hembras.

Del mismo modo que en el andlisis por poblaciones, en la
Astacifactoria (RIL) todas las variables estadisticamente significativas son

superiores a la media.
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NERVION

LCF
CATALANA ABASROS
DAPINZA
ACF LROS LCF ACF
ABASROS LROS
DUERO ILPINZA ABASROS
IAPINZA ILPINZA
DLPINZA IAPINZA
DAPINZA DLPINZA
LCF LROS LCF LROS LR(I)ASPIII;\]PZHXZA
EBRO ILPINZA ILPINZA DLPINZA
DLPINZA DAPINZA DAPINZA
LCF LROS LCF LROS ILPINZA
ABASROS ABASROS LCF IAPINZA
GUADALQUIVIR ILPINZA ILPINZA ACF DLPINZA
IAPINZA IAPINZA
DAPINZA DLPINZA DAPINZA
ACF ILPINZA LCF ABASROS LCF ACF LCF LCF
IAPINZA ILPINZA LROS LROS LROS
DL DLALE DLPINZA TAPINZA ILPINZA TAPINZA TAPINZA
DAPINZA DAPINZA DLPINZA DAPINZA DLPINZA
LCF ACF
LROS [?I?I’AISNI{ZT LROS ILPINZA j;gl; LII?CCfS TAPINZA
JUCAR ILPINZA IAPINZA DLPINZA
IAPINZA TAPINZA DLPINZA ILPINZA DLPINZA DAPINZA
DAPINZA DAPINZA TIAPINZA DAPINZA
LCF ACF LCF ACF LCF ACF LROS
LROS ACF ABASROS LROS ILPINZA ILPINZA LCF
TAJO DAPINZA LROS ILPINZA ILPINZA DLPINZA IAPINZA LROS
ABASROS IAPINZA DLPINZA DAPINZA DLPINZA ILPINZA
DLPINZA DAPINZA DAPINZA
NERVION CATALANA DUERO EBRO GUADALQUIVIR GUADIANA JUCAR TAJO

Tabla 55. ANCOVA de los ejemplares macho de las ocho cuencas hidrolégicas analizadas.




NERVION
CATALANA
ACF LROS ACF LROS
DUERO ILPINZA ILPINZA
DLPINZA TAPINZA
LCF LROS ACF LROS
EBRO ACF ABASROS ILPINZA
ABASROS TAPINZA TIAPINZA
DAPINZA DAPINZA
LCF LROS
LROS ABASROS
GUADALQUIVIR | ILPINZA II:ESS aﬁ’ﬁNZA IAPINZA
DLPINZA CLPINZA
DAPINZA
LROS ACF LROS LROS LCF
GUADIANA ILPINZA IAPINZA IAPINZA TIAPINZA LROS
IAPINZA DLPINZA DAPINZA
ACF ILPINZA LROS LCF
JUCAR LROS LROS IAPINZA IAPINZA LROS LROS
DLPINZA DLPINZA
LCF LROS
TA]O ?AI;IIII\\IIZZI: ACF TAPINZA LCF LCF
DAPINZA
NERVION CATALANA DUERO EBRO GUADALQUIVIR GUADIANA JUCAR TAJO

Tabla 56. ANCOVA de los ejemplares hembra de las ocho cuencas hidrolégicas analizadas.
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En dltimo lugar se llevo a cabo el analisis de machos y, a continuacién,
de hembras, agrupados por vertientes (Tablas 57 y 58). En los dos casos todas
las variables dependientes (LCF, ACF, LROS, ABASROS, ILPINZA,
IAPINZA, DLPINZA, DAPINZA) resultaron diferentes, y en los mismos

sentidos, dependiendo de la vertiente.

Atendiendo a las Tablas 57 y 58 observamos que al aumentar el
nimero de individuos en los grupos, en este caso vertientes, el

comportamiento en ambos sexos es practicamente similar.

Todos los valores de las variables morfométricas en la vertiente
atlantica (CUE, A. Cuende, GRA, A. Ermitas, LEO, L. Valsemana, MAD, M.
Madalena, POZ, A. Pozuelo, PVS, R. Nervién) se encuentran por debajo de la
media. Unicamente el valor de la anchura de la pinza izquierda (IAPINZA),

también por debajo, aparece en el caso de los machos.

Para el caso de la vertiente mediterranea (GIR (A. Santa Margarida),
GUZ (A. Guztar), NAV (R. Ega), VIL (R. Guadazadn)) los valores de las
variables significativas estdin por debajo de la media. En el caso de las
hembras el niimero de estas variables es mayor, incluyendo la longitud del
cefalotorax (LCF), del rostro (LROS) y la anchura de la base del rostro
(ABASROS).

CANTABRICA
ACF LROS
MEDITERRANEA Iglﬁiﬁggs IIDLLl;Ig\]ZZi
DAPINZA
CANTABRICA MEDITERRANEA

Tabla 57. ANCOVA de los ejemplares macho de las dos vertientes analizadas.
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CANTABRICA
LCF ACF
LROS ILPINZA
MEDITERRANEA IAPINZA
DLPINZA
DAPINZA

CANTABRICA MEDITERRANEA

Tabla 58. ANCOVA de los ejemplares hembra de las dos vertientes analizadas.

En general, en los tres andlisis (por poblaciones, cuencas y vertientes)
llevados a cabo se observa el mismo patrén de variacion. Se repite la elevada
variabilidad en las variables pinzas (anchura y longitud) y en las medidas del
rostro (longitud del rostro y anchura de la base del rostro), en ambos sexos. Y
en la Astacifactoria, RIL, todas las variables estadisticamente significativas

son superiores a la media.

3.2.6 Anilisis de Componentes Principales

En la Tabla 59 vemos los dos primeros factores calculados por el
Anélisis de Componentes Principales (PCA), 7,52 y 0,65. El primer eje explica
el 83,58% de la varianza total y el segundo explica el 9,28%. En conjunto los

dos ejes explican el 90,82 de la varianza.
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VALOR 7,52 0,65

Porcentaje 83,58 7,24

Porcentaje acumulado | 83,58 90,82
VARIABLE

PESO 0,96 -0,07
LCF 0,96 0,19

LT 0,93 0,27

ACF 0,95 0,11

LROS 0,85 0,33

ABASROS 0,90 0,28

ILPINZA 0,92 -0,29
IAPINZA 0,90 -0,29
DLPINZA 0,92 -0,29
DAPINZA 0,90 -0,30
IESP3MAX 0,44 0,00

DESP3MAX 0,40 -0,01
IESPCER 0,17 0,22

DESPCER 0,20 0,16

Tabla 59. Resultados del PCA a partir de la matriz de correlaciéon de las variables

morfométricas, de las once poblaciones de A. pallipes espafiolas.

En la Tabla 60 puede apreciarse el resultado del andlisis de
correlaciones. Se trata de correlaciones positivas entre todas las variables de
longitud y anchura (LCF, LT, LROS, ABASROS, ILPINZA, IAPINZA,
DLPINZA y DAPINZA) donde vemos que los valores de correlacién mas
bajos corresponden a la anchura de la base del rostro (ABASROS), mientras
que los valores maés altos corresponden a las pinzas y a la longitud y anchura

del cefalotérax (LCF y ACF).
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LCF 1,00

LT 095 1,00

ACF 093 091 1,00
LROS 084 082 081 1,00

ABASROS| 0% 0,89 0,87 0,80 1,00
ILPINZA (083 0,77 0,84 0,69 0,75 1,00
TAPINZA | 0,79 0,75 0,82 0,67 0,73 0,95 1,00
DLPINZA | 0,83 0,77 083 0,69 0,75 0,89 0,83 1,00
DAPINZA| 0,79 0,75 081 0,68 0,72 0,85 0,83 0,96 1,00

LCF LT ACF LROS ABASROS ILPINZA IAPINZA DLPINZA DAPINZA

Tabla 60. Matriz de correlaciones de las medidas morfométricas (anchuras y longitudes) de

los individuos de ambos sexos para las once poblaciones espafiolas de A. pallipes analizadas.

A través de la estrategia de clasificaciéon mixta se obtienen tres clases
que pasamos a describir a continuacién. La descripcién de las clases se hace
segun los pasos explicados en el apartado de material y métodos. La Tabla 61
muestra la caracterizacion de las variables morfométricas. En la clase 1, con
162 individuos, ocho variables morfométricas son caracteristicas de esta clase
y ademads todas tienen un valor test positivo, lo que quiere decir que la media
dentro de la clase es superior a la media general. La variable longitud de
cefalotérax (LCF) estadisticamente es la mds significativa (valor test=5,14), la

mads caracteristica de la clase 1.

En la clase 2, con 198 individuos, todas las variables morfométricas
son caracteristicas de ella. Al contrario de lo que sucede en la clase 1 todas
tienen un valor test negativo, lo que quiere decir que la media dentro de la
clase es inferior a la media general. En este caso la longitud y anchura del
cefalotérax (LCF, ACF) son las variables estadisticamente mas significativas

(valor test=16,04 y 15,57, respectivamente), las mas caracteristicas de la clase

2.
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De la clase 3, con 75 individuos, hay dos variables que no son
caracteristicas de ella, las espinas cervicales, tanto izquierdas como derechas.
Todas las variables morfométricas presentan un valor test positivo, siendo la
media dentro de la clase inferior a la media general. La variable peso (PESO)

estadisticamente es la mas significativa (valor test=17,06) de la clase 3.

Clase 1: aparecen nueve variables morfométricas. La muestra es de 162 individuos
LCF 3,88 3,64 0,35 0,74 5,14 ok
ABASROS 0,66 0,62 0,05 0,11 511 ok
LROS 1,16 1,11 0,10 0,20 4,52 ok
ACF 2,09 1,96 0,21 0,46 4,42 ok
DESP3MAX 6,28 5,85 1,36 1,65 4,11 b
IESPCER 2,58 2,30 1,17 1,09 4,09 ok
IESP3BMAX 6,30 5,95 1,22 1,53 3,67 ok
DESPCER 2,56 2,34 1,15 1,15 2,97 ok
Clase 2: aparecen todas la variables morfométricas. La muestra es de 198 individuos
IESPCER 2,07 2,30 0,95 1,09 -4,00 ok
DESPCER 2,08 2,34 0,97 1,15 -4,30 o
DESP3MAX 5,18 5,85 1,67 1,65 -7,52 ok
IESP3MAX 5,27 5,95 1,57 1,53 -8,20 ok
DLPINZA 1,81 2,55 0,40 1,02 -13,50
DAPINZA 0,72 1,03 0,18 0,43 -13,55  **
IAPINZA 0,72 1,04 0,19 0,43 -13,64
ILPINZA 1,81 2,56 0,38 1,00 -13,71
PESO 7,68 15,70 2,60 10,77 -1417
LROS 0,95 1,11 0,12 0,20 -14,30  x*
ABASROS 0,53 0,62 0,06 0,11 -15,27  x*
ACF 1,59 1,96 0,22 0,46 -15,57  x**
LCF 3,02 3,64 0,35 0,74 -16,04
Clase 3: aparecen todas la variables morfométricas. La muestra es de 75 individuos
PESO 35,19 15,70 8,23 10,77 17,06 ***
ILPINZA 4,22 2,56 0,71 1,00 15,75
DLPINZA 4,25 2,55 0,75 1,02 15,65  ***
DAPINZA 1,73 1,03 0,30 0,43 1516 ***
IAPINZA 1,72 1,04 0,30 0,43 15,04 =
ACF 2,68 1,96 0,25 0,46 14,85
LCF 1,78 3,64 0,36 0,74 14,56  ***
ABASROS 0,78 0,62 0,06 0,11 13,65  ***
LROSTRO 1,38 1,11 0,16 0,20 13,01 ok
IESPBMAX 6,94 5,95 1,19 1,53 6,08 ok
DESP3MAX 6,67 5,85 1,50 1,65 4,62 ok

Tabla 61. Caracterizaciéon de las variables morfométricas de las once poblaciones espafiolas
de A.pallipes analizadas. (***: p<0,001)
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El siguiente paso es formar grupos de individuos homogéneos
respecto a las variables morfométricas (Figura 30). Se observan 2 grupos de
poblaciones, correspondientes a los morfotipos caracterizados en la Tabla 62.

Uno formado por la clase 3 y el otro que engloba a las clases 1y 2.
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Resultados

Se observan 3 morfotipos diferentes que se explican a través de la
caracterizacion de las clases de la particion de las modalidades en la Tabla 62.
El primer morfotipo, caracterizado por las variables longitud de cefalotérax
(LCF), anchura de la base del rostro (ABASROS), longitud del rostro (LROS)
y anchura del cefalotérax (ACF), todas ellas con valores por encima de la
media, agrupa a las poblaciones de Rio Ega (NAV) y de Laguna Valsemana
(LEO), pertenecientes a las cuencas de la mitad norte de la Peninsula, Ebro y
Duero respectivamente. Dentro del segundo morfotipo se encuentran las
poblaciones de Arroyo Pozuelo (POZ) y Arroyo Santa Margarida (GIR),
poblaciones que pertenecen a dos cuencas hidrogréficas distintas (Tajo y
Costero catalana, respectivamente). Proximas a este segundo morfotipo se
encuentran las poblaciones de Manantial Madalena (MAD), Arroyo Guztar
(GUZ), Rio Nervién (PVS) y Rio Guadazaén (VIL). El segundo morfotipo se
caracteriza por las variables longitud y anchura de cefalotérax (LCF y ACF),
con valores por debajo de la media. Y el tercer morfotipo, incluye tiinicamente
a la poblacion de la Astacifactoria de Rillo de Gallo (RIL) y se caracteriza por
las variables peso y anchura y longitud de ambas pinzas (PESO, ILPINZA,
DLPINZA, DAPINZA, DLPINZA).
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Clase 1. La muestra es de 162 individuos
Poblacion LEO 19,14 9,43 75,61 5,09 4]
Cuenca Duero 29,63 18,62 59,26 4,35 *Fx 81
Cuenca Ebro 22,22 15,40 53,73 2,86 67
Poblacion NAV 10,49 6,21 62,96 2,60 ¥ 27
Vertiente Mediterranea 40,12 32,64 45,77 2,45 ** 142
Clase 2. La muestra es de 198 individuos
Cuenca Tajo 17,68 9,43 85,37 5,37 R 41
Poblacion POZ 17,68 9,43 85,37 5,37 4]
Vertiente Atlantica 67,68 57,70 53,39 3,77 **x 251
Sexo Hembra 50,00 42,99 52,94 2,60 *x 187
Poblacion GIR 13,13 9,20 65,00 2,43 x40
Cuenca Costero catalana 13,13 9,20 65,00 243 w5 4()
Clase 3. La muestra es de 75 individuos
Vertiente Astacifactoria 52,00 9,66 92,86 11,54 xRE 4D
Poblacion RIL 52,00 9,66 92,86 11,54  ** 42
Cuenca Astacifactoria 52,00 9,66 92,86 11,54 *E 4D
Sexo Macho 77,33 57,01 23,39 3,88 *E D48

Tabla 62. Morfotipos obtenidos en el andlisis de componentes principales de las once

poblaciones espafiolas de A. pallipes.

**: p<0,01; ***:p<0,001

3.2.6.1 Anélisis de componentes principales de las hembras

En la Tabla 63 vemos los dos primeros factores calculados que toman
unos valores de 7,61 y 0,46, respectivamente. El primero de ellos explica el

84,58 % de la varianza total y el segundo el 5,09% de la misma.
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VALOR 7,61 0,46
Porcentaje 84,58 5,09
Porcentaje acumulado 84,58 89,68
VARIABLE

PESO 0,95 0,03
LCF 0,96 0,15
LT 0,94 0,15
ACF 0,95 0,07
LROS 0,87 0,25
ABASROS 0,92 0,16
ILPINZA 0,93 0,03
IAPINZA 0,91 -0,02
DLPINZA 0,91 -0,36
DAPINZA 0,88 -0,44
IESP3MAX 041 0,04
DESP3MAX 0,43 0,04
IESPCER 0,31 0,08
DESPCER 0,30 0,02

Tabla 63. Resultados del PCA a partir de de la matriz de correlacién de las variables

morfométricas de los ejemplares hembra de las once poblaciones de A. pallipes espafiolas.

Todas las correlaciones entre las variables de longitud y anchura (LCF,
LT, LROS, ABASROS, ILPINZA, IAPINZA, DLPINZA y DAPINZA) son
positivas. En la matriz de correlaciones (Tabla 64) se observa que los valores
de correlacién mas bajos corresponden a las medidas del rostro, al igual que
veiamos al analizar todos los individuos, machos y hembras, juntos. El valor
mas bajo corresponde a la longitud del rostro, LROS, (0,70). Por el contrario,
los valores mas altos corresponden a las pinzas y a las longitudes, total y de
cefalotérax (LT y LCF) y anchura del cefalotérax (ACF), siendo 0,94, 0,93 y

0,90, respectivamente.
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LCF 1,00
LT 0,93 1,00
ACF 0,93 0,90 1,00

LROS 085 081 081 1,00

ABASROS| 089 089 087 0,80 1,00

ILPINZA | 087 083 086 0,76 0,84 1,00

IAPINZA | 084 082 086 074 0,80 0,94 1,00

DLPINZA | 083 080 083 073 0,80 0,82 0,78 1,00
DAPINZA | 0,78 077 080 0,70 0,74 0,76 0,78 0,94 1,00

LCF LT ACF LROS ABASROS ILPINZA IAPINZA DLPINZA DAPINZA

Tabla 64. Matriz de correlaciones de las medidas morfométricas (anchuras y longitudes) de

las hembras para las once poblaciones esparfiolas de A. pallipes analizadas.

A través de la estrategia de clasificacion mixta se obtienen tres clases
que pasamos a describir a continuacion. Como hemos comentado
anteriormente, la descripcién de las clases se hace segtin los pasos explicados
en el apartado de material y métodos. En la Tabla 65 se muestra la
caracterizacién de las variables morfométricas. Unicamente dos variables son
caracteristicas de la clase 1, con 81 individuos, las espinas del tercer
maxilipedo, izquierdo y derecho (DESP3MAX, IESP3MAX). Ambas tienen un
valor test positivo, lo que quiere decir que la media dentro de la clase es

superior a la media general.

Todas las variables morfométricas son caracteristicas de la clase 2,
formada por 61 individuos. Todas ellas presentan un valor test negativo, asi
pues, la media dentro de la clase es inferior a la media general. Las variables
mas caracteristicas son la longitud del cefalotérax (LCF), anchura de la base

del rostro (ABASROS) y anchura del cefalotérax (ACF).

En la clase 3, con 45 individuos, todas las variables son caracteristicas

de ella. Al contrario de lo que sucede en la clase 2, el valor test es positivo. La
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variable peso, junto con la anchura y longitud del cefalotérax, son

estadisticamente las més significativas de esta clase.

Clase 1: aparecen dos variables morfométricas. La muestra es de 81 individuos

DESP3MAX 5,93 5,56 1,63 1,59 2,79 *
IESP3MAX 6,01 5,68 1,46 1,58 2,44 **
Clase 2: aparecen todas las variables morfométricas. La muestra es de 61 individuos
DESPCER 2,08 2,54 0,96 1,08 -4,07
IESPCER 2,00 2,50 0,88 1,09 -4,39 ok
IESP3MAX 4,68 5,68 1,47 1,58 -6,00 o
DESP3MAX 4,50 5,56 1,33 1,59 -6,29 o
DLPINZA 1,48 2,08 0,24 0,67 -8,23 ok
LROS 0,90 1,09 0,11 0,21 -8,28 o
ILPINZA 1,49 2,10 0,22 0,67 -8,29 ok
DAPINZA 0,58 0,86 0,11 0,30 -8,47
PESO 5,76 13,11 1,72 8,20 -8,51 ok
IAPINZA 0,58 0,87 0,11 0,31 -8,67
ACF 1,44 1,88 0,19 0,45 -9,18 ok
ABASROS 0,51 0,62 0,05 0,11 -9,35 ok
LCF 2,81 3,54 0,33 0,73 -9,52 i
Clase 3: aparecen todas las variables morfométricas. La muestra es de 45 individuos
PESO 24,98 13,11 6,59 8,20 10,96  ***
ACF 2,50 1,88 0,26 0,45 10,46
LCF 4,54 3,54 0,42 0,73 10,42 *+*
DLPINZA 2,97 2,08 0,53 0,67 10,20  ***
ILPINZA 3,00 2,10 0,53 0,67 10,11  ***
DAPINZA 1,25 0,86 0,22 0,30 9,92 b
IAPINZA 1,29 0,87 0,22 0,31 9,91 o
ABASROS 0,77 0,62 0,07 0,11 9,79 ok
LROS 1,35 1,09 0,16 0,21 9,19 b
IESPCER 3,11 2,50 1,33 1,09 4,26 b
DESPCER 3,13 2,54 1,16 1,08 4,13 o
IESP3MAX 6,47 5,68 1,19 1,58 3,78 ok
DESP3MAX 6,34 5,56 0,97 1,59 3,70 b

Tabla 65. Caracterizacion de las variables morfométricas de los ejemplares hembra de las

once poblaciones espariolas de A.pallipes analizadas.
**: p<0,01; ***:p<0,001

El siguiente paso, de nuevo, es formar grupos de individuos
homogéneos respecto a las variables morfométricas, que pueden observarse

en la Figura 31. En esta figura pueden observarse 2 grupos (por un lado, las
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clases 1 y 2 forman un solo grupo y, por otro, la clase 3) que agrupan a

diferentes poblaciones, tal y como se muestra en la Tabla 66.
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Resultados

En la Tabla 67 se observan tres morfotipos diferentes. El primero de
ellos incluye las poblaciones de Arroyo Guztar (GUZ), Laguna Valsemana
(LEO) y Arroyo Ermitas (GRA), pertenecientes a cuencas hidrogréficas
distintas. Proximas a este grupo encontramos dos poblaciones, R. Nervion
(PVS) y R. Guadazaén (VIL). Unicamente la poblacion de L. Valsemana
(LEO) se incluia también en la clase 1 en el andlisis de componentes
principales de machos y hembras conjunto. Se trata del grupo mas numeroso,

con 81 individuos.

En la segunda clase, con 61 individuos, s6lo aparece la poblacién de A.
Pozuelo (POZ), del mismo modo que en el analisis de todos los individuos
agrupados por sexos. Dos poblaciones se encuentran cercanas, A. Santa
Margarida (GIR) y M. Madalena (MAD). Esta clase se caracteriza por las
variables longitud y anchura de cefalotérax (LCF y ACF), con valores por

debajo de la media.

Y en ultimo lugar, en la tercera y menos numerosa de las clases (45
individuos), se encuentra la poblacién de la Astacifactoria de Rillo (RIL), de
igual forma que en el andlisis conjunto de machos y hembras, y también
caracterizada, fundamentalmente, por el peso con valores por encima de la

media. Unicamente hay una poblacién préxima, R. Ega (NAV).
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Clase 1. La muestra es de 81 individuos

Sexo Hembra 100,00 100,00 43,32 99,99 bl 187
Poblacién GUzZ 17,28 8,02 93,33 3,95 bl 15
Poblacion LEO 19,75 11,23 76,19 3,00 * 21

Cuenca Duero 19,75 11,76 72,73 2,74 ** 22
Poblacion GRA 20,99 13,37 68,00 2,45 * 25
Cuenca |Guadalquivir 20,99 13,37 68,00 2,45 i 25
Cuenca Ebro 24,69 16,58 64,52 2,40 *k 31
Clase 2. La muestra es de 61 individuos
Sexo Hembra 100,00 100,00 32,62 99,99 bl 187
Cuenca Tajo 26,23 8,56 100,00 5,78 bl 16
Poblacion POZ 26,23 8,56 100,00 5,78 Frx 16
Vertiente | Atlantica 68,85 52,94 42,42 2,90 *x 99
Clase 3. La muestra es de 45 individuos
Sexo Hembra 100,00 100,00 24,06 99,99 el 187
Poblacion RIL 37,78 9,09 100,00 6,94 i 17
Cuenca |Astacifactoria 37,78 9,09 100,00 6,94 xE 17
Vertiente | Astacifactoria 37,78 9,09 100,00 6,94 il 17
Poblacion NAV 20,00 8,56 56,25 2,66 ** 16

Tabla 66. Morfotipos obtenidos en el andlisis de componentes principales de los ejemplares

hembra de las once poblaciones espafiolas de A. pallipes analizadas.

*p<0,05; **: p<0,01; ***:p<0,001

3.2.6.2 Anadlisis de componentes principales de los machos

En la Tabla 67 vemos los dos primeros factores calculados por el

Anédlisis de Componentes Principales (PCA) que explican el 87,12% vy el

4,48% de la varianza total, respectivamente.

El resultado del anélisis de correlacién es muy similar al obtenido

cuando se analizan, por un lado, conjuntamente los machos y las hembras, y

por otro lado, las hembras solas. Como en los casos anteriores, las

correlaciones entre todas las variables de longitud y anchura (LCF, LT,

LROS, ABASROS, ILPINZA, IAPINZA, DLPINZA y DAPINZA) son

positivas. En la matriz de correlaciones (Tabla 68) se puede observar que los
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valores de correlacién mds bajos corresponden a los valores de la longitud

del rostro, LROS. Los valores mas altos corresponden a las longitudes, total y

de cefalotérax (LT y LCF), respectivamente.

PC1 PC2
VALOR 7,84 0,40
Porcentaje 87,12 4,48
Porcentaje acumulado | 87,12 91,59
VARIABLE
PESO 0,96 0,05
LCF 0,97 -0,14
LT 0,96 -0,13
ACF 0,96 -0,05
LROS 0,86 -0,34
ABASROS 0,92 -0,17
ILPINZA 0,94 0,25
[APINZA 0,89 0,36
DLPINZA 0,96 0,08
DAPINZA 0,92 0,14
[ESPBMAX 0,43 0,03
DESP3MAX 0,35 0,08
[ESPCER 0,14 -0,09
DESPCER 0,20 0,01

Tabla 67. Resultados del PCA a partir de la matriz de correlacién de las variables

morfométricas de los ejemplares macho de las once poblaciones de A. pallipes espafiolas.

LCF
LT
ACF
LROS
ABASROS
ILPINZA
IAPINZA
DLPINZA
DAPINZA

1,00
0,97
0,94
0,83
0,91
0,88
0,80
0,91

0,85

1,00
0,94
0,83
0,90
0,88
0,81
0,90

0,85

1,00

081 1,00

089 0,79 1,00
089 0,75 0,83
083 0,70 0,77
091 0,77 0,85
086 0,75 0,80

1,00
0,95
0,90

0,86

1,00
0,83 1,00
0,83 0,95 1,00

LCF LT ACF LROS ABASROS ILPINZA TAPINZA DLPINZA DAPINZA

Tabla 68. Matriz de correlaciones de las medidas morfométricas (anchuras y longitudes) de

los machos para las once poblaciones espafiolas de A. pallipes analizadas.
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A través de la estrategia de clasificacion mixta se obtienen tres clases
que pasamos a describir a continuaciéon. En la Tabla 69 se muestra la
caracterizacion de las variables morfométricas. En la clase 1, con 118
individuos, todas las variables son caracteristicas de esta clase, excepto las
espinas cervicales izquierdas (IESPCER). Estas tienen un valor test negativo,
lo que quiere decir que la media dentro de la clase es inferior a la media

general.

En la clase 2, con 78 individuos, sélo tres variables morfométricas son
caracteristicas de ellas. Todas las variables tienen un valor test positivo y en
este caso, la longitud del cefalotérax (LCF) es la variable estadisticamente
mas significativa (valor test=2,73), la mas “caracteristica” de la clase 2, igual

que en el analisis de todos los individuos juntos y en el de las hembras.

De la clase 3, con 52 individuos, todas las variables morfométricas son
caracteristicas excepto las espinas cervicales izquierdas (IESPCER). El valor
test es positivo en todos los casos, lo que quiere decir que la media dentro de
la clase es superior a la media general. La variable peso estadisticamente es la

mas significativa (valor test=13,45) de la clase 3.

En la Figura 32 se pueden observar los grupos de individuos
homogéneos respecto a las variables morfométricas. En esta figura se pueden
observar las poblaciones agrupadas en 2 clases, como en los dos analisis de
componentes anteriores, para todos los individuos y para las hembras, pero

en este caso la poblacion de la Astacifactoria, RIL, forma parte de las clases 2

y 3.

156



Resultados

Clase 1: aparecen trece variables morfométricas. La muestra es de 118 individuos

DESPCER 1,99 2,19 0,92 1,18 -2,59 *
DESP3MAX 5,57 6,09 1,63 1,66 -4,37
IESP3MAX 5,57 6,15 1,42 1,46 5,66
LROS 0,98 1,12 0,10 0,19 -10,79  **
IAPINZA 0,82 1,17 0,20 0,46 -10,93 =+
PESO 8,74 17,64 2,82 12,00 11,11
ILPINZA 2,07 291 0,41 1,06 -11,28
ABASROS 0,54 0,62 0,06 0,10 1,66
DAPINZA 0,80 1,16 0,19 0,46 -11,71 o
DLPINZA 3,02 2,89 0,42 1,09 -11,72
ACF 1,67 2,03 0,21 0,45 -11,89  **
LCF 3,12 3,72 0,35 0,73 -12,15
Clase 2: muestra cuatro variables morfométricas. La muestra es de 78 individuos
LCF 3,91 3,72 0,34 0,73 2,73 *
ABASROS 0,65 0,62 0,04 0,10 2,50 **
LROS 1,16 1,12 0,10 0,19 2,34 *
Clase 3: aparecen trece variables morfométricas. La muestra es de 52 individuos
PESO 37,58 17,64 7,85 12,00 13,45
DLPINZA 4,58 2,89 0,56 1,09 12,41
ILPINZA 4,54 2,91 0,57 1,06 12,30
ACF 2,70 2,03 0,25 0,45 11,95  *=*
LCF 4,79 3,72 0,31 0,73 11,78  ***
DAPINZA 1,84 1,16 0,24 0,46 11,78 =
IAPINZA 1,83 1,17 0,28 0,46 11,65  **
ABASROS 0,77 0,62 0,05 0,10 1144 =+
LROS 1,36 1,12 0,15 0,19 10,51 ***
IESP3MAX 7,05 6,15 1,16 1,46 4,95 o
DESP3MAX 6,84 6,09 1,53 1,66 3,64 i

Tabla 69. Caracterizacion de las variables morfométricas de los ejemplares macho de las

once poblaciones espariolas de A.pallipes analizadas.

**: p<0,01; ***:p<0,001
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Resultados

Al analizar los machos de las once poblaciones de A. pallipes se
observan 3 morfotipos (Tabla 70). El primero de ellos corresponde a los
machos que, al igual que en los andlisis anteriores, incluye a los individuos
de la poblacion del A. Pozuelo (POZ). Ademas, se incluye la poblacién del M.
Madalena (MAD). Ambas poblaciones pertenecen a la misma vertiente
aunque a diferente cuenca, Tajo y Duero, respectivamente. Se trata de la clase

maés abundante.

A diferencia de los dos andlisis anteriores (por un lado de los dos
sexos conjuntamente y, por otro, de las hembras), los dos tltimos morfotipos

se agrupan en uno solo, caracterizado por el peso y que incluye, en ambos

casos, a la poblacién de la Astacifactoria de Rillo de Gallo (RIL).

Clase 1. La muestra es de 118 individuos
Vertiente| Atlantica 74,58 61,29 57,89 3,99 *** 152
Cuenca Tajo 16,95 10,08 80,00 3,27 *** 25
Poblacion| POZ 16,95 10,08 80,00 3,27 *** 25
Poblacion| MAD 22,03 15,73 66,67 2,43 ** 39
Poblacion| LEO 3,39 8,06 20,00 -2,40 ** 20
Cuenca |Astacifactoria 0,00 10,08 0,00 -5,43 *** 25
Vertiente|Astacifactoria 0,00 10,08 0,00 -5,43 *** 25
Poblacion| RIL 0,00 10,08 0,00 -5,43 *** 25

Clase 2. La muestra es de 78 individuos
Cuenca |Astacifactoria 54,35 10,08 0.000 -3,92 *** 25
Vertiente|Astacifactoria 54,35 10,08 0.000 -3,92 *** 25
Poblacion| RIL 54,35 10,08 0.000 -3,92 *** 25

Clase 3. La muestra es de 52 individuos
Poblacion| RIL 48,08 10,08 100,00 9,13 *** 25
Cuenca |Astacifactoria 48,08 10,08 100,00 9,13 *** 25
Vertiente |Astacifactoria 48,08 10,08 100,00 9,13 *** 25
Poblacion, NAV 13,46 4,44 63,64 2,87 ** 11
Cuenca Duero 9,62 23,79 8,47 -2,67 ** 59
Poblacion| MAD 0,00 15,73 0,00 -3,93 *** 39
Vertiente| Atlantica 30,77 61,29 10,53 -4,88 *** 152

Tabla 70. Morfotipos obtenidos en el anélisis de componentes principales de los ejemplares

macho de las once poblaciones espafiolas de A. pallipes analizadas.

**: p<0,01; ***:p<0,001
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Tras llevar a cabo el analisis de componentes principales de las
poblaciones de A. pallipes en tres partes, en primer lugar analizando los
individuos en su conjunto (machos y hembras), en segundo lugar las
hembras de cangrejo de rio y, por tltimo, los machos, hemos encontrado tres
morfotipos diferentes que se repiten en cada uno de los tres anélisis, dos de
los cuales pueden agruparse en uno solo que englobaria a la mayoria de las

poblaciones espafolas analizadas.

El primer morfotipo se caracteriza por el peso de los individuos y esta
representado por la poblacién de la Astacifactoria de Rillo de Gallo (RIL). Se
incluye en este grupo, aunque no de una forma tan clara como la

Astacifactoria, RIL, a la pobalcion de R. Ega (NAV).

El segundo morfotipo, caracterizado por las variables longitud y
anchura del cefalotérax (LCF y ACF) y anchura de la base del rostro
(ABASROS), esta representado por la poblacion de POZ (A. Pozuelo). Es el
morfotipo mas abundante de los descritos y en él se agrupan las restantes
poblaciones espafiolas de cangrejo de rio (LEO, CUE, GIR, GRA, GUZ, MAD,
PVSy VIL).
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4 DISCUSION

La combinacién simultdnea de los marcadores moleculares y
morfométricos utilizados en el presente trabajo, ha permitido aprovechar las
ventajas que ambos ofrecen para intentar conocer a fondo la estructura
poblacional de la especie Austropotamobius pallipes en Espafa. Se trata del
primer trabajo que recoge informaciéon de ocho cuencas hidrograficas
diferentes y en el que se utilizan dos metodologias distintas para estudiar la
estructura poblacional del cangrejo de rio autéctono en nuestro pais. Este
hecho ofrece, por un lado, la ventaja de un trabajo novedoso pero, por otro,

la desventaja de la ausencia de otros datos sobre los que apoyarse.

Aunque hoy en dia se disponga de una amplia variedad de métodos
moleculares para estudiar los niveles de variabilidad genética, s6lo unos
pocos se han utilizado en distintas especies de cangrejos de agua dulce, como

ya se ha comentado en el apartado de Introduccion.

El cangrejo autéctono, A. pallipes, es una especie importante en nuestro
pais desde el punto de vista de la conservacién biolégica puesto que estd
catalogado en la Lista Roja de la UIC.N. y en el Catélogo Nacional de
Especies Amenazadas en la categoria de '"vulnerable". Estd sometido a
diversos factores de amenaza como el escaso ntiimero de poblaciones, rangos
geograficos estrechos y la pérdida de su habitat por accién humana. Por ello,
los datos genéticos y morfométricos pueden resultar muy dtiles, aportando
informacion sobre la estructura poblacional, identificando posibles unidades
de conservaciéon y definiendo los hébitats criticos que albergan la mayor

parte de la diversidad genética de la especie.
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41 IDENTIFICACION

Una de las mas importantes aplicaciones de los marcadores RAPD ha
sido en el mundo taxonémico. La identificacién de bandas monomoérficas en
géneros, especies e incluso poblaciones de los mas diversos organismos [(en
el cangrejo de rio Cherax quadricarinatus (Macaranas et al., 1995), en el género
Barbus (Callejas, 2001), en la mosca de la fruta Ceratitis capitata (Fernandez et
al., 2001), por citar algunos casos] ha dotado a los taxénomos de claves
objetivas y cualitativas presentes en cualquiera de los estadios del desarrollo

en que se analice el material y en cualquiera de los tejidos del organismo.

En este trabajo se han analizado 285 individuos pertenecientes a 12
poblaciones diferentes, once de ellas espafiolas y una italiana, por medio de
la técnica RAPD-PCR. Para el estudio de las poblaciones espafiolas (275
individuos) se han utilizado 10 cebadores (Tabla 6), obteniéndose un total de
133 bandas, de las que 40 (30%) estaban presentes en todos los individuos

analizados (Tabla 20) y el resto (70%) eran variables.

Para el estudio de las doce poblaciones en su conjunto (285
individuos) se han empleado 3 de los 10 cebadores mencionados
anteriormente, resultando comunes a todos los individuos 3 bandas (Tabla
21). Estas bandas podrian considerarse como marcadores capaces de
identificar la especie Austropotamobius pallipes, aunque para confirmarlo seria
necesario comprobar que no estén presentes en especies relacionadas y asi
poderlas considerar de forma definitiva como marcadores especie-

especificos.

A pesar de que hoy en dia no estd permitido el consumo de cangrejo
autoctono dada su catalogacion como especie “vulnerable”en todo el &mbito
nacional, estas 3 bandas con las que se podria identificar a la especie A.
pallipes, en un futuro y con vistas a su comercializaciéon, podrian utilizarse

como control del origen genético de los cangrejos, que seria un aspecto muy
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importante de la normativa de calidad de la especie. No podemos olvidar el
alto valor gastronémico de los cangrejos autoctonos en nuestro pais y la
importante cotizaciéon que tendrian en el mercado frente a otras especies de

cangrejos comerciales al6ctonas.

La existencia de 7 bandas comunes a todos los individuos analizados
en las once poblaciones espafiolas y ausentes en la muestra italiana, lleva a

considerarlas, a priori, marcadores “regionales” de la especie A. pallipes.

De los cebadores utilizados, OPC04, OPC07 y OPC15 han resultado los
mas utiles desde el punto de vista de la identificacién, ya que con ellos se
ponen de manifiesto 16 del total de las 40 bandas especificas de las

poblaciones espafiolas.

Asimismo al utilizar la técnica RAPD, se ha detectado la presencia de
bandas exclusivas de poblacién, bandas que estdn presentes tinicamente en
una determinada poblacién, aunque no en el 100% de sus individuos. Este es
el caso de las poblaciones de NAV (R. Ega) en la que se han detectado 5
bandas exclusivas, 4 bandas en la poblaciéon de GUZ (A. Guztar), 3 en la de
LEO (L. Valsemana), 2 en PVS (R. Nervién) y 1 banda en MAD (M.
Madalena) y GRA (A. Ermitas), respectivamente. Este tipo de bandas
resultarian vélidas para la identificacion poblacional, por exclusién, aun
cuando su baja frecuencia no permitiria la asignaciéon poblacional en el 100%

de los casos.
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42 CANTIDAD DE VARIABILIDAD GENETICA

El analisis de la cantidad de variabilidad genética en las poblaciones
de cangrejo autéctono constituye la informacién bésica relacionada con la
estructura poblacional de esta especie, y es de primordial importancia en

relacién con la posible recuperacion de sus poblaciones.

El indice de polimorfismo (P), segin el criterio del 95%, para las
poblaciones espafiolas de A. pallipes analizadas en este trabajo fue de 0,15
(Tabla 23), dentro del rango de los Crustaceos. La cantidad de variabilidad
genética estimada para los Crustaceos mediante este indice se encuentra
dentro de los niveles medios (P=0,32), si tenemos en cuenta que se incluyen
dentro de los invertebrados, caracterizados, en general, por niveles muy altos

de polimorfismo (Nevo ef al., 1984).

De esta forma encontramos que los niveles de polimorfismo
observados en otros Crustdceos Decdpodos, mediante electroforesis de
isoenzimas, son algo maés elevados que para el caso de los cangrejos de rio.
Asi, la familia Penaeidae, a la que pertenecen las gambas (Penaeus sp.) y los
langostinos (Cambarus sp.), es la mas estudiada desde el punto de vista
genético, estimandose una tasa de polimorfismo de P95=0,22 (Hedgecock et
al., 1976). Y la familia Nephropidae, a la que pertenece la langosta americana
(Homarus americanus) presenta una tasa de polimorfismo de P9s=0,19 (Tracey

et al., 1975).

El nivel de polimorfismo observado en el caso de los cangrejos de rio,
mediante andlisis isoenzimaticos es de 0,12 (Crandall, 1997). Asi, para el
género Astacus, la tasa de polimorfismo se encuentra entre 10 y 25% (Attard y
Pasteur, 1984); para el género Cambarus, los valores oscilan entre el 10 y el
20% (Nemeth y Tracey, 1975); en el género Orconectes, entre 11 y 18%
(Nemeth y Tracey, 1975) y 5% (Attard y Pasteur, 1984) y en Procambarus, un
5% (Attard y Pasteur, 1984) y entre 1y 12% (Buscack, 1988).
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Los datos del presente estudio muestran que el 15% de los loci son
polimérficos segin el criterio del 95% y nos indican que los niveles de
polimorfismo en la especie A. pallipes se encuentran dentro del rango
establecido para otras especies de cangrejos de rio, siendo incluso algo

superiores.

En el caso concreto del cangrejo de rio los trabajos genético
poblacionales no son muy numerosos, especialmente en lo que se refiere a
marcadores moleculares y mas en concreto a RAPD. La mayor parte de
dichos trabajos se han realizado con isoenzimas y todos ellos parecen
evidenciar, en general, niveles medios, mas bien bajos, de variabilidad

genética, como veremos a continuacion.

Si disponemos de informacién procedente de isoenzimas para la
especie A. pallipes que, aun no siendo directamente extrapolables con datos
obtenidos a partir de RAPD, puesto que generalmente el nivel de
variabilidad detectado por las isoenzimas es menor que el detectado por

RAPD, nos pueden resultar de interés.

Contamos con la informacién procedente de un estudio llevado a cabo
por Attard y Pasteur (1984) sobre variabilidad y diferenciacién genética de
cinco especies de cangrejos astacidos mediante electroforesis de proteinas, en
el que el polimorfismo estimado para el cangrejo de rio fue de 0,10. En
poblaciones europeas de Austropotamobius pallipes y utilizando la técnica de
electroforesis de isoenzimas, Attard y Vianet (1985) observaron un
polimorfismo comprendido entre 0,00 y 0,05. Lortscher y cols. (1997)
estudiaron diversas poblaciones de Suiza, Francia e Italia, estimando una
tasa de polimorfismo de 0,15. También Lortscher y cols. (1998) calcularon
una tasa de polimorfismo en poblaciones de Suiza y Francia de entre 0,00 y
0,10. Santucci y cols. (1997) analizaron la variabilidad genética en poblaciones
europeas del género Austropotamobius (A. pallipes, A. italicus y A. torrentium),

el polimorfismo segun el criterio del 95% fue de 0,004, 0,056 y 0,050
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respectivamente; las poblaciones analizadas pertenecientes a la especie
Austropotamobius  italicus mostraron los valores mdas elevados de
polimorfismo. Este ultimo estudio incluye dos poblaciones espafiolas
procedentes de las cuencas del Ebro y Guadalquivir, adscritas a la especie
Austropotamobius italicus. Ambas poblaciones, destaca Santucci, se encuentran
entre las que presentan los valores més altos de heterocigosis (0,03-0,05) y,
ademas, estdn genéticamente relacionadas con poblaciones procedentes del

centro-norte de los Apeninos (Italia).

Existe otro trabajo en el que se han analizado ejemplares del cangrejo
de rio mediante electroforesis de isoenzimas en 7 poblaciones espafiolas
procedentes de distintas regiones: Aragén, La Rioja y Astacifactoria de Rillo
de Gallo (Guadalajara). El valor medio de polimorfismo (Pss) fue de 0,13
(Zarazaga, 1993), oscilando los valores en las 7 poblaciones entre 0,05 y 0,27.
La tasa de polimorfismo (Pos) estimada en la Astacifactoria de Rillo de Gallo
fue de 0,12, algo mas baja que en nuestro trabajo, en el que, como se comenta
mas adelante, mediante la técnica RAPD hemos obtenido un valor de

polimorfismo de 0,17.

En la bibliografia tnicamente se dispone de un trabajo en el que se
estima la variacion genética de A. pallipes por medio de RAPD, en
poblaciones del sur de Europa (de Francia, Alemania, Inglaterra e Irlanda)
pero en el que no se incluye Espafia. La variabilidad genética
intrapoblacional estimada mediante el indice de Shannon varia entre 0,000 y
0,446 (Gouin et al., 2001), siendo el valor medio de 0,159. En nuestro caso el
promedio de variabilidad genética intrapoblacional es inferior, 0,024 (Tabla

40).

En otra especie de cangrejo de rio Cherax quadricarinatus, el nivel de
polimorfismo utilizando la técnica RAPD-PCR oscila entre 0,07 y 0,22, con un

valor promedio de 0,13 (Macaranas et al., 1995).
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Con respecto a la utilizacién de otro tipo de marcadores Grandjean y
cols. (2001) por medio de RFLP de ADN mitocondrial (utilizando 6
endonucleasas de restriccion) en 154 individuos de 14 poblaciones espafolas,
12 de las cuales pertenecen a la misma provincia (Navarra) y cuenca
hidrografica (Ebro), encontraron un tnico haplotipo. Este tinico haplotipo
también se encontré en algunos ejemplares de una poblacién del norte de
Italia. En este trabajo no se detect6 variabilidad genética en las poblaciones

estudiadas de cangrejo de rio.

En general, en todos estos trabajos (excepto en el RFLP de Grandjean y
cols. 2001) se observa que la especie A. pallipes presenta niveles medios de
variabilidad genética y que a través de analisis enzimaticos se detecta, como

era esperable, menor cantidad de variabilidad que con RAPD.

Algunos autores han atribuido los relativos bajos niveles de
variabilidad genética encontrados con diferentes marcadores, aloenzimas y
ADNmt, a causas como las fragmentaciones, extinciones masivas, reduccion
de los habitats disponibles, contaminacién, sobrepesca, expansiéon de
parésitos y enfermedades infecciosas e introduccién de especies al6ctonas

muy competitivas (Santucci et al., 1997; Grandjean et al., 1997b).

Nuestros datos acerca de las poblaciones espafiolas de cangrejo de rio
evidencian lo que parece ser un nivel o grado de variabilidad genética que
podria incluirse dentro de los considerados normales para la especie aunque
ligeramente superior. Como ya se comenté anteriormente el valor medio
para la especie A. pallipes en nuestro pais es de 0,15. Asi, la cantidad de
polimorfismo detectado (Tabla 23) oscila entre 0,07-0,08 para las poblaciones
de CUE (A. Cuende) y GRA (A. Ermitas) y entre 0,22-0,24 en las poblaciones
de LEO (L. Valsemana) y NAV (R. Ega). Zarazaga (1993), en su estudio
enzimatico de diversas poblaciones de A. pallipes en Espafia, todas

geograficamente muy cercanas, estimo la tasa de polimorfismo mas elevada
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registrada en poblaciones espafiolas, 0,27. Se trata de una poblacién situada

en Zaragoza formada por individuos de distinto origen.

De todas las muestras analizadas, en la poblacion granadina de
Arroyo Ermitas (GRA) encontramos la menor cantidad de variabilidad
genética (P=0,08) (Tabla 23). El cangrejo de rio en Andalucia, y
concretamente en la provincia de Granada, donde se encuentran las
poblaciones més meridionales del continente europeo, ha seguido una
evolucion muy desfavorable en las tltimas décadas (Gil y Alba-Tercedor,
1998, 2000; Galindo et al., 2003). Las poblaciones se han visto afectadas de
forma negativa por diversas causas, en la mayoria de los casos desconocidas
por no haberse llevado a cabo un seguimiento de las poblaciones con un
adecuado plan de gestion. Entre las causas que si se han llegado a conocer se
encuentran las mortalidades masivas, consecuencia directa de la expansion
del cangrejo rojo (Procambarus clarkii) y su papel como agente portador de la
afanomicosis (Aphanomyces astaci). En segundo lugar, por acusados periodos
de sequia y, por ultimo, por alteraciones antrépicas y sus efectos sobre los
cauces y la calidad de las aguas (Gil, 1999). De todas las causas mencionadas
que han contribuido a la regresion de las poblaciones del cangrejo de rio en
Granada, dos son las que han afectado a la poblaciéon que nos ocupa. En el
Arroyo Ermitas, con una poblacién sumamente densa y sana en apariencia,
durante los afios 1991, 1996, 1997 y 1998, se detect6 saprolegniosis, patologia
causada por un hongo (Saprolegnia parasitica) probablemente crénica, que
caus6 una mortalidad masiva tras un periodo de estrés ambiental. Asi pues,
dada la escasa variabilidad genética que muestra la poblacién granadina de
A. Ermitas (GRA) se podria argumentar que dicha poblacién ha atravesado

un reciente e importante cuello de botella.

Por otro lado, los valores mas elevados de wvariabilidad los

encontramos en las poblaciones del R. Ega, en la provincia de Navarra
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(NAV) (P= 0,28) y L. Valsemana, en la provincia de Leén (LEO) (P=0,22)
(Tabla 23). Ya se ha comentado en la Introduccién de este trabajo, en el
apartado referido a Legislacién, que la especie Austropotamobius pallipes goza
del maximo nivel de protecciéon en la Comunidad Foral de Navarra por estar
clasificada como especie en peligro de extincion (BON ntm. 38, de 27 de
marzo de 1996). Por otro lado, la poblaciéon de Valsemana se encuentra en
una laguna protegida y de acceso restringido. En ambos casos, Rio Ega
(NAV) y Laguna de Valsemana (LEO) se han mantenido las poblaciones con
un alto namero efectivo y eludido enfermedades presentes en otras regiones.
Todo ello permite un contenido de variabilidad genética més elevado que en

otras zonas.

Segtin nuestros resultados es en la poblacién de R. Ega (NAV) donde
se ha encontrado la mayor cantidad de variabilidad genética, si bien es cierto
que la Astacifactoria (RIL) presenta unos niveles de variabilidad genética por
encima de la media de las poblaciones espafiolas de este trabajo. La
Astacifactoria de Rillo de Gallo comenzé a funcionar a principios de la
década de los 80, con cangrejos procedentes de las cuencas del Ebro y del
Tajo, aun cuando en los dltimos 15 afios no ha tenido aportaciones de
cangrejos externas. Esta poblaciéon se ha mantenido con un elevado namero
de individuos y légicamente protegida frente a posibles depredadores y
enfermedades, de ahi su polimorfismo de 0,17, algo superior al promedio de

las poblaciones espafiolas (Tabla 23).

Por daltimo, la muestra italiana de la Regiéon de Calabria (COS)
presenta unos niveles de variabilidad genética por encima de la media de los
obtenidos para las poblaciones espafiolas, si bien es cierto que en este caso
s6lo se dispone de datos de tres cebadores y que el tamafio muestral es
pequeiio y, por tanto, los datos deben ser tomados con prudencia. La
informaciéon referente a las poblaciones italianas evidencia, en general,

valores de variabilidad genética méas elevados que los nuestros (Grandjean et
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al., 2001). En 1859 Italia fue el primer pais de Europa afectado por la plaga
del cangrejo, que quedé confinada a la regién noreste del pais y desde
entonces no se tiene constancia de la enfermedad (Holdich, 2002b). Por esta
razén en Italia las poblaciones de A. pallipes no han sufrido la regresion tan
acusada que las espafiolas, que en muy poco tiempo pasaron de ser muy

abundantes a estar amenazadas de extincion.

En definitiva, el nivel de variabilidad genética detectado en nuestras
poblaciones se incluye dentro de los rangos observados para los cangrejos de
agua dulce en general y de A. pallipes en particular, en su distribucion

superior.

Las poblaciones espafolas de A. pallipes utilizadas para llevar a cabo
este estudio, hasta donde nosotros hemos podido saber, son poblaciones, en
general, que no han sido objeto de repoblaciones ni expuestas a episodios de
contaminacién y sobrepesca recientes, lo que favoreceria un cierto nivel
numérico (aun cuando sabemos que los tamafios efectivos de sus poblaciones

no son muy elevados) y, por tanto, de variabilidad genética.

Estos resultados muestran, ademas, la utilidad de la técnica de RAPD
para detectar variaciéon en poblaciones con hipotéticos bajos niveles de
variabilidad, en las que los estudios genéticos mediante isoenzimas y ADN

mitocondrial no presentan suficiente “sensibilidad”.

Asi pues, y con respecto a la cantidad de variabilidad genética
observada, los resultados creemos pueden ser de gran interés ya que se trata
de los primeros datos genéticos en la especie Austropotamobius pallipes en
Espafia, en un amplio y, por tanto, significativo muestreo. Se trata de datos
necesarios en programas de recuperaciéon si deseamos resultados eficaces

para la conservacién del cangrejo autéctono.
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43 PATRONES DE DISTRIBUCION DE LA VARIABILIDAD
GENETICA

Un aspecto de primordial importancia en el estudio de organismos
como el que nos ocupa, el cangrejo de rio A. pallipes, catalogado como especie
“vulnerable”, es el que se refiere a los patrones poblacionales de distribucion
de su variabilidad genética. Esta informacién puede ser clave en la gestion de

la posible recuperacion de la especie.

Segun nuestros resultados, las poblaciones analizadas parecen mostrar
cierto grado de diferenciacién. Los valores de similitud interpoblacional son
ligeramente inferiores a los valores intrapoblacionales (Tabla 42), y el indice
de diversidad de Shannon (Tabla 40) indica que la variabilidad
interpoblacional contribuye de manera mas importante que la

intrapoblacional a la variabilidad total de la especie.

Ademas, un andlisis detallado centrado en cada marcador como el que
nos ofrece el andlisis %2 (Tablas 24 a 34) muestra que las frecuencias de 96 de
las 133 bandas de ADN (71%) presentan diferencias significativas entre
poblaciones. El test de diferencias estandarizadas indica que en la mayoria de
los casos estas diferencias se deben a que la banda presenta en una poblacion
una frecuencia significativamente distinta de la frecuencia media (40 bandas)

o en dos poblaciones (12 bandas).

El andlisis de la varianza molecular (AMOVA) atribuye a las
diferencias entre poblaciones una contribucién mayor a la variabilidad total
(68%) que a las diferencias entre individuos de la misma poblacién (32%)
(Tabla 45). El analisis de la varianza molecular (AMOVA) arroja los mismos
resultados cuando se analizan las poblaciones espafiolas de A. pallipes

agrupadas por cuencas hidrograficas y por vertientes.

El valor estimado del estadistico Fsr (indice de subdivision de la

poblacién) para el conjunto de las poblaciones espafiolas del cangrejo
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autéctono mediante los métodos de Wright, Weir y Cockerman y Lynch y
Milligan, respectivamente, es 0,60, 0,75 y 0,72 (Tabla 44), lo que indica una
clara diferenciacién entre poblaciones. Los valores de Nm (tasa efectiva de
migracion) obtenidos a partir del indice de subdivisiéon de la poblacién por
los métodos mencionados anteriormente oscilan entre 0,1 y 0,2. Se trata de
valores minimos que significarian flujo génico despreciable entre las
poblaciones analizadas. Segun Wright (1931) y Mayurama (1970, 1972) una
tasa efectiva de migracion (Nm) cercana al 1 es suficiente para impedir la

diferenciacion genética de las poblaciones.

El andlisis de las distancias genéticas de Nei, l6gicamente indica
también que existe diferenciacién entre las poblaciones, y atribuye los valores

de distancias mas elevados a la poblacion del noreste peninsular, GIR (A.

Santa Margarida) con el resto ( X =0,23).

En definitiva, nuestras poblaciones evidencian una clara
diferenciacién, la diversidad interpoblacional es claramente superior a la
intrapoblacional, el andlisis de la varianza molecular (AMOVA) muestra que
las diferencias interpoblacionales son superiores a las intrapoblacionales, el
indice de subdivision de la poblaciéon y las distancias genéticas indican

diferenciacién entre poblaciones.

Otros autores, Grandjean y cols. (2001), han observado tras analizar
mediante RFLP de ADNmt con 6 endonucleasas de restriccién la variaciéon en
14 poblaciones espafiolas de A. pallipes, encontrando un tnico haplotipo. Se
trata de un estudio en el que se analizaron 14 poblaciones pertenecientes a
cuatro cuencas hidrograficas (Ebro, Duero, cuenca del norte y Guadalquivir),
siendo 12 de las 14 poblaciones de la cuenca del Ebro, y de la misma
provincia, Navarra. Por el contrario, en nuestro trabajo hemos analizado once
poblaciones pertenecientes a ocho cuencas diferentes (Ebro, Duero,
Guadiana, Guadalquivir, Tajo, Nervion, Jacar, Costero-catalana), mediante

RAPD. Mediante andlisis enziméticos Zarazaga (1993) en poblaciones
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espafiolas del cangrejo de rio atribuye al aislamiento geogréfico la
diferenciacién entre las mismas. Asimismo Santucci y cols. (1997) al analizar
distintas poblaciones europeas del género Austropotamobius detectan
diferencias interpoblacionales, encontrando que las dos poblaciones
espafiolas que incluyen en el estudio (del Guadalquivir y Ebro,

respectivamente) se relacionan genéticamente con las del norte de Italia.

Mediante aloenzimas Attard y Vianet (1985) obtuvieron valores de Fsr
de 0,90 en poblaciones europeas de A. pallipes. En esta misma especie
Santucci y cols. (1997) también en poblaciones europeas, encontraron valores
de Fstr muy bajos, 0,10 que explicaron por el mismo origen geografico de las
poblaciones estudiadas. En un trabajo posterior sobre la estructura de las
poblaciones en Suiza se encontraron valores altos de Fsr (0,89) y minimos de
Nm (Lortscher et al., 1998). Es decir, la informacién poblacional europea,
cuando las muestras tienen origenes geograficos distintos evidencian,

también, valores elevados de diferenciacion genética.

La estructura poblacional y la reciente historia de las poblaciones de
A. pallipes marcada por diferentes causas de regresion como las
introducciones de especies ald6ctonas, la afanomicosis y las alteraciones
antropicas, han llevado a la fragmentacién de las poblaciones del cangrejo de
rio en nuestro pais en las ultimas décadas. Ademads, buena parte de las
poblaciones han sufrido diversos cuellos de botella que acenttan la deriva
genética, conducen a la reducciéon de la variabilidad genética y a la
diferenciacion de las poblaciones, y, a largo plazo, fijan alelos alternativos en
diferentes poblaciones (Holdich, 1988). Dentro de la misma especie, la
existencia de poblaciones grandes y comunicadas entre si deberia conducir a
una menor diferenciacién de las poblaciones y a una mayor diversidad en
ellas. Por el contrario, la existencia de poblaciones pequefas y aisladas

deberia conducir a la existencia de divergencia entre poblaciones y
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homogeneidad dentro de las mismas (Lin et al., 1999). No podemos tampoco
olvidar que esos procesos histéricos recientes han ejercido sus efectos sobre
otros procesos histéricos lejanos (fragmentaciones y recolonizaciones
posteriores durante la dultima glaciacion, formacién de las cuencas
endorreicas terciarias). Estos fendmenos estan bien documentados en varios

organismos, tanto vegetales como animales (Hewitt, 1996).

Mencién especial merece la muestra del sur de Italia (COS), que
presenta mucha menor similitud que las poblaciones espanolas entre si, lo
que implica que estas ultimas estdn genéticamente mas relacionadas entre
ellas que con la poblacion de la Region de Calabria (COS). Si atendemos a las
distancias genéticas, los valores mas elevados los encontramos entre la
muestra italiana (COS) y las poblaciones espafiolas (entre 0,41 y 0,74, con una
media de 0,53) (Tabla 43). Estos datos, como ya hemos comentado, hay que
tomarlos con precaucién debido al tamafio poblacional, pero no obstante
tienen un valor indicativo de la clara diferenciaciéon de la muestra italiana
respecto al conjunto de las espafiolas. Recordemos que se trata de una
muestra del sur italiano y que otros autores, sin embargo, han afirmado
relaciones estrechas entre poblaciones espafiolas y otras del norte de Italia
(Santucci et al., 1997; Grandjean et al., 2001). Seguramente resultaria de gran
interés un estudio amplio de muestras italianas y espafiolas, que ayudaran a
un mejor conocimiento y al esclarecimiento de las relaciones y el origen de

nuestros cangrejos.

En definitiva, los patrones de distribucién de la variabilidad genética
observada en nuestras poblaciones, evidencian cierto grado de diferenciacion
genética entre ellas, mas acusado en la poblacién del noreste peninsular, y

mucho més en la comparacién con la muestra de Italia.

Esta informacién, creemos, puede resultar relevante para las

Administraciones y gestores conservacionistas ya que puede ayudar en el
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disefio de programas de recuperaciéon (en funcién de informaciéon genética

tiable) para restaurar las poblaciones de cangrejo de rio.

44 RELACIONES FILOGENETICAS

Como se ha dicho en los apartados anteriores los resultados obtenidos
indican cierto grado de diferenciacién entre las poblaciones espafiolas de

cangrejo, A. pallipes, analizadas a lo largo de este estudio.

Las distancias genéticas de Nei (Tabla 43) muestran valores que
oscilan entre 0,07 y 0,27, con una media de 0,17. En general, los valores de
distancias obtenidos estan en concordancia con los encontrados por otros
autores entre poblaciones de cangrejo de rio. Zarazaga (1993) observo valores
de 0,002 entre las poblaciones espafiolas de cangrejo autéctono y de 0,133
entre una poblacion espafiola (Matarrafia, Teruel) y una francesa (Trabassac).
Attard y Vianet (1985) estudiando diferencias interpoblacionales de A.
pallipes obtuvieron valores entre 0,003 y 0,27, en poblaciones insulares de
Irlanda y Coércega. Santucci y cols. (1997), en poblaciones europeas del
género Austropotamobius obtuvieron valores de distancias genéticas de Nei
entre 0,26 y 0,40, con una media de 0,30; la distancia entre las poblaciones
analizadas del centro-norte de Italia y las espafiolas fue de 0,05. Algo mas
bajos son los valores encontrados en poblaciones de Europa con ADNmt,
entre las que se encuentran 14 poblaciones espafiolas, 1 francesa, 2 italianas y
1 poblacién eslovaca, entre 0,0003 y 0,164 (Grandjean et al., 2001). Destaca en
este trabajo el valor tan bajo de distancia genética entre las poblaciones
espafiolas y las del norte de Italia (Fosso de Ferfereta) 0,0003, resaltando la
estrecha relacion que existe entre ellas. Algunos autores defienden que las
poblaciones de A. pallipes de la Peninsula Ibérica proceden de introducciones
realizadas desde el norte de Italia, en una fecha atn por precisar, pero

probablemente entre el siglo XVII y principios del XIX (Royo et al., 2003).
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Los valores de distancia genética més elevados, en general, son los que
presenta la poblacion del Arroyo Santa Margarida (GIR) del noreste
peninsular con el resto (con un valor medio de 0,23) y la poblacién granadina
de Arroyo Ermitas (GRA) con las demds poblaciones (con un valor medio de
0,18), mientras que los mas bajos los encontramos entre la poblacion del
Arroyo Pozuelo (POZ) de la regiéon centro-este y el resto (valor medio de

0,14).

El analisis de las relaciones poblacionales del cangrejo de rio en
Espafia a través de los analisis de componentes principales (Figuras 20 y 21)
y dendrogramas (Figuras 24, 25 y 26) elaborados a partir de las distancias
genéticas de Nei y de los indices de similitud, nos han permitido extraer
algunas conclusiones. Tanto el anélisis de componentes principales como los
dendrogramas muestran dos grupos diferenciados dentro de las poblaciones
espafiolas, uno formado por la poblaciéon de Gerona, A. Santa Margarida
(GIR), y el otro, por las demas poblaciones. Con respecto a este segundo
grupo, por un lado se observa que, poblaciones de una misma cuenca
hidrogréfica se encuentran separadas en clados diferentes y, por otro lado,
que algunas poblaciones se agrupan por proximidad geografica, pese a
pertenecer a diferentes cuencas. Asi, encontramos dos agrupamientos que se
repiten en todos los casos. Por un lado, las poblaciones de RIL, VIL, GUZ,
MAD, NAV y POZ. Y, por otro lado, las poblaciones de CUE, LEO, GRA y
PVS.

De manera muy general se observa que las poblaciones quedan
agrupadas por vertientes. Asi, las poblaciones de la vertiente atlantica y las
de la vertiene mediterrdnea forman sendos grupos, con dos excepciones, las
poblaciones atlanticas de POZ (A. Pozuelo) y MAD (M. Madalena) que se
incluyen dentro del grupo de las mediterrdneas, posiblemente por

proximidad geografica con éstas.
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Las poblaciones de A. Santa Margarida (GIR) y A. Ermitas (GRA) son
las mas distantes genéticamente y geograficamente estan separadas por 778
kms. Ademads, en todos los casos se repiten varios emparejamientos entre
poblaciones. Dos poblaciones de la regiéon centro-norte, GUZ (cuenca del
Ebro) y MAD (cuenca del Duero); y otra pareja formada por las poblaciones
de RIL, Astacifactoria, y VIL (cuenca del Jacar), del centro-este de la
Peninsula. Aun cuando el test de Mantel no muestra relacion significativa
entre las distancias geogréfica y genética (r=0,47, p[Z al azar < Z observado]
= (,01), no podemos pasar por alto que el menor valor de distancia genética,
de 0,07, se da entre las poblaciones de A. Guztar (GUZ) y M. Madalena
(MAD), que distan pocos kilémetros geogréaficamente (51 km), pertenecen a
las cuencas del Ebro y Duero respectivamente, y son de la misma provincia
(Burgos). Para explicar este punto es necesario discutir la capacidad de
dispersion de la especie A. pallipes. El cangrejo de rio, al contrario que otras
especies de cangrejos de agua dulce como el cangrejo rojo (P. clarkii) del que
se tiene constancia de desplazamientos de varios kilémetros, no es capaz de
desplazarse grandes distancias fuera del agua. Ya se ha comentado en varias
ocasiones a lo largo de este trabajo que las poblaciones de A. pallipes se
encuentran fragmentadas y aisladas del resto de la red fluvial, es decir, que
los animales no podrian migrar por si solos. Ademads, las poblaciones se
encuentran, por lo general, en lugares de dificil acceso y se tiene constancia
del traslado artificial de los cangrejos de unos sistemas fluviales a otros, por

parte de los guardas (Pardo, 1942; Torre y Rodriguez, 1964, entre otros).

Como acabamos de comentar Arroyo Santa Margarida (GIR) y Arroyo
Ermitas (GRA) son las mdés distantes genéticamente del resto de las
poblaciones espafolas. Santucci y cols. (1997) encontraron que la poblacién
del Guadalquivir distaba genéticamente del resto de poblaciones europeas

analizadas, excepto de las del norte de Italia y la del Ebro, ademas de
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encontrarse entre los niveles de variabilidad maés elevados de las 35
poblaciones que analizaron. Asi pues, las poblaciones de A. Santa Margarida
(GIR) y A. Ermitas (GRA) puede ser que sobrevivieran a los cambios
ambientales de las altimas glaciaciones actuando como refugios y lleven mas
tiempo establecidas que las otras poblaciones espafiolas analizadas en este
estudio. Pero se tiene la certeza de que en la década de los afios 30 se realiz6
una introduccién de cangrejo de rio con éxito en Olot (Gerona) y desde
entonces vive perfectamente aclimatado, al igual que en otras regiones de
Espafia como el rio Miera (Cantabria) y el Lago Enol (Asturias) (Pardo, 1942).
No se dispone de la informacion acerca de la procedencia de los ejemplares
empleados la introduccién de Olot pero, por su proximidad, puede que se
trajeran de Francia, del mismo modo que en el siglo XIX fueron llevados
ejemplares desde Espafia e Italia a este pais para combatir los efectos
producidos por la peste del cangrejo (Grandjean et al., 1997b; Lortscher et al.,
1997; Santucci et al., 1997).

Los resultados obtenidos al introducir en los andlisis la muestra del
sur de Italia (COS) no modifican la topologia general de los arboles
observada al analizar Unicamente las poblaciones espafiolas. En los
dendrogramas en los que se incluyen todas las poblaciones (Figuras 27, 28 y
29) observamos que la muestra italiana es la primera en separarse del resto.
Se repiten los mismos agrupamientos de las poblaciones espafiolas (ver
Figuras 24, 25 y 26). El hecho de que se obtenga la misma topologia con los
distintos métodos y algoritmos (distancias genéticas de Nei e indices de
similitud), en las poblaciones de Austropotamobius pallipes, hace que los
resultados gocen de una gran fiabilidad. Ademads, los valores de bootstrap
obtenidos en los dendrogramas estan, en casi todos los casos, por encima de
500. Segun Felsenstein (1988), para asegurar que un agrupamiento sea

legitimo, éste debe ocurrir al menos en la mitad de las estimas de bootstrap

179



Discusion

(valores por encima de 500), lo que apoya la idea de que las poblaciones son

genéticamente diferentes y la separacion entre las mismas es consistente.

A la hora de llevar a cabo este estudio se intent6 tomar muestras de las
que, en principio, se tenia la seguridad eran poblaciones naturales. A pesar
de este intento, algunas pueden, o no, ser introducciones antiguas no
conocidas por la Administraciéon o simplemente poblaciones de las que no se
disponga de ninguna documentacion acerca de su introduccién. Ya hemos
comentado a lo largo de este trabajo que se sabe poco sobre la evolucion de
dichas poblaciones. Pero el hecho general de que no exista una relaciéon
genética-geografica ni genética-hidrografica clara puede estar en relacion
con, por un lado, los movimientos pasivos de individuos de unos lugares a
otros realizados por el hombre con el fin de perpetuar las poblaciones de
cangrejo autdctono, y, por otro lado, con las fragmentaciones. Las
poblaciones de cangrejo a lo largo de las ultimas décadas han estado
sometidas a fragmentaciones, como ya hemos comentado, que han
propiciado probablemente pequefios tamafios efectivos en muchos casos y
endogamia, posiblemente como consecuencia de los multiples cuellos de
botella donde la deriva genética ha podido jugar un papel muy importante.
Estos cuellos de botella que han atravesado las poblaciones podrian deberse
principalmente a las diferentes causas que han conducido a la regresion del
cangrejo de rio en nuestro pais, entre las que se encuentran las alteraciones
producidas por el hombre sobre el habitat, la afanomicosis y la introduccién
de especies exéticas de cangrejos (Diéguez-Uribeondo et al., 1977b; Alonso et

al., 2000; Galindo et al. 2000).
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45 VARIABILIDAD MORFOMETRICA

Los métodos clasicos utilizados para estudiar la variabilidad de una
especie se han basado en caracteres morfologicos y meristicos. Precisamente,
la informacién basica para el conocimiento de una especie de interés desde
un punto de vista ecoldgico y de la conservacién, reside en su estructura
poblacional, en la variabilidad y diversidad contenidas en sus poblaciones,
tanto a nivel genotipico como fenotipico. La disminucién del ntimero de
ejemplares de cangrejo autdctono y su inclusiéon como especie amenzada en
la categoria de “vulnerable”, implican la necesidad de establecer una politica
de gestion adecuada para protegerla. En Espafia, con respecto a la
morfometria de la especie A. pallipes s6lo se han llevado a cabo tres trabajos
que incluyen poblaciones, todos ellos, dentro de un rango geografico muy
estrecho (Celada et al., 1987; Gémez de Diego, 1991; Iglesias et al., 1998). Asi
pues, el presente estudio es el primer trabajo sobre el cangrejo de rio en
nuestro pais que recoge una informacioén geogréfica amplia, ocho cuencas
hidrogréficas diferentes y en el que, a través de 14 medidas morfométricas, se
estudia la estructura poblacional de la especie en un total de 435 individuos

(248 machos y 187 hembras).

El anadlisis descriptivo de la especie, A. pallipes, ha mostrado valores
superiores de la media, mediana, moda, desviacién tipica, varianza, maximos
y minimos de todas las variables morfométricas en los machos que en las
hembras (Tablas 50 y 51). Estos resultados son consistentes con la descripcién
del crecimiento de los Crustaceos publicada por Hartnol (Reynolds, 2002), en
general, y con los Decdpodos en particular, como en las especies Astacus
astacus (Agerberg, 1988; Fevolden y Hessen, 1989), Astacus leptodactylus y
Pacifastacus leniusculus (Agerberg, 1988).
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El tamafio de los cangrejos de rio, en general, se expresa mediante dos
variables morfométricas facilmente medibles, la longitud del cefalotérax
(LCF) y la longitud total (LT) (ver Figura 9). La longitud de cefalotérax
(LCEF), se emplea con fines cientificos, mientras que la longitud total (LT) con
fines comerciales y de captura, como la talla de los ejemplares (Holdich,

1988).

Los valores registrados en nuestro estudio, en el que no se especifican
clases de edad, son de 3,74 cm para la LCF (longitud de cefalotérax) y 7,53
cm para la LT (longitud total) en los machos, y de 3,55 cm y 7,40 cm para LCF
y LT, respectivamente, en las hembras de cangrejo de rio. Estos valores se
encuentran dentro del rango registrado (aunque ligeramente inferiores) para
la especie por otros autores. Asi, Pratten (Holdich, 1988) cita valores, para
diferentes clases de edad, que oscilan entre 7,23 y 8,05 cm de LT en los
machos y entre 3,38 y 3,88 cm de LCF, mientras que los valores de LT se
encuentran entre 6,83 y 7,64 y en el caso de LCF entre 3,14 y 3,63 cm en las
hembras. Por otro lado, Laurent (Holdich, 1988) para diferentes clases de
edad presenta datos de longitud total (LT) en el caso de los machos entre 6,75

y 9,25 cm y en las hembras da valores entre 5,90 y 6,75 cm.

Del mismo modo, en nuestro estudio sobre el cangrejo de rio en
Espafia, al aplicar las pruebas de Mann-Whitney y de Student a las 14
variables morfométricas, se encontraron diferencias significativas (p<0,05)
entre machos y hembras en todas ellas excepto en la longitud total (LT), y en

dos medidas referidas al rostro, longitud y anchura de las base del rostro

(LROS y ABASROS, respectivamente) (ver Tabla 52).

Estas diferencias significativas entre ambos sexos en cuanto al peso,
longitud y anchura de cefalotérax (ACF, LCF), longitud y anchura de las
pinzas (ILPINZA, IAPINZA, DLPINZA, DAPINZA), documentadas en gran
cantidad de estudios (Grandjean et al., 1997c; 1997d; Reynolds, 2002) eran

predecibles por tratarse de caracteres sexuales secundarios con importantes
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funciones de tipo biolégico. Dichas funciones estan relacionadas con la
reproduccién, combate y defensa frente a los predadores, asi como con la

captura de presas (Stein, 1976).

Al comparar el nimero de individuos de este trabajo con el empleado
en otros estudios morfométricos llevados a cabo en el cangrejo de rio, A.
pallipes, observamos que nuestro caso es el mas amplio en lo que respecta al
ndmero de individuos procedentes de poblaciones naturales analizados
morfométricamente, 435 ejemplares. En nuestro pais, Celada y cols. (1987), en
un estudio morfométrico comparativo entre dos poblaciones, una de ellas
natural de cangrejo autéctono y otra semi-controlada de cangrejo senal,
emplearon 346 ejemplares. Gémez de Diego (1991) analiz6 523 ejemplares de
seis poblaciones; s6lo dos de ellas eran naturales, el resto vivian en sistemas
acuaticos artificiales. Y por ultimo, Iglesias y cols. (1998) también realizaron
un estudio morfométrico comparativo en 140 ejemplares de cangrejo

autoéctono procedentes de distintos lugares de la cuenca del rio Mifio.

Ya fuera de nuestras fronteras, Attard y Vianet (1985) analizaron un
total de 142 individuos en cinco poblaciones europeas, entre 23 y 35
individuos por poblacién. En 1998, 60 individuos de A. pallipes pertenecientes
a cuatro poblaciones europeas (15 individuos en cada poblacién) fueron
analizados morfométricamente por Grandjean (Grandjean et al., 1998).
Igualmente Mori y cols. (2001) llevaron a cabo un estudio morfométrico de
cinco poblaciones del noroeste de Italia, desde 11 hasta 119 individuos por

poblacion, en un total de 211 individuos.

Se ha observado, por medio del analisis de cada poblaciéon de A.
pallipes, valores mas elevados de la media, mediana, moda, desviacién tipica,

varianza, maximos y minimos de las variables morfométricas en los machos
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que en las hembras (Tablas 46, 47 y 48), de la misma forma que hemos

observado para el conjunto poblacional.

Atendiendo a los valores de las variables morfométricas por
poblaciones, observamos que en todos los casos, tanto al analizarlas en su
conjunto como de forma separada por sexos (machos y hembras), los valores
mas elevados siempre recaen en los individuos de la poblaciéon de la
Astacifactoria, RIL. Todas las variables morfométricas en esta poblacion
presentan valores por encima de la media. Asi, el promedio de la longitud
del cefalotérax (LCF) en hembras en la Astacifactoria de Rillo es de 4,89 cm
(siendo la media de todas las poblaciones de 3,55 cm) y el promedio de la
longitud total (LT) es de 9,92 cm (siendo la media de todas las poblaciones de
7,40 cm). Por el contrario, los datos més bajos, generalmente, los encontramos
en la poblacién de A. Pozuelo (POZ) cuyos promedios estdn por debajo que
los establecidos en el conjunto de las once poblaciones analizadas. El valor
medio de la longitud del cefalotérax (LCF) en los machos de esta poblacion
(POZ) es de 3,28 cm y el promedio general para las once poblaciones de 3,74
cm, mientras que la LT presenta un valor de 6,57 y la media en todas las

poblaciones espafolas analizadas es de 7,53 cm.

Nuestros resultados se corresponden con diversos estudios
morfométricos comparativos entre poblaciones de A. pallipes en los que se
observa que los valores de las variables morfométricas, en general, se
encuentran en los mismos rangos que los obtenidos en nuestro estudio, y en
particular, los de LT (longitud total) y LCF (longitud de cefalotérax). En
Celada y cols. (1987) para diferentes clases de edad, encontramos valores
promedio de longitud total de 6,66 cm (entre 2,29 y 9,90 cm) y de 3,30 cm en
longitud de cefalotérax (entre 1,08 y 5,05 cm), para machos, y valores
promedio de 6,18 (entre 2,23 y 9,00 cm) y 2,90 cm (entre 1,06 y 4,31 cm) de LT
y LCF, respectivamente, para hembras del cangrejo de rio en nuestro pais.

Iglesias y cols. (1998) registran, sin especificar clases de edad, valores dentro
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del mismo rango que en el caso anterior en ejemplares de la cuenca del rio
Mifio, 8,62 y 8,19 cm para la longitud total y 4,23 y 3,82 cm en la longitud de

cefalotérax, en machos y hembras respectivamente.

El crecimiento de los cangrejos es alométrico, es decir, que ciertas
partes del cuerpo crecen desproporcionadamente en relacién con otras. Y en
los cangrejos el dimorfismo sexual externo de los caracteres secundarios es
aparente s6lo cuando se ha alcanzado la madurez sexual. Asi, las pinzas en
los machos y el abdomen en las hembras (para portar los huevos) crecen mas
rapido que otras partes del cuerpo. El crecimiento de las pinzas es casi
isométrico en los individuos juveniles y en las hembras, sin embargo en los
machos el nivel de alometria aumenta al mudar en la pubertad. Por otro
lado, mientras que el crecimiento del abdomen es isométrico en los machos y
juveniles, en las hembras crece alométricamente al mudar en la pubertad

(Reynolds, 2002).

En general, el tamafio de las hembras es menor que el de los machos
por dos razones. En primer lugar, la frecuencia de la muda es inferior en
hembras que en machos, ya que las hembras no pueden mudar mientras
portan los huevos. Y en segundo lugar, la tasa de crecimiento en cada muda
también es menor en hembras como consecuencia de la demanda energética
derivada del transporte de los huevos a la que se suma la escasa actividad

alimenticia durante este periodo (Reynolds, 2002).

El analisis del dimorfismo sexual en las 14 variables morfométricas
medidas en las once poblaciones espafiolas de cangrejo autéctono, A. pallipes,
a través del analisis MLG univariante, mostré que todas las ellas variaban
entre sexos, excepto la longitud total (LT) (Tablas 53 y 54) al igual que en el
estudio de Iglesias y cols. (1998). Este mismo comportamiento también se

repite cuando se lleva a cabo el andlisis de las poblaciones agrupadas por
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cuencas (Tablas 55 y 56) y, del mismo modo, al analizar las poblaciones

agrupadas en vertientes (Tablas 57 y 58).

En general, en los tres andlisis llevados a cabo, por poblaciones,
cuencas y vertientes, se observa el mismo patréon de variaciéon. En ambos
sexos se repite la elevada variabilidad en las pinzas (anchura y longitud) y en

las medidas del rostro (longitud del rostro y anchura de la base del rostro).

Existe, por tanto, una gran variabilidad en ambos sexos en lo que
respecta a las variables morfométricas de los individuos de A. pallipes
estudiados, tanto al analizarlos por poblaciones como por cuencas y
vertientes. No podemos olvidar que al realizar estos andlisis por cuencas y
vertientes el nimero de individuos en cada uno de estos grupos es mayor
con respecto al andlisis por poblaciones, repitiéndose los mismos resultados
para las pinzas (anchura y longitud), en los machos, y en las medidas del

rostro en ambos sexos.

El analisis MLG (modelo lineal general) univariante muestra cierto
grado de diferenciacién morfométrica entre las poblaciones espafiolas de
Austropotamobius pallipes analizadas (Tablas 53 y 54). Grandjean y cols.
(1997d) encontraron diferenciacion morfométrica entre tres poblaciones
francesas, de manera maés clara en las hembras que en los machos. También
Attard y Vianet (1985), pudieron diferenciar morfométricamente poblaciones
de cangrejos, bastante distantes geograficamente, procedentes de Irlanda,
Francia y Cércega. Sin embargo, al contrario que en los estudios anteriores y
en el nuestro, Mori y cols. (2001) apenas encuentran diferenciacion
morfométrica interpoblacional en poblaciones de A. pallipes de Liguria, norte

de Italia.

Por otro lado, a partir de las variables morfométricas se llevé a cabo
un analisis de componentes principales, en primer lugar con todos los

individuos en su conjunto, en segundo lugar con las hembras y, por dltimo,
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con los machos. Hemos encontrado tres morfotipos diferentes que se repiten
en cada uno de los tres analisis, dos de los cuales pueden agruparse en uno

solo que englobaria a la mayoria de las poblaciones espafiolas analizadas.

El primer morfotipo se caracteriza por el peso (méas elevado) de los
individuos y estd representado por la poblaciéon de la Astacifactoria de Rillo
de Gallo (RIL). Se incluye en este grupo, aunque no de una forma tan clara

como la Astacifactoria, RIL, a la poblacién de Rio Ega (NAV).

El segundo morfotipo, caracterizado por las variables (de valores mas
bajos) longitud y anchura del cefalotérax (LCF y ACF) y anchura de la base
del rostro (ABASROS), estd representado por la poblaciéon de POZ (A.
Pozuelo). Es el morfotipo més abundante de los descritos y en él se agrupan
las restantes poblaciones espafiolas de cangrejo de rio (LEO, CUE, GIR, GRA,
GUZ, MAD, PVSy VIL).

Asi pues, dentro del primer morfotipo siempre aparece la poblaciéon
de la Astacifactoria en solitario, caracterizada en todos los casos por el peso y
las variables relativas a longitud y anchura de las pinzas (ILPINZA,
IAPINZA, DLPINZA, DAPINZA), y en el caso de las hembras ademas, por la
longitud y anchura del cefalotérax (LCF y ACF, respectivamente), cuyos

valores son un 25% superiores a los promedios del resto de poblaciones.

Dentro de los factores ambientales que influyen en el crecimiento de
los cangrejos se encuentran, por un lado, factores abidticos y, por otro,
factores bidticos. Entre los abiéticos se incluyen la temperatura, el pH, el
oxigeno disuelto, los nutrientes, la calidad del agua y la composicién del
hébitat. De todos ellos, la temperatura y el oxigeno disuelto en el agua,
ademas del alimento disponible y el fotoperiodo, son los que mas influyen
sobre dos de los componentes del crecimiento: la frecuencia y la tasa de
crecimiento de la muda. Y entre los factores bidticos se encuentran la

densidad poblacional, el alimento disponible y la depredacion.
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En la Astacifactoria de Rillo de Gallo (RIL), en Guadalajara, se crian y
reproducen en cautividad ejemplares de la especie A. pallipes, disponiéndolos
convenientemente y facilitindoles la alimentacién y cuidados adecuados.
Estas condiciones, diferentes de las condiciones en las que se encuentran el
resto de poblaciones, que viven en estado natural, deben estar influyendo en
su forma de crecimiento. En la Astacifactoria de Rillo (RIL) los ejemplares se
distribuyen segtin una densidad de 10-15 individuos/m? y son alimentados
diariamente con una dieta de higado y patata. En estas condiciones la
frecuencia y tasa de crecimiento de las mudas probablemente son mas
elevadas que en las poblaciones naturales, lo que se puede traducir en el

mayor tamafio observado que presentan los individuos de la Astacifactoria.

Basdndonos en los datos que hemos obtenido y de manera muy
general, no se observa una relacién geografica clara entre las poblaciones ni
tampoco un patrén claro a través de las cuencas hidrogréficas, pero a pesar
de ello, la poblaciéon de la Astacifactoria de Rillo (RIL) siempre aparece
diferenciada del resto y, en todos los casos, las poblaciones restantes se
agrupan mayoritariamente dentro del morfotipo representado por la

poblacién de Arroyo Pozuelo (POZ).

La utilizacién de caracteres morfométricos ha resultado ser una
herramienta muy dtil, por un lado en la deteccién de variabilidad fenotipica
y por otro lado, en el conocimiento de la estructura poblacional de la especie
A. pallipes. En conjunto, los datos morfométricos evidencian cierto nivel de

variabilidad fenotipica morfométrica y alguna diferenciacién poblacional.

4.6 GENETICA Y MORFOMETRIA

En nuestro trabajo se ha estudiado la estructura poblacional del
cangrejo de rio, Austropotamobius pallipes, y para ello se han analizado, por un

lado y mediante la técnica RAPD-PCR, 11 poblaciones espafiolas
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pertenecientes a 8 cuencas hidrograficas diferentes y una muestra italiana, de
la Region de Calabria (COS), en un total de 285 individuos. Por otro lado, se
han analizado 14 variables morfométricas en un total de 435 individuos de A.
pallipes pertenecientes a las mismas 11 poblaciones espafiolas. Se trata, en
conjunto, del primer estudio molecular y morfométrico de estas

caracteristicas que se lleva a cabo en nuestro pais con el cangrejo de rio.

Los datos procedentes del empleo de técnicas moleculares, junto con
estudios mds exhaustivos sobre las clasificaciones basadas en caracteres
morfolégicos, podran en lo sucesivo ir perfilando una mejor y mds correcta
clasificaciéon de las poblaciones del cangrejo de rio, e intentar contribuir al
esclareciemiento de la controversia que existe acerca de la posibilidad de
considerar la especie como nativa o introducida en una fecha atn por

determinar.

Nuestros resultados muestran, por una parte, la gran utilidad de la
técnica de RAPD-PCR para detectar variaciéon en poblaciones incluso con
sospecha de bajos niveles de variabilidad, como es el caso que nos ocupa,
frente a estudios genéticos mediante otros marcadores como isoenzimas y
ADN mitocondrial. Por otra parte, el uso de marcadores moleculares en el
establecimiento de relaciones filogenéticas aporta una gran cantidad de
informacién, que presenta probablemente una menor subjetividad que los

aportados por los caracteres morfolégicos.

En este trabajo mediante el empleo de dos tipos diferentes de
marcadores, moleculares (RAPD) y morfométricos, hemos visto que las
poblaciones de A. pallipes en nuestro pais muestran cierta cantidad de
variabilidad, tanto genética como fenotipica; en ambos casos hay
diferenciacién poblacional; y, en tercer lugar, las poblaciones no siguen un
patron de agrupamiento claro, ni hidrografico ni geogréfico, tanto desde el
punto de vista genético como desde el punto de vista morfométrico, lo que

podria tener diversas explicaciones posibles.
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Lo que se esperaria en poblaciones de rio y con poca capacidad de
dispersion, como es el caso del cangrejo autéctono, es un agrupamiento por
cuencas hidrograficas. Este mismo patréon también se ha encontrado en otros
paises de Europa, como Suiza. Lortscher y cols. (1997, 1998) proponen que
los grupos asi formados representarian entidades naturales resultado, por un
lado, de la deriva genética en pequefias poblaciones aisladas y, por otro lado,
de la reciente influencia humana, implicando movimientos de cangrejos de
unas cuencas a otras a través del hombre. Segtin Lortscher (Lortscher et al.,
1997, 1998) esta seria la hipotesis mas probable para explicar que las
poblaciones no sigan un patrén de agrupamiento hidrografico, puesto que
los cangrejos han supuesto una importante fuente de alimentacién desde la
Edad Media en Suiza, y el actual patrén de distribucién de la especie seria
consecuencia de las actuaciones humanas. Sin embargo, para el caso de
nuestro pais, hay una carencia de informacioén histérica acerca del cangrejo y
Unicamente encontramos documentaciéon desde 1783 (Bolea, 1995) y 1850

(Madoz, 1850-1853).

Otros autores tratan de explicar la estructura genética de las
poblaciones de Austropotamobius pallipes en la Peninsula Ibérica (Grandjean et
al., 2001) postulando, por un lado, la procedencia de las poblaciones
espafiolas desde Italia, debido a la escasa distancia genética encontrada en su
trabajo entre las poblaciones del norte de Italia y las espafiolas.
Anteriormente Laurent (1988) ya habia barajado esta idea. Efectivamente, los
movimientos de poblaciones de cangrejos efectuados por el hombre entre
distintos paises de Europa han sido comunes y estdan documentados
(Grandjean et al., 1997b; Lortscher et al., 1997; Santucci et al., 1997). Por
ejemplo, en el siglo XIX se llevaron a Francia poblaciones italianas y
espafnolas con el fin de combatir los efectos producidos por la peste del

cangrejo en ese pais. Estos mismos autores argumentan que la estructura que
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se observa en las poblaciones espafiolas de cangrejo de rio hace referencia a
la fragmentacién que han sufrido dichas poblaciones en las tltimas décadas,
viéndose reducidas tanto en nimero como en tamafio, encontrandose
actualmente confinadas a las cabeceras de los rios (Alonso et al., 2000). Los
motivos que han conducido a las poblaciones de cangrejo autéctono a esta
situacién han sido la destruccion del héabitat a través de canalizaciones, la
sobrepesca, la peste o afanomicosis y la introduccién de especies de cangrejos

al6ctonas, fundamentalmente la del cangrejo rojo (P. clarkii).

En tercer lugar postulan un drastico cuello de botella que se remonta
al Pleistoceno y que ha podido influir en la estructura genética actual de A.
pallipes, al igual que en otras especies europeas. Hewitt (1996) argumenta que
la mayoria de las especies europeas muestran haplotipos pertenecientes a
tres tipos, relacionados con la existencia de tres refugios glaciales distintos,
los Balcanes, Italia y la Peninsula Ibérica. La objecion que presentaria esta
hipétesis es la falta de divergencia genética entre las poblaciones espafiolas
apuntada por Santucci y cols. (1997), Grandjean y cols. (1997b) y Grandjean y
Souty-Grosset (2000); por el contrario, nuestros resultados genéticos y
morfométricos, si muestran divergencia poblacional. Y por dltimo, aluden a
la peste del cangrejo producida por el hongo Aphanomyces astaci que habria
provocado una fuerte caida de las poblaciones de A. pallipes en los tltimos 20
afios en Espafia, superior al resto de Europa, conduciendo a la reduccién de
la cantidad de variabilidad genética en estas poblaciones y de variabilidad

fenotipica morfométrica.

Entre las posibles explicaciones acerca de la estructura y distribuciéon
de las poblaciones de cangrejo de rio en nuestro pais podria estar, en primer
lugar, que la distribucion que observamos hoy en dia de las poblaciones de

cangrejo no refleje la distribuciéon de las cuencas fluviales actuales sino que
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esté en funcién de las cuencas endorreicas terciarias, como en el caso de otros

organismos de agua dulce como el género Barbus sclateri (Callejas, 2002).

Por otro lado, pueden aparecer agrupadas poblaciones que pertenecen
a diferentes cuencas hidrograficas debido a capturas fluviales, como podria
suceder en las poblaciones de A. Guztar (GUZ), R. Ega (NAV) y M.
Madalena (MAD) (las dos primeras de la cuenca del Ebro y la tercera de la
cuenca del Duero) que aparecen agrupadas en todos los dendrogramas
realizados. De hecho, la observaciéon orografico-fluvial de esas zonas

evidencia esta posibilidad.

De otra parte, puede que el patrén actual sea fruto, en su mayor parte,
de los movimientos que han venido experimentando o de los que han sido
objeto los individuos de la especie A. pallipes en Espafia, fruto del interés por
evitar la desapariciéon de la especie. En un principio cabria esperar, por la
capacidad de movimiento de la especie, un modelo de dispersiéon por
distancia, pero no es este el caso, como evidencia estadisticamente el test de

Mantel.

Y por ultimo, es posible que la actual distribucién de las poblaciones
de A. pallipes espafiolas se deba en parte a las tres posibilidades apuntadas,
capturas fluviales, distribucion en funciéon de las cuencas endorreicas

terciarias y movimientos pasivos realizados a través del hombre.

Si se aceptara la hipétesis de que la especie Austropotamobius pallipes
no fuese nativa, tal y como se pensaba hasta hace pocos afios, la cantidad de
variabilidad de las poblaciones espafiolas tendria que ser inferior a la
registrada para la especie en otras zonas de Europa donde se tiene constancia
de que habita desde hace mucho mas tiempo, y esto no sucede, puesto que
los niveles de variabilidad que hemos detectado (tanto genéticos como

morfométricos) estan dentro del mismo rango que los observados en otras
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poblaciones europeas, e incluso son de los mas elevados. Lo cual nos llevaria

a apoyar la idea cldsica de su presencia hace tiempo en la Peninsula Ibérica.

Los patrones de distribucion de la variabilidad genética observada en
nuestras poblaciones, evidencian cierto grado de diferenciacién entre ellas,
por un lado claramente diferenciada del resto la poblacion de la
Astacifactoria de Rillo, por otro y con una diferencia mdas acusada la
poblacién del noreste peninsular, y todavia mas con la comparaciéon con la
muestra de Italia. Resulta curioso que la poblacién del noreste sea la mas
diferenciada del resto, y que este patrén se observe también en otras especies
dulceacuicolas como en el género Barbus. La region resulta peculiar porque
ha estado sometida a un largo periodo de aislamiento y presenta unas

condiciones ambientales distintas por ser una zona montafiosa.

De manera muy general no se observa una relacion geografica clara
entre las poblaciones ni tampoco un patrén claro a través de las cuencas
hidrogréficas, pero a pesar de ello, desde el punto de vista genético las
poblaciones de GIR (A. Santa Margarida), RIL (Astacifactoria) y COS
(Coscile) siempre aparecen diferenciadas del resto, y desde el punto de vista
morfométrico la poblaciéon de RIL en todos los casos se diferencia de las
demds poblaciones. El hecho general de que no exista una relaciéon
genético/ morfométrico-geogréfica ni genético/ morfométrico-hidrografica
clara puede estar en relacion con, por un lado, los movimientos de cangrejos
de unos lugares a otros efectuados por el hombre con el fin de perpetuar las

poblaciones de cangrejo autéctono, y, por otro lado, con las fragmentaciones.

Nuestros resultados parecen mostrar que la Astacifactoria de Rillo es
una de las poblaciones méas adecuadas, desde el punto de vista genético y
morfométrico, para posteriores repoblaciones, con el fin de conservar la
especie en nuestro pais. Otra de las posibles candidatas para llevar a cabo las

repoblaciones seria la poblacion del R. Ega (NAV) por los elevados niveles de
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variabilidad genética. De estas dos poblaciones debemos tener en cuenta que
la Astacifactoria de Rillo se dedica tinica y exclusivamente a la produccién de
cangrejos, no con fines comerciales sino de restauracién de poblaciones a
escala regional. Asi pues habria que contar con la creacion de mas
Astacifactorias en otros puntos del pais. Lo ideal seria partir de cangrejos
procedentes de la Astacifactoria de Rillo, y si esto no fuera posible, de
poblaciones naturales que cuenten con un buen tamafio efectivo, en
definitiva, que se encuentren en buen estado. Lo 6ptimo seria combinar
diferentes poblaciones, lo que aumentaria la cantidad de variabilidad en la
poblaciéon de “fusiéon” vy, ademads, poblaciones diferenciadas, que
aumentarian también la “calidad” de la variabilidad en esta poblacién. La
posible aparicion de vigor hibrido, con las obvias ventajas frente a
condiciones adversas, bidticas o abidticas, debe evaluarse a la hora de la toma
de decisiones. Y no debemos olvidar el aspecto morfométrico, que, al menos
en parte, puede también evidenciar variabilidad poligénica en caracteres de
evidente importancia en el valor adaptativo. Ambos aspectos deben, por
tanto, evaluarse antes de la toma de decisiones por parte de las
Administraciones y gestores a la hora de disefiar programas de recuperacion
eficaces por medio de los que restaurar las poblaciones de cangrejo de rio,

Austropotamobius pallipes.
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5 CONCLUSIONES

- La técnica RAPD ha demostrado su eficacia en la determinaciéon de la
cantidad de variabilidad genética y sus patrones de distribucion, asi como

en la identificacion de la especie Austropotamobius pallipes en Espafia.

- La técnica RAPD ha permitido la deteccion de 3 marcadores presentes en
todos los individuos de las doce poblaciones analizadas (11 pobalciones
espafiolas y una italiana); estas bandas podrian ser bandas diagnoéstico de

la especie Austropotamobius pallipes.

- La técnica RAPD ha permitido la deteccién de 40 bandas presentes en
todos los individuos de las once poblaciones espafiolas analizadas; estas
bandas podrian ser bandas diagnéstico/identificativas “regionales” de la

especie Austropotamobius pallipes en nuestro pais.

- La cantidad de variabilidad genética observada en las poblaciones
espafiolas de A. pallipes se encuentra dentro de los valores normales en los

cangrejos de rio, con un polimorfismo del 15%.

- La poblaciéon del Rio Ega (NAV) evidencia la mayor cantidad de

variabilidad genética para la especie en nuestro pais.

- La poblacion de la Astacifactoria de Rillo evidencia una cantidad de
variabilidad superior a los valores promedio observados para la especie

en nuestro pais.

- La tinica muestra italiana analizada presenta un grado de variabilidad

superior al encontrado en las poblaciones espanolas.

- Existe un grado significativo de diferenciacion genética entre las

poblaciones de A. pallipes analizadas.

- Dentro de las poblaciones espafiolas, las més diferenciadas genéticamente

del resto son, la poblacién de Gerona y la poblacién de la Astacifactoria.
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Al considerar las doce poblaciones (incluida la muesta de Italia), la
diferenciacién genética mas acusada la encontramos en la comparaciéon

con la muestra de Italia.

Los marcadores morfométricos muestran que existe diferenciacion
significativa entre los machos y hembras de la especie Austropotamobius

pallipes, en 13 de las 14 variables morfométricas analizadas.
Se observa diferenciacién poblacional a nivel morfométrico.

Desde el punto de vista morfol6gico la poblaciéon mds diferenciada del

resto es la de la Astacifactoria de Rillo.

Se han detectado dos morfotipos diferentes, uno de ellos caracterizado
por la poblaciéon de la Astacifactoria y el otro en el que quedan

englobadas el resto de las poblaciones.

Ambos tipos de marcadores, genéticos y morfométricos, revelan que no
existe una relaciéon hidrografica, por cuencas, ni geografica clara entre las

poblaciones.

Nuestros resultados evidencian la fragmentacién de las poblaciones

espafolas de Austropotamobius pallipes.

Los datos obtenidos parecen apoyar la idea de la presencia del cangrejo
en nuestro pais desde hace bastante tiempo, ya que la variabilidad
encontrada es similar a la de otras poblaciones europeas, la muestra
analizada del sur de Italia es muy diferente de las poblaciones espafiolas

y entre éstas se observa diferenciacion.

Los resultados obtenidos mediante los dos tipos de marcadores, genéticos
y morfométricos, deben evaluarse antes de la toma de decisiones por
parte de las Administraciones y gestores a la hora de disefiar programas
de recuperacion eficaces por medio de los que restaurar las poblaciones

de cangrejo de rio, Austropotamobius pallipes, en nuestro pais.
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6 RESUMEN

El cangrejo de rio Austropotamobius pallipes (Lereboullet, 1858) es la
Unica especie autdctona de cangrejo presente en la Peninsula Ibérica y uno de
los mayores macroinvertebrados de nuestra fauna continental. Esta sometido
a diversos factores de amenaza como el escaso ntimero de poblaciones,
rangos geograficos estrechos, competencia con otras especies de cangrejos
aloctonas, diversas enfermedades y la pérdida de su habitat por causas
humanas. Por ello, los datos genéticos y morfométricos pueden resultar muy
utiles, aportando informacion sobre la estructura poblacional, identificando
posibles unidades de conservacién y definiendo los habitats criticos que

albergan la mayor parte de la diversidad de la especie.

El cangrejo de rio tiene un valor de conservacién destacado dentro del
contexto europeo estando incluido en la Lista Roja de la U.L.C.N. (Unién
Internacional para la Conservaciéon de la Naturaleza) en la categoria de
"vulnerable". Dentro de nuestro pais, en el Catalogo Nacional de especies
amenazadas se incluye al cangrejo de rio como especie “vulnerable” por su
tendencia poblacional regresiva que le ha llevado a desaparecer de una gran

parte de su area de distribucién anterior (BOE n° 149 de 23 de junio de 2003).

Dada la situaciéon que atraviesa el cangrejo de rio en nuestro pais nos
hemos planteado en el presente trabajo mediante la utilizacién de la
metodologia RAPD-PCR y marcadores morfométricos, el estudio de sus
poblaciones. La combinacién simultanea de los marcadores moleculares y
morfométricos, permite aprovechar las ventajas que ambos ofrecen para
intentar conocer a fondo la estructura poblacional de la especie
Austropotamobius pallipes en Espafia. Se trata del primer trabajo que recoge
informacién de ocho cuencas hidrogréficas diferentes y en el que se utilizan
dos metodologias distintas para el estudio poblacional del cangrejo de rio

autéctono en nuestro pais. Este hecho ofrece, por un lado, la ventaja de un
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trabajo novedoso y, por otro, la desventaja de la ausencia de otros datos

sobre los que apoyarse.

Mediante la técnica RAPD-PCR se han analizado 285 individuos
pertenecientes a once poblaciones espafiolas y una italiana, observandose un
total de 133 bandas de amplificacion. De las bandas observadas 40 se
encuentran presentes en todos los individuos de las once poblaciones
espafiolas analizadas, pudiendo considerarse bandas diagnéstico
“regionales”. Por otro lado se han detectado 3 bandas presentes en todos los
individuos de las doce poblaciones analizadas (11 poblaciones espafiolas y
una italiana); estas bandas podrian ser bandas diagndstico, especie-

especificas, de la especie Austropotamobius pallipes.

En cuanto al anélisis de la variabilidad genética, ésta ha revelado que
los niveles detectados se incluyen dentro de los rangos observados para los
cangrejos de agua dulce en general y de A. pallipes en particular, e incluso

ligeramente superiores a los promedios.

Los patrones de distribucién de la variabilidad genética observada en
nuestras poblaciones, evidencian cierto grado de diferenciacién entre ellas,
mas acusado en la poblaciéon del noreste peninsular, y mucho més en la
comparacion con la muestra de Italia. Todo ello probablemente es fruto de la
antigliedad del establecimiento de la especie en la regiéon y de la

fragmentacién que las poblaciones han sufrido.

El analisis del dimorfismo sexual en todas las variables morfométricas
analizadas en las once poblaciones espafiolas de cangrejo autéctono, A.
pallipes, mostré que todas las ellas variaban entre sexos, excepto la longitud
total. Todas las variables presentan valores superiores en los machos, tanto
por poblaciones como por cuencas y vertientes. En este caso, también, los
patrones de distribuciéon de las variabilidad morfométrica muestran cierto
grado de diferenciacién entre las poblaciones espafiolas de Austropotamobius

pallipes analizadas.
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Se observan dos grupos diferenciados, dos morfotipos caracterizados
por diferentes variables, dentro de las poblaciones analizadas de A. pallipes
de Espafia, uno de ellos caracterizado por la poblacion de la Astacifactoria, y
el méds abundante en el que quedan englobadas de forma general el resto de

las poblaciones.

No se observa una relaciéon geografica, ni genética ni morfométrica,
clara entre las poblaciones ni tampoco un patrén claro a través de las cuencas
hidrogréficas, pero a pesar de ello, las poblaciones del noreste peninsular, de

la Astacifactoria de Rillo y de Italia siempre aparecen diferenciadas del resto.

No existe wuna relacion genético/morfométrico-geogréafica ni
genético/ morfométrico-hidrografica clara. Puede estar en relacién con, por
un lado, los movimientos de cangrejos de unos lugares a otros efectuados por
el hombre con el fin de perpetuar las poblaciones de cangrejo autéctono, y,
por otro lado, con las fragmentaciones. Las poblaciones de cangrejo a lo largo
de las altimas décadas han estado sometidas a fragmentaciones, provocadas
por el hombre fundamentalmente, que han propiciado pequefios tamafios
efectivos de las poblaciones y endogamia, posiblemente como consecuencia
de los mdltiples cuellos de botella donde la deriva genética ha podido jugar
un papel muy importante. Estos cuellos de botella que han atravesado las
poblaciones podrian deberse principalmente a las diferentes causas que han
conducido a la regresiéon del cangrejo de rio en nuestro pais, entre las que se
encuentran las alteraciones producidas por el hombre sobre el habitat, la

afanomicosis y la introduccién de especies exéticas de cangrejos.

La informacién obtenida, creemos, puede resultar de extraordinaria
relevancia para la Administraciones y gestores conservacionistas a la hora de
disefiar programas de recuperacién de las poblaciones de cangrejo autéctono,
especie de especial interés en los ecosistemas dulceacuicolas de la Peninsula

Ibérica.
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ANEXOS

ANEXO 1. Abreviaturas generales

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNmt Acido desoxirribonucleico mitocondrial

dNTPs Desoxinucleétidos tri-fosfato

EDTA Acido etilendiaminotetracético

M Molar

mM Mili molar

M Micro molar

pb Pares de bases

PCA Andlisis de componentes principales

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

RAPD ADN polimérfico amplificado al azar

RFLP Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion

rpm Revoluciones por minuto

SDS Dodecilsulfato sédico

Tris Trihidroximetilaminometano; 2-amino-2-hidroxi-1,3-
propanodiol
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Anexos

ANEXO 2. Abreviaturas de las poblaciones analizadas

Austropotamobius pallipes

COS
CUE
GIR
GRA
GUZ
LEO
MAD
NAV
POZ
PVS
RIL
VIL

Coscile, Region de Calabria (Italia)
Arroyo Cuende, Cuenca

Arroyo Santa Margarida, Girona
Arroyo Ermitas, Granada

Arroyo Guztar, Burgos

Laguna Valsemana, Le6n
Manantial Madalena, Burgos

Rio Ega, Navarra

Arroyo Pozuelo, Cuenca

Rio Nervion, Alava

Astacifactoria de Rillo de Gallo, Guadalajara

Rio Guadazaén, Cuenca

de
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ANEXO 3. Abreviaturas de las medidas morfométricas

LCF

LT

ACF

Lros
ABASROS
ILPINZA
DLPINZA
TIAPINZA
DAPINZA
IESP3MAX
DESP3MAX
IESPCER
DESPCER
SEXO
PESO
ML2P

Longitud de cefalotérax (mm)

Longitud total (mm)

Anchura de cefalotérax (mm)

Longitud del rostro (mm)

Anchura de la base del rostro (mm)

Longitud méxima de la pinza izquierda (mm)
Longitud méxima de la pinza derecha (mm)
Anchura maxima de la pinza izquierda (mm)
Anchura maxima de la pinza derecha (mm)
Ntumero de espinas del tercer maxilipedo izquierdo
Ntumero de espinas del tercer maxilipedo derecho
Ntumero de espinas cervicales del lado izquierdo
Numero de espinas cervicales del lado derecho
Sexo (macho: 1, hembra: 0)

Peso (g)

Morfologia del 16bulo del segundo pleépodo (simétrico
o asimétrico)

224



Anexos

ANEXO 4. Matriz de correlaciones de las once poblaciones de A. pallipes analizadas

EJE SMS* % de variacion % de variacion acumulado
1 0,0142 35,18 35,18
2 0,0086 21,25 56,43
3 0,0076 18,95 75,38
4 0,0037 9,25 84,63
5 0,0034 8,52 93,16
6 0,0023 5,76 98,92
7 0,0015 3,76 >100
8 0,0013 3,29 >100
9 0,0005 1,45 >100

10 0,0000 0,11 >100
11 0,0000 0,01 >100

Matriz de correlaciones de las once poblaciones de A. pallipes analizadas.

*: suma de cuadrados de las saturaciones
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ANEXO 5. Matriz de correlaciones de las doce poblaciones de A. pallipes analizadas

EJE SMS* % de variacion % de variacion acumulado|
1 0.3436 78.46 78.46
2 0.0685 15.66 94.12
3 0.0556 12.71 >100
4 0.0513 11.73 >100
5 0.0195 4.45 >100
6 0.0149 3.42 >100
7 0.0094 215 >100
8 0.0067 1.54 >100
9 0.0018 0.41 >100

10 0.0001 0.03 >100
11 0.0001 0.03 >100

Matriz de correlaciones de las doce poblaciones de A. pallipes analizadas.

*: suma de cuadrados de las saturaciones
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ANEXO 6. Caracterizacion morfométrica de cada una de las poblaciones

espafiolas de Austropotamobius pallipes analizadas

227



Rio: Arroyo Cuende Localidad: Huerta de la Obispalia (Cuenca)

Codigo: CUE Fecha de muestreo: 07/09/00

N° | SEXO | PESO (g) | LCF (cm) | LT (cm) | ACF (cm) | LROS (cm) AB;EISHITOS AA(EIE)O S LAP (cm) | IESPBMAX C*]})I\/I[Eil))( ILI(ZE)Z A IAECIII:II)Z A DL(IgnN)ZA DA(I: E:{ZA ICEESII{) DCI;:;’{P LOB. PLEOP.
1 0 12,2 3,63 7,71 1,94 1,68 1,2 0,6 0,15 5 5 2,55 0,86 14 0,41 1 1 asimétrico
2 1 7,55 3,03 6,33 1,66 14 1,05 0,55 0,12 5 3 1,52 0,53 18 0,6 2 2

3 1 5,79 2,87 5,91 149 1,23 1,02 0,5 0,12 3 4 1,06 0,32 1,53 0,64 2 2

4 1 6,53 3,1 6,39 1,6 13 1,07 0,52 0,1 5 5 - - 14 0,48 3 3

5 0 26,02 4,44 8,8 2,34 2,08 1,52 0,8 0,18 7 6 3,83 14 3,98 1,56 2 2 asimétrico
6 0 5,61 2,86 5,61 1,46 1,23 1 0,5 0,14 2 2 1,43 0,5 1,51 0,55 1 1 asimétrico
7 1 542 2,71 5,77 1,32 1,06 0,96 0,46 0,14 4 5 1,45 0,55 1,48 0,63 2 1

8 0 7,9 3,13 6,2 1,67 1,41 0,97 0,5 0,14 1 2 2,04 0,72 1,95 0,65 1 1 asimétrico
9 0 15,92 4,03 8,15 2,14 1,88 1,27 0,7 0,15 6 5 - - 2,98 1,07 1 1 asimétrico
10 0 23,52 4,2 8,41 2,25 1,99 1,27 0,67 0,14 5 5 3,85 142 3,96 1,55 1 1 asimétrico
11 0 14,95 3,76 7,78 2,02 1,76 1,15 0,65 0,15 5 5 2,66 1,05 2,66 1,04 3 3 asimétrico
12 0 7,65 2,97 6,3 1,7 1,44 0,89 0,55 0,05 4 4 14 0,4 2,12 0,8 3 3 asimétrico
13 1 5,6 2,84 5,85 1,46 1,2 1,07 0,51 0,12 5 4 1,46 0,56 1,52 0,6 2 2

14 1 5,64 2,87 0,74 14 1,14 0,9 0,5 0,13 7 4 1,38 0,42 1,68 0,57 2 2

15 1 6,46 3 6 1,52 1,28 0,92 0,51 0,11 2 2 1,55 0,6 1,55 0,54 1 1

16 0 10,3 34 6,76 1,79 1,53 1,15 0,59 0,11 6 6 2,27 0,89 2,28 0,88 2 2 asimétrico
17 0 6,85 3,06 6,27 1,56 13 1,06 0,5 0,13 3 2 1,74 0,61 1,83 0,68 1 1 asimétrico
18 1 10,66 342 7,2 1,77 1,51 1,12 0,61 0,12 3 3 1,95 0,65 1,76 0,6 3 3

19 0 4,66 2,71 55 1,33 1,07 1 0,46 0,08 3 4 1,58 0,6 142 0,5 2 2 asimétrico
20 0 25,58 4,28 8,3 2,3 2,04 1,34 0,7 0,12 7 4 4,37 1,6 4,33 1,53 1 1 asimétrico
21 0 12,38 3,56 7,2 19 1,61 1,15 0,6 0,16 5 5 2,53 1 2,56 1,07 1 1 asimétrico
22 0 11,56 3,51 7,22 19 1,62 1,05 0,63 0,14 4 4 23 0,8 2,38 0,8 1 1 asimétrico
23 0 23,11 4,02 79 2,23 1,97 1,13 0,65 0,13 4 4 3,8 1,52 3,77 1,55 1 1 asimétrico
24 1 9,04 3,39 6,77 17 1,47 1,12 0,55 0,12 3 4 1,67 0,63 2 0,75 2 2

25 0 7,18 3,15 6,32 1,6 1,34 1,14 0,53 0,11 4 4 18 0,62 1,84 0,67 1 1 asimétrico
26 0 24,71 4,4 8,24 2,41 2,15 1,34 0,73 0,14 6 5 2,08 0,7 343 1,55 1 1 asimétrico
27 0 11,44 3,52 7,15 19 1,64 1,32 0,61 0,15 4 2 2,25 0,89 24 1 1 1 asimétrico
28 1 8,35 3,23 6,43 1,7 1,39 1,08 0,61 0,14 4 4 143 0,56 146 0,52 2 2

29 1 7,65 3,07 6,74 1,71 1,45 1,07 0,6 0,14 3 3 1,74 0,6 1,81 0,66 2 2

30 1 7,26 3,12 6,5 1,61 1,35 1,05 0,55 0,15 2 2 1,75 0,63 - - 3 3

31 0 12,43 3,65 7,45 1,97 1,71 1,04 0,64 0,12 4 3 24 0,76 243 0,83 4 4 asimétrico
32 1 10,11 3,4 7,17 1,74 1,48 1,1 0,56 0,11 3 5 2,06 0,87 2,08 0,89 2 2

33 0 7,36 3,13 6,46 1,62 1,36 1 0,51 0,13 4 2 2,07 0,71 - - 2 2 asimétrico
34 0 22,28 4,38 8,56 2,3 2,1 1,38 0,7 0,17 4 3 3,51 1,43 3,22 1,3 2 1 asimétrico
35 1 11,86 3,67 7,74 1,92 1,66 1,22 0,65 0,15 3 5 1,92 0,7 1,96 0,7 3 2

36 1 5,85 2,87 5,96 1,5 1,24 1 0,5 0,11 4 3 1,55 0,57 1 04 1 1

37 0 6,23 2,87 5,52 1,52 1,26 0,97 047 0,05 4 4 1,75 0,7 1,79 0,72 1 1 asimétrico
38 0 54 2,76 5,46 1,45 1,19 0,95 0,49 0,11 4 4 1,76 0,67 18 0,7 1 1 asimétrico
39 1 6,9 3,08 6,65 1,58 1,32 1,07 0,52 0,08 3 3 1,65 0,6 1,54 0,53 1 1

40 0 7,96 - - - - - - - - - - - - - - - -

Caracterizacion morfométrica de A. pallipes de la poblacién de A. Cuende (CUE). En la parte superior se indica el c6digo, localidad a la

que pertenece y fecha de muestreo de la poblacion.



Rio: Arroyo Santa Margarida Localidad: Olot (Gerona)

Codigo: GIR Fecha de muestreo: 19/09/00

N° | SEXO | PESO (g) | LCF (cm) | LT (cm) | ACF (cm) | LROS (cm) AB;EISHITOS AA(EIE)O S LAP (cm) | IESPBMAX C*]})I\/I[Eil))( ILI(ZE)Z A IAECIII:II)Z A DL(IgnN)ZA DA(I: E:{ZA ICEESII{) DCI;:;’{P LOB. PLEOP.
1 0 16,06 3,86 7,35 2,12 1,86 1,14 0,67 0,12 7 7 2,36 0,81 2,18 0,77 2 2 asimétrico
2 1 7,01 3,24 6,57 1,6 1,34 1,13 0,6 0,13 3 4 - - 1,25 04 2 2

3 1 5,23 2,81 5,62 1,46 1,2 0,93 0,52 0,13 5 3 1,24 0,57 0,76 0,26 2 2

4 0 591 2,93 5,95 1,51 1,28 1,02 0,53 0,1 6 6 1,83 0,6 19 0,65 1 1 asimétrico
5 1 12,18 3,73 7,66 2 1,74 1,21 0,71 0,13 7 8 - - - 0,65 2 2

6 1 7,94 3 6,07 1,61 1,35 1,06 0,6 0,07 7 6 18 0,75 1,81 0,77 2 1

7 1 2,08 2,1 4,3 1,02 0,76 0,73 0,37 0,08 3 2 - 0,4 - - 2 2

8 1 7,13 3,12 6,22 1,64 1,38 1,07 0,58 0,12 6 6 1,03 0,32 1,92 0,72 3 3

9 0 12,49 3,69 7,2 1,87 1,61 1,18 0,62 0,15 7 5 2,95 1,2 1,25 04 1 1 asimétrico
10 1 14,08 3,72 7,8 2,05 1,79 1,11 0,7 0,13 5 5 2,65 1,1 2,67 1,12 1 2

11 0 6,14 2,85 6 1,52 1,26 1,05 0,5 0,11 6 5 2 0,82 1,24 0,37 1 1 asimétrico
12 0 8,86 3,35 6,77 1,72 1,46 1,14 0,58 0,14 5 4 - - 2,2 0,94 2 2 asimétrico
13 1 9,52 3,2 6,72 1,86 1,42 1 0,6 0,1 5 1 2,01 0,88 1,54 0,65 3 3

14 1 8,43 3,36 6,97 1,81 1,55 1,17 0,65 0,11 6 7 - - 1,62 0,6 3 2

15 0 2,28 2,05 4 1,02 0,96 0,7 0,4 0,08 3 5 1,21 0,42 1,22 0,45 1 1 asimétrico
16 1 3,23 2,27 4,9 12 0,94 0,77 0,41 0,12 4 6 1,16 0,47 - - 1 3

17 0 3,04 2,23 4,46 1,11 0,85 0,82 0,8 0,07 4 2 141 0,57 1,41 0,57 1 1 asimétrico
18 0 9,52 3,51 7 1,87 1,73 1,13 0,63 0,12 6 7 1 0,36 - - 2 2 asimétrico
19 0 26,29 4,32 8,55 24 2,14 1,27 0,74 0,12 6 4 4,07 1,68 4,02 1,65 1 2 asimétrico
20 1 6,56 2,9 6,17 1,5 1,24 1,07 0,54 0,12 5 5 1,8 0,74 1,65 0,56 1 1

21 0 9,78 3,76 6,6 1,7 1,32 0,97 0,56 0,12 5 5 2,58 1,07 2,2 0,82 3 2 asimétrico
22 1 11,39 3,62 7,55 2,05 1,43 1,14 0,66 0,13 5 5 1,85 0,64 - - 3 3

23 0 6,66 2,96 6,02 1,47 1,21 1,12 0,51 0,11 6 5 2,16 0,89 2 0,8 2 3 asimétrico
24 0 6,41 2,97 5,78 1,51 1,25 0,96 0,51 0,13 6 6 1,76 0,77 - - 1 1 asimétrico
25 1 5 3,82 5,84 1,42 1,16 0,97 0,5 0,1 3 3 - - 1,67 0,61 2 2

26 1 5,15 2,82 5,74 1,43 1,17 0,97 0,54 0,07 7 6 1,1 0,39 - - 2 3

27 1 7,08 3,3 6,34 1,65 1,39 1 0,62 0,11 6 5 - - - - 2 2

28 0 15,53 3,6 7,27 1,95 1,69 1,05 0,57 0,15 5 6 3,42 142 3,07 1,23 1 1 asimétrico
29 1 3,84 243 4,78 1,25 0,99 0,9 043 0,08 5 4 1,37 0,62 144 0,6 2 1

30 1 19,72 4,19 8,57 2,32 2,06 1,23 0,77 0,14 7 6 3,03 1,2 2,92 1,2 3 3

31 1 8,31 3,27 6,46 1,67 1,41 1,16 0,62 0,12 5 4 1,95 0,8 1,96 0,8 2 1

32 0 16,58 3,68 7 1,92 1,66 1,06 0,62 0,15 5 9 344 147 3,22 146 2 2 asimétrico
33 0 21,59 4,08 7,8 2,13 1,87 1,11 0,72 0,14 5 6 3,7 1,53 3,55 1,56 2 2 asimétrico
34 0 5,87 2,92 5,78 147 1,21 1,06 0,51 0,08 3 3 1,89 0,7 1,2 0,4 2 1 asimétrico
35 0 13 3,57 6,98 1,87 1,61 1,21 0,6 0,1 5 7 2,73 1,17 2,7 1,15 1 1 asimétrico
36 1 7,55 3,22 6,45 1,71 1,45 1,03 0,55 0,12 3 3 1,52 0,53 1,08 0,39 2 4

37 1 11,33 3,5 7,24 1,84 1,58 1,12 0,65 0,1 5 6 1,7 0,6 2,12 0,87 1 1

38 1 2,83 2,2 4,23 1,12 0,86 0,82 0,42 0,09 6 5 1,32 0,55 1,32 0,53 1 1

39 1 8,48 3,1 6,45 1,7 1,44 0,93 0,62 0,12 6 6 1,92 0,73 1,65 0,58 3 3

40 0 24,48 3,93 7,8 2,19 1,93 1,15 0,7 - 6 7 3,83 1,65 3,83 0,65 2 2 asimétrico

Caracterizacion morfométrica de A. pallipes de la poblacién de P.N.V. Garrotxa (GIR). En la parte superior se indica el cédigo,

localidad a la que pertenece y fecha de muestreo de la poblacion.



Rio: Arroyo de las Ermitas Localidad: Albuniuelas (Granada)

Codigo: GRA Fecha: 05/08/99
N° | SEXO | PESO (g) | LCF (cm) | LT (cm) | ACF (cm) | LROS (cm) AB;EISHITOS AA(EIE)O S LAP (cm) | IESPBMAX C*]})I\/I[Eil))( ILI(ZE)Z A IAECIII:II)Z A DL(IgnN)ZA DA(I: E:{ZA ICEESII{) DCI;:;’{P LOB. PLEOP.
1 1 9,82 3,69 6,57 1,82 0,94 0,57 0,09 0,08 4 6 1,92 0,77 1,99 0,8 3 3
2 1 23,89 4,3 9,27 2,55 1,39 0,78 0,2 0,21 8 9 2,86 142 2,88 14 4 4
3 0 17,3 3,79 7,87 217 1,21 0,66 0,16 0,14 7 9 273 1,31 2,51 1,12 3 3 asimétrico
4 1 8,91 3,06 6,7 1,71 1,02 0,58 0,14 0,15 6 7 1,83 0,82 1,86 0,91 3 3 asimétrico
5 0 10,98 3,32 6,98 1,83 1,13 0,53 0,11 0,11 6 7 242 1,09 2,44 1,1 2 2 asimétrico
6 1 15 3,97 8,71 2,11 1,34 0,72 0,15 0,1 9 8 falta falta falta falta 2 3
7 1 3,78 2,34 4,85 1,27 0,81 0,48 0,07 0,1 7 5 1,27 0,51 1,25 0,55 2 1
8 0 19,28 4,12 8,72 2,35 1,18 0,72 0,14 0,16 6 4 2,76 0,9 2,53 0,87 2 1 asimétrico
9 0 3,76 2,37 4,88 1,24 0,71 0,42 0,11 0,13 6 6 15 0,66 0,89 0,3 2 3 asimétrico
10 0 2,91 2,15 4,52 1,13 0,93 0,38 0,99 0,18 6 5 1,28 0,55 13 0,53 2 2 asimétrico
11 1 8,94 3,12 6,61 1,72 0,98 0,56 0,16 0,19 7 6 1,76 0,79 18 0,84 3 1
12 1 18,18 4,05 8,87 2,32 1,85 0,74 0,12 0,12 7 7 2,6 1,23 falta falta 3 3
13 0 13,43 3,55 7,47 2,01 0,95 0,64 0,14 0,13 7 8 2,35 0,95 2,31 0,99 2 2 asimétrico
14 0 39,64 4,75 9,73 2,87 1,37 0,71 0,2 0,22 8 7 4,9 1,96 4,63 1,85 3 3 asimétrico
15 1 18,05 4,02 8,79 24 1,29 0,71 0,13 0,14 7 7 2,07 1,1 1,62 1,21 3 2
16 1 1,65 1,78 3,87 0,91 0,64 0,32 0,06 0,09 8 7 0,97 0,34 1,02 0,37 1 2
17 1 10,62 3,32 7,37 1,82 1,07 0,6 0,09 0,12 6 5 1,92 0,89 18 0,77 1 2
18 1 9,33 3,21 7,12 0,85 0,99 0,62 0,14 0,2 5 7 1,74 0,45 0,84 0,32 2 2
19 0 11,04 3,32 6,94 1,82 1,05 0,57 0,13 0,18 7 7 2,04 0,87 2,08 0,84 2 2 asimétrico
20 1 9,19 3,17 6,87 1,74 0,93 0,58 0,12 0,16 8 9 18 0,77 1,77 0,8 1 1
21 0 8,92 3,36 6,94 1,77 0,93 0,59 0,17 0,15 7 6 1,22 0,42 0,92 0,3 3 1 asimétrico
22 1 14,48 3,94 8,49 2,17 1,17 0,74 0,12 0,16 8 6 falta falta falta falta 2 3
23 0 13,16 3,54 7,4 2 1 0,6 0,14 0,18 7 7 2,75 1,34 1,61 0,5 1 1 asimétrico
24 0 23,43 4,01 8,4 2,55 1,19 0,68 0,15 0,17 9 7 34 1,56 347 1,65 2 2 asimétrico
25 0 22,48 4,12 8,57 2,3 1,11 0,71 0,15 0,22 7 8 3,16 1,42 3,1 1,43 2 2 asimétrico
26 1 10,78 3,32 7,3 1,85 0,9 0,62 0,14 0,17 9 7 2,25 0,97 1,68 0,57 2 2
27 0 11,83 34 7,35 1,92 0,98 0,58 0,15 0,18 8 7 2,18 0,9 2,22 0,93 2 2 asimétrico
28 1 12,47 3,47 7,6 1,95 1,16 0,6 0,13 0,11 7 7 22 0,92 2,2 0,92 4 2
29 0 14,46 3,65 7,78 2,07 1,12 0,66 0,08 0,17 5 7 2,57 1,13 2,5 1,13 1 2 asimétrico
30 1 11,16 3,41 7,1 1,97 1 0,66 0,17 0,16 7 8 falta falta 1,75 0,82 2 1
31 1 10,58 3,21 7,2 1,82 0,97 0,66 0,12 0,16 8 6 2,06 0,92 2,1 0,94 1 1
32 1 4,13 245 52 1,26 0,85 0,49 0,1 0,12 8 6 14 0,54 1,53 0,64 2 3
33 1 10,01 3,27 7,22 1,9 1,02 0,6 0,17 0,17 9 7 1,92 0,82 1,05 0,34 4 3
34 1 12,02 3,46 7,42 1,96 1,19 0,62 0,15 0,2 7 8 1,85 0,74 1,97 0,72 3 2
35 1 11,66 3,42 7,26 1,85 1,1 0,66 0,11 0,14 7 7 2,03 0,77 2,12 0,92 2 2
36 1 2,5 2,05 4,41 1,07 0,67 0,37 0,05 0,1 6 5 1,12 0,45 1,05 047 2 1
37 1 8,14 3,16 6,46 1,8 0,93 0,67 0,13 0,14 4 5 1,03 0,34 146 047 2 2
38 0 9,49 3,31 6,9 1,85 1,01 0,55 0,15 0,2 6 7 falta falta 1,08 0,37 4 2 asimétrico
39 1 8,54 3,06 6,6 1,7 1,02 0,6 0,1 0,15 8 9 falta falta 1,88 0,82 2 3
40 1 9,19 3,11 6,5 1,85 1,01 0,57 0,11 0,13 7 9 18 0,77 1,96 0,9 3 3
41 0 2,07 1,99 4,3 1,01 0,7 0,38 0,09 0,08 7 6 1,2 0,5 0,9 0,36 1 2 asimétrico

Caracterizaciéon morfométrica de A. pallipes de la poblaciéon de A. Ermitas (GRA). En la parte superior se indica el c6digo, localidad a

la que pertenece y fecha de muestreo de la poblacién.






Rio: Arroyo Guztar Localidad:Padrones de Bureba (Burgos)

Codigo: GUZ Fecha: 17/06/99
N° | SEXO | PESO (g) | LCF (cm) | LT (cm) | ACF (cm) | LROS (cm) AB;tISnI:OS AA(EIIE)O S LAP (cm) | IESPBMAX ;)I\/I[Eil))( ILI(EE)Z A IAECIII:II)Z A DL(IZHN)ZA DA(I: E:{ZA ICEESII{) DCI:;’{P LOB. PLEOP.
1 0 14,13 3,63 7,37 2,01 1,81 1,27 0,66 0,16 8 8 2,92 1,23 2,87 1,25 4 4 asimétrico
2 0 8,95 3,18 6,64 1,72 1,52 1,06 0,57 0,15 6 7 2,19 0,88 2,14 0,96 1 1 asimétrico
3 0 28,8 4,38 8,94 243 2 1,21 0,66 0,22 9 9 4,23 1,64 4,12 1,72 2 4 asimétrico
4 0 9,11 3,25 6,67 1,75 1,55 1,11 0,62 0,11 6 7 2,24 0,95 2,16 0,97 2 2 asimétrico
5 0 13,44 3,48 7,16 1,91 1,71 1,15 0,56 0,14 6 6 2,8 1,22 2,77 1,23 2 2 asimétrico
6 0 17,37 3,77 7,76 2,14 18 1,25 0,63 0,11 8 7 3,03 1,43 3,16 1,45 2 2 asimétrico
7 1 7,54 2,97 6,17 1,65 1,72 1,02 0,52 0,1 6 8 1,76 0,8 17 0,8 2 2
8 1 9,26 3,43 6,87 0,78 1,99 1,19 0,67 0,11 7 9 1,49 0,85 falta falta 3 4
9 0 19,52 3,72 8,25 2,11 1,94 1,16 0,67 0,16 6 7 32 1,34 3,2 14 2 3 asimétrico
10 0 16,59 3,6 7,73 1,97 1,82 1,01 0,65 0,12 7 8 falta falta 3,22 1,43 1 1 asimétrico
11 0 8,19 3,07 6,5 1,6 1,51 0,97 0,67 0,14 8 7 2,12 0,87 2,12 0,87 2 2 asimétrico
12 1 16,4 3,75 7,75 2,22 2,39 1,2 0,62 0,13 6 8 2,31 1,1 2,3 1,09 3 3
13 1 9,17 3,17 6,82 1,72 1,93 1,04 0,54 0,11 7 6 1,85 0,8 1,89 0,93 2 3
14 0 8,07 3,1 6,29 1,61 1,54 1 0,56 0,11 7 6 2,07 0,89 2,19 0,89 2 2 asimétrico
15 1 9,7 3,12 6,84 1,7 1,87 0,95 0,57 0,14 7 5 1,89 0,92 1,85 0,96 2 2
16 0 12,59 3,43 7,16 1,82 1,74 1,13 0,57 0,1 7 8 2,66 1,16 2,64 1,19 2 2 asimétrico
17 0 19,44 4,22 8,43 2,27 2 13 0,67 0,13 falta 9 falta falta 3,72 15 1 1 asimétrico
18 0 10,33 3,24 6,63 1,76 1,62 1,06 0,54 0,12 7 7 2,43 1,08 2 0,69 3 3 asimétrico
19 1 7,83 3,15 6,13 1,57 2,72 1,12 0,52 0,11 6 6 1,84 0,84 1,87 0,82 2 2
20 1 11,37 3,22 6,63 1,84 2,03 0,97 0,62 0,12 8 7 2,21 0,95 2,12 0,95 3 3
21 1 14,1 3,75 7,97 1,97 2,25 13 0,64 0,07 7 7 2,53 1,05 2,5 1,03 2 2
22 0 9,66 3,13 6,6 1,66 1,67 0,95 0,55 0,15 7 7 2,37 1 2,37 0,95 2 2 asimétrico
23 0 10,28 2,99 6,47 1,72 1,58 0,94 0,51 0,14 8 7 2,36 1,07 2,31 1,09 1 1 asimétrico
24 0 9,58 33 6,9 18 1,62 1,05 0,55 0,11 8 7 falta falta 2,47 1,05 1 2 asimétrico
25 0 15,38 3,51 7,55 1,92 1,77 1 0,68 0,1 9 8 2,77 1,32 2,87 1,3 2 3 asimétrico
26 0 10,77 3,25 6,91 1,77 1,66 0,98 0,64 0,08 8 8 2,49 1,08 2,4 1,07 2 2 asimétrico
27 0 7,77 3 6,22 1,62 15 0,89 0,47 0,11 9 7 1,77 0,9 1,96 0,92 5 5 asimétrico
28 0 23,52 4,08 8,47 2,26 1,87 1,12 0,6 0,12 6 8 3,5 1,66 3,6 1,66 2 2 asimétrico
29 1 11,89 3,41 7,26 1,85 2,03 1,06 0,6 0,1 8 7 2 1,02 2,01 1 1 2
30 1 12,98 3,55 7,7 2 2,1 1,12 0,57 0,1 5 7 1,89 0,7 2,07 1,02 2 2
31 0 15,5 3,5 7,35 1,99 1,79 0,98 0,63 0,12 7 9 2,86 1,24 2,84 1,26 1 1 asimétrico
32 1 11,36 3,41 7,14 1,92 2,06 1,2 0,6 0,1 7 6 2,14 1 1,76 0,71 2 2
33 0 16,57 3,68 7,5 2,01 1,78 1,21 0,63 0,12 8 7 2,99 1,36 2,9 1,38 1 1 asimétrico
34 1 8,71 32 6,58 1,72 2 1,1 0,52 0,11 7 7 2 0,9 1,92 0,85 1 1
35 1 104 3,27 7,27 18 2 1,13 0,6 0,12 6 8 2,07 1 1,96 0,91 3 2
36 0 10,99 3,34 6,95 1,89 1,74 1,07 0,56 0,12 6 8 2,39 1,05 2,35 1,11 2 2 asimétrico
37 0 9,78 3,01 6,42 1,74 1,63 0,95 0,5 0,1 6 6 2,11 1 2,16 1 2 3 asimétrico
38 0 14,29 35 7,07 1,94 1,77 1,17 0,6 0,12 7 6 2,82 13 2,72 1,25 2 1 asimétrico
39 1 13,11 3,74 8 2,15 2,26 1,1 0,66 0,13 6 2 2,36 1,1 2,29 1 2 2
40 1 7,77 2,96 6,57 1,63 1,83 1,07 0,53 0,1 6 5 1,82 0,85 1,8 0,83 2 2

Caracterizacion morfométrica de A. pallipes de la poblacién de A. Guztar (GUZ). En la parte superior se indica el cédigo, localidad a la

que pertenece y fecha de muestreo de la poblacion.



Rio: Laguna Valsemana Localidad: Lugan (Le6n)

Codigo: LEO Fecha: 11/06/99
N° | SEXO | PESO (g) | LCF (cm) | LT (cm) | ACF (cm) | LROS (cm) AB;EISHITOS AA(EIE)O S LAP (cm) | IESPBMAX C*]})I\/I[Eil))( ILI(ZE)Z A IAECIII:II)Z A DL(IgnN)ZA DA(I: E:{ZA ICEESII{) DCI;:;’{P LOB. PLEOP.
1 1 16,79 3,92 8,55 2,17 1,91 1,16 0,7 0,17 7 6 2,48 0,96 2,46 1,02 3 3
2 0 14,82 4 8,02 2,16 1,82 12 0,66 0,12 8 6 2,11 0,64 2,51 0,93 3 2 asimétrico
3 0 14,3 3,77 7,57 2,16 19 1,26 0,63 0,14 7 6 2,67 0,92 2,65 0,92 3 2 asimétrico
4 1 14,95 3,8 8 2,1 1,84 1,21 0,64 0,14 7 6 2,24 0,92 2,23 0,95 3 3
5 0 17,21 4,05 8,22 2,25 1,99 1,11 0,67 0,14 6 6 2,71 0,96 2,72 1,01 4 4 asimétrico
6 0 17,29 4,14 8,58 2,29 2,03 1,32 0,68 0,16 7 6 2,68 0,78 2,8 0,75 3 2 asimétrico
7 0 20,13 4,16 8,52 2,34 2,08 1,18 0,67 0,18 5 4 2,81 1,04 2,86 1,08 2 3 asimétrico
8 0 25,78 4,47 8,99 2,64 2,38 1,21 0,7 0,1 6 7 3,46 1,34 3,57 1,35 3 3 asimétrico
9 0 26,44 4,38 9,01 242 2,16 1,21 0,69 0,16 8 6 3,8 1,36 4,2 1,6 3 4 asimétrico
10 1 18,08 4,15 8,73 2,34 2,08 1,22 0,72 0,19 5 7 2,62 1,04 2,7 1,03 5 5
11 0 25,3 4,65 8,47 2,69 2,43 1,25 0,71 0,18 6 7 3,05 1,09 3,01 1,15 2 2 asimétrico
12 1 14,3 3,67 7,94 2,13 1,87 1,08 0,63 0,17 6 6 2,28 0,95 2,21 0,93 3 4
13 0 29,82 4,6 9,47 2,66 24 1,16 0,7 0,11 7 8 4,01 147 4,26 1,66 4 3 asimétrico
14 0 36,84 5,03 10,69 2,87 2,61 1,32 0,77 0,13 8 7 4,43 1,53 4,6 1,56 3 2 asimétrico
15 1 17,35 4 8,81 2,31 2,05 1,08 0,67 0,11 6 6 2,36 0,8 2,7 1,01 4 4
16 1 15,41 39 8,68 2,19 1,93 0,93 0,66 0,12 6 5 2,24 0,87 18 0,61 2 2
17 1 23,29 4,43 9,67 2,47 2,21 1,34 0,75 0,15 6 7 2,65 12 2,65 1,16 4 4
18 0 12,26 3,66 7,7 2,06 1,8 0,87 0,64 0,12 6 6 2,25 0,71 2,2 0,7 3 3 asimétrico
19 0 13,13 3,55 7,38 2 1,74 1,02 0,6 0,12 7 5 2,7 1,1 2,55 0,93 3 3 asimétrico
20 0 18,58 3,5 7,2 1,9 1,64 0,91 0,6 0,11 6 7 2,37 1,07 2,46 0,95 3 2 asimétrico
21 0 38,76 5,02 10,2 2,88 2,62 141 0,8 0,15 6 7 4,66 146 51 19 2 2 asimétrico
22 1 16,06 4,05 8,71 2,21 1,95 1,18 0,67 0,14 4 6 2,31 0,9 2,25 0,82 2 2 asimétrico
23 0 38,96 4,86 10 2,76 2,5 13 0,8 0,13 7 8 4,7 1,85 4,84 1,87 5 5 asimétrico
24 1 22,48 4,51 9,52 2,52 2,26 1,18 0,75 0,12 7 6 2,78 0,99 2,78 1,08 7 4
25 0 28,61 4,54 8,62 2,62 2,36 1,08 0,67 0,2 7 6 3,58 1,3 3,7 14 3 3 asimétrico
26 0 13,96 3,7 7,74 1,96 1,7 1,03 0,6 0,11 6 6 2,67 1,11 2,65 1,17 4 4 asimétrico
27 0 11,19 34 7,3 1,86 1,6 1,15 0,6 0,12 7 5 24 1,02 1,82 0,65 4 4 asimétrico
28 1 11,85 3,55 7,96 1,91 1,65 1,03 0,62 0,16 6 6 1,92 0,75 1,72 0,56 5 5
29 0 21,24 4,24 8,8 2,34 2,02 1,16 0,66 0,15 6 7 3,05 1,1 3,26 1,26 5 5 asimétrico
30 1 21,05 4,37 9,46 2,5 2,24 1,4 0,73 0,13 8 6 2,55 1,01 2,7 1,1 5 6 asimétrico
31 1 13,33 3,77 8,11 2,03 1,77 1,08 0,66 0,14 5 5 2 0,85 2 0,77 2 4
32 1 19,25 4,17 8,97 2,34 2,04 1,21 0,69 0,11 6 5 244 1 2,46 1,03 3 3
33 1 14,03 3,7 8,1 2,05 1,79 1,15 0,61 0,15 6 6 2 0,87 2,14 0,86 2 2
34 1 18,09 4,11 8,82 2,26 2 1,19 0,7 0,12 6 6 2,5 1,01 2,67 1,01 3 3
35 1 17,45 3,95 8,64 2,24 1,98 1,14 0,8 0,07 5 6 2,34 1,05 242 1,04 3 3
36 1 20,86 4,23 8,92 2,42 2,06 1,15 0,76 0,11 6 5 2,57 1,1 2,66 1,09 2 3
37 0 31,35 4,94 9,85 2,77 2,51 14 0,74 0,14 7 7 3,56 1,34 3,65 14 2 2 asimétrico
38 1 15 3,99 8,67 2,12 1,86 1,2 0,64 0,12 6 6 2,44 0,92 falta falta 2 3
39 1 14,1 3,8 8 2,14 1,88 1,11 0,66 0,12 7 6 1,92 0,91 2 0,89 3 3
40 1 17,01 4,08 8,64 2,27 2,01 1,19 0,67 0,13 7 6 1,15 0,46 2,22 0,9 4 4
41 1 15,18 3,83 9,37 2,14 1,65 1,13 0,69 0,15 6 8 2,05 0,7 2,26 0,9 3 3

Caracterizaciéon morfométrica de A. pallipes de la poblaciéon de L. Valsemana (LEO). En la parte superior se indica el c6digo, localidad

a la que pertenece y fecha de muestreo de la poblacién.






Rio: Manantial de la Madalena Localidad: Rebolledo de Traspefia (Burgos)

Codigo: MAD Fecha: 17/06/99
N° | SEXO | PESO (g) | LCF (cm) | LT (cm) | ACF (cm) | LROS (cm) ABQISHITOS AA(EIE)O S LAP (cm) | IESPBMAX ;)hfil; ILI(ZE)Z A IAECIII:II)Z A DL(IgnN)ZA DA(I: E:{ZA ICEESII{) DC]]E;’{P LOB. PLEOP.
1 0 8,8 3,37 6,54 1,78 1,68 1,13 0,6 0,1 5 6 1,95 0,6 2,31 0,91 3 3 asimétrico
2 0 8,86 3,24 6,88 1,82 1,59 1 0,62 0,09 6 7 falta falta 2,3 0,92 1 102) asimétrico
3 1 7,71 2,94 6,52 1,62 1,76 1,06 0,58 0,1 3 5 1,81 0,75 1,62 07 2 2
4 0 8,58 3,13 6,78 1,71 1,52 1 0,55 0,11 6 7 1,99 0,91 1,97 0,9 3 3 asimétrico
5 0 9,34 3,49 7,1 1,73 1,59 1,1 0,59 0,11 5 6 falta falta 2,36 0,92 1 2 asimétrico
6 0 16,31 4,04 8,06 2,18 1,84 1,1 0,63 0,1 8 8 3,06 1,11 falta falta 1 1 asimétrico
7 0 1343 3,67 7,65 2,07 1,76 1,09 0,67 0,12 7 6 2,47 0,96 2,56 1 2 2 asimétrico
8 0 10,26 34 7,07 18 1,61 1,05 0,57 0,12 6 7 2,22 0,87 2,36 0,91 2 2 asimétrico
9 0 14,85 3,82 7,95 2,07 1,84 1,2 0,63 0,08 6 4 2,5 1,04 2,56 1 2 2 asimétrico
10 0 10,95 3,42 7,13 1,85 1,7 1,01 0,59 0,09 8 9 2,21 0,89 2,26 0,94 2 2 asimétrico
11 0 13,43 3,8 7,25 2,07 1,82 1,1 0,64 0,1 6 4 2,71 1,02 2,44 0,87 3 3 asimétrico
12 0 7,96 3,13 6,46 1,67 1,55 1 0,54 0,12 6 7 2,29 0,9 2,32 0,93 3 4 asimétrico
13 0 17,98 4,03 8,22 2,2 1,91 1,08 0,62 0,13 7 5 falta falta 3,52 1,34 1 1 asimétrico
14 0 7,84 3,01 6,36 1,58 1,43 0,96 0,54 0,1 5 6 2 0,82 1,9 0,84 2 2 asimétrico
15 0 9,57 3,29 6,7 1,73 1,52 1,08 0,54 0,12 5 6 2,31 0,93 2,06 0,86 3 3 asimétrico
16 0 82 3,12 6,26 1,62 15 1,01 0,52 0,11 6 6 2,02 0,93 1,76 0,6 2 2 asimétrico
17 0 12,89 3,62 7,6 2,03 1,63 1,12 0,61 0,1 5 6 falta falta 2,6 1,13 2 1 asimétrico
18 0 13,98 3,6 7,37 2 1,6 0,97 0,63 0,1 7 6 2,87 1,26 2,52 0,95 1 1 asimétrico
19 0 14,71 3,52 7,5 1,95 1,73 1,12 0,64 0,12 5 8 2,74 1,22 2,64 1,2 1 1 asimétrico
20 0 8,83 3,07 6,66 1,7 15 0,95 0,52 0,13 6 6 2,03 0,73 2,16 0,9 2 3 asimétrico
21 0 1245 3,57 7,12 1,88 1,66 1,04 0,61 0,12 7 6 2,44 0,9 2,57 1,06 2 1 asimétrico
22 0 9,03 3,44 7,4 2,92 1,65 1,04 0,63 0,13 8 7 falta falta falta falta 2 2 asimétrico
23 0 10,77 3,41 6,6 19 1,63 1,02 0,59 0,08 5 6 2,3 0,09 2,16 0,77 3 3 asimétrico
24 0 11,13 3,29 6,95 1,82 1,65 1,06 0,52 0,09 6 6 2,32 1 2,28 1,07 2 2 asimétrico
25 0 12,38 3,54 7,23 1,96 1,6 1,02 0,69 0,1 6 6 2,55 1,08 2,54 1,1 3 4 asimétrico
26 0 10,1 3,25 6,8 1,73 1,56 1,01 0,57 0,1 5 6 2,27 1,07 2,18 1,01 2 2 asimétrico
27 0 10,08 3,32 6,77 1,71 16 1,08 0,57 0,11 5 5 22 1 2,2 0,97 1 1 asimétrico
28 0 16,27 4,84 7,85 2,11 1,7 1,1 0,65 0,14 6 7 3,22 1,17 3,02 1,06 2 2 asimétrico
29 0 7,95 3,05 6,31 1,57 1,43 0,9 0,55 0,11 6 6 1,89 0,64 2,03 0,8 2 2 asimétrico
30 0 8,06 3,27 6,77 1,74 1,52 1,01 0,56 0,1 6 5 falta falta 2,22 0,8 1 2 asimétrico
31 0 11,63 3,46 7,25 1,89 1,65 1,11 0,6 0,12 7 7 2,21 0,9 2,41 0,96 3 3 asimétrico
32 0 9 3,14 6,66 1,67 15 0,87 0,54 0,11 7 6 2,05 0,8 2,07 0,85 2 2 asimétrico
33 0 8,91 3,11 6,65 1,68 1,52 1 0,52 0,13 7 5 2,1 0,88 2,16 0,96 4 4 asimétrico
34 0 12,97 3,57 7,61 1,92 1,63 1,06 0,6 0,14 7 7 2,52 0,95 2,37 0,92 3 3 asimétrico
35 0 10,82 3,27 7,02 1,71 1,56 0,99 0,57 0,1 6 7 2,26 0,97 2,17 0,97 3 3 asimétrico
36 0 9,57 32 6,67 1,72 1,52 0,95 0,56 0,12 5 6 2,25 0,94 2,27 0,97 6 5 asimétrico
37 0 10,06 3,42 6,87 1,87 1,6 0,93 0,54 0,13 6 5 18 0,62 2,32 0,85 1 1 asimétrico
38 0 16,18 4,83 8,12 2,05 1,73 1 07 0,11 7 5 3,22 1,47 falta falta 2 2 asimétrico
39 0 9,55 33 6,81 1,83 1,55 1,05 0,57 0,1 7 8 2,07 0,79 2,13 0,97 3 1 asimétrico
40 0 19,51 3,85 8,3 2,22 1,84 1,12 0,67 0,12 8 9 3,23 1,2 3,2 1,27 1 1 asimétrico

Caracterizacion morfométrica de A. pallipes de la poblacién de M. Madalena (MAD). En la parte superior se indica el cédigo, localidad

a la que pertenece y fecha de muestreo de la poblacién.



Rio: Rio Ega Localidad: (Navarra)

Codigo: NAV Fecha: 08/10/98

N° | SEXO | PESO (g) | LCF (cm) | LT (cm) | ACF (cm) | LROS (cm) AB;tlSnI;OS AA(nt:)OS LAP (cm) | IESP3MAX ;)Nllzil;( ILI(’CIE)ZA IAE’CII‘I:)ZA DL(I:I‘:I)ZA DA(I:E:{ZA ICESII: DC];‘;{P LOB. PLEOP.
1 0 16,5 3,6 7,36 2,06 18 1,02 0,62 0,14 6 6 3,04 146 2,91 1,25 2 2 asimétrico
2 1 12,26 3,47 7,48 1,95 1,69 0,98 0,57 0,12 6 6 142 049 2 0,9 3 4

3 1 27 4,63 9,88 2,67 2,41 1,21 0,74 0,19 6 6 2,78 1,06 2,73 1,14 4 4

4 0 27,54 4,26 8,8 2,51 2,25 1,37 0,76 0,17 6 6 3,47 1,67 3,38 1,63 2 2 asimétrico
5 0 12,06 3,45 6,64 19 1,64 1,08 0,63 0,13 8 8 1,05 0,42 2,93 1,14 2 2 asimétrico
6 1 16,77 3,81 8,12 22 1,94 1,21 0,67 0,15 6 7 2,22 1,07 2,27 1,14 2 4

7 1 23,3 4,32 8,98 2,48 2,22 14 0,72 0,18 7 7 2 1,08 2,94 1,35 3 3

8 0 38,96 4,64 9,47 2,78 2,52 13 0,77 0,19 8 8 4,26 1,92 4,37 1,94 3 3 asimétrico
9 1 17,08 4,95 7,88 2,25 1,99 1,14 0,64 0,14 7 5 2,46 1,08 2,47 1,13 4 5

10 |0 35,24 4,65 8,93 2,54 2,28 13 0,74 0,18 6 8 4 1,94 3,88 1,82 2 2 asimétrico
11 |0 35,23 4,58 8,95 2,63 2,37 1,28 0,74 0,21 5 5 3,98 1,97 3,89 1,96 3 3 asimétrico
12 |1 23,2 4,26 9,03 2,48 2,04 1,24 0,76 0,2 6 6 2,68 1,28 2,7 1,26 3 4

13 | 0 33,85 4,74 9,67 2,79 2,53 1,37 0,76 0,22 8 8 3,7 1,6 3,72 1,61 1 1 asimétrico
14 |1 18,69 4,12 8,71 2,44 2,18 1,25 0,7 0,19 8 8 2,48 0,87 falta falta 3 2

15 |1 6,94 2,83 6,14 1,58 1,32 1 0,54 0,12 4 4 falta falta 1,68 0,82 4 4

16 |1 19,79 4,14 8,53 2,27 2,01 1,37 0,67 0,16 8 8 2,5 1,17 2,5 1,28 3 4

17 |1 14,54 3,9 8,04 2,2 1,78 1,23 0,66 0,17 6 8 2,33 1,03 1,14 0,42 4 3

18 |1 19,4 3,91 8,58 2,29 2,03 1,27 0,68 0,17 5 7 2,6 1,27 2,1 0,83 2 2

19 |1 22,59 4,09 9,07 2,44 1,18 1,27 0,74 0,2 6 5 2,7 1,34 2,63 1,25 4 3

20 |1 23,39 4,3 9,21 2,45 2,19 1,32 0,73 0,22 7 7 2,61 1,27 2,61 12 5 4

21 |0 12,24 3,45 7,1 1,93 1,67 1,13 0,57 0,21 6 7 2,28 1 2,27 0,94 3 3 asimétrico
22 |1 26,86 4,37 9 2,66 2,11 1,21 0,74 falta 6 6 3,08 1,36 2,94 1,12 4 3

23 |1 13,92 3,54 7,65 2,01 1,75 1 0,6 0,2 7 5 2 1 1,94 0,95 1 1

24 |1 19,23 3,97 8,67 2,3 2,04 1,2 0,64 0,14 6 7 2,38 1,24 24 1,21 3 3

25 |0 23,91 4,33 8,88 2,5 2,24 1,15 0,71 0,2 7 7 3,07 1,3 2,96 1,32 2 3 asimétrico
26 | 0 33,11 4,67 9,28 2,66 24 13 0,75 0,21 9 8 4,26 1,89 4,17 1,54 4 4 asimétrico
27 |0 33,64 4,3 8,85 2,61 2,35 0,94 0,68 falta 9 9 4,42 1,85 4 1,64 2 2 asimétrico

Caracterizacién morfométrica de A. pallipes de la poblaciéon de R. Ega (NAV). En la parte superior se indica el cédigo, localidad a la

que pertenece y fecha de muestreo de la poblacién.



Rio: Arroyo Pozuelo Localidad: (Cuenca)

Codigo: POZ Fecha: 25/07/98
N° | SEXO | PESO (g) | LCF (cm) | LT (cm) | ACF (cm) | LROS (cm) AB;EISHITOS AA(EIE)O S LAP (cm) | IESPBMAX C*]})I\/I[Eil))( ILI(ZE)Z A IAECIII:II)Z A DL(IgnN)ZA DA(I: E:{ZA ICEESII{) DCI;:;’{P LOB. PLEOP.
1 1 5,88 2,76 5,86 1,42 1,16 0,68 047 0,1 4 5 1,48 0,66 1,63 0,68 2 2
2 1 6,11 2,75 5,66 1,44 1,18 0,74 0,5 0,11 6 6 1,59 0,66 1,5 0,62 1 1
3 1 6,07 2,75 6,01 1,45 1,19 0,82 0,5 0,8 3 3 1,65 0,66 1,62 0,64 1 1
4 0 9,86 32 5,97 1,68 142 0,7 0,54 0,12 7 8 2,67 0,86 2,63 0,92 2 2 asimétrico
5 0 8,6 3,13 6,65 1,63 1,37 0,92 0,54 0,9 5 2 2,28 0,9 2,06 0,74 2 1 asimétrico
6 0 12,61 3,36 6,57 1,83 1,57 0,99 0,55 0,11 7 8 2,9 1,12 2,97 1,16 1 1 asimétrico
7 0 2248 4,16 8,02 2,43 2,17 1,13 0,66 0,12 4 2 3,83 1,36 3,75 1,87 1 1 asimétrico
8 0 16,73 3,72 7,28 2,11 1,85 1,02 0,62 0,15 7 6 3,48 144 3,57 1,37 1 1 asimétrico
9 1 7,55 2,97 6,3 1,67 1,41 0,76 0,54 0,11 4 4 1,68 0,7 1,64 0,53 2 1
10 0 15,99 3 7,15 2,12 1,86 1,04 0,62 0,12 9 7 3,17 1,2 3,29 1,24 1 2 asimétrico
11 1 8,06 3,01 6,7 1,65 1,39 0,91 0,56 0,1 5 3 1,57 0,62 1,54 0,55 1 1
12 0 4,63 2,63 5,52 1,42 1,04 0,72 0,44 0,9 2 2 1,72 0,64 1,71 0,64 1 1 asimétrico
13 1 4,58 2,53 54 1,36 1,1 0,82 0,46 0,8 4 4 141 0,61 1,15 0,57 1 1
14 0 9,29 3,32 6,73 1,85 1,59 0,9 0,56 0,11 6 5 2,62 1,08 242 1,02 1 2 asimétrico
15 0 10,22 3,29 6,33 1,8 1,54 1,04 0,6 0,1 6 6 2,5 0,95 2,26 0,84 1 1 asimétrico
16 1 6,06 2,78 5,53 1,45 1,24 0,7 0,48 0,1 1 2 1,63 0,68 1,57 0,66 1 2
17 0 16,19 3,88 7,76 2,26 2 1,15 0,7 0,13 6 6 2,71 0,99 2,81 1,08 2 1 asimétrico
18 0 8,63 3,1 6,25 1,63 1,37 0,86 0,53 0,11 6 7 2,28 0,93 2,1 0,72 1 1 asimétrico
19 0 26,41 4,52 8,62 2,59 2,33 1,21 0,82 0,1 6 6 4,66 2,71 1 11 asimétrico
20 0 8,62 3,07 6,25 1,65 1,15 0,82 0,48 0,9 5 5 2,35 0,86 24 0,92 1 1 asimétrico
21 0 12,28 3,56 6,72 1,92 1,66 0,96 0,59 0,8 5 6 2,61 0,96 2,52 0,81 1 1 asimétrico
22 0 10,76 3,34 6,26 1,76 15 0,86 0,54 0,9 5 5 2,34 0,9 2,74 0,85 1 1 asimétrico
23 1 6,53 2,92 6,4 1,52 1,26 0,93 0,5 0,7 5 4 1,87 0,67 1,84 0,7 1 1
24 0 5,85 2,87 5,55 1,46 1,2 0,82 0,44 0,1 6 6 1,93 0,72 0,92 0,33 1 1 asimétrico
25 0 9,85 3,28 6,4 1,76 1,43 0,95 0,59 0,12 6 7 2,38 0,95 2,35 0,81 2 2 asimétrico
26 0 10,31 3,34 6,85 1,79 1,53 1,02 0,57 0,12 4 5 2,23 0,85 2,23 0,9 1 1 asimétrico
27 0 10,31 3,29 6,67 1,8 1,34 0,87 0,55 0,1 6 7 2,52 0,96 247 0,93 2 1 asimétrico
28 0 7,82 3,02 5,78 1,62 1,36 0,86 0,57 0,8 4 4 1,95 0,74 2 0,68 1 1 asimétrico
29 1 5,03 2,57 5,55 15 1,24 0,85 05 0,3 6 5 1,52 0,56 1,45 0,59 1 1
30 1 53 2,7 58 1,42 1,23 0,77 0,49 0,1 5 7 1,45 0,57 1,4 0,54 1 1
31 1 6,86 3,06 6,56 1,58 1,32 0,92 0,54 0,8 5 5 1,34 0,47 1,76 0,67 1 2
32 0 9,79 3,28 6,43 1,8 1,02 1 0,53 0,8 6 5 2,57 0,94 2,5 0,9 1 1 asimétrico
33 0 8,78 3,11 6,08 1,66 14 0,94 0,53 0,9 4 4 2,32 0,95 2,32 0,95 2 1 asimétrico
34 1 5,81 29 6 1,5 1,24 0,84 0,52 0,11 5 4 1,56 0,62 1,72 0,61 1 1
35 0 9,59 29 6,18 1,77 1,51 0,9 0,55 0,9 4 1 2,24 0,9 2,16 0,7 1 1 asimétrico
36 0 10,16 3,26 6,37 1,72 1,46 0,94 0,58 0,8 3 4 23 0,94 2,25 0,86 2 2 asimétrico
37 1 4,74 3,26 5,37 14 1,14 0,8 0,44 0,8 4 5 1,71 0,57 1,7 0,56 1 1
38 0 6,93 2,6 6 1,52 1,24 1 0,45 0,9 4 5 2,17 0,85 2,17 0,84 2 2 asimétrico
39 1 6,05 2,98 6 1,49 1,23 0,9 0,65 0,9 4 4 1,62 0,6 1,62 0,6 2 2
40 1 6,6 2,72 5,9 1,6 1,34 0,9 0,55 0,9 3 6 1,7 0,7 1,2 0,45 2 2
41 1 5,54 2,93 5,95 1,45 0,99 0,86 047 0,11 5 5 1,27 0,48 15 0,6 2 2

Caracterizaciéon morfométrica de A. pallipes de la poblacion de A. Pozuelo (POZ). En la parte superior se indica el c6digo, localidad a

la que pertenece y fecha de muestreo de la poblacién.






Rio: R. Nervién Localidad: Altuve (Alava)

Codigo: PVS Fecha: 29/08/00
N° | SEXO | PESO (g) | LCF (cm) | LT (cm) | ACE (cm) | LROS (cm) ABASROS | AAPROS LAP (cm) | IESPAMAX DESP | ILPINZA | IAPINZA | DLPINZA | DAPINZA | IESP | DESP LOB. PLEOP.
(cm) (cm) 3MAX (cm) (cm) (cm) (cm) CER | CER
1 1 10,51 3,52 7,5 - 11 1,2 0,56 0,11 6 7 2 0,87 1,7 0,63 ? ? -
2 0 38 2,52 522 1,36 1,09 0,93 0,45 0,09 5 5 1,56 0,67 1,35 0,52 4 3 asimétrico
3 0 3,91 2,55 547 1,35 - - 0,44 - 5 6 - - 1,77 0,72 3 3 asimétrico
4 1 2,52 2,76 4,79 1,12 0,86 0,83 0,42 0,1 5 3 1,34 0,55 1,29 0,52 4 4 -
5 1 4,34 2,75 571 1,42 116 0,85 0,5 0,12 6 5 1,51 0,65 1,62 0,6 3 3 -
6 1 3,54 2,46 5,24 1,26 1 0,77 0,48 0,09 4 5 1,43 0,57 1,36 06 2 2 -
7 0 4,59 2,64 5,65 19 1,64 0,95 0,46 0,12 5 8 1,54 0,67 1,58 0,68 2 3 asimétrico
8 0 10,15 37 7,52 2 1,74 129 0,63 0,12 6 7 - - 2,65 1,65 5 - asimétrico
9 1 13,35 4,02 8,41 2,19 1,93 131 0,76 0,19 - - 2,71 1,21 2,47 1,22 2 2 -
10 0 35,64 48 9,55 2,64 2,38 1,57 08 0,13 8 7 442 1,65 48 2,07 2 4 asimétrico
11 0 2,98 23 4,96 1,15 0,89 0,86 04 0,11 5 4 14 0,57 14 0,51 1 1 asimétrico
12 1 4,02 2,51 542 1,32 1,06 1,04 0,46 01 5 5 1,55 0,56 1,55 0,61 4 3 -
13 1 11,69 37 7,82 1,96 17 12 0,65 0,14 7 6 22 09 2,19 0,96 4 3 -
14 0 36,21 47 941 2,7 2,44 146 0,78 0,16 9 7 4,57 1,99 4,52 1,97 4 4 asimétrico
15 0 20,36 4 8,22 2,25 1,99 1,37 0,67 0,12 6 6 3,63 1,47 3,61 1,44 2 2 asimétrico
16 0 27,13 4,66 9,27 2,52 2,26 1,66 0,77 0,17 7 5 3,82 1,37 4,15 15 6 6 asimétrico
17 0 37,65 4,76 9,5 2,76 2,5 1,32 0,74 0,21 7 7 4,64 1,78 4,69 2,1 2 2 asimétrico
18 1 5,68 2,88 6,08 1,49 1,23 0,99 0,5 0,11 4 3 1,64 0,75 1,64 0,74 4 4 -
19 1 6,64 3,01 6,35 1,57 1,31 1,04 0,51 0,14 5 6 1,82 07 1,82 0,72 2 2 -
20 1 10,37 3,52 748 1,83 1,57 1,17 0,72 0,12 7 5 2,26 0,96 - - 4 4 -
21 0 28,69 4,5 8,88 2,45 2,19 1,35 0,76 0,16 6 6 3,73 1,52 3,9 1,77 2 2 asimétrico
22 0 11,34 3,49 7,33 1,85 1,59 1,2 0,62 0,15 5 6 2,3 0,91 2,34 0,91 3 4 asimétrico
23 0 42,25 47 9,22 2,75 2,49 14 0,77 0,16 7 6 517 2,27 5,13 23 4 3 asimétrico
24 1 6,18 2,91 6,24 15 124 0,97 0,55 0,11 5 5 18 0,74 1,71 07 2 2 -
25 1 29,5 4,99 10,07 2,74 2,48 1,49 0,87 0,22 8 8 3,32 14 3,63 1,24 4 4 -
26 1 20,32 4,26 8,87 2,34 2,08 1,25 0,72 0,19 9 8 2,75 1,27 2,63 1,2 6 6 -
27 1 18,97 4,35 8,93 2,35 2,09 1,38 0,8 0,16 6 6 - - 2,5 11 4 4 -
28 1 9,97 33 7,16 1,74 1,48 1,05 0,62 0,11 6 6 2,01 0,9 2,04 0,72 3 3 -
29 1 19,6 4 8,75 2,34 2 1,2 0,72 0,16 6 6 2,64 1,1 2,72 1,2 2 2 -
30 1 20,56 4,31 8,99 2,34 1,88 13 0,75 0,2 7 6 2,87 1,15 2,9 1,23 4 4 -
31 1 19,57 4,25 8,9 2,25 1,82 1,42 0,77 0,21 5 5 2,77 12 2,78 1,06 4 4 -
32 0 5,02 2,54 5,32 1,38 1,12 0,77 0,46 0,05 5 5 1,76 0,76 1,71 0,72 2 2 asimétrico
33 0 11,05 3,7 7,3 1,97 - 1,04 0,58 0,13 6 5 2,7 1,09 2,47 11 4 4 asimétrico
34 1 3,76 2,5 543 1,25 0,99 0,87 0,46 0,09 4 4 1,58 0,58 1,54 0,58 3 3 -
35 0 3,6 2,45 4,9 12 1,71 0,87 0,42 01 4 5 1,54 06 1,51 0,62 1 2 asimétrico
36 1 6,98 3,14 6,5 1,53 1,27 11 0,54 0,12 1,88 0,75 - - 4 5 -
37 0 592 2,9 5,83 1,94 1,68 1 0,5 0,11 - - 1,85 0,83 3 2 asimétrico
38 0 41,13 4,5 8,49 2,7 2,31 1,07 0,92 - 5,04 1,97 4,92 2,01 4 4 asimétrico
39 0 3,93 2,46 5,02 1,27 1,01 0,8 0,42 0,13 1,09 0,46 15 0,7 2 2 asimétrico
40 0 13,87 3,55 7,09 19 1,53 1,12 0,62 0,16 2,65 1,67 2,62 1,16 4 5 asimétrico
41 0 23,87 4,13 8,12 2,27 2,01 1,44 0,66 0,15 3,56 1,57 3,56 1,59 2 3 asimétrico
42 0 533 2,67 5,46 1,35 1,01 0,96 0,48 01 1,52 0,63 16 0,72 2 2 asimétrico
43 0 5,08 2,75 543 13 1,04 1 05 0,1 17 038 1,69 0,75 2 3 asimétrico
44 0 12,5 3,65 74 1,83 1,32 1,16 0,58 0,12 25 0,91 24 0,99 3 3 asimétrico
45 0 20,11 4,08 8,23 2,16 19 142 07 0,21 3,09 1,41 31 1,37 5 4 asimétrico
46 0 6,73 3,04 6,05 15 1,21 1,02 05 01 - - 2,08 09 3 2 asimétrico
47 0 8,03 3,08 6,26 1,57 1,31 1,12 0,55 0,13 2,23 1,02 2,06 0,87 2 3 asimétrico
48 0 5,55 28 57 1,92 1,66 0,92 0,54 0,12 - - 191 08 4 2 asimétrico

Caracterizacién morfométrica de A. pallipes de la poblacién de R. Nervion (PVS). En la parte superior se indica el c6digo, localidad a la

que pertenece y fecha de muestreo de la poblacién.



Rio: Astacifactorfa Rillo de Gallo  Localidad: (Guadalajara)

Codigo: RIL Fecha: 03/08/98
N° | SEXO | PESO (g) | LCF (em) | LT (cm) | ACF (cm) | LROS (cm) ABASROS | AAPROS LAP (cm) | IESPAMAX DESP | ILPINZA | IAPINZA | DLPINZA | DAPINZA | IESP | DESP LOB. PLEOP.
(cm) (cm) 3MAX (cm) (cm) (cm) (cm) CER | CER
1 0 43,94 5,24 9,93 3,85 3,59 1,66 0,89 0,27 9 9 4,96 1,78 511 1,75 2 3 asimétrico
2 0 51,9 517 9,81 2,93 2,67 1,22 0,78 0,16 8 5 5,56 2,23 548 2,24 5 3 asimétrico
3 0 48,59 5,16 9,72 2,86 2,6 1,45 0,85 0,22 6 5 5,31 2,15 523 2,12 1 2 asimétrico
4 0 38,47 5,03 9,34 2,84 2,58 1,58 0,81 0,19 6 6 4,89 1,72 4,33 1,37 2 2 asimétrico
5 0 30,16 4,56 8,67 2,54 2,28 1,38 0,72 0,13 6 6 4,79 1,82 4,15 1,81 1 2 asimétrico
6 0 45,64 4,92 10,02 2,78 2,52 1,33 0,82 0,22 7 7 512 21 5,07 2,12 2 2 asimétrico
7 0 438 4,87 9,53 2,72 2,46 1,35 0,79 0,27 7 7 5,1 2,14 5,05 1,92 2 2 asimétrico
8 0 32,8 4,62 9,04 2,52 1,15 0,71 0,18 4 6 4,11 1,72 5,01 1,96 1 1 asimétrico
9 0 41,58 517 10,06 2,84 1,56 0,85 0,12 7 7 3,88 17 4,81 1,76 2 2 asimétrico
10 0 52,67 529 1043 3,01 1,69 0,81 0,21 6 5 5,45 2,16 534 2,1 2 2 asimétrico
11 1 30,07 4,85 10,03 2,76 15 0,85 0,17 7 7 3,11 1,34 3,37 1,42 2 2
12 0 49,86 571 10,01 3,04 13 0,85 0,12 7 7 4,22 147 598 2,31 2 2 asimétrico
13 0 63,21 5,54 10,83 3,36 1,6 0,79 0,2 6 7 58 2,28 577 2,24 3 2 asimétrico
14 1 33,26 4,99 9,9 2,93 1,32 0,88 0,2 7 6 3,46 1,34 1,87 0,8 2 2
15 1 31,42 4,82 9,97 2,71 1,37 0,87 0,22 5 5 3,35 1,89 3,09 1,27 3 3
16 1 31,15 4,83 10,04 2,65 1,44 0,8 0,22 7 7 3,59 15 3,56 1,5 2 2
17 1 275 4,63 9,49 2,68 143 08 0,15 7 5 3,28 1,51 3,41 147 3 3
18 1 26,35 4,53 9,65 2,6 1,37 0,82 0,21 7 7 3,08 1,37 3,06 1,36 2 2
19 1 36,54 4,98 10,26 2,82 1,26 0,76 0,23 7 6 4,07 1,72 4 1,71 3 3
20 1 28,76 478 10,05 2,71 15 0,84 0,15 7 6 37 1,54 2,35 0,82 2 3
21 1 34,04 4,95 10,47 2,85 1,55 0,77 0,2 6 7 2,15 0,93 3,74 1,72 2 3
22 1 49,55 5,6 11,32 3,25 1,78 1,02 0,22 7 7 4,63 1,78 4,45 1,74 1 1
23 0 46 4,95 9,66 2,76 1,58 0,83 0,2 8 9 5,38 22 52 2,18 1 3 asimétrico
24 0 43,69 4,93 10 2,74 1,57 0,78 0,24 6 7 48 21 4,94 2,08 3 2 asimétrico
25 1 36,08 51 10,02 2,84 16 0,85 0,17 7 7 3,74 1,62 373 1,63 2 2
26 0 47,24 5,24 10,12 2,99 1,51 0,86 0,33 6 6 5,04 2,05 4,92 2,08 2 2 asimétrico
27 0 41,05 4,87 9,61 2,68 1,29 0,76 0,17 8 6 4,95 2,01 4,93 2,01 1 1 asimétrico
28 0 34,92 48 9,66 2,72 1,39 0,73 0,18 5 7 4,05 1,74 442 1,73 1 1 asimétrico
29 0 36,45 4,57 9,5 2,6 1,25 0,74 0,19 8 9 4,53 1,91 4,36 1,93 1 1 asimétrico
30 0 40,03 4,97 9,77 2,7 1,42 0,86 0,17 8 6 5,38 2,15 3,87 1,4 1 2 asimétrico
31 0 33,66 4,5 9,03 2,57 1,46 0,78 0,12 7 7 4,5 1,7 4,49 1,87 2 3 asimétrico
32 1 24,26 46 9,09 2,57 1,44 0,76 0,18 6 6 falta falta 2,7 0,93 2 2
33 1 falta 5,25 10,69 3,06 1,66 0,9 0,25 5 6 3,98 1,6 4,28 1,65 2 3
34 0 3246 4,7 9,45 2,59 1,36 0,79 0,22 9 3 4,33 1,71 4,15 1,69 1 1 asimétrico
35 1 28,93 4,68 9,17 26 141 0,77 0,24 5 5 3,24 1,45 33 141 1 1
36 1 22,76 4,42 9,25 2,53 1,13 0,77 0,19 8 8 2,94 1,1 3,18 1,22 1 1
37 1 22,36 4,38 9,32 2,37 1,37 0,81 02 7 5 2,99 1,32 2,81 0,96 3 2
38 1 26,24 5,84 10,04 2,57 1,85 0,8 0,14 7 7 3,79 1,33 falta falta 3 4
39 0 38 4,83 9,71 2,74 1,2 0,75 0,14 8 8 5,07 1,92 49 1,57 3 3 asimétrico
40 0 44,78 5,15 10,2 2,93 24 1,31 0,85 0,2 8 12 523 2,07 4,78 1,69 3 3 asimétrico
41 0 34,21 5,02 9,59 2,81 2,55 1,48 0,82 0,15 6 9 falta falta 5,35 2,12 1 2 asimétrico
42 0 44,23 4,88 9,96 2,91 2,65 13 0,85 0,17 6 6 4,73 2,04 4,9 2,03 1 1 asimétrico

Caracterizaciéon morfométrica de A. pallipes de la poblacion de Astacifactoria de Rillo de Gallo (RIL). En la parte superior se indica el

codigo, localidad a la que pertenece y fecha de muestreo de la poblacién.



Rio: Rio Guadazoén Localidad: Valdemoro (Cuenca)

Codigo: VIL Fecha: 19/08/98

N° | SEXO | PESO (g) | LCF (cm) | LT (cm) | ACF (cm) | LROS (cm) AB;tlSnI;OS AA(nt:)OS LAP (cm) | IESP3MAX ;)Nllzil;( ILI(’CIE)ZA IAE’CII‘I:)ZA DL(I:I‘:I)ZA DA(I:E:{ZA ICESII: DC];‘;{P LOB. PLEOP.
1 0 20,36 4,17 8,16 2,35 2,09 1,12 0,67 0,18 9 8 3,32 1,27 3,3 1,23 3 3 asimétrico
2 0 19,07 3,92 7,67 2,13 1,87 1,24 0,7 0,14 6 5 3,28 1,36 3,39 1,35 2 2 asimétrico
3 0 24,35 4,43 8,39 2,32 2,06 1,24 0,7 0,16 9 8 2,63 0,86 4,05 1,67 4 5 asimétrico
4 0 20,71 4 8,25 2,25 1,99 1,16 0,63 0,14 6 8 3,41 1,35 3,3 1,31 4 4 asimétrico
5 1 18,97 4,16 8,17 2,27 2,01 1,29 0,72 0,19 5 5 2,75 1 2,9 1,16 3 3

6 0 23,12 4,21 8,41 2,36 2,1 1,29 0,71 0,13 6 7 3,64 149 3,62 1,56 3 3 asimétrico
7 0 27,41 4,37 8,67 2,34 2,08 1,36 0,75 0,18 7 7 3,76 1,64 3,8 1,64 3 3 asimétrico
8 0 23,98 4,42 8,19 2,31 2,05 1,36 0,66 0,18 9 8 3,42 1,22 3,75 1,57 3 3 asimétrico
9 0 16,91 3,8 7,08 2,04 1,78 1,2 0,65 0,16 6 6 2,92 1,34 2,92 1,35 4 4 asimétrico
10 0 19,35 3,89 7,8 2,2 1,94 1,32 0,68 0,13 7 7 3,22 141 342 1,38 5 4 asimétrico
11 0 32,92 4,67 9,51 2,55 2,29 1,26 0,69 0,19 8 7 3,69 1,27 4,38 1,75 2 2 asimétrico
12 0 20,59 4,03 8,12 2,16 19 1,27 0,57 0,18 6 5 3,44 1,52 3,56 1,51 3 3 asimétrico
13 0 15,35 3,66 7,41 2,03 1,77 1 0,57 0,12 3 4 2,6 1 3 1,36 2 2 asimétrico
14 0 11,12 3,46 6,95 1,83 1,57 0,97 0,61 0,1 5 6 2,01 0,84 2,07 0,87 2 2 asimétrico
15 0 8,05 3,02 6,31 1,57 1,31 1,09 0,52 0,1 4 4 1,93 0,82 1,96 0,85 2 2 asimétrico
16 0 9,05 3,13 6,45 1,66 14 1 0,56 0,11 5 3 2,14 0,95 2,08 0,87 1 2 asimétrico
17 0 7,87 3,15 6,14 1,69 1,43 0,9 0,49 0,09 falta falta 19 0,92 1,9 0,9 2 2 falta
18 1 9,23 3,19 6,84 1,76 1,5 0,83 0,6 0,12 5 4 149 0,7 2 0,95 3 3

19 1 19,49 4,12 9,75 2,3 2,04 1,16 0,7 0,22 2 6 2,71 1,16 2,64 1,17 1 2

20 1 4,75 2,56 5,56 1,34 1,08 0,76 047 0,1 5 3 15 0,65 146 0,62 2 4

21 1 33,91 5,05 10,57 2,8 2,54 1,54 0,82 0,2 8 6 3,77 1,59 3,82 1,59 5 3

22 1 11,89 3,63 6,96 1,82 1,56 1,13 0,61 0,14 5 3 2,24 0,92 1,86 0,6 1 1

23 1 13,99 3,76 7,76 2 1,74 1,07 0,6 0,14 5 4 2 1 2,2 0,91 3 3

24 1 15 3,85 7,82 2,06 1,8 1,19 0,66 0,13 7 6 2,5 1,08 1,8 0,67 4 4

25 1 10,88 3,56 74 1,88 1,42 1 0,62 0,15 5 5 1,21 0,46 2,18 0,88 4 3

26 1 52 2,75 5,75 14 1,14 0,95 043 0,12 5 4 1,36 0,5 147 0,65 3 3

27 1 12,09 3,5 7,2 1,87 1,61 0,19 0,6 0,11 3 4 2,23 0,97 2,12 0,82 3 4

28 1 6,42 2,88 6,16 1,51 1,25 0,94 0,52 0,1 3 4 1,6 0,7 1,72 0,72 3 3

29 1 25,63 4,54 9,45 2,51 2,25 1,32 0,74 0,2 6 7 2,9 1,17 3,18 1,37 2 2

30 1 18,25 3,94 8,4 2,22 1,96 1,2 0,61 0,17 5 6 2,71 1,17 2,71 1,15 4 4

31 1 7,08 3,01 6,21 1,56 1,3 1,01 0,52 0,1 5 4 1,54 0,71 1,55 0,71 3 4

32 1 5,74 2,73 5,7 1,46 1,2 0,84 0,52 0,12 2 3 1,39 0,61 14 0,52 3 3

33 1 5,83 2,8 5,71 1,45 1,19 1,01 047 0,11 4 4 1,6 0,69 1,59 0,67 1 1

34 0 7,53 3,17 6,01 1,6 1,34 1 0,57 0,13 5 3 1,43 0,62 1,77 0,75 3 3 asimétrico
35 1 12,25 3,78 7,64 1,91 1,65 1,11 0,58 0,11 5 4 1,97 0,72 2,12 0,75 3 4

Caracterizacién morfométrica de A. pallipes de la poblacién de R. Guadazén (VIL). En la parte superior se indica el c6digo, localidad a

la que pertenece y fecha de muestreo de la poblacién.
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