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Resumen

Muchos bivalvos tienen un sistema de herencia mitocondrial que exceptia la norma
general de herencia maternal (SMI). En la almeja Ruditapes philippinarum, entre otras, se da
la herencia uniparental doble (DUI) de manera que coexisten dos linajes de ADN
mitocondrial: el linaje paternal (M) que se transmite de padres a hijos a través del esperma, y
el linaje maternal (F) que se transmite de madres a toda la descendencia a través de los 6vulos.
De esta manera, las hembras serdn homoplasmicas para el genoma F y los machos
heteroplasmicos, mostrando principalmente genoma M en tejidos somaticos, y genoma F solo
en tejidos somaticos en menor medida. Se ha propuesto que el sistema DUI evoluciond del
SMI, y que esta regulado por factores genéticos nucleares codificados por la hembra. En el
contexto de un estudio sobre las caracteristicas de este sistema en R. philippinarum se ha
secuenciado el transcriptoma en muestras de varios tejidos de individuos adultos y las
secuencias obtenidas se han alineado a genomas mitocondriales de referencia M y F. Sobre la
base de estos resultados se han calculado ratios que reflejan la expresion de ambos genomas
en los diferentes tejidos de los adultos, diferenciando entre machos y hembras. Dichas ratios
han sido ponderadas con las proporciones corporales de 10 individuos adultos que fueron
diseccionados con esa finalidad. Se confirman los patrones de distribucion de ambos genomas,
aunque las hembras han resultado ser heteroplasmicas con existencia de genoma M en sus
tejidos somaticos y los machos heteroplasmicos en todos sus tejidos incluyendo la génada.
Dado que el sexo de R. philippinarum solo se puede determinar mediante métodos estandares
cuando los individuos presentan gonadas, una aplicacion de estos resultados ha sido la puesta
a punto de un sistema de determinaciéon del sexo en individuos sexualmente inmaduros,
diferenciando entre individuos de crecimiento bajo (S) y alto (F). EI método disefiado para
determinar el sexo de los individuos juveniles ha resultado exitoso y en consecuencia se ha

podido calcular la ratio sexual de los individuos S con un resultado de 0,39.



Abstract

Many bivalves species have a mitochondiral inheritance system which excludes the
general norm of maternal inheritance (SMI). In the Ruditapes philippinarum clam’s case,
among others, the double uniparental inheritance takes place (DUI), so that two lineages of
mitochondiral DNA coexist: the paternal lineage (M), which is transmitted from father to son
through the sperm, and the maternal lineage (F) which is transmitted from mother to the whole
offspring through the eggs. In this way, females will be homoplasmic for the F genome, while
males will be heteroplasmic, showing the M genome in somatic tissues mainly, while they
show the F genome only in somatic tissues, but to a lesser extent.
It has been hypothesized that the DUI system evolved from the SMI, and that it is regulated by
nuclear genetic factors encoded by the female. In the context of a study on charcacteristics of
this system in R. philippinarum, transcriptome was sequenced in samples of various tissues of
adult individuals and the sequences obtained were mapped with the reference mitochondrial
genomes M and F. On the basis of these results, ratios comparing the expression of both
genomes in different adult tissues have been calculated, differentiating between males and
females. These ratios were then standardized using the body proportions of 10 individuals
dissected for this purpose. Here we assume the distribution patterns of both genomes, even if
the females turned out to be heteroplasmic with the presence of both genomes in their tissues,
and males, though heteroplasmic, have shown traces of F genome in their gonads. Sice the sex
of R. philippinarum can only be determined by standar methods when individual show gonads,
an aplication of these results have been the development of a sex-determination system in
inmature specimens, differentiating between slow grower (S) and fast grower individuals (F).
The designed method to estabish the juvenil's sex have turned to be successful and

consequently it was possible to calculate the sex ratio of the S individual, with a score of 0,39.

Introduccion

El ADN mitocondrial es el inico genoma extranuclear en el citoplasma de los animales.
La mayoria de los genomas mitocondriales de los metazoos son moléculas circulares de
aproximadamente unos 14-42kb (Yuan et al., 2012). El genoma mitocondrial tipico contiene
los mismos 37 genes: 13 genes para subunidades proteicas de encimas de oxidacion
fosforilativa (atp6, atp8, cox1-3, cob, nad1-6 y nad4l), dos para RNA ribosémico (subunidades
grande y pequefia), y 22 para RNA de transferencia, los cuales son necesarios para la

transcripcion de los 13 genes mencionados (Yuan et al., 2012).
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En general hay pocas secuencias intergénicas, exceptuando la region no codificante que
parece ser que contiene elementos que controlan el inicio de replicacion y transcripcion (Yuan
et al., 2012). El hecho de que una célula contenga un elevado nimero de mitocondrias y sean
homoplasmicas (Breton et al., 2011), que éstas no sufran recombinacion, la ausencia de
intrones, ademas de un ratio evolutivo alto y el hecho de que su herencia sea maternal hacen
del ADN mitocondrial una herramienta perfecta para estudios comparativos y evolutivos, tanto
en identificacion de especies, como en genética de poblaciones o relaciones filogenéticas
(Breton et al., 2011; Yuan et al., 2012).

La disposicién de los genes del ADN mitocondrial no ha sufrido muchos cambios. Sin
embargo, los moluscos, y especialmente los bivalvos, muestra una gran variacion en la
disposicion de los genes. La subclase Heterodonta ha resultado ser hasta ahora el grupo mas
diverso entre los bivalvos. A su vez, este grupo incluye algunos de los grupos de mayor
importancia econdmica (almejas, berberechos y navajas) y los que mayor importancia
ecoldgica muestran en la comunidad tréfica infaunal (Yuan et al., 2012). El orden Veneroida
es uno de esos grupos e incluye a la especie Venerupis philippinarum (A. Adams y Reeve,
1850) (también Ruditapes philippinarum).

Ruditapes philippinarum habita en latitudes bajas, de subtropicales a boreales. Hoy en
dia es una especie de gran importancia econdmica debido a su masiva produccidn en
diferentes paises donde se ha introducido y establecido de forma permanente. Los principales
paises productores son los Estados Unidos de América, Corea, China, Taiwan, y diferentes
regiones europeas (Goulletquer, P., 2005). Fue introducida en las costas del Pacifico de Norte
América en la década de 1930, junto con la semilla del ostidén japonés. Desde entonces la
distribucién de la almeja japonesa ha aumentado considerablemente. Esta especie fue
introducida en Europa en 1972. Debido a la sobrepesca y los rendimientos irregulares de
almejas europeas como Ruditapes decussatus, se fomentd la introduccién de R. philippinarum
a las costas europeas. Reino Unido, Portugal, Irlanda, Espafa e Italia son hoy en dia los

principales paises Europeos productores de esta almeja (Goulletquer, P., 2005).

La reproduccién natural de R. philippinarum aumentd y en consecuencia la expansion
geografica de las poblaciones naturales incrementd. La almeja japonesa resultd ser méas
resistente y de crecimiento mas rapido que la especie nativa R. decussatus (Goulletquer, P.,

2005). Es por ello que hoy en dia son las poblaciones de R. philippinarum las mayores
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responsables de la produccion acuicola de Europa. La produccién mundial ha aumentado de
manera increible en los Ultimos afios. Segin estadisticas de la FAO- Fisheries and
Aquaculture Information and Statistics Services, la produccion global del afio 2000 fue de
aproximadamente 1,5 millones de toneladas. Diez afios después, en 2010, la produccion

incrementd hasta el punto de llegar a 3,6 millones de toneladas.

Sistema DUI

De forma general, el genoma mitocondrial se hereda a través de un solo parental.
Aungue se conocen especies que rompen esta norma, la mayoria de ellas son especies en las
que predomina la reproduccion asexual (Theologidis et al., 2007). En la mayoria de los
metazoos la herencia de las mitocondrias se da estrictamente de forma maternal (SMI, Strict
Maternal Inheritance), siendo las mitocondrias del esperma, excluidas o degradadas (en
mamiferos, las mitocondrias masculinas son degradas por medio de ubiquitinizacion (Ghiselli
et al., 2012)). Sin embargo, se ha visto que en algunos bivalvos la transmision puede ser tanto
maternal como paternal, de manera que existen dos linajes: el linaje transmitido a través de los
ovulos (tipo F) y el que se transmite a través del esperma (tipo M). En estas especies la
trasmision del ADN mitocondrial es biparental y los dos genomas han Ilegado a mostrar hasta
un 52% de divergencia (Milani et al., 2011). Sin embargo, el genoma mitocondrial femenino
se transmite a través de la linea femenina (maternalmente) y el genoma masculino a través de
la linea masculina (paternalmente), por lo que la regla general de uniparentalidad no cambia.
Es por esto que este sistema se conoce como herencia uniparental doble (DUI, Doubly
Uniparental Inheritance) (Breton et al., 2007; Batista et al., 2010; Breton et al., 2011). El
sistema DUI ocurre, entre otros, en los mejillones marinos (orden Mytiloida), mejillones de
agua dulce (superfamilia Unionoida) y almejas marinas (orden Veneroida). En las especies de
las familias
Donacidae (Theologidis et al., 2007), Hyriidae, Mytilidae, Solenidae, Unionidae, Veneridae y
Margaritiferidae (Ghiselli et al., 2011) el ADN mitocondrial se hereda de forma biparental
(Obata et al., 2011; Batista et al., 2010). Hoy en dia se conocen alrededor de 40 especies de
bivalvos con el sistema DUI (Zouros, 2013).

Las caracteristicas de la trasmision hereditaria de ambos genomas F y M en organismos
con sistema DUI son las siguientes: los 6vulos contienen genoma mitocondrial del tipo F, y el
esperma, genoma del tipo M (Zouros, 2013), pero la madre transmitird su genoma F a toda la

descendencia (machos y hembras) y el padre solo transmitird su genoma M a los hijos
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(Passamonti y Scali, 2001; Zouros, 2013). Es por ello que, tras la fertilizacion y durante el
desarrollo, las hembras serdn homoplasmicas para el genoma F, y en cambio, los machos,

seran mosaicos del ADN mitocondrial (heteropldsmicos) (Batista et al.,2010; Zouros, 2013).

El fendbmeno DUI ha sido principalmente estudiado en especies del genero Mytilus (M.
edulis, M. galloprovincialis, M. trossulus) y en la especie R. philippinarum. Tanto almejas
como mejillones de agua salada comparten unos mismos rasgos de este tipo de herencia
mitocondrial, pero existen ciertas diferencias. Tal y como se ha observado en el género
Mytilus, los machos maduros contienen ratios de los genomas F y M que varian, en todos los
tejidos: M predomina en las gonadas y F en el tejido soméatico (Breton et al., 2007). Sin
embargo, en R. philippinarum se han observado diferencias en cuanto a la distribucion de los
genomas por lo que se deduce que el mecanismo que secuestra el genoma M en las génadas
masculinas no es perfecto o que el genoma M cumple diferentes funciones en las especies de
Mytilus y Ruditapes (Breton et al., 2007).

Los genomas mitocondriales del tipo F y M muestran la siguiente distribucion tisular en
ambos sexos de la especie R. philippinarum. En cuanto a los machos, el tejido somatico de los
mismos contiene mayormente genoma del tipo M (Ghiselli et al., 2011). Las gbnadas en
principo solo contienen genoma de tipo M, aunque en ocasiones se ha identificado una
pequefia cantidad de genoma F (Ghiselli et al., 2011; Breton et al., 2007; Passamonti y Scali,
2001). En cuanto a los gametos, solo el genoma mitocondrial M pasa el al esperma, por lo que
no se ha detectado mtDNA F en estos (Ghiselli et al., 2011). Las hembras de R. philippinarum
en general contienen genoma de tipo F, tanto en las gbnadas como en el tejido somatico
(Zouros, 2013). Sin embargo, se han encontrado pequefias cantidades del genoma M en el
tejido somatico y en gonadas femeninas (Zouros, 2013). Aun cuando esto ocurre, los gametos
femeninos solo contienen genoma F (Milani et al., 2012). Por lo tanto, aunque las gbnadas de
machos y hembras puedan mostrar mtADN de ambos tipos, los gametos siempre seran

homoplasmicos para genoma My F, respectivamente.

Partiendo de un sistema DUI y dadas las caracteristicas de distribucion tisular de ambos
genomas descritas anteriormente, se infiere que durante el desarrollo y maduracion gonadal
actuarén diferentes mecanismos de replicacion o degradacion de las mitocondrias para
obtener évulos homoplésmicos para el tipo F, y del mismo modo, para obtener esperma

homoplasmico del tipo M (Milani et al., 2012; Ghiselli et al., 2011). De acuerdo con esto, se



ha propuesto un mecanismo de control de tres puntos para la segregacion de mitocondrias en

€Se proceso:

El primer punto de control consistiria en la segregacion activa de las mitocondrias M a
las células germinales macho durante el desarrollo temprano del embridn, seguramente
mediante un mecanismo de transporte auxiliado por microtubulos (Ghiselli et al., 2011). Las
mitocondrias del tipo M tienen que invadir la linea germinal de los embriones machos durante
el desarrollo, ya que si esto no ocurriera, el esperma transmitiria mtDNA de tipo F y no se
realizaria el sistema DUI. El segundo punto de control tiene lugar en las hembras, donde
ocurre la degradacidn activa de la mitocondrias M (Ghiselli et al., 2011) (o la inhibicion de la
replicacion del mtDNA M (Milani et al., 2012)). Es probable que el genoma M porte una
especie de etiqueta molecular similar a la ubiquitina (Ghiselli et al., 2011). Se ha observado
que los primeros dos puntos de control no son perfectos en R. philippinarum (Ghiselli et al.,
2011), por lo que se requeriria un tercer punto de control para asegurar la homoplasmia de los

gametos en esta especie.

Patrones de distribucion de las mitocondrias del esperma

Se ha observado que la distribucion de las mitocondrias del esperma sigue dos patrones
dependiendo de cual sera el sexo del embridn: el “patrén agregado” y el “patron disperso”
(Milani et al., 2011). En embriones macho, las mitocondrias forman un patrén agregado, y en
cambio, en embriones hembra, forman un patrén disperso. Estos patrones de distribucion
dependen de la accion de los microtibulos (Breton et al., 2007). En el patron agregado las
mitocondrias del esperma permanecen proximas unas a otras en el 6vulo fertilizado y mas
adelante en el desarrollo, aparecen localizadas en una célula: la célula D, que de acuerdo con
la nomenclatura de Conklin (1897) es la célula de la que se originan las células germinales
(Zouros, 2013). En cuanto al patron disperso, como el propio nombre indica, las mitocondrias
no siguen ninguna distribucién concreta durante la division celular en el desarrollo
encontrandose distribuidas uniformemente (Zouros, 2013). Este mismo fendmeno de la
distribucion de las mitocondrias del esperma se ha observado en la especie R. philippinarum
(Milani et al., 2011).



Regulacidn genética del sistema DUI

Dada la abrumadora presencia del sistema SMI en animales, parece l6gico pensar el
DUI evolucioné del SMI. En el sistema SMI, el ADN mitocondrial del esperma es excluido
del pool de ADN mitocondrial del zigoto. Esto se consigue tanto previniendo su entrada como
elimindndolo una vez haya entrado. En los mamiferos este proceso se lleva a cabo mediante la
ubiquitinizacion de las membranas mitocondriales del esperma (Batista et al., 2010; Zouros,
2013). El proceso parece estar regulado por dos factores genéticos codificados en el genoma
nuclear de las hembras: W y X, que se asume estén presentes también en las especies con
DUI. La diferencia entre SMI y DUI seria que este Gltimo requiere un elemento nuclear mas:
el locus Z (Zouros, 2013).

En resumen, tres factores genéticos (W, Z y X) son necesarios para el desarrollo del
sistema DUI, 1) asegurando presencia del genoma M de manera exclusiva en el esperma y 2)
previniendo la presencia del genoma M en los 6vulos y por lo tanto en la linea de transmision
maternal (Batista et al., 2010). El factor W se encuentra en la membrana exterior de la
mitocondria del esperma. El factor X (codificado por genes nucleares del ovulo) reconoce el
factor W. Estos dos factores son parte del “sistema de eliminacion de las mitocondrias del
esperma” que lleva a la herencia SIM del mtDNA, un mecanismo comparable al sistema de
ubiquitinizacion de los mamiferos. El tercer factor, Z, esta presente en el citoplasma del 6vulo
y tiene dos alelos: el alelo activo Z, y el inactivo z. EI modelo propuesto es que el factor Z
suprime el factor X, previniendo asi, la eliminacion (o dispersion) de las mitocondrias del
esperma en los ovulos fertilizados (Breton et. al., 2007; Zouros, 2013). De esta manera,
teniendo en cuenta que la hembra puede ser ZZ, Zz o zz: si el dvulo suministra el factor Z, al
ser fertilizado éste suprimira el factor X y como consecuencia, no se eliminara (o dispersara)
el mtDNA del tipo M (mitocondrias M), dando lugar a un cigoto que se desarrolla como
macho (patron agregado del genoma M). Por el contrario, si el 6vulo suministra el alelo z, no
se suprimira el factor X, y por lo tanto, el mtDNA M se dispersara o se eliminara, dando lugar

a un individuo hembra (patrén disperso del genoma M) (Breton et al., 2007).

La especie R. philippinarum es estrictamente gonocdrica y sus gonadas se forman cada
afio al comienzo de la estacion de apareamiento (a partir de la células germinales), después de
la cual, se degradan (Milani et al., 2011). Ocurre lo mismo en la mayoria de la especies de
bivalvos: son gonocdricas estables de manera que una vez que se establece el sexo del

individuo, estos permanecen con el mismo sexo de forma estable durante el resto de su vida.
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Muchas en cambio, muestran un hermafroditismo simultaneo, de manera que producen
gametos femeninos y masculinos en sus génadas; o hermafroditismo secuencial, cambiando el

sexo al tiempo que envejecen (Breton et al., 2007).

En cualquier caso, en todas las especies de bivalvos, el sexo (o el tipo de gametos
producidos) no estd determinado hasta que las lineas germinales estén diferenciadas. El
mecanismo de la “sexualizacion” de las gonadas es aln desconocido (Milani et al., 2011). Por
el momento solo se conoce con certeza que en los bivalvos el sexo no esta determinado por
cromosomas sexuales heteromorficos (Breton et al., 2007), por lo tanto, solo se podra conocer
su sexo detectando oocitos 0 esperma bajo un microscopio cuando la almeja esta en la estacién
reproductiva (Ghiselli et al., 2012).

Esta situacion justifica el interés de crear un método para determinar el sexo de los
individuos juveniles. La distribucion de los genomas mitocondriales en los tejidos de ambos
sexos de R. philippinarum es diferente, pero se desconoce la expresion de los mismos. Por
tanto, cuantificando ambos linajes de genoma mitocondrial en cada tejido, podria establecerse
un criterio para diferenciar el sexo de los individuos. Para ello, es necesaria la cuantificacion
de los tejidos, de modo, partiendo de la secuenciacién del transcriptoma en diferentes muestras
de tejidos (tecnologia lllumina HiSeq 2000) realizada en el contexto de un proyecto de
caracter mas amplio se procedi6 a alinear las secuencias obtenidas a los genomas M y F de
referencia pudiendo de este modo obtener las ratios que permiten identificar el sexo de
juveniles diferenciados segln su tasa de crecimiento: individuos de crecimiento bajo (“slow

growers” o S) y alto (“fast growers” o F).

La gran ventaja de las tecnologias de secuenciacion de nueva generacién (NGS — New
Generation Sequencing) como Illumina HiSeq 2000 es que permiten analizar una gran
cantidad de informacion de manera econdémica en comparacién con el método alternativo
Sanger (Metzker, M.L, 2010), aunque tiene un menor nivel de precision. En concreto, la
tecnologia Illumina HiSeq 2000 puede generar mas de 600 Gb cada vez que secuenciamos, lo
cual nos permite una gran capacidad de lectura. Ademas, no es necesario conocer el genoma
del organismo que queremos analizar, por lo que es una gran ventaja a la hora de secuenciar
organismos no modelo como R. philippinarum. Como contrapartida, las secuencias que genera
la tecnologia Illumina HiSeq 2000 son de 100 pb (Metzker, M.L, 2010) frente a las 500-800

bp que genera la secuenciacion Sanger. Sin embargo, la tecnologia PairedEnd (PE) permite



secuenciar los dos extremos de cada secuencia, ampliando asi el nimero de pares de bases

conocido.

El objetivo especifico de este trabajo ha sido el disefio de un sistema de este tipo, para
establecer y comparar la ratio sexual en dos grupos de juveniles de la primera generacién (F1)
resultante de la fertilizacion con gametos procedentes de 200 individuos reproductores. Dado
que ambos grupos de juveniles F y S se segregaban en funcion de su tasa de crecimiento, la
determinacion de posibles diferencias en la ratio sexual permitiria asociar al sexo un
componente de las diferencias interindividuales de tasa de crecimiento, precisamente en la
etapa previa a la maduracion reproductiva que es cuando estas diferencias se manifiestan con
mas intensidad. Este conocimiento podria contribuir a una mas eficiente gestién de la

produccién de larvas y semillas en los sistemas acuicolas de cultivo de esta especie.

2. Material y métodos

El material analizado en este trabajo se obtuvo a partir de muestras obtenidas en el
contexto de un proyecto mas amplio destinado a establecer a) el transcriptoma de referencia en
una especie no modelo de amplio uso en acuicultura, Ruditapes philippinarum y b) la
expresion génica diferencial en dos grupos de juveniles de esta especie seleccionados por
presentar tasas de crecimiento diferenciadas. Dentro del programa de muestreo, y en lo que se
refiere a los datos tratados en este trabajo, se obtuvieron 1) Adultos reproductores. 2) Muestras
individuales de juveniles de tasa de crecimiento alta (fast growers o F) y baja (slow growers o
S).

Las muestras fueron proporcionadas por la empresa Tinamenor S.A. (Planta de Cultivo
de Pesués). Una vez realizada la fertilizacién con gametos procedentes de unos 200 parentales
y tras el cultivo larvario en la hatchery de la empresa, se obtuvo una generacion de juveniles a
partir de la cual se seleccionaron dos grupos constituidos por las “cabezas y “colas” de la
distribucién de tallas. Estos grupos se tomaban como de alto crecimiento (F, por “fast
grower”) y de bajo crecimiento (S por “slow grower”), respectivamente. Para los analisis
subsiguientes se utilizaron 17 individuos F y 19 individuos S. 200 parentales fueron sexados y
se seleccionaron 10 machos y 10 hembras de maxima maduracidn que posteriormente, fueron
diseccionados, para obtener los siguientes tejidos: glandula digestiva (DG), branquias (GL),
manto (MN) y gonadas (GN).
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Al tratarse de un analisis del transcriptoma como primera etapa del proceso se procedio
a la extraccion de RNA total a partir de las muestras. En los individuos adultos, cada muestra
se obtuvo agrupando, en un pool para cada sexo, el RNA extraido de cada tejido. En cuanto a
los juveniles, se obtuvo una muestra de cada individuo en su totalidad, sin distinguir entre

tejidos.

Como etapas previas a la secuenciacion, la muestra de RNA total que se extrajo de los
tejidos se tratd con DNasas para eliminar el DNA contaminante que pudiera haber. La muestra
resultante, se trat6 de manera que solo se conservo el mMRNA, descartando los demas tipos de
RNA. Posteriormente, el mMRNA resultante se utilizd en la creacion de una libreria de cDNA
utilizando retrotranscriptasa. Las muestras se secuenciaron mediante la tecnologia Illumina
Hiseq 2000 tras la cual se obtuvieron secuencias crudas (raw reads). Posteriormente se
procedid a evaluar la calidad de las mismas con el programa Fastag, un programa para
visualizar la calidad de los reads. Se utiliz6 el programa Trimmomatic (0.20v) para eliminar
las secuencias o fragmentos de éstas que no cumplieran los parametros de calidad deseados.
De acuerdo con esos parametros, se eliminaron los 15 primeros nucleétidos de cada secuencia,
ya que la calidad de dichos nucleétidos era escasa. Ademas, se eliminaron también los
adaptadores y/o secuencias especificas de lllumina como el index, afiadidas previamente. Del
mismo modo que con el método Sanger la calidad del principio y final de las secuencias es
menor, ocurre 1o mismo con las NGS. Ademas, se evalUa la calidad del principio y fin de las
secuencia base a base, para que no sea menor de 10. El programa evalla la calidad de la
siguiente forma: calcula la calidad cada cuatro pares de bases, de manera que si la calidad
media de esos fragmentos de 4bp es inferior a 20, el programa corta la secuencia en €sos
puntos. Solo se mantuvieron las secuencias que no tuviesen un tamafio menor que 50 pb
(min50). Se volvié a evaluar la calidad de las secuencias obtenidas (trimmed reads) con

Fastaq, para comprobar que la calidad habia mejorado tras el trimming.

La existencia de secuencias completas del genoma mitocondrial masculino y femenino
de R. philippinarum en bases publicas (GenBank accession numbers AB065374 y AB065375)
permite alinear con esas referencias las secuencias obtenidas (trimmed reads). El alineamiento
se llevd a cabo mediante el programa Bowtie2 (2.1.0v), estableciendo ciertos parametros
conservadores, de manera que nuestros reads se alinearan con las secuencias de referencia lo
mas fielmente posible. Establecimos, entre otros, el criterio de que no hubiera errores de

emparejamiento (0 mismatch) y que se alinearan los pairs con ambos reads (en lugar de
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alinearse pairs con un solo reads). El alineamiento fue global, es decir, los reads se alinearon

completamente a los genomas de referencia.

Concluido el alineamiento, para conocer el nimero de reads que se alinearon al genoma
M vy al genoma F, se utilizé el programa Tablet (1.12.02.06v). Este programa requiere del
formato bam, por lo que se utiliz6 el programa Samtools (0.1.18v) para pasar los resultados
del alineamiento al formato bam. Al obtener como resultado un nimero concreto de lecturas
alineados al genoma M y otro al genoma F, lo que conseguimos es cuantificar la expresién de

dichas lecturas, y por lo tanto, la expresion de cada genoma mitocondrial.

Como se indica en la seccién anterior, uno de los objetivos de este trabajo consistia en
utilizar los valores de alineamiento de las secuencias obtenidas a partir de los tejidos adultos
de machos y hembras a los genomas mitocondriales masculino y femenino para construir
indices (ratios) que permitan identificar el sexo de los juveniles. Para una mayor precision del
método, las ratios correspondientes a los distintos tejidos deben ser ponderadas en funcion de
la contribucidn relativa de cada tipo de tejido al peso total. Con este fin se diseccionaron 10
individuos de R. philippinarum. Se extrajeron los tejidos (glandula digestiva, manto,
branquias, pie, gonadas y musculo abductor) y se pesaron tras 24 horas en estufa a 95°C-100°C
de manera que se obtuvo el peso seco de cada tejido. Posteriormente, se procedio a calcular el
indice corporal de cada tejido (peso seco tejidos/peso seco total), con el que se ponderaban las

ratios de alineamiento obtenidas.

3. Resultados

3.1. Lecturas brutas y depuradas

Las lecturas brutas (raw reads) obtenidas en la secuenciacion de los tejidos de los
adultos se sometieron a un depurado (trimming), para conseguir las secuencias denominadas
lecturas depuradas (trimmed reads). En las Tabla 1y 2, se presentan los valores en nimeros de
reads obtenidos en la secuenciacion y tras el trimming en individuos adultos y en juveniles,
respectivamente. En el caso de los adultos se observd un descenso en el numero de
informacion del 25% aproximadamente, tras realizar el trimming, ya que se eliminaron los
unpairs y los pairs que no cumplieron los pardmetros de calidad establecidos. Mas
exactamente, en el caso de los machos se conservo el 77,51% de los pairs (de buena calidad);

76,06% en el caso de las hembras. En cuanto a los individuos juveniles se puede apreciar que
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la cantidad de informacién ha disminuido de forma similar, tanto en individuos S como F, de

manera que se conservo el 77,43% y 73,71% de pairs, respectivamente.

Tabla 1: Valores medios del nimero de reads (raw y trimmed) en adultos machos y hembras (M =

millones de reads)

Sexo Raw reads Trimmed reads
Macho 54,41M + 10,91 42,18M + 8,8
Hembra 56,36M + 7,9 428M 7,1

Total 55,39M + 8,8 4253M £ 7,4

Tabla 2: Valores medios del nimero de reads (raw y trimmed) en individuos S y F (M = millones de

reads)
Individuos Raw reads Trimmed reads
S 58,10 + 19,34 44,98 + 16,22
F 63,90 + 34,32 47,10 + 23,60
Total 60,84 = 27,19 45,98 + 19,78

3.2. Alineamiento de secuencias en individuos adultos

La Tabla 3 muestra los resultados obtenidos tras realizar el alineamiento (mapping) con
las secuencias depuradas (trimmed reads) frente a los genomas M y F de referencia. Se puede
apreciar el nimero de lecturas (reads) alineadas al genoma masculino (M) y al femenino (F)
en los diferentes tejidos analizados, ademas de los porcentajes de las ratios para cada tejido de
los dos sexos, calculado como porcentaje de secuencias alineadas al genoma M con respecto al
total. Los valores muestran una aportaciéon minima del genoma M. Sin embargo, en funcién
del sexo, los resultados muestran una variacion importante como se puede apreciar en la Tabla
3. En los machos, la glandula digestiva (M-DG) y la gonada (M-GN) presentan una ratio muy
elevada con respecto a los demas tejidos (y a las hembras). De ese modo, la glandula digestiva
muestra una ratio de 9,626% y la génada un valor de 71,149%. Con respecto a este Gltimo
tejido, la ratio en la génada femenina es de 0,061%; es decir, una diferencia muy elevada entre
sexos. En el resto de los tejidos se observa el mismo fendmeno, aunque las diferencias no son
tan marcadas. Estas comparaciones indican que los machos presentan de forma general mas

genoma mitocondrial de tipo paternal que las hembras.
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Tabla 3: NUmero de lecturas (reads) alineadas al genoma masculino (M) y al femenino (F) y porcentajes
de las ratios (M/(M+F)) de la glandula digestiva (DG), branquia (GL), manto (MN) y génada (GN) de
machos (M) y hembras (F).

Tejidos Reads M Reads F Total reads Ratio (%)
M-DG 302882 2843638 3146520 9,626
M-GL 1892 3160834 3179766 0,595
M-MN 25453 5807569 5833022 0,436
M-GN 8936768 3623893 12560661 71,149
F-DG 620 2474968 2475588 0,025
F-GL 2056 4087647 4089706 0,050
F-MN 408 3836682 3837090 0,011
F-GN 2380 3904020 3906400 0,061

3.3. Ponderacion de las ratios en funcién de las proporciones corporales de los distintos

tejidos

La Tabla 4 muestra los valores medios (+ SD) y el rango de las proporciones corporales
de los diferentes tejidos obtenidos por diseccion de una muestra de 10 almejas adultas. Con
respecto a su utilizacion en la ponderacion de las ratios de alineamiento obtenidas para esos
tejidos. Los resultados son orientativos ya que no se trata de los mismos individuos que se
utilizaron en la secuenciacion. No obstante, puede observarse que la mayoria de los tejidos
somaticos (pie, manto, masculo aductor y branquias) presentan escasa variacién, excepto la
glandula digestiva cuya variacion puede estar motivada por diferencias en el estado nutricional
de los distintos individuos. Cuestion aparte es la génada que muestra diferencias notorias entre
los individuos (rango: 3,6 a 8% del peso corporal). Este 6érgano varia ademas estacionalmente
en funciéon del ciclo reproductor del animal, por lo que no podemos asumir una
correspondencia entre el estado de desarrollo gonadal de los adultos secuenciados y los
utilizados en estas disecciones. En consecuencia, en la ponderacion se han considerado dos
escenarios: Escenario 1: El estado presente de los individuos diseccionados, donde la gonada
representa un valor medio del 5,8% del peso corporal; Escenario 2: Un estado de ausencia de
gbnada que corresponderia al periodo de reposo sexual. Los resultados de la ponderacion de
acuerdo con este segundo escenario serian aplicables a la evaluacion de las ratios obtenidas
para el conjunto de los tejidos en individuos juveniles, ya que se asume que son sexualmente

inmaduros y no presentan génadas.
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Tabla 4: Valores medios (£SE) de las proporciones corporales de cada tejido (glandula digestiva (DG),
branquia (GL), manto (MN), génada (GN), pie (FO) y musculo abductor (AB)) y del peso total de los

tejidos en los 10 individuos diseccionados.

Individuos Peso total tejidos (g) DG GL MN FO AB GN
Media 7,4621 +0,9324 0,107 + 0,007 0,199 + 0,169 + 0,218 + 0,249 + 0,058 + 0,017
0,008 0,006 0,011 0,009
Rango (min - 5,9820 - 8,07 0,07 -0,119 0,189 - 0,158 - 0,175 0,204 - 0,237 - 0,036 — 0,080
max) 0,211 0,234 0,262

Con las proporciones corporales calculadas de cada tejido, se ponderaron las ratios de
los individuos adultos, manteniendo los dos escenarios propuestos. A los componentes
corporales que no fueron secuenciados (musculo aductor y pie) se les atribuyé como ratio el
valor medio obtenido para los tejidos somaticos secuenciados (glandula digestiva, branquia y
manto); es decir, un valor del 3,5525% en el caso de los machos y 0,0286% en el caso de las

hembras.

1. Escenario: la génada del animal representa el 5,8% del peso corporal

La Tabla 5 compara las ratios originales estimadas con los resultados de la ponderacion.
Las ratios globales para el conjunto de los tejidos se han obtenido : a) como valor promedio de
las ratios originales y b) como suma de los valores ponderados para reconstituir una ratio de

conjunto que tome en cuenta la abundancia relativa de cada tejido.
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Tabla 5: Ratios originales y ratios ponderadas a partir de las proporciones corporales de los distintos
tejidos, en la glandula digestiva (DG), branquia (GL), manto (MN), génada (GN), pie (FO) y musculo
abductor (AB) de machos (M) y hembras (F). (Ratio=M/(M+F)) (*) Valor medio de la ratio del resto de

los tejidos somaticos (glandula digestiva, branquias y manto).

Tejidos Ratio (%) Ratio ponderada (%)
M-DG 9,626 1,032
M-GL 0,595 0,118
M-MN 0,436 0,074
M-GN 71,149 4,112
M-FO 3,552* 0,775
M-AB 3,552* 0,883

M- Global X =14,818 6,985
F-DG 0,025 0,004
F-GL 0,050 0,010
F-MN 0,011 0,002
F-GN 0,061 0,003
F-FO 0,029* 0,006
F-AB 0,029* 0,007

F-Global X =0,024 0,032

2. Escenario: el animal no presenta gbnadas

La Tabla 6 muestra las ratios ponderadas de cada tejido asumiendo la ausencia de
gonada. Debido al elevado valor de la ratio en gbnada masculina, su supresion produce el
efecto de una acusada reduccion en los valores globales para machos. Por otra parte, la
diferencia entre cifras ponderadas y no ponderadas resulta menor en este caso debido a la baja
contribucion de la génada al peso total. Las diferencias entre los dos escenarios son minimas

para las hembras.
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Tabla 6: Valores medios (xSE) de las proporciones corporales de los tejidos (glandula digestiva (DG),
branquia (GL), manto (MN), pie (FO) y musculo abductor (AB)) y peso total de los tejidos en los 10
individuos diseccionados.

Tejidos Ratio (%) Ratio ponderada (%)
M-DG 9,6259 1,063
M-GL 0,5953 0,122
M-MN 0,4363 0,076
M-FO 3,56525* 0,799
M-AB 3,5525* 0,910

M- Global X =3,552 2,970
F-DG 0,0250 0,003
F-GL 0,0503 0,010
F-MN 0,0106 0,002
F-FO 0,0286* 0,006
F-AB 0,0286* 0,007

F-Global X =0,028 0,055

En la Tabla 7 se muestras los valores de las ratios ponderadas en machos y hembras,
gue representan las ratios tedricas de individuos completos. Los machos muestran una ratio de
6,985% Yy las hembras un valor de 0,032%. Excluyendo el tejido gonadal, en los machos se
aprecia una ratio de 2,970% vy en las hembras, 0,055%. Se puede observar por lo tanto, que
existe una diferencia clara entre los sexos, tanto en el caso de los individuos con gdénadas

como si ellas.

Tabla 7: Ratios ponderadas (%) en machos y hembras teniendo en cuenta las génadas y excluyéndolas.

Muestra Ratio ponderada %

Machos 6,985

Hembras 0,032
Machos (sin génadas) 2,970
Hembras (sin génadas) 0,055
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3.4. Individuos juveniles

Una vez establecidos las ratios de los adultos para los dos escenarios propuestos, se
procedio a trabajar con los datos de los juveniles. Los resultados del alineamiento (mapping)
obtenidos se muestran en la Tablas 8 (individuos S) y 9 (individuos F). Como hemos asumido
que los juveniles carecen de gonadas, se aplicaron las ratios del segundo escenario para
determinar el sexo de estos supuestos individuos inmaduros. La distribucion de valores de la
ratio conforma dos grupos “perfectamente claros por referencia a los dos valores
caracteristicos de machos (2,97%) y hembras (0,028%). En el caso de los individuos juveniles
de crecimiento bajo (S), Tabla 8, sobre una muestra de 19 individuos, se identificaron 7
machos (SAL, SB2, SF2, SA3, SE4, SE5 y SF5) y 11 hembras (SE1, SF1, SA2, SE2, SB3,
SE3, SF3, SA4, SB4, SF4 y SAbL). Para los machos se calculo una ratio medio de 21,705%
(£SE %14,07), con un valor maximo de 39,86% (SE4) y un valor minimo de 2,5% (SF2). Para
las hembras, se obtuvo una ratio medio de 0,012% (xSE %0,008), con un valor maximo de
0,03% para el individuo SA2, practicamente coincidente con el valor caracteristico de los
adultos (0,028%). El individuo SB5 qued6 sin caracterizar por el anormalmente bajo nimero
de lecturas alineadas al genoma F.

En en el caso de los individuos de crecimiento rapido (F), (Tabla 9), solo se pudo
trabajar con cuatro individuos de los 17 secuenciados desde un principio. Los 13 individuos
restantes mostraron un alineamiento muy bajo con la referencia para la especie, por lo que
fueron descartados para este estudio. En este caso se identificaron tres individuos macho
(FA2, FF2 y FAB6) y una sola hembra (FB2). En el caso de la ratio de los machos se establecio
un valor medio de 42,255% (xSE %27,061), muy superior al valor medio obtenido para los
adultos macho sin génadas (2,97%), lo cual no deja dudas en cuanto al sexo de los mismo. La
hembra FB2 mostré una ratio de 0,0089%, inferior al valor medio de las hembras adultas sin
goénadas (0,028%).

Con los resultados de identificacion del sexo en juveniles se calcul6 la ratio sexual de
0,39 (n = 18) en el grupo S. Al disponer de tan solo 4 muestras de individuos F no parece
pertinente el célculo de la ratio sexual en ese grupo. El valor de esa ratio, tomando en cuenta

todos los individuos identificados, es de 0,47 (n = 22).

18



Tabla 8: Resultado del alineamiento, porcentaje de las ratios y sexo de cada individuo de

crecimiento bajo (S).

Individuos Reads M Reads F Ratio (%) Sexo
SA1 300422 2075002 12,65 Macho
SE1 86 2722484 0,00 Hembra
SF1 1338 11502492 0,01 Hembra
SA2 946 3085460 0,03 Hembra
SB2 649600 2500370 20,62 Macho
SE2 832 4154988 0,02 Hembra
SF2 98870 3501152 2,50 Macho
SA3 1820982 2831106 39,14 Macho
SB3 330 2741824 00,01 Hembra
SE3 836 5641174 0,01 Hembra
SF3 246 3258982 0,01 Hembra
SA4 542 3637956 0,01 Hembra
SB4 376 5576376 0,01 Hembra
SE4 1314850 1984156 39,86 Macho
SF4 76 2456426 0,00 Hembra
SA5 198 2123414 0,01 Hembra

SB5* 652 19550 3,23 -
SE5 1405764 10176436 12,14 Macho
SF5 608986 1823920 25,03 Macho

Tabla 9: Resultado del alineamiento, porcentaje de las ratios y sexo de cada individuo de

crecimiento alto (F).

Individuos Reads M Reads F Ratio (%) Sexo
FA2 2028202 1098004 64,88 Macho
FB2 172 1912282 0,01 Hembra
FF2 4104086 4167754 49,62 Macho
FA6 178950 1279016 12,27 Macho
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4, Discusion

Individuos adultos

Como se ha podido observar en este trabajo, la distribucion de los dos genomas presentes en la
especie Ruditapes philippinarum, una almeja que presenta el sistema de herencia mitocondrial DUI,
varia con respecto al sexo y también respecto al tejido. Nuestros resultados confirman que los machos
resultan ser heteroplasmicos, de manera que muestran los dos linajes del genoma mitocondrial. Los
resultados del alineamiento con los genomas de referencia M y F (GenBank accession numbers
AB065374 y AB065375) muestran diferencias respecto al patron de distribucion establecido en estudios
previos. Asi, los tejidos soméaticos como la glandula digestiva, las branquias y el manto muestran ambos
expresion de genomas M y F, con una predominancia del genoma materno mientras que, diversos
estudios han demostrado en machos una mayor abundancia de genoma mitocondrial M en los tejidos
somaticos (Ghiselli et al., 2011; Passamonti y Scali, 2001), aunque también se aprecie genoma de tipo F
(Ghiselli et al., 2011). En el caso del tejido gonadal de los machos, nuestros resultados muestran una
ratio elevada de genoma M (71,149%), indicando una expresion elevada del genoma paternal. Este dato
se ve respaldado por diversos trabajos, donde se ha observado que el genoma M predomina fuertemente
en este tejido (Ghiselli et al., 2011). Sin embargo, también hemos podido comprobar la presencia de
genoma F, lo cual podria explicarse, ya que estudios en el mitilido M. galloprovincialis han concluido
que el genoma F que aparece en la génada podria pertenecer al tejido conjuntivo de la misma (Obata et
al., 2011).

En lo que a las hembras se refiere, nuestros resultados indican que, al contrario de lo que se ha
concluido en otros estudios, éstas también resultan ser heteroplasmicas. Es cierto que las ratios son
mucho menores gue en los machos, lo cual indica una menor expresion del genoma M.

El hecho de que se hayan encontrado pequefias cantidades del genoma M en el tejido somatico y en
gonadas femeninas (Zouros, 2013) respaldaria nuestros resultados aungue estudios minuciosos como el
de Ghiselli et al., 2011 donde se siguieron estrictos protocolos para evitar posibles contaminaciones
entre muestras, han concluido que las hembras son homoplasmicas para el genoma F, de manera que no
muestran indicios de genoma paternal. Por lo tanto, no es descartable que nuestros resultados puedan

reflejar una contaminacién entre tejidos en la etapa de diseccion previa a la secuenciacion.

Conviene indicar que los resultados de este trabajo, al estar basados en mRNA, consisten en la
cuantificacion de la expresion de los genomas mitocondriales M y F, pero no son indicativos de la
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cantidad de dichos genomas. Es posible que un mayor nimero de lecturas alineadas a un genoma
concreto indique mayor expresion y no por ello mayor cantidad de genoma; o incluso, puede que con
una mayor cantidad, la expresion sea menor. Se ha podido comprobar que existe expresion diferencial
de los genomas M y F en diferentes tejidos en Mytilus galloprovincialis (Obata et al., 2011). En estos
mitilidos se ha estudiado la relacion entre la expresion y la cantidad de ambos genomas, concluyendo
que la cantidad de genoma y la expresion del mismo estan nivelados. En el caso de R. philippinarum,
los machos muestran tanto genoma M como F en sus tejidos, pero hasta el momento no se han realizado
estudios que demuestren la existencia de expresion diferencial de los genomas en esta especie. En
consecuencia, y por falta de informacion, al haber cuantificado la expresién, no podemos afirmar que
haya mayor o menor cantidad de genoma. Si asumimos que existe una linealidad entre la expresién y la
cantidad de genoma en nuestra especie, nuestros resultados muestran una menor cantidad de genoma M
en los tejidos somaticos del macho, con respecto a los resultados observados en el trabajo de Ghiselli et
al., 2011. No obstante, en el caso de que no se diera esa linealidad y los resultados de dicho trabajo
fueran correctos, nuestras ratios indicarian una menor expresion del genoma M, y por lo tanto,
diferencias en cuanto a las funciones que cumplen ambos genomas. De todas formas, aunque todas estas
asunciones sean de caracter hipotético y no exista esa linealidad entre expresion y cantidad, las ratios
obtenidas para la totalidad del macho y de la hembra no pierden su valor, ya que la diferencia entre
ambos es muy grande (unas 100 veces mayor en el caso de los machos).

Uso de las proporciones corporales de los distintos tejidos en la ponderacion de las ratios de
genoma M

El desconocimiento de los estados nutricional y reproductor de los adultos utilizados en la
secuenciacion impone algunas reservas en relacion con la utilizacion de las proporciones corporales
obtenidas a partir de una muestra diferente de adultos. La glandula digestiva y la génada, son 6rganos
cuyo peso varia bastante a lo largo del afio, ya sea por la cantidad de alimento disponible, en el caso de
la glandula digestiva, como por el hecho de que la reproduccion de las almejas sea estacional, en el caso
de la gbénada (Milani et at, 2011). Al haber secuenciado individuos acondicionados como
reproductores, mantenidos en condiciones éptimas de alimentacion, el tamafio de su glandula digestiva
se espera que sea elevado. En los individuos diseccionados para obtener lar proporciones corporales, la
glandula digestiva representa, como media, el 10,72% del peso corporal, semejante a los valores
méaximos estacionales (10,11%; Alvarez-Jorna, 1995); por lo tanto, las cifras obtenidas para este 6rgano
pueden considerarse aplicables al grupo de adultos secuenciados. En cuanto a las gonadas, la presencia

de éstas esta condicionada por el ciclo reproductor, y como no conocemos las condiciones y el estado
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exacto de desarrollo gonadal del grupo de parentales que se secuenciaron, se decidid proponer dos
escenarios: 1) individuos que presentaran génadas y 2) individuos que no las presentan. El hecho de
distinguir estos dos escenarios no afecta a nuestro objetivo en cuanto a establecer la ratio de los machos
y hembras en los adultos, para luego poder determinar el sexo en los juveniles, ya que asumimos que los
juveniles son sexualmente inmaduros. Sin embargo, ambas aproximaciones ayudaron a entender mejor

la distribucion de los genomas en los diferentes tejidos.

En cuanto a los dos escenarios propuestos, los resultados practicamente no varian. Respecto al
primer escenario propuesto, en términos de ratios globales, la reduccion operada en el caso de los
machos como consecuencia de la ponderacion se explica esencialmente por el pequefio tamafio de la
gonada, que es el tejido que presenta la ratio mas elevada. En el caso de las hembras, el incremento
producido puede atribuirse al tamafio relativamente elevado del tejido branquial, que presenta una ratio
comparativamente elevada. En el caso del segundo escenario, debido a que la aportacién de la génada
aparece ponderada por un escaso 6%, las diferencias en las hembras son aun menos relevantes que en

los machos.

Individuos juveniles

Basandonos en las ratios establecidas en los individuos maduros sin génadas, hemos podido
determinar el sexo de cada individuo juvenil. En la Figura 1 se muestra la distribucion de los individuos
S en base a los ratios de los adultos: 2,971% en el caso de los machos y 0,028% en el caso de las
hembras. Podemos concluir con certeza la fiabilidad de este método, ya que con la excepcion ya
comentada del individuo SB5 (indicado en gris), no se ha planteado ninguna duda a la hora de la
determinacion del sexo del resto de individuos. En cuanto a este individuo, la ratio obtenida (3,227%)
sugiere que se trataria de un macho tal y como se puede apreciar en la figura B. No obstante, los
resultados del alineamiento (652 lecturas alineadas al genoma M y 19550 al genoma F) son escasas en
namero con respecto al resto de muestras, y el hecho de mostrar un nimero de lecturas M tan reducido

nos hace pensar en la posibilidad de que en realidad, fuera hembra.
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Figura 1: Distribucién de los individuos juveniles de crecimiento lento (S) con respecto a la ratio (%) establecido

en los individuos adultos. Hembras en negro, machos en blanco y el individuo SB5 en gris.

A pesar de comenzar este trabajo con muestras de 19 y 17 individuos juveniles de crecimiento
bajo (S) y alto (F), respectivamente, el nimero de individuos F utilizables se redujo a 4; el resto fueron
descartados por presentar, como se ha indicado anteriormente, un bajo indice de coincidencia con la
referencia de la especie. Hay una evidencia fuerte de que un porcentaje muy elevado de individuos
juveniles F sean posibles hibridos entre la especie introducida, R. philippinarum y la especie local, R.
decussatus, como se ha podido obervar en otros estudios (Hurtado et al., 2011). Se espera que proximos
estudios aclaren con mayor precision esta incertidumbre, pero, debido a esto, solo se pudo determinar el
sexo de 4 individuos de tasa elevada de crecimiento identificando tres machos y una sola hembra
(0,01%). En el caso de los juveniles de crecimiento bajo (S), la muestra inicial de 19 individuos se vio
reducida a 18. El juvenil SB5 mostr6 unos resultados andmalos: por lo que se optd por prescindir de esta

muestra. De entre los 18 individuos restantes, se pudieron identificar 7 machos y 11 hembras.

Visto que el valor de la ratio que muestra la mayoria de los juveniles identificados como machos

es muy elevado, superior a la ratio establecida para machos con gdénadas (6,995%) nuestra propuesta es
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gue esos juveniles no son sexualmente inmaduros, sino que presentan gdnadas. En el caso de las
hembras, no podemos saber con seguridad si éstas presentan génadas o no, ya que los dos valores de las
ratios (para hembras con génadas y sin ellas), son muy semejantes (0,0314% y 0,028%,

respectivamente).

Cuando se calcula la ratio sexual (machos/total) para el Gnico grupo de crecimiento, el S, con
tamafio de muestra representativo (18 individuos) el valor obtenido es de 0,39 o 1:1,57 lo que indicaria
una clara desviacién de la ratio hacia las hembras. Este resultado es plenamente coincidente con el valor
publicado para la ratio sexual de esta especie por Drummond et al., 2006, que es de 1:1,53. Cuando se
calcula para el total de juveniles sexados en este trabajo, la ratio calculada es 1:1,2, mas préxima de la

ratio 1:1 que se considera normal en poblaciones de bivalvos.

Desde que el sistema DUI se descubriera en la década de 1990, se ha progresado de una manera
extraordinaria en el estudio y caracterizacion de este fendmeno. El presente trabajo sobre el sistema DUI
en la almeja R. philippinarum no termina aqui. Se ha avanzado en la construccion de los genomas
mitocondriales de referencia del macho y de la hembra de R. philippinarum a partir de la caracterizacion
de los genes secuenciados en los individuos adultos. Ademas, puesto que es posible que varios de los
individuos F resulten ser hibridos de R. philippinarum y R. decussatus, otro reto sera la identificacion de
dichos individuos, y el estudio del sistema de herencia mitocondrial, ya que muy pocos estudios han sido

realizados en la especie nativa.
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