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Capitulo 1: Introduccion general

CAPITULO 1: Introduccién general

“se encuentran lagartos grandes como un gato, pero no hacen ningiin

dafio y no tienen ningin veneno’. A.Cioranescu (ed.), Le Canarien.



Capitulo 1: Introduccion general

1.1. Filogeografia: conceptos generales.

La filogeografia se puede definir como el campo de estudio que analiza
los principios y los procesos que gobiernan las distribuciones geograficas de
los linajes genéticos, especialmente aquellos a nivel intraespecifico (Avise,
1998). Dado que la filogeografia implica el estudio de los aspectos historicos
(espaciales y temporales) de la actual distribucién de los linajes genéticos, es
considerada como una subdisciplina de la biogeografia. Integrando conceptos y
técnicas de genética de poblaciones, genética molecular, sistematica
filogenética, demografia, etologia y paleontologia.

La introduccion de los analisis del ADN mitocondrial en la genética
poblacional, a mediados de los afios 70, produjo el avance tecnologico
fundamental, para el nacimiento formal de la filogeografia como una disciplina.
Haciéndose posible conectar los haplotipos de un modo filogenéticamente
inteligible en un filograma, el cual se superpondria con la distribucién
geografica del grupo en estudio (Avise, 2000).

Desde un punto de vista tedrico, fue la teoria de la coalescencia la que
aporté el marco conceptual necesario a la filogeografia, ya que basicamente
esta teoria es un modelo de separacion de linajes y deriva génica que se
retrotrae en el tiempo, hasta un ancestro comun (Harding, 1996). Apartandose
de la teoria de la genética de poblaciones tradicional, al basarse en la teoria
neutralista de la evolucidn molecular (Kimura y Ohta, 1969), la cual postula que
la mayoria de las mutaciones que ocurren en las poblaciones son
selectivamente neutras, con frecuencias fluctuantes, y que eventualmente
pueden fijarse por deriva genética, es decir de forma aleatoria. De tal forma que
todos los alelos de un gen en una generacion derivan de, o coalescen hacia, un
unico alelo ancestral. Proporcionando ademas una explicacién al concepto de
reloj molecular, al ser capaces de estimar hace cuanto tiempo divergieron dos
secuencias.

En términos analiticos, la filogeografia se concibe en dos areas que
difieren en la forma de andlisis: la primera se basa en una idea grafico-
descriptiva, donde las ramificaciones de un arbol se analizan bajo las hipotesis
de la historia biogeografica de los organismos, y que se sustenta en la

reconstruccidn filogenética de arboles de genes o redes de haplotipos, bajo
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métodos filogenéticos o métodos de coalescencia. La segunda area, se centra
en fundamentos estadisticos y matematicos de demografia y estructura
poblacional, basados en teoria de coalescencia, fendmenos estocasticos y
estadistica computacional, utilizando métodos basados en verosimilitud,
particularmente de inferencia Bayesiana.

Las aplicaciones actuales de los analisis filogeograficos van desde la
determinacién de las vias de dispersion o de colonizacion de archipiélagos
volcanicos (Cox et al., 2010), hasta el estudio de los niveles de estructuracion
poblacional de una especie (Rodriguez et al., 2014), o incluso estudios de
filogeografia comparada (Losos, 2010) ya que si varias especies codistribuidas
presentan patrones comunes, ello puede reflejar la influencia de factores
evolutivos o ecoldgicos similares.

Asi pues el enfoque filogeografico establece un balance entre dispersion
y vicarianza, para explicar las causas historicas de la distribucion, permitiendo
identificar factores, como por ejemplo extinciones y recolonizaciones o eventos
de expansion del area geografica, que también son determinantes

fundamentales de la distribucion.

1.2. Biotas insulares: importancia en los estudios sobre Evolucién.

Las peculiaridades de las islas han despertado la imaginacién de
numerosos naturalistas desde tiempos inmemoriales. Ya el famoso gedlogo
Leopold von Buch en 1825, propuso la teoria de la especiacion geografica
basandose en estudios de las Islas Canarias. Ese autor, defendia la idea del
origen de las especies por separacidon geografica. La cual, produciria el
aislamiento para la reproduccién, mecanismo necesario para la creacion de
nuevas variedades adaptadas a las nuevas condiciones. Originando especies
distintas, que se alejarian cada vez mas de su especie primitiva con el
transcurso del tiempo.

Charles Darwin era seguidor de Von Buch y de hecho cancel6 un estudio
geoldgico de las Canarias al surgirle el viaje en el HMS Beagle (1832-1837). En
un principio también creia que el aislamiento era fundamental para la

especiacion, pero con los avances de sus estudios present6 otras soluciones.
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En condiciones de simpatria, las barreras reproductivas surgirian por
condiciones ambientales, o por caracteres conductuales. El aislamiento
geografico tendria su eficacia, pero disminuiria en poblaciones pequefas
debido al numero menor de variaciones presentes.

En su expedicion en el Beagle, aparte de sus apuntes como gedlogo,
recopild informaciones como naturalista, convirtiendo a las islas Galapagos en
el marco de su Teoria de la Evolucion. Darwin, fue el primero en percatarse de
las relaciones que existian entre la fauna y flora de las Galapagos con la de
Sudamérica, dando ideas sobre los procesos de colonizacion. También
identificd las distintas especies de tortugas terrestres de las Galapagos, como
endemismos de cada una de las islas. Y con los especimenes que el colecté de
diferentes aves: reyezuelos, sinsontes y pinzones, junto con la colaboracién
del ornitdlogo John Gould que los examind, propusieron las primeras
explicaciones adaptativas a la diversidad de especies observadas.

En el caso especifico de los pinzones, se percataron de que varios de
ellos eran especies Unicas de las Galapagos, que fenotipicamente eran
bastante distintos unos de otros, pero que compartian algunos rasgos que
evidenciaban que procedian de un ancestro comun reciente. Con una gran
diversidad en la forma de sus picos que fue el resultado de su adaptacién a los
distintos nichos ecologicos. Asumiendo que la migracion entre las islas era muy
rara, y que ello facilitaba la especiacion alopatrica. Consecuentemente Darwin,
cimentd la hipotesis de la seleccidon natural y de la radiacion adaptativa, que
serian las bases de su posterior teoria de la evolucion en “El origen de la
especies” (1859). Sorprendentemente estudios filogenéticos mas modernos
han encontrado incongruencias entre las divergencias morfolégicas y las
divergencias genéticas de los pinzones de las islas Galapagos. El género
Certhidea con una sola especie basado en caracteres morfolégicos, ha
demostrado tener dos especies distintivas genéticamente que ademas son las
mas distantes evolutivamente. Mientras que en el grupo de los pinzones
arboricolas, las variaciones morfolégicas son dramaticas, pero apenas hay
diferenciacion genética entre las especies. Una teoria es que la hibridacién sea
una de las causas que impida explicar estas relaciones evolutivas, provocando
ademas una rapida respuesta ante las presiones de la seleccion natural. La

divergencia entre las poblaciones aisladas de las distintas islas seria unos de
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los primeros eslabones de la especiacion, radiacion adaptativa que seguiria
siendo mantenida por la competiciéon por los recursos tréficos en simpatria.
Pero aun no se sabe del todo la secuencia exacta de estos fendmenos (Petren
et al., 2005; Farrington et al., 2014).

Otro codescubridor de la seleccion natural fue Alfred Russel Wallace.
Con su libro “Vida en las islas” (1880) clasificd las islas en Continentales y
Oceanicas, estudiando las relaciones entre aislamiento, evolucion vy
preservacion. Postuld sus teorias, basado en el estudio del archipiélago malayo
y Australia principalmente, en su obra “Darwinismo” (1889). Estableci6 el
concepto de “linea divisoria de Wallace”, para separar dentro de las islas
malayas, las especies que tenian un origen asiatico de las que tenian un origen
australiano. Estudio el concepto de coloracion aposematica y realizod diversos
estudios biogeograficos, creando los fundamentos para las regiones
zoogeograficas. Plante6 que las islas dividian a las especies, es decir dividian
a los ecosistemas, provocando la diversificacion de las especies comunes, que
quedarian separadas definitivamente bajo la presion de la seleccion natural,
que contribuiria al aislamiento reproductivo de las especies por medio de
mecanismos de aislamiento reproductivo o barreras a la hibridacion (Efecto
Wallace). Esta seria la gran diferencia con Darwin. Para Darwin, la adquisicién
de la esterilidad se deberia a diferencias incidentales en el sistema reproductor
de las especies progenitoras, ya que segun él “La seleccidon natural no podria
provocar lo que no es bueno para el individuo”. Segun la vision de Wallace, la
seleccion natural si podria producir la esterilidad de especies cercanas,
eliminando a la descendencia hibrida, y favoreciendo a aquellos organismos
que se reprodujeran con su propia poblacion.

Ya en el siglo XX, hay numerosos ejemplos de estudios centrados en
islas: Ernst Mayr (1942) basé su obra “Sistematica y el Origen de las Especies”
en las islas de Papua Nueva Guinea. Aportando una sintesis a la teoria neo-
darwinista, combinando aspectos como exploracién, descripcion y capacidad
de coordinacion. Mayr considera dos formas de especiacion: la instantanea, ej.
poliploidia, partenogénesis; y la gradual, con la especiacién simpatrica y la
alopatrica solamente, destacando la importancia de los factores ecoldgicos.

Los estudios de MacArthur y Wilson (1967) con su Teoria sobre

Biogeografia insular, en la que la ecologia insular pasé de ser una ciencia
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descriptiva a una ciencia predictiva. En la que proponen que el numero de
especies que habitan en una isla es constante, con un equilibrio entre
colonizacion y extincion, y que estos procesos dependen del tamafio de la isla
y de su aislamiento. La teoria de MacArthur y Wilson ha tenido una gran
aplicabilidad en la Biologia de la Conservacién al haber servido para la
definicion del tamafio minimo viable de una poblacion (Gilpin y Soulé, 1986), y
para el disefio de Areas Naturales Protegidas.

En la regidn de estudio geografico de este trabajo de tesis, la
Macaronesia, los archipiélagos de Azores, Madeira, Salvajes, Canarias y Cabo
Verde han sido objeto de numerosos estudios sobre biologia evolutiva. Asi por
ejemplo, las relaciones filogeograficas de Lacerta dugesii, lacértido endémico
de Madeira, han sido estudiadas, sugiriéendose que estas islas fueron
colonizadas con bastante posterioridad a su emergencia, en comparacion con
las Islas Canarias, y probablemente debido a su aislamiento geografico (Brehm
et al., 2003). En Cabo Verde, los escincidos Mabuya sp y Macroscincus sp han
sido objeto de interés debido a su aparente gigantismo (gran tamano corporal)
y patrones de colonizacién (Carranza et al., 2001). En las Azores se ha
intentado relacionar las bajas tasas de diversidad de los coledpteros, con los
conceptos de especiacion criptica y la reciente edad geoldgica del archipiélago
(Amorim et al., 2012). En las Islas Canarias, se han estudiado con detalle las
familias Lacertidae, Gekkonidae y Scincidae: Gallotia galloti (Brown et al.,
2006); Gallotia atlantica (Bloor et al., 2008); Tarentola delalandii (Gubitz et al.,
2000); Chalcides sexlineatus (Suarez et al., 2014), etc., entre otros.

En general, las principales ventajas que ofrece el estudio de las islas
son: los niveles de migracion entre distintas islas son bajos; hay una rapida
propagaciéon de la especie colonizadora a partir de un genotipo inicial
homogéneo; y posiblemente la existencia de una variedad de nichos
disponibles para la creacion de una divergencia adaptativa.

Siendo ademas, los factores principales en la evolucion de las especies
islefias: los cuellos de botella (“bottleneck” genéticos, especialmente al
colonizar un area previamente vacia; la adaptacion en aislamiento; la
oportunista (que no perfecta) naturaleza de la seleccion natural, ya que las

poblaciones responden a la seleccion en base a la variabilidad disponible en
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ese momento y finalmente la historia ecoldgica de la especie, con sus patrones
de colonizacion e interacciones (Berry, 1992).

No pudiendo haber dudas en la contribucion que la biologia de islas ha
hecho en la comprension de la evolucion, y en las paradojas que ha suscitado:
las islas son pobres en especies pero ricas en endemismos, y son
aparentemente estables (con biotas de millones de afios) pero muy vulnerables
a variables externas como el impacto antropogénico, o especies introducidas
(Cronk, 1997).

1.3. Gran Canaria: aspectos geolégicos y ecoldgicos.

El Archipiélago Canario es uno de los mayores grupos de islas
volcanicas en el Océano Atlantico, con un area de 7.447 km?. Formado por
siete islas, cuatro islotes y seis roques, entre los 27°38"- 29°25°de latitud y
13°20°-18°90° de longitud. Posee un clima subtropical, con temperaturas
calidas y pocas fluctuaciones estacionales, aunque fuertemente influenciado
por los humedos vientos alisios del noreste. Dadas las direcciones de estos
vientos y de las corrientes marinas, el norte de Africa y la Peninsula Ibérica son
las fuentes mas probables de potenciales colonizadores.

El nUmero de endemismos vegetales y faunisticos es muy elevado, y ha
convertido al archipiélago en un centro de gran interés para los estudios sobre
evolucion y ecologia. Asi por ejemplo posee un total de 91 especies nativas de
vertebrados, de las cuales 69 son aves, 13 son reptiles pertenecientes a los
géneros Gallotia, Chalcides 'y Tarentola 'y 9 son mamiferos.

Gran Canaria (27°00°N, 15°35°0) es la isla central del Archipiélago, con
una superficie de 1.560 km? distando 200 km de la costa oeste africana.
Morfolégicamente es un edificio cupuliforme, con una planta casi circular de 45
km de diametro y un perfil transversal cénico con una altitud maxima de
1.949m. Esta diseccionada radialmente por grandes cafiones o barrancos,

principalmente en su mitad suroeste.
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Gran Canaria

Figura 1. Imagen de satélite del Archipiélago Canario (Google Earth).

Se pueden reconocer hasta cinco tipos distintos de pisos vegetales que
proporcionan una diversidad potencial de nichos ecoldgicos para las distintas
especies de la isla: un primer ecosistema de matorral arido subtropical (hasta
los 250m de altitud). Por ejemplo, los matorrales costeros de cardonales-
tabaibales. Con precipitaciones anuales inferiores a 250mm y grandes niveles
de insolacion. Un segundo ecosistema de matorral humedo y bosque
termdfilo, desde los 250m hasta los 600m de altitud, con precipitaciones entre
350 y 600mm anuales y niveles buenos de insolacion. Este piso también se
denomina sabinar- palmeral, por ser abundante en estas dos especies.

En tercer lugar estarian los ecosistemas de bosques humedos de
laurisilva con plantas de la familia Lauraceae, entre los 600-1.000m de altitud,
con una insolacién reducida debida al “mar de nubes” producida por la
condensacion de la masa de aire de los vientos alisios, la cual aporta ademas
una humedad adicional. Teniendo unas precipitaciones anuales entre 800 y
1.000mm. Entre este piso y el siguiente, habria un piso intermedio con
comunidades de fayal-brezal.

En cuarto lugar los Pinares formados exclusivamente por Pinus

canariensis, desde los 1.000m hasta los 2.000m de altitud y por ultimo los
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ecosistemas de matorral seco subalpino, alrededor de los 2.000m de altitud,
representados por algun matorral de montafa en la isla, pero que no llega a
constituir un piso vegetal en si mismo. Hay que puntualizar, que actualmente
las extensiones de los diversos ecosistemas de bosques se han visto muy
disminuidas y fragmentadas en la isla de Gran Canaria, debido al impacto
humano (Emerson, 2003).

Con lo que a modo de sintesis se puede decir que hay varios factores
ambientales que contribuyen a las particularidades ecolégicas de Gran
Canaria: la influencia de las corrientes frias oceanicas; los vientos alisios; las
distintas altitudes; el siroco ocasional, proveniente del Sahara occidental; los
vientos de gran elevacion procedentes de latitudes tropicales; y una topografia
diseccionada por volcanes, acantilados, cuevas, cafones profundos vy
barrancos. Todo ello origina distintas zonas climaticas, con unos rangos de
temperaturas diurnas muy variables y de precipitaciones a medida que se sube
en altitud.

La composicion y edad de la parte submarina de la isla se desconoce,
pero la parte sub-aérea data de unos 14.5 millones de afios. Geoldgicamente,
Gran Canaria se construyé fundamentalmente en tres fases magmaticas/
volcanicas:

El Ciclo I: Mioceno (14 a 8.5 Ma). Comenzé en la costa oeste de la isla,
terminando con la formacién del complejo Tejeda-Fataga, con una caldera de
15-20 Km de diametro en el centro de la isla, la Caldera de Tejeda.
La actividad volcanica estuvo practicamente ausente de Gran Canaria entre los
8.5-5 Ma, y fue muy baja entre los 10-9 Ma y entre los 5-4 Ma. Durante estos
intervalos, en el que probablemente la isla alcanzé mas de 2.000 m de altitud,
resultd fuertemente erosionada. Formandose un sistema radial de cafones o
barrancos, que han perdurado hasta la actualidad, ocupando muchos las
mismas posiciones que sus ancestrales barrancos de los campos de volcanes
del Mioceno (Schmincke, 1968).

El Ciclo II: Plioceno inferior (5 a 3.4 Ma). Se corresponde con la
formacion del Roque Nublo, con un estratocono que llegd a medir 2.500 m de
altitud (Anguita et al., 1991). Posteriormente el sector norte y el sector sur de
este edificio volcanico sufrié un colapso gravitacional, seguido de una gran

avalancha de depésitos (3-4 km®) que se desplazé hacia el SO, después hacia
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el S, y finalmente hacia el SE. Canalizandose principalmente por los Barrancos
de Arguineguin, Fataga y Mogan, con una velocidad media de avance de 100
m/s. Cubriendo un area de unos 180 km?. Siendo la direccién NO-SE uno de
los alineamientos volcanotectonicos mas importante de la isla y del
archipiélago, junto con el alineamiento E-O.

Las avalanchas de lavas y sedimentos que invadieron el mar se
extendieron 30-60 km, quedando superpuestas posteriormente por las
avalanchas de Tenerife en el canal que hay entre estas dos islas. Mientras que
entre Gran Canaria y Fuerteventura en el este, se formdé una barrera
topografica submarina (Schmincke y Sumita, 1998).

El Ciclo Ill: Plio-Cuaternario (3.1 Ma hasta la actualidad). Esta
caracterizado por pequeinas erupciones en el centro y mitad noreste de la isla
(Garcia Cacho et al., 1994). Apareciendo nuevas formaciones volcanicas como:
la Caldera de Bandama. Durante este periodo post-Roque Nublo se desarrolld
una cadena o “rift” volcanico de 2 km de ancho y 12 km de largo, activo entre
los 3.5 y 1.9 Ma, que formdé una ancha banda en sentido NO-SE cruzando la
parte superior de la isla, coincidiendo con el contacto entre el viejo suroeste y el
joven noreste (Guillou et al., 2004).

También es importante hablar del crecimiento del grupo volcanico de La
Isleta, ya que propicio la divisidon en dos sectores (segun las localizaciones de
las avalanchas), del NE de Gran Canaria. Sectores delimitados por una cresta

NE-SO, que uniria la peninsula de la Isleta con el centro de Gran Canaria.
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Figura 2. Distribucién de las erupciones holocénicas y sectores del NE de Gran

Canaria (Rodriguez-Gonzalez et al., 2009).

Hoy en dia, vestigios de las avalanchas del Roque Nublo se encuentran
en cinco areas principales de la isla: el sector sur-suroeste, cubriendo un area
de unos 30 km?% sector central de la isla incluyendo el monolito del Roque
Nublo (13 km?); costa noroeste; costa noreste (entre la Caldera de Bandama y
Jinamar) y finalmente en el oeste, Mesa del Junquillo (Mehl y Schmincke,
1999). Igualmente se puede hablar de cuatro afloramientos de basaltos de
volcanes tipo escudo del Mioceno, cuya distribucidon se basa en estudios
geologicos de la isla. Las localizaciones de Guigli-Horgazales, Aglimes y
Agaete, estarian bien apoyadas en datos de campo, mientras que la
localizacion de Arucas es una conjetura (Schmincke y Sumita, 1998) que aun a

fecha actual no ha sido confirmada.
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Rogque Nublo
Yolcano

(1) Las Falmas Detital Formation
Gravitational landslides

Figura 3. Mapa geoldgico de Gran Canaria (modificado de Rodriguez-
Gonzalez et al., 2009).

Durante la evolucion de Gran Canaria se pueden reconocer tres grandes
cambios climaticos, basandose en el estudio de los sedimentos marinos y en
las evidencias de fosiles terrestres. Desde finales del Mioceno hasta mediados
del Plioceno, se puede hablar de la existencia de un clima semejante al clima
ecuatorial actual, en la zona de Canarias. Contrastado con la fauna presente en
los depdsitos mio-pliocenos de las tres islas occidentales mayores. Seria un
clima muy calido, sin estacionalidad, con constantes lluvias, y con huracanes o
ciclones periédicamente. Los cuales podrian causar potentes avalanchas en la
isla de Gran Canaria debido al relieve propicio y la presencia de materiales
fragiles (Meco, 2008). Este periodo de un clima ecuatorial sin estaciones, se
veria continuado por un clima arido y desértico en Eurafrica, a partir de unos
4.6 Ma (Ravelo et al., 2004), con el comienzo de un rapido ascenso del nivel
del mar, causada por la fusion de hielos en latitudes mas altas (Meco, 2008).
Mostrando oscilaciones entre aridez y humedad que continuaron sucediendo
hasta el Plio-Cuaternario, en el que hace unos 2.7 Ma ya se definiria una
estacionalidad con inviernos muy humedos continuados y veranos calidos
(Haug et al., 2005).
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Desde una perspectiva ecoldgica, las erupciones volcanicas producen
nuevos habitats estériles que cambian muy rapidamente, debido a que el
estrato fisico es muy inestable, con lo que la erosién actua rapidamente, y
estan sujetos a las sucesiones primarias. Los primeros colonizadores suelen
ser los animales aéreos, pero las especies terrestres pueden colonizar desde
sustratos mas antiguos adyacentes.

Las Islas Canarias son un buen ejemplo para el estudio de las relaciones
entre los procesos de colonizacion y de sucesion en las comunidades animales
(Ashmole et al., 1992). En las isla de Gran Canaria, por ejemplo, las violentas
erupciones que formaron el complejo del Roque Nublo fueron muy explosivas,
y seguramente provocaron una masiva extincion de especies en la isla,
sobreviviendo unicamente aquellas limitadas a los ambientes costeros (Marrero
y Ortega., 2001), con lo que los ecosistemas boscosos de altitudes superiores
fueron recolonizados y estarian datados con posterioridad al periodo eruptivo
del Roque Nublo. Prediciéndose que la biodiversidad en Gran Canaria, medida
como diversidad genética, seria inferior en los ecosistemas de bosques de
laurisilva, y pinares, que en los demas ecosistemas presentes en la isla
(Emerson, 2003).

1.4. Gallotia stehlini (Schenkel, 1901): descripcion de la especie.

Lagarto Canarion, Lagarto Gigante de Gran Canaria.

Conocido vulgarmente como Lagarto Canarién o Lagarto Gigante de
Gran Canaria, es un lacértido endémico de la isla de Gran Canaria, asignado
taxonomicamente a la familia Lacertidae, y subfamilia Gallotiinae, con una
amplia distribucion desde el nivel del mar, habitando los cardonales-tabaibales,
y malpaises, hasta altitudes superiores a los 1.500 m. Pero con unas
densidades muy bajas en los restos de pinares, laurisilva o faya-brezal que aun

quedan en la isla.
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Figura 4. Paisajes de la Costa norte, Centro y Sur de la isla de Gran Canaria

(Irma Herrera Bravo de Laguna).

El Lagarto de Gran Canaria presenta un aspecto robusto, pudiendo
alcanzar tamanos superiores a los 280 mm de longitud cabeza- cuerpo y pesos
que sobrepasan los 950 g. Sin embargo desde la llegada del hombre al
archipiélago el tamafio maximo de estos individuos ha disminuido, y raramente
alcanzan los 140 mm de longitud cabeza-cuerpo. Se han encontrado
evidencias del consumo de Gallotia stehlini por parte de la poblacion aborigen
en diversos yacimientos arqueoldgicos, aunque no parece responder a una
estrategia dirigida, sino al aprovechamiento oportunista de un recurso
alimenticio disponible en el medio (Martin et al., 1999).Con lo que aunque
G.stehlini no es una especie en peligro de extincién, si que ha habido una
compresion en su estructura de edad-clase debido a factores antrdpicos.

Son animales omnivoros, aunque su denticién al presentar cada diente
tres 0 mas cuspides, junto con la presencia de un ciego intestinal, acompafado
de una helmintofauna parasita asociada capaz de digerir la celulosa, podria
indicar una cierta tendencia vegetariana (Carretero et al., 2006), que no es tan
evidente en especie mas pequefias como G.atlantica, que aunque omnivora es

basicamente insectivora, o G.galloti que seria fundamentalmente frugivora.
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Figura 5. Individuo de G.stehlini alimentandose de brotes vegetales (Irma

Herrera Bravo de Laguna).

Alcanzan la madurez sexual, en el cuarto o quinto afio de vida (Castanet
y Baez, 1991), poniendo las hembras una media de entre 6-14 huevos entre los
meses de mayo Y julio (Bannert, 1998). Los recién nacidos tienen un tamafio de
unos 40 mm de longitud cabeza-cuerpo, y un disefio dorsal marcado que se
pierde con la edad (Castanet y Baéz, 1991).

Los adultos muestran un dorso pardo grisaceo, a veces con bandas
transversales claras de borde oscuro, con ocelos claros redondeados en los
costados; aunque en los machos adultos mas viejos el dorso es negruzco. La
region gular es anaranjada, a menudo con dos bandas oscuras a cada lado que
convergen en la uniéon de las submaxilares. Siendo éste un caracter de
dimorfismo sexual, ya que los machos presentan la coloracién anaranjada de la
garganta mas conspicua, junto con un mayor tamafo corporal, y una cabeza de
un mayor tamafo relativo (Bannert, 1998). Es una especie diurna (Bannert,
1998), y se ha comprobado que las hembras son mas activas en primavera,

que en verano y otofio (Vernet et al., 1995).
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Figura 6. al Macho de G.stehlini, Caldera de Bandama (noreste de la isla). b/
Hembra de G.stehlini, Caldera de Bandama (noreste de la isla). ¢/ Macho de
G.stehlini, Guia (norte de la isla). d/ Juvenil de G.stehlini, Mogan (suroeste de

la isla). (Irma Herrera Bravo de Laguna)

Morfolégicamente, esta especie es poco variable a lo largo de la isla,
aunque algunos caracteres folidoticos si sufren pequehas variaciones
geograficas y altitudinales, pero no hasta el punto de poderse describir nuevas
subespecies (Thorpe y Baez, 1993). A diferencia del escincido Chalcides
sexlineatus, también endémico de Gran Canaria, que presenta variaciones
geograficas en diversos caracteres morfolégicos como respuesta a procesos de
seleccion natural ante los cambios de vegetacion y clima dentro de la isla
(Brown et al., 1991). Lo cual fue confirmado posteriormente mediante estudios
de su ADN mitocondrial y microsatélites, bajo una alternativa perspectiva
histérica vicariante (Suarez et al., 2014). Con lo cual, en Gran Canaria la
variacion morfolégica de C.sexlineatus parece ser una consecuencia de
seleccidn natural mas que un efecto producido por deriva genética durante un
periodo de antigua vicarianza relacionado con las erupciones volcanicas que
ocurrieron hace 1.5-3.0 Ma.

Diversos estudios acerca de la naturaleza de las variaciones geograficas
filogenéticas y ecogenéticas han propuesto que el nivel de congruencia entre

los caracteres debidos a estas ultimas es inferior al provocado por las
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variaciones geograficas debidas a motivos filogenéticos. Esto se debe a que
bajo un acontecimiento filogenético, como es la vicarianza o la dispersion,
todas las caracteristicas son influenciadas por el mismo suceso, mientras que
con la ecogénesis diferentes caracteres pueden responder a diferentes fuerzas
selectivas. Por ejemplo en G.stehlini las escamas del collar muestran una
variacion latitudinal, los poros femorales femeninos presentan una variacién
altitudinal, y las escamas de los dedos variaciones longitudinales (Thorpe vy
Baez, 1993).

El género Gallotia se define como una unidad monofilética (Arnold,
1973), confirmandose a nivel molecular, con el estudio de fragmentos de ARN
ribosémico 12S y de citocromo b (Gonzalez et al., 1996). Siendo el género
Psammodromus el taxdn mas cercano a Gallotia sp, tanto a nivel morfolégico,
con similitudes en sus esqueletos y hemipenes (Arnold, 1973) como a nivel
molecular (Harris et al., 1998). Especulandose el origen de Gallotia en las islas
Canarias, a partir de una especie ancestral que vivié en el suroeste de Europa
o en el noroeste de Africa a finales del oligoceno. Una época de grandes
cambios climaticos que ocasiond la desaparicion de las especies mayores y
mas especializadas, mientras que las mas generalistas experimentaron una
gran radiacion (Busack y Maxson, 1987).

Se sugiere que los acontecimientos cladogénicos que originaron a
Gallotia stehlini y a Gallotia atlantica (especie presente en Lanzarote-
Fuerteventura e islotes orientales), fueron muy cercanos en el tiempo,
correspondiéndose este nodo ancestral con el final del Mioceno: G.stehlini
constituiria el nodo mas basal del género Gallotia, mientras que G.atlantica
perteneceria al siguiente nodo (Cox et al., 2010). La radiacion de Gallotia por
todo el archipiélago se supone que siguié un patrén geografico desde las islas
mas orientales hacia las occidentales, siendo G.stehlini la especie mas
divergente de todas. Morfolégicamente G.stehlini seria la mas similar a
G.simonyi (endémica de EIl Hierro) sobre todo en tamarfo corporal, pero
molecularmente G.simonyi seria mas proxima a G.galloti (islas occidentales).
Asi Lanzarote y Fuerteventura habrian sido las primeras islas colonizadas hace
unos 17-20 Ma, a partir de las cuales se habria colonizado Gran Canaria
alrededor de unos 12 Ma. Las demas islas occidentales, como La Gomera y

Roque del Conde (una de las tres islas primitivas que formarian Tenerife)
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serian colonizadas a partir de un ancestro comun procedente de Lanzarote o
de Fuerteventura hace unos 9-10 Ma. Formas iniciales que por procesos de
especiacion en alopatria originarian las dos nuevas especies: galloti y simonyi
(Rando et al., 1997). Ambos clados, tanto el perteneciente a los tamanos
corporales grandes (simonyi, gomerana e intermedia), como el constituido por
las especies con tamafos corporales pequefios (galloti y caesaris)
evolucionaron simultaneamente en torno a unos 5-6 Ma. Dispersandose vy
colonizando La Gomera desde estas islas tinerfefias ancestrales hace unos 3
Ma (aunque no se pueda confirmar el sentido de la dispersion), La Palma
desde Tenerife hace unos 1.77 Ma, y El Hierro desde La Gomera hace 1.12 Ma
(Cox et al., 2010).

Gallotia stehlini ha sido el unico lacértido natural descrito en la isla de
Gran Canaria hasta el momento, a diferencia de las demas islas occidentales
del archipiélago en las que hasta dos especies del género Gallotia han sido
simpatricas: siempre una especie de gran tamano junto a otra de pequefio
tamafno. Las prospecciones paleontologicas en las islas han sido muy
esporadicas y superficiales, en parte debido a las dificultades ocasionadas por
su naturaleza volcanica para el hallazgo de fosiles bien conservados, no
obstante en Gran Canaria nunca se han encontrado fésiles pertenecientes al
grupo de especies pequefas. Con lo que, aunque se supone que el grupo de
estas especies menores colonizaron las islas en una segunda oleada,
desplazando competitivamente a las formas mayores, causandoles la extincion,
en Gran Canaria simplemente ocurrié lo contrario: la especie de mayor tamafio
sobrevivio a la de menor tamafo (Machado, 1985).

En los afnos 80 es cuando se ha observado la introduccion de Gallotia
atlantica (especie de menor tamano) en la montafia de Arinaga en Gran
Canaria (Barquin y Martin, 1982), pero no hay constancia de que haya podido
propagarse por otras localidades de la isla. Estudios moleculares han
constatado que se trataria de especimenes de G.atlantica procedentes de la
isla de Lanzarote, y no de Fuerteventura, como cabria suponer al estar mas
proxima geograficamente. Y asi mismo, se ha citado la introduccién de
G.stehlini en dos localidades de Fuerteventura: Puerto del Rosario y Ladera
norte del barranco de la Torre, pero serian introducciones recientes de este

siglo (Naranjo et al., 1991; Gonzalez et al., 1996).
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Figura 7. Comparativa entre un humero de Gallotia galloti y otro de Gallotia
goliath de yacimientos arqueoldgicos en la isla de Tenerife (Morales et al.,
2009).

En el Libro Rojo de Vertebrados Espafoles G.stehlini aparece como
especie no amenazada, y a nivel mundial como especie bajo preocupacion
menor por la UICN. Factores de amenaza tradicionales han sido las
alteraciones del habitat, trampeo, uso de biocidas, coleccionismo y comercio
(Machado et al., 1985). Entre sus depredadores naturales se encuentran el
cernicalo vulgar (Falco tinnunculus), y el alcauddn (Lanius meridionalis) entre
otros, mientras que de las especies introducidas hay que destacar a la
serpiente Rey de California (Lampropeltis getula californiae) que se ha

introducido en Gran Canaria en los municipios de Telde, Valsequillo y Galdar.

1.5. Objetivos.

Estudio de la variacion geografica del Lagarto Canarion, Gallotia stehlini,
en la isla de Gran Canaria, desde un punto de vista genético.

Trabajos recientes, han demostrado la variacion genética de los lagartos
dentro de pequenas islas, en los archipiélagos del Caribe y de Macaronesia. En
el archipiélago Canario, estad constatada la importancia que las erupciones
volcanicas y los procesos ecoldgicos han ejercido en este proceso evolutivo,
provocando varios efectos genéticos a través del aislamiento y extincion de

poblaciones locales. Esto ha hecho que las Islas Canarias se hayan convertido
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en un modelo de “laboratorio viviente” para bidlogos evolucionistas,
centrandose en el estudio de la colonizacion de las islas y posterior evolucion
de las especies endémicas de este archipiélago.

En este estudio se han utilizado técnicas de amplificacion de zonas
concretas del ADN mitocondrial, y marcadores nucleares como los
microsatélites, para evaluar los efectos de los procesos histéricos y actuales
sobre la diversidad genética de Gallotia stehlini, el cual es una especie
monotipica, para la que sélo se han descrito ligerisimas variaciones en algunos

caracteres folidoticos relacionadas con factores como la altitud o la vertiente.

Los objetivos del proyecto de tesis son:

1. Cuantificacion de la diversidad genética de Gallotia stehlini en Gran
Canaria, mediante el uso de diversos marcadores moleculares: ADN
mitocondrial, y ADN nuclear.

El uso exclusivo del ADN mitocondrial, puede ser limitado, ya que al
implicar un unico locus, puede que no se refleje adecuadamente la historia
poblacional de la especie, al poder estar ligado a seleccion, presentar
introgresién, o al no identificarse su dispersion entre poblaciones, como
consecuencia de las diferencias etoldégicas o ecoldgicas entre hembras vy
machos (Avise, 2009).

2. Analisis del componente espacial de dicha variacién, comparandolo con
la evolucion morfolégica de la misma especie.

3. Evaluacion de varias hipétesis explicativas de las causas de la
diversidad observada, y comparacion con la microevolucion de otras especies
de reptiles.

Con lo cual se evalua la existencia de patrones filogeograficos
concordantes (Avise, 2009) dentro de la isla de Gran Canaria y patrones

parecidos en el archipiélago Canario como en otras partes del mundo.
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CAPITULO 2: ADN MITOCONDRIAL
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2.1. Introduccion.

El ADN mitocondrial posee todas las ventajas deseadas en cualquier
marcador molecular: es uniforme en su contenido genético, ya que tanto en
animales multicelulares como en protozoos tiene una estructura genética
sencilla compuesta de 37 genes (De la Cruz et al., 1984). Se distribuye
universalmente en el reino animal; es facil de aislar debido a que esta dentro de
un organulo y posee un gran numero de copias. Las propiedades moleculares
del ADN mitocondrial son: es una molécula bicatenaria, circular, cerrada, de 16-
20 kilobases de longitud. Con 13 subunidades polipéptidas esenciales para los
procesos de fosforilacion oxidativa, 2 ARN ribosémicos, 22 ARN de
transferencia, y un area conocida como region control o “D-loop” (en
vertebrados y equinodermos), de unos 0.8 kilobases de longitud que controla la
replicacion del ADN mitocondrial y la transcripcidn de los ARN. A diferencia del

ADN nuclear no tiene intrones ni secuencias repetitivas.

Figura 8. Esquema ADN mitocondrial.

Posee un modo de transmision genética directa, generalmente
estrictamente materna, aunque hay reportados ejemplos de heteroplasmia
debido a mutaciones o contribuciones paternas (Breton et al., 2007). No sufre
procesos de recombinacion, y presenta una alta tasa de evolucion. Esta

evolucion al nivel de las secuencias de nucledtidos es rapida, siendo la mayoria
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de los cambios genéticos simples substituciones de bases; algunas son
pequefas inserciones o0 deleciones, aunque algunas pueden implicar hasta
cientos de nucleétidos. Estas diferencias de tamanos suelen estar relacionadas
con la regidén control de la molécula, que en general evoluciona muy rapido
(Avise et al., 1987), y se deberian a aparentes fallos en los mecanismos de
replicacion del ADN vy posteriores reparaciones. Consecuentemente la tasa
efectiva de mutacién es superior para el ADN mitocondrial que para el ADN
nuclear, haciéndolo especialmente idoneo para el estudio de estructuras
poblacionales a nivel intraespecifico, al ser mas sensible en la deteccién de
cuellos de botella y subdivisiones poblacionales que el ADN nuclear (Wilson et
al., 1985).

Las células somaticas tipicas poseen cientos a miles de mitocondrias,
cada una con varias copias de ADN mitocondrial, sin embargo, en general
existe un haplotipo mitocondrial preponderante por cada individuo. Esta
caracteristica denominada homoplasmia, resulta fundamental para poder
realizar un analisis filogeografico, donde las unidades de estudio son los
individuos. Asi mismo su tipo de herencia, junto con la ausencia de procesos
de recombinacion, permite describir la historia matrilineal de organismos
conespecificos y con ello el poder aplicar estimaciones de reloj molecular y

realizar analisis coalescentes.

2.2. Material y métodos.

2.2.1. Trabajo de campo.

Campafia realizada entre abril y septiembre del 2000 con los permisos
pertinentes solicitados al Cabildo de Gran Canaria, Servicio de Medio Ambiente
(Anexo I).

Los ejemplares de Gallotia stehlini (N=466) fueron trampeados utilizando
trampas tipo “pit-fall”’, enterradas a ras de suelo, en 22 puntos distribuidos
independientemente y cubriendo toda la superficie de la isla de Gran Canaria.

Se intentd obtener 20 individuos por punto o poblacion muestreada, pero
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debido a las bajas densidades de G.stehlini en los ecosistemas de pinares y

laurisilva, el numero de muestra aqui varié entre 2 y 5 individuos.

Figura 9. Localizacion de los puntos de muestreo.

Punto

M=13
N=14
0=15
P=16
Q=17
R=18
S=19
T=20
U=21
V=22

Localidad
Mogan
Guia
Arucas

La Atalaya de Sta. Brigida

San Mateo
Tejeda
Teror
San Isidro
Galdar
Agaete
Artenara
Tamadaba

Barranco del Laurel

Tasartico

Embalse Caidero de la Nifia

Telde

Barranco de Guayadeque
Barranco de Tirajana

Arinaga
Arguineguin
Fataga
Ayacata

N

20
21
20
21
20
20
23
21
27
24
20
2
3
24
26
24
33
37
22
28
25
5

Latitud

27°52°31.34”°N
28°8°22.46"°N
28°83.19”°N
28°1'57.00”N
28°0°29.34"'N
28°0°17.71"N
28°3°45.84"'N
28°1'51.66"'N
28°9°24.17"°N
28°5°49.59"'N
28°1°41.15°N
28°2°43.53"'N
28°4°20.73°N
27°55'6.88"'N
27°58°53.08"N
27°59°35.81"°N
27°56'48.83"N
27°54°25.76"°N
27°51°42.46"°N
27°48°36.93°N
27°48°42.03°N
27°58'12.74°N

Longitud

15°43748.22°0
15°36'6.69°0
15°31°5.64°0
15°27°18.007°0
15°31°52.68"°0
15°36°0.11"°0
15°32°0.60"°0
15°33°41.84"
15°39°23.11"
15°41°59.93"”
15°41°59.68"
15°44°48.67"
15°36°42.33"
15°48°39.94"
15°43°49.26"
15°23°43.90”
15°32°0.79°0
15°33°47.95”°0
15°24'8.917°0
15°39'56.717°0
15°34°41.19”°0
15°36°45.17°0

OO0OO0OO0OO0OO0O0OO0O0

Tabla 1. Localidades, tamafios de muestra, y coordenadas geograficas de los

22 puntos de muestreo.
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Se utilizaron métodos no invasivos para la obtencion de las muestras de
ADN, mediante la amputacién de la punta de la cola. Siendo éste un método
estandar, y muy utilizado, incluso para especies en peligro de extincion al no
suponer ningun dafo para los individuos, puesto que la autotomia de las colas
es algo muy comun en los lagartos, llegando a frecuencias del 80% en algunas
poblaciones naturales (Van Sluys et al., 2002). Las muestras fueron
conservadas en etanol al 90%, y ninguno de los animales fue extraido de su
punto de muestreo.

Los datos recopilados para este tipo de estudios pueden ser
morfolégicos y moleculares. Pero mientras los primeros reflejan cambios en el
fenotipo, ej. genotipo-ambiente, los datos moleculares reflejan unicamente
cambios genotipicos, con la peculiaridad de que una gran proporcion de los
cambios moleculares son fenotipicamente neutros y no son reflejados en los
estudios puramente morfologicos. La seleccién Natural predice la adaptacién
de la especie a su ambiente, pero la habilidad de respuesta ante el cambio de
estas condiciones, reside en la variabilidad del reservorio genético de las
distintas poblaciones de la especie. Con lo cual, el componente genético es
critico.

Se anotaron los tamafios corporales de los individuos en el campo: LCC
(longitud cabeza-cola), LC (longitud cola), LP (longitud pileo), AP (anchura

pileo) y la distribucion sexual de los individuos.

2.2.2. Aislamiento del ADN genémico.

En el estudio a nivel mitocondrial se aislé al ADN de 405 ejemplares: 20
ejemplares de 20 de los puntos de muestreo, mas dos y tres ejemplares de los
dos puntos restantes incompletos. Realizandose la extraccién del ADN con el
producto PUREGENE® Genomic DNA Isolation Kit de Gentra Systems.

Siguiendo las pautas del protocolo, se colocaron 5 mm (5-10 mg) de cola
fresca, previamente triturada en un eppendorf de 1.5 ml conteniendo 300 ul de
solucion de lisis (Cell Lysis Solution). Se anadié 4 pl de proteinasa K
(Proteinase K Solution) (20 mg / ml) a la cola triturada y se mezclé mediante

vortex. Incubandose a 55°C durante toda la noche o hasta que el tejido se
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hubiera disuelto, con lo que normalmente estuvieron incubandose una media
de dos dias.

Tras este primer paso de lisis celular, se procedid a la precipitacion de
las proteinas, para ello se enfriaron las muestras a temperatura ambiente, y se
centrifugd y cogio el sobrenadante, para tener un ADN mas limpio. Se anadié
100 pl de solucion de precipitacion de proteinas (Protein Precipitation Solution)
al lisado celular y ademas 250 pl de cloroformo, para ayudar a la separacion de
las proteinas. A continuacion se aplicé un voértex a alta velocidad, durante 20
segundos, para mezclar bien dicha solucion con la muestra. Se incubd en hielo
durante 5 minutos y finalmente se centrifugd a 13000-16000 G durante 3
minutos. El precipitado resultante de proteinas, formdé un pellet compacto o
precipitado de proteinas.

Para la precipitacion final del ADN se transfirié el sobrenadante (que
contendria el ADN) a un nuevo eppendorf de 1.5 ml con 300 ul de isopropanol
al 100%. Se mezcld la muestra invirtiéndola unas 50 veces y se centrifugd a
13000-16000 G durante 2 minutos; el ADN se visualiz6 como un pequefo pellet
blanco. Se desechd el sobrenadante y se afiadio 300 pl de etanol al 80%,
invirtiéendose el tubo para lavar el pellet de ADN. Se centrifugé a 13000-16000
G durante 2 minutos, y se retir6 el etanol. Se dejé secar el resto de alcohol que
no se pudo retirar, a 37°C durante 10-15 minutos. Tras ello, se anadié 50 ul de
solucion de hidrataciéon (DNA Hydratation Solution), y se incubd la muestra a
37°C durante 1 hora, o a temperatura ambiente durante toda la noche. Las
concentraciones de ADN asi obtenidas fueron valoradas mediante el

espectrofotometro, y las muestras aisladas fueron conservadas a —20°C.

2.2.3. Amplificacion.

Se seleccionaron en un principio varias regiones mitocondriales para ser
amplificadas, de las cuales finalmente se trabajo con el citocromo b, debido a
su alta tasa de sustitucion. Se seleccionaron 5 muestras de los ADN aislados
con las mejores concentraciones y grados de pureza de cada uno de los puntos
de muestreo, a excepcion de los dos puntos en los que Unicamente se contaba
con 2 y 3 muestras. Eso dio un total de 105 muestras para amplificar. Para ello

se utilizd el primer L14841 (Fu, 2000) para la cadena ligera, y el primer
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Gat_H15915, un primer modificado del primer H15915 original de Fu (Paul

Bloor, comunicacion personal), para la cadena pesada.

Primer Secuencia primer sentido 5°-3° Referencia
Gat_H15915 5" GTC CTC ATC TTT GGT TTA CAA GAC 3’ Este estudio
L14841 5" CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA 3’ Fu, 2000.

Tabla 2. Secuencias de los primers utilizados para la region citocromo b,
designados por su extremo 3" que corresponde a su posicion en el genoma

mitocondrial humano (Anderson et al., 1981).

Las condiciones de amplificacién utilizadas para la técnica de PCR
fueron las siguientes: la reaccion se realizé en un volumen de 30 ul utilizando
2ng de ADN genomico, 2.0 mM de cloruro de magnesio, 0.2 mM de cada
nucleodtido, 1X de tampdén de PCR (Bioline, 16mM (NH4) SO4 67mM Tris-HCL
pH 8.8, 0.01% Tween-20), 0.2 unidades de Taq Polimerasa (Roche), y 0.4 uM
de cada primer.

Se aplicaron 35 ciclos en una PCR Eppendorf Mastercycler Gradient con
los siguientes pasos : tras una desnaturalizacién inicial a 94°C durante 2
minutos, se programaron 35 ciclos a 94°C (30 segundos), una temperatura de
anillamiento de 55°C (30 segundos), y 72°C (30 segundos) , con una extension
final a 72°C durante 10 minutos.

Los productos asi amplificados fueron chequeados en geles de agarosa
al 2%, obteniéndose bandas unicas y limpias (sin “smears”) en torno a los 1200
pb. Estos productos amplificados de PCR se purificaron antes de realizarse las
reacciones de secuenciacion mediante columnas (Microspin™ S-400 HR

Columns) de Amersham Biosciences.

2.2.4. Secuenciacion.

Para la secuenciacion de las muestras amplificadas, se siguié el
protocolo pautado para la secuenciacion con el kit de dRhodamina Terminator v
3.1 en el secuenciador automatico ABI Prism 3100 Genetic Analyzer de Applied

Biosystems. El cual proporciona todos los reactivos necesarios para la reaccion
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de secuenciacion. Asi pues para un volumen total de 5 pl se anadieron: 0,5 pl
de solucion 1, 1,5 yl de solucion 2, 8ng del ADN amplificado y purificado,
5pmoles de primer y agua bidestilada hasta completar el volumen final de la
reaccion. Llevandose al termociclador con las siguientes condiciones: 94°C (2
minutos), 55°C (30 segundos), 72°C (30 segundos), 72°C (10 minutos).

A continuacién se precipitaron las muestras, colocandolas en un
Eppendorf de 1,5 ml con 16 pl de etanol al 95%, 4 pl de agua bidestilada y 5 pli
de muestra. Tras aplicarles un vortex, estuvieron a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Se centrifugaron a maxima velocidad durante 30 minutos,
tras lo que se retird el sobrenadante y se afadieron 62,5ul de etanol al 70%.
Volviendo a centrifugarse a maxima velocidad durante diez minutos, para retirar
nuevamente el sobrenadante. Dejandose evaporar los restos de alcohol a
temperatura ambiente unos 15minutos.

Por ultimo, las muestras se resuspendieron en 10 ul de formamida en la
gradilla del secuenciador, se pusieron en hielo (3 minutos), se desnaturalizaron
a 95°C durante tres minutos mas, y se colocaron en la placa del secuenciador

automatico.

2.2.5. Analisis de las secuencias de ADN.

Se obtuvieron secuencias de 1.200 pb de las que se removieron las
regiones que contenian bases ambiguas (al comienzo y al final de las
secuencias). Las secuencias fueron alineadas manualmente, corregidas vy
contrastadas las lecturas de las cadenas ligeras con las cadenas pesadas para
cada muestra, mediante los programas BioEdit Sequence Alignment Editor
(Hall, T.A. 1999) y Mega6 (Tamura et al., 2013). Las secuencias para los
analisis quedaron con una longitud de 1.027 pb, las cuales al ser alineadas y
traducidas no presentaron codones de parada en lugares impropios, ni
presencia de pseudogenes amplificados.

Los haplotipos fueron designados utilizando el programa TCS:
Phylogenetic network estimation using statistical parsimony (Clement et al.,
2000). De las 105 secuencias originales se descartaron aquellas cuyas lecturas

no pudieron ser confirmadas por ambos primers, siempre con una perspectiva
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muy conservadora. Quedando entonces 90 secuencias para los analisis

posteriores.

2.2.6. Reconstruccion filogenética.

Se utilizaron tres métodos diferentes para investigar las relaciones entre
los haplotipos, y se compararon los resultados: una Median Joining network
(MJ), con la aplicacion del programa Network 4.6.1.1 (Fluxus Technology Ltd.
2015); una Minimum spanning networks (MSN), por medio del programa
HapStar (Teacher y Griffiths, 2011), y una inferencia Bayesiana (BEAULti-
BEAST de Drummond et al., 2012). En todos los casos se crearon redes en vez
de arboles, para representar mas claramente las relaciones entre los
haplotipos, al no limitarse las conexiones al modo lineal, o bifurcado
caracteristico de los arboles (Posada y Crandall, 2001).

Una Median Joining network (MJ) comienza combinando los Minimum
spanning trees en una sola red, afiadiendo los vectores de conexion bajo un
criterio de maxima parsimonia. Pero requiere la ausencia de recombinacion,
restringiéndose su uso al nivel poblacional. En los analisis se le dio el mismo
peso a las transversiones que a las transiciones (1:1). Para épsilon, que es una
medida del peso de la distancia genética, se eligio un valor de 0, ya que con
valores en el rango de 0-5 no variaban los resultados, y con unos valores
superiores se producia un colapso de los analisis que no superaban el 33 % de
progreso. El calculo de la distancia entre los vectores se realizé utilizando el
criterio del coste de conexion (“‘connection cost”).

Para el segundo método empleado, la creacion de una Minimum
spanning networks (MSN) se calcularon las distancias en Arlequin v.3.5.2.2
(Excoffier y Lischer, 2010), especificandose que en el analisis se incluyeran las
posiciones perdidas (“missing sites”), con un nivel permitido maximo de pérdida
por locus de 0.05. En HapStar se procesaron graficamente los datos
resultantes, conectandose todas las secuencias segun el algoritmo de Prim
(1957), sin la produccion de bucles.

Ambos métodos, basados en el concepto de maxima parsimonia han
sido los mas usados tradicionalmente debido a su simplicidad, no obstante no

permiten la asignacion de probabilidades a las incertidumbres asociadas con la
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reconstruccién de localidades ancestrales. Asi mismo, al nivel intraespecifico,
las relaciones entre los genes no son jerarquicas, al ser el resultado de una
reproducciéon sexual y procesos de mutacion. Muestran una divergencia
conespecifica mas lenta que en los individuos de distintas especies y esto
limita el uso de sus caracteres para analisis filogenéticos (Posada y Crandall.,
2001), disminuyendo la resolucion de los métodos tradicionales: maxima
probabilidad, maxima parsimonia... a favor de nuevas tendencias como el uso
de redes en vez de arboles, y métodos de inferencia Bayesiana. De ahi que
sea conveniente el uso de un modelo basado en una aproximacion Bayesiana.
De este modo, la inferencia Bayesiana de la filogenia permitié elucidar las
incertidumbres con las relaciones entre los haplotipos y estimar los tiempos de
divergencia simultaneamente. La inferencia Bayesiana, se distingue de otros
métodos de inferencia, en que lo que se obtiene tras el analisis es una
distribucion de probabilidades, en las que se caracterizan sus distribuciones
posteriores mediante el algoritmo de Monte Carlo (MCMC).

Se evalud cual seria el mejor modelo de sustitucion nucleotidica para las
secuencias del estudio, mediante el programa jModelTest (Darriba et al., 2012).
Para ello, las secuencias fueron partidas segun sus posiciones (1+2) y (3) en el
coddn (Bofkin y Goldman, 2007). Se estudiaron las probabilidades para un total
de 88 modelos, bajo un criterio bayesiano (BIC) para las comparaciones, y con
tasas de variacion para | y G. Se selecciond BIC debido a que penaliza el uso
excesivo de parametros, con lo cual siempre elegira aquellos modelos mas
simples, con un error absoluto y relativo menor, y consecuentemente con una
mejor habilidad predictiva (Sullivan y Joyce, 2005).

Para la estimacion de los tiempos de divergencia, se utilizé un prior
sobre los tiempos especificado por un modelo de Nacimiento-muerte (“Birth-
death model”). Se afiadieron secuencias homologas, adquiridas de GenBank
de G.galloti, G.galloti palmae, G.caesaris caesaris, G.caesaris gomerae Yy
G.atlantica para una mejor caracterizacion de los puntos de calibracién. Los
tiempos de divergencia fueron calculados calibrando los nodos a priori segun
Cox et al., (2010), teniendo en cuenta la edad geoldgica de cada una de las
islas, para la datacion de las distintas colonizaciones por parte de Gallotia sp.
De tal modo que el nodo mas basal correspondiente a la divergencia de

G.stehlini del resto de los representantes del género, fue calibrado con un limite
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superior de 13.4 Ma. El siguiente nodo G.galloti- G.galloti palmae fue calibrado
mediante una distribucion uniforme con un limite superior de 1.77 Ma, y el nodo
G.caesaris gomerae- G.caesaris caesaris fue calibrado con una distribucion
uniforme, pero con un limite superior de 1.12 Ma.

Se anadid un arbol inicial de comienzo, como referencia para la
ejecucion de los andlisis. Los analisis se repitieron para 50 millones de
generaciones, muestreando la cadena cada 5.000 generaciones. A
continuacién tras comprobar con el programa Tracer v1.6 (Rambaut et al.,
2014) que se habia alcanzado la convergencia, y que el grado de confidencia
de las estimaciones era aceptable, se utilizé el programa TreeAnnotator vy
FigTree (Morariu et al., 2008) para recopilar la informacién de los arboles

obtenidos y obtener el arbol consenso de los resultados de los analisis.

2.3. Resultados.

2.3.1. Datos morfoldgicos.

De los animales trampeados, en casi todos los puntos muestreados se
encontré individuos que superaron los 140 mm de LCC, a excepcion de en tres
localidades: Tamadaba, Barranco del Laurel, y Ayacata. No se tienen datos de
Mogan. En La Atalaya de Sta. Brigida y en Teror, sucedio todo lo contrario, la
proporcion de individuos con tallas grandes > 140 mm LCC fue superior: 3 de
21, y 6 de 23 respectivamente. Indicando poblaciones de individuos con una
gran longevidad, probablemente en torno a los 10-11 afios de edad, segun
estimaciones realizadas con datos de crecimiento de las diafisis femorales
versus LCC (Castanet y Baez., 1991).

Todos los individuos de estas tallas maximas eran machos.
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Punto de muestreo LcC LC LTotal LPileo APileo
Punto B 160 280 442 41 19,8
Punto C 150 227 377 33 17
Punto D 161 219 380 41 26
Punto E 163 252 415 46 27
Punto F 180 282 462 44 28
Punto G 181 236 417 50 26
Punto H 161 202 363 38 20
Punto | 167 256 423 44 21
PuntoJ 167 230 397 44 21
Punto K 171 231 402 40 19
Punto L 134 217 351 30 15
Punto M 137 216 353 32 16
Punto N 163 217 380 46 23
Punto O 170 240 410 48 23
Punto P 156 193 349 39 17
Punto Q 143 156 299 35 16
Punto R 152 96 248 40 20
Punto S 152 232 384 38 18
Punto T 158 170 328 42 21
Punto U 155 225 380 43 21
Punto V 127 220 347 33 16

Tabla 3. Datos maximos de LCC obtenidos en cada punto de muestreo

(expresado en mm).
2.3.2. Diversidad haplotipica.
Se analizaron 90 secuencias con 1027 pb de longitud. De las cuales se

obtuvieron 88 haplotipos con un valor de Hd (diversidad haplotipica) de 0.995.
La composicion media de bases fue 0.26 (T), 0.32 (C), 0.27 (A) y 0.13 (G).

Number of sequences: 90 Number of sequences used: 90
Selected region: 1-1027 Number of sites: 1027

Total number of sites (excluding sites with gaps / missing data): 1027

Number of haplotypes, h: 88
Haplotype diversity, Hd: 0,9995

Hap_1: 2 [6H 10H] Hap_3: 1 [12H]
Hap_2: 1 [15H] Hap_4: 1 [17A]
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Hap_5: 1 [8A]
Hap_6: 2 [16A 14N]
Hap_7:1[11A]
Hap_8:1[1B]
Hap_9:1[2B]
Hap_10: 1 [20B]
Hap_11:1 [21B]
Hap_12:1[1C]
Hap_13:1 [9C]
Hap_14:1 [20C]
Hap_15:1 [4D]
Hap_16: 1 [6D]
Hap_17: 1 [9D]
Hap_18: 1 [10D]
Hap_19:1 [8E]
Hap_20:1 [9E]
Hap_21:1 [12E]
Hap_22:1 [15E]
Hap_23:1 [1F]
Hap_24:1 [3F]
Hap_25: 1 [6F]
Hap_26: 1 [10F]
Hap_27: 1 [14F]
Hap_28:1[2G]
Hap_29:1 [18G]
Hap_30: 1 [22G]
Hap_31:1[15I]
Hap_32:1[171]
Hap_33:1[18]]
Hap_34:1 [241]
Hap_35:1 [25]]
Hap_36:1 [7]]
Hap_37:1[12]]
Hap_38:1[16]]
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Hap_39: 1 [22J
Hap_40:1 [23]]
Hap_41: 1 [11K]
Hap_42: 1 [12K]
Hap_43: 1 [17K]
Hap_44: 1 [19K]
Hap_45:1 [1L]
Hap_46: 1 [2L]
Hap_47:1[2M]
Hap_48: 1 [3M]
Hap_49: 1 [1M]
Hap_50: 1 [4N]
Hap_51:1 [6N]
Hap_52:1 [9N]
Hap_53: 1 [15N]
Hap_54: 1 [130]
Hap_55: 1 [200]
Hap_56:1 [230]
Hap_57:1 [240]
Hap_58:1 [250]
Hap_59:1 [9P]
Hap_60: 1 [13P]
Hap_61: 1 [17P]
Hap_62: 1 [19P]
Hap_63: 1 [20P]
Hap_64:1[9Q]
Hap_65:1[12Q]
Hap_66:1 [15Q]
Hap_67: 1[17Q]
Hap_68: 1 [2R]
Hap_69:1 [21R]
Hap_70:1 [24R]
Hap_71:1 [33R]
Hap_72:1 [35R]
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Hap_73: 1 [6S] Hap_81: 1 [22T]
Hap_74:1 [12S] Hap_82:1 [7U]
Hap_75:1 [13S] Hap_83:1 [13U]
Hap_76:1 [15S] Hap_84:1 [19U]
Hap_ 77:1[22S] Hap_85:1[1V]
Hap_ 78:1 [6T] Hap_86:1 [2V]
Hap_79: 1 [7T] Hap_87:1[3V]
Hap_80: 1 [18T] Hap_88: 1 [4V]

Tabla 4. Listado de haplotipos del ADN mitocondrial identificados en 90
individuos. La letra define la localidad del punto de muestreo y el numero al

individuo.

2.3.3. Reconstruccion filogenética.

Las relaciones filogenéticas obtenidas con la aplicacion de una Median
Joining (MJ) hizo que los descendientes de los nodos se pudieran agrupar en 6
clados o haplogrupos principales. Observandose algunas reticulaciones vy
cubos, que podrian senalar fendbmenos de homoplasia. Los vectores medianos
se pueden interpretar biolégicamente como secuencias actuales no
muestreadas, o0 como secuencias ancestrales ya extintas.

La red de haplotipos (ver Anexo Il), presenta un eje central en el que el
haplotipo 53 (individuo de Tasartico), estaria conectado al haplotipo 4 (individuo
de Mogan) y al haplotipo 39 (individuo de Agaete), y a partir de este rombo
central creado por ellos, surgirian los distintos haplogrupos, unidos por medio
de los vectores. El clado marcado de amarillo, seria el predominante en la
localidad de Guia (Norte de la isla). El clado coloreado de lila, estaria localizado
principalmente en la localidad de la Atalaya de Santa Brigida (Noreste); el clado
marcado de celeste seria predominante en la localidad de Telde (Este); el clado
coloreado de rojo indicaria la localidad de Tasartico (Suroeste) principalmente;
el clado marcado de fucsia representaria las localidades del centro de la isla,
tales como el Barranco del Laurel y Tejeda. Y finalmente el clado coloreado de
verde, estaria agrupando fundamentalmente a los haplotipos localizados en el

oeste de la isla, con localidades como Tamadaba. Clados, que fueron
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representados geograficamente en un mapa de la isla de Gran Canaria,
especificandose el numero de individuos muestreados y su pertenencia a cada
uno de los 6 clados. Ya que aunque hubieron 5 localidades en las que
unicamente se obtuvo un clado preponderante: Teror, La Atalaya de Santa
Brigida, Tamadaba, Artenara y Barranco del Laurel, en todos los demas puntos
se obtuvieron distintos grados de mezcla. Pero dado que MJ no es a veces
muy apropiado para la reconstruccion de filogenias con ramas muy largas
(Bandelt et al., 1999), como se obtuvo en el caso de los clados coloreados de
verde, lila y amarillo, se opté por combinar MJ con otros métodos de analisis
estadisticos para la identificacion de los linajes principales, y poder hacer

comparaciones entre los resultados obtenidos.
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Network

Figura 10. Mapa que representa las relaciones entre haplotipos resultantes de
la MJ.
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El estudio de la filogenia mediante la aplicacion de una Minimum
spanning network (MSN) resulté en la obtencion de 8 clados conectados por un
evidente eje central (ver Anexo lll), formado nuevamente por el haplotipo 4
(individuo de Mogan) junto con el haplotipo 39 (individuo de Agaete) sin
posiciones perdidas entre ellos, y el haplotipo 2 (San Isidro). El haplotipo 53
(individuo de Tasartico) también aparece conectado directamente al haplotipo
4, como con los resultados de la MJ, pero no forma parte de ese eje principal.
Igualmente, se vuelven a confirmar los grandes niveles de divergencia para
algunos de los individuos: haplotipo 79 (individuo hembra gravida del Barranco
de Arguineguin), haplotipo 67 (individuo juvenil del Barranco de
Guayadeque)... que llegan a presentar hasta 9 pasos mutacionales de
diferencia con los otros individuos. La longitud de las ramas seria
representativa de las distancias de conexion, mientras que los nodos negros se
corresponderian con haplotipos no presentes en el analisis o perdidos.

Hubo algunas diferencias al identificarse los linajes principales,
evidentemente al trabajar ambos programas con algoritmos diferentes, y al
haberse aplicado estadisticos distintos: una MJ y una MSN. Con la MSM se
definieron 2 haplogrupos mas, pero hubo también coincidencias como en la
asignacion de las mismas agrupaciones de haplotipos en HapStar para los
clados marcados de amairillo, lila y verde en Network, junto con la identificacidon
de los mismos individuos divergentes, lo cual indica la robustez de los
resultados obtenidos. Nuevamente las localidades L (Tamadaba), M (Bco.del
Laurel), G (Teror) y D (La Atalaya de Sta. Brigida) no presentaron mezclas de
clados, junto con H (San Isidro); mientras que en los demas puntos de

muestreo hay diversos grados de interaccion entre los 8 clados definidos.
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Cados

MST

Figura 11. Mapa que indica la distribucion de los clusteres de los haplotipos
identificados por el Minimum Spanning Network. Con graficos circulares

indicando el nimero de muestra de cada clado en las distintas localidades.
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Finalmente, para la aplicacién de la inferencia bayesiana (BEAST) en el
estudio de las relaciones filogenéticas de G.stehlini, se eligieron los modelos de
substitucién transversional (TVM +1+G), equivalente al GTR en BEAST para
las posiciones 1+2, y el modelo de substitucion HKY+I+G (Hasegawa et al.,
1985) para la tercera posicion. Se obtuvieron valores de ESS (tamafo efectivo
de muestra) superiores a 800, indicativo de una buena convergencia de las
cadenas Yy de los priores.

El arbol consenso resultante de los 10.000 arboles obtenidos, fue el
arbol que en sus muestras posteriores obtuvo la maxima credibilidad de las
probabilidades de los clados posteriores. Como era de esperar, la
reconstruccion basada en el modelo de Nacimiento-muerte, muestra unos
intervalos con un 95% HPD (representa al intervalo mas compacto del
parametro seleccionado que contiene al 95% de la probabilidad posterior, es el
analogo Bayesiano al intervalo de confianza) mayores a medida que se
retrocede en el tiempo (Stadler et al., 2013), al permitir un nUmero mayor de
cambios en la estimacion de los tamafnos poblacionales que los métodos

coalescentes.
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*

Figura 12. Arbol consenso bayesiano en el que sélo los clados con una
probabilidad del 95% HPD presentan la barra dibujada.
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Figura 13. Cladograma con los tiempos medios de divergencia estimados al

95%HPD. Los valores sobre las ramas representan

posteriores.

las probabilidades

Se identificaron 8 clados principales: un clado (coloreado de amarillo)

nuevamente formado por los puntos de muestreo B y C, que estaria localizado

en el norte de la isla; otro clado (coloreado de azul), representado en los puntos

T,R, S, UyenV, Fen menor medida, que se localizaria en la zona del sureste

de Gran Canaria; un tercer clado (coloreado de rojo) que nuevamente estaria al

cien por ciento en la localidad L (Tamadaba), y distribuida por las demas

localidades siguiendo un transepto NO-SE. El clado coloreado de lila estaria

localizado en la localidad D (La Atalaya de Santa Brigida) con un patrén de
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expansion hacia el sureste de la isla. El clado marcado de verde nuevamente
predominaria en K (Artenara) expandiéndose por el oeste. El sexto clado
(celeste) soélo estuvo presente en el punto P (Telde) y en el punto F (Tejeda).
Los dos ultimos clados fueron mayoritarios en el punto G (Teror; coloreado de
naranja) y en el punto M (Barranco del Laurel; coloreado de fucsia), pero han
sido los que han mostrado una mayor expansién geografica; asi pues el clado
fucsia estaria representado en 9 de los 22 puntos de muestreo, mientras que el
clado naranja lo estaria en 6 de los 22 puntos.

En cuanto a la estimacion de los tiempos de divergencia entre los
distintos clados, el clado azul (Sur de la isla) seria el mas antiguo con un
tiempo estimado de divergencia de 12,4 Ma del resto de los clados. Siguiéndole
el clado amarillo (Norte) con un tiempo estimado de divergencia de 11,3 Ma; el
clado fucsia habria divergido hace unos 9,32 Ma de los otros clados; el clado
rojo habria divergido hace 8,28 Ma. Hace 7,25 Ma habrian divergido el clado
lila del clado verde, y los clados coloreados de naranja y de celeste. Llegando
estos tiempos estimados de divergencia hasta un limite inferior de 1,03 Ma
para algunos de los haplotipos. Nuevamente el individuo 7T (haplotipo 79)
aparece como uno de los ejemplares mas divergentes de todos los

muestreados.
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Figura 14. Mapa con la distribucidon geografica de los resultados de la
inferencia Bayesiana del ADN mitocondrial de G.stehlini. Las localidades de
muestreo estan coloreadas segun la pertenencia de sus individuos a cada uno

de los 8 clusteres.
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2.4. Discusion.

La isla de Gran Canaria es interesante para el estudio de patrones
filogeograficos, debido a su edad geoldgica y a la diversidad tan amplia de
nichos disponibles que ofrece, asociados a las distintas altitudes que presenta,
extension de la isla, y microclimas.

Estudios filogeograficos ya se habian realizado con los dos otros saurios
que cohabitan en la isla con G.stehlini. De este modo, en Tarentola boettgeri se
identificaron 5 clados de haplotipos, relacionados a procesos vicariantes
resultantes de la actividad volcanica de la isla, con un tiempo de divergencia de
11.0-4.6 Ma entre los dos clados principales. Coincidiendo con un periodo
estable, antes del ciclo de actividad del Roque Nublo y Llanos de la Pez. Con
mezclas de haplotipos mitocondriales, unicamente en la vertiente este de la
isla. Representando estos linajes mitocondriales, procesos volcanicos de mas
de 2 Ma, debido probablemente a su poca capacidad de dispersion y filopatria
en las hembras. Mientras que su variacion morfologica estaria asociada a
variables ambientales mas que a sucesos historicos (Gubitz et al., 2005).

La otra especie de reptil, Chalcides sexlineatus habria colonizado las isla
mucho mas recientemente, alrededor de unos 3.5 Ma (Brown y Pestano, 1998).
En un principio, se reconocieron tres linajes: norte, sureste y suroeste (Pestano
y Brown, 1999) debidos a procesos histéricos de vicarianza, como
consecuencia de la actividad volcanica de la isla. Estando las diferencias
fenotipicas observadas en esta especie, relacionadas con adaptaciones a
variables ambientales nuevamente. Estudios posteriores, han profundizado en
el analisis de estos linajes, definiendo 4 linajes mitocondriales: norte, sureste,
sur y oeste, y dos clusteres nucleares: norte y sur (Suarez et al., 2014).
Asociandose estos resultados a procesos histéricos de divergencia en alopatria
y divergencias ecologicas, como ya se habia conjeturado, pero se anade la
idea de diversidad fenotipica asociada a distintas estrategias antidepredadoras.

Se estima la colonizacion de Gran Canaria por Gallotia stehlini hace
unos 11-13 Ma, procedente de las islas orientales del archipiélago (Cox et al.,
2010), coincidiendo con el ciclo | de actividad volcanica que afectd a la costa
oeste de Gran Canaria y form6 el complejo geologico de Tejeda-Fataga.

Sedimentos miocénicos se encuentran actualmente localizados en el sur y en
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algunos puntos del norte de la isla (Rodriguez-Gonzalez et al., 2009). Esto
concordaria con dos de los clados que aparecen bien delimitados en los tres
analisis (MJ-MSN- inferencia Bayesiana), con unos posteriores de valor
maximo, y cuyas estimaciones de los tiempos de divergencia son las mas
antiguas: con un clado basal que representaria al sur de la isla, con un tiempo
estimado de divergencia de 12.4 Ma del resto de los clados. Resto de clados,
que se subdivirian en un clado localizado en dos localidades puntuales del
norte de la isla (Guia y Arucas), cuya edad estimada estaria en torno a los 11.3
Ma; y otros dos clados con una distribucion noreste-suroeste, y una distribucion
noroeste para el ultimo. En general todas la edades iniciales de divergencia de
los clados obtenidos giran en el intervalo de 14- 7.5 Ma, con lo que G.stehlini
nada mas llegar a la isla habria experimentado una gran diversificacion.

Una posible explicacion a estos patrones de distribucion filogeografica se
sustentan en los procesos de vicarianza sufridos por G.stehlini. Durante la
formacion del complejo del Roque Nublo (5-3.4 Ma), con sus violentas
erupciones, probablemente se extinguieron gran parte de las poblaciones,
sobreviviendo las localizadas en los ambientes costeros (Marrero y Ortega.,
2001) que recolonizarian nuevamente las zonas devastadas. De ahi la gran
expansion que muestra el clado azul, que a partir de sus puntos costeros,
ejemplo de ello es el individuo 7T (Arguineguin) que se encuentra en la base
del arbol bayesiano (siendo uno de los individuos mas divergentes), colonizaria
toda la franja que se distribuye desde el suroeste de la isla hacia el centro de la
misma, probablemente haciendo uso de la existencia de los ancestrales
barrancos de los campos de volcanes del Mioceno: barranco de Fataga,
barranco de Arguineguin y barranco de Mogan.

El clado amarillo habria permanecido aislado en el norte, y no ha
presentado procesos de expansion. Quedando a modo de refugio, debido
probablemente a la actividad presentada en el norte de la isla durante el Plio-
Cuaternario (3.4 Ma-actualidad). Ya que el grupo volcanico de La lsleta,
delimité con una cresta NE-SO toda la franja norte, desde La Isleta hacia el
centro de Gran Canaria. Resultando diferenciados los clados amairillo, fucsia,
rojo y verde (oeste de esta franja) de los clados naranja, lila y celeste (este de
esta franja). Clados, que luego también en este periodo post-Roque Nublo

mostraron procesos de expansion, siguiendo un patron NO-SE dentro de sus
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dos sectores iniciales, como se aprecia claramente en los clados rojos v lila,
explicandose por la existencia de una cadena o “rift’” volcanico de 2 km de
ancho y 12 km de largo en sentido NO-SE que cruzé la parte superior de la isla,
coincidiendo con el contacto entre el viejo suroeste y el joven noreste (Guillou
et al., 2004). Y definiéndose el centro de la isla (Tejeda) como una zona de
contacto secundario en el que se encontrarian representantes de los clados del
norte, del sur del este y del oeste.

Asi pues esta estructura diferenciada de distintos haplogrupos o clados,
estaria relacionada con procesos vicariantes histéricos; los cuales habrian
mantenido una cierta divergencia a pesar de los altos niveles de introgresion
que muestran. Con lo cual, prevaleceria la divergencia genética a pesar de los
altos niveles de migraciéon. Con una reconstruccion filogenética, mas similar al
patron exhibido por Tarentola sp que a Chalcides sp como cabria esperar, al

tratarse de dos especies que colonizaron Gran Canaria durante el Mioceno,

aunque con los distintos clados delimitados por unos limites mas difusos en
G.stehlini.

Figura 15. Comparacion entre las distribuciones de los linajes mitocondriales
de G.stehlini , Tarentola boettgeri (Gubitz et al., 2005) y Chalcides sexlineatus
(Suarez et al., 2014).
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CAPITULO 3: ADN NUCLEAR
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3.1. Microsatélites.

Los componentes de secuencias constituidas por unidades repetidas en
cadena, de los genomas complejos, se pueden clasificar en tres categorias: a)
satélites, con tamafnos de hasta 5Mb, y asociados normalmente a centromeros;
b) microsatélites o SSR’, normalmente de 10-50 copias, con una longitud entre
1y 10 pares de bases, predominando tamafos entre 2-5 pares de bases, tales
como (TG), o (AAT), (Litt y Luty, 1989; Tautz, 1989; Weber y May, 1989); y c)
minisatélites.

La existencia de loci de microsatélites en los genomas de eucariotas ha
sido conocida desde los afnos setenta, aunque no se demostré su amplia
distribucion hasta que se descubrieron multiples copias del “motif’ poli (dT-dG),
desde levaduras hasta vertebrados (Hamada et al., 1982). Este descubrimiento
fue verificado al hibridarse distintas secuencias de microsatélites con ADN
gendmico procedente de diversos organismos, encontrandose la presencia de
secuencias simples o microsatélites en todos ellos (Tautz y Renz, 1984).

En 1985, el descubrimiento por Jeffreys et al., de repeticiones
encadenadas hipervariables en el genoma humano, con un mayor numero de
repeticiones, de hasta varios cientos de copias con secuencias de 10-100
pares de bases, fue definido como minisatélites. El uso de estas secuencias
para los estudios de identificacion, abrid un nuevo campo con aplicaciones en
la determinacion del origen de muestras bioldgicas, paternidades, y mapeo
gendémico.

Los microsatélites aunque individualmente no exhiban los niveles de
variabilidad presentados por los minisatélites, lo compensan con su gran
abundancia en los genomas de una gran variedad de especies, y por ser
mucho mas sencillos de aislar que los loci de los minisatélites. Son muy
polimorficos, especialmente si tienen secuencias largas y sin interrupciones, y
por esa razon son utiles marcadores genéticos. La tasa de mutacién en los loci
de los microsatélites es elevada, con estimaciones in vivo en torno a 10 veces
por locus y por replicacion, en E.coli (Levinson y Gutman, 1987), mientras que

estudios en ratones dieron estimaciones de 10* y 5 x 10® (Edwards et al.,

.
Simple sequence repeats
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1992), en contraste con la tasa de mutacién para mutaciones puntuales, que
esta en el orden de 10° -107"°. Hay dos tipos de modelos que pueden explicar
estas tasas tan elevadas de mutacién: el primero, cuyas siglas en inglés son
SSM?, implica una Unica doble hélice de ADN y un deslizamiento de la cadena
complementaria durante la replicacion del ADN (Levinson y Gutman 1987).
Sugiriéndose, que los nuevos tamafos de los alelos se generarian mediante
deslizamientos intra-alélicos de la polimerasa durante la replicacion. Esto
causaria que la cadena molde y la nueva replicada estén temporalmente sin
alinearse, pero para que la replicacion finalice ambas cadenas deben alinearse
nuevamente, con lo que si este realineamiento llega a ser imperfecto, es
cuando se originarian las nuevas mutaciones (Tautz y Schlotterer, 1994). El
segundo modelo, denominado UCOS, implica recombinacidn entre cromosomas
homdlogos que no estén perfectamente alineados, dando lugar a cruzamientos
desiguales entre las repeticiones de los microsatélites.

Actualmente la mayoria de los estudios sugieren a SSM como el
principal causante de la inestabilidad observada en los microsatélites, sin
embargo ambos modelos no son necesariamente excluyentes entre si.
Pudiendo considerarse el proceso mutacional en los microsatélites, como un
balance entre la generacion de errores por cualquiera de estos dos modelos, y
la correccion de dichos errores, por medio de exonucleasas y la proteina MutS
(Modrich, 1991).

3.2. Aplicaciones y limitaciones.

La principal ventaja en la aplicacion de marcadores genéticos, se basa
en la variedad de caracteres que revelan, excediendo a los obtenidos por
métodos morfoldgicos y bioquimicos. Hace treinta afios todos los mapas
genéticos consistian en unos pocos marcadores fenotipicos (morfoldgicos), y/o
isoenzimas, y al ser marcadores limitados, los mapas obtenidos solo resultaban

con unos cuantos marcadores por cromosoma. Desde entonces, con el avance

2 Slip-strand mispairing
3 Unequal crossing-over
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de las tecnologias de marcadores de ADN, la mayoria de los mapas genéticos
actuales tienen cientos de marcadores (Kurata y Sasaki, 1997).

En muchas especies, los microsatélites son marcadores relativamente
sencillos de obtener, o bien a través del aislamiento de marcadores especificos
de la especie, lo cual conlleva la creacion de una libreria genomica del ADN
(Armour et al., 1994; Hamilton et al., 1999), o por medio de la aplicacién de
marcadores originalmente aislados de especies similares. Se pueden usar
distintos loci, segun su nivel de variacion, con lo que tienen el potencial para
exhibir un gran grado de polimorfismo, pudiéndose ver las frecuencias de
distribucion de las variantes en la longitud de los microsatélites, desde una
perspectiva genealdgica (Donnelly y Tavaré, 1995). Lograndose observar
realizaciones independientes del mismo proceso, mediante la combinacién de
datos procedentes de diversos loci, infiriéndose la genealogia, vy
consecuentemente la historia demografica de la poblacién.

Son sencillos de automatizar con el uso de reacciones de PCR, aunque
pueden surgir problemas relacionados con esta técnica, como la no
amplificacion de ciertos alelos debido a substituciones, inserciones o
deleciones en los puntos de reconocimiento de los primers, lo cual puede
causar la aparicion de aparentes alelos nulos en estudios poblacionales
(Pemberton et al., 1995), clasificando falsamente a individuos heterocigotos
como homocigotos. Otra ultima limitacion, se encuentra en la homoplasia, al
mutar al mismo alelo en un locus, dos individuos que proceden de distintos
ancestros; lo cual es mas comun en microsatélites que en otros marcadores,
debido a las restricciones en los rangos de tamafno de los alelos y a las altas

tasas mutacionales (Barkley et al., 2009).

3.3. Material y métodos.

3.3.1. Amplificacion de los microsatélites.

Se genotiparon un total de 443 individuos de las mismas muestras de

ADN que habian sido aisladas y conservadas para el estudio del ADN

mitocondrial. Los primers utilizados fueron originalmente disefiados para
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G.atlantica (Bloor et al., 2006). Se seleccionaron 5 parejas de primers para
optimizar sus condiciones de amplificado mediante la reaccién de PCR en
G.stehlini, de los que unicamente amplificaron 4: Gat2, Gat3, Gat4 y Gat5. Se
realizé un multiplex con estos 4 loci, para maximizar el uso de los reactivos y el
tiempo, con las siguientes condiciones de amplificacion: 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM
dNTPs, 1.4X tampon, 0.5 U Taq polimerasa, 10 ng ADN, y 0.1-0.45 uyM de cada
primer, en un volumen final de reaccién de 10ul. Seguido de una reaccion de
PCR con una desnaturalizacion a 94°C (3min), 25 ciclos a 94°C (30s), una
temperatura de anillamiento de 54°C (30s) y 72°C (1min), con una extension
final de 72°C (10min).

Locus Secuencia primer sentido 5°-3° Repeticiones
Gat2 CTTTGGGAGATTTGTCTACCTCT (GAAA) 46
CCTGAAATGGCAGAAATTAGG
Gat3 TGCTGCTACCATCAATCTGC (GAAA),AA(GAAA),;
TTCAATGGAACAGGTAAGTCCA
Gat4 CTCGCCTTTAGTATAGGTTGTCTT (GAAA),,
AGTATGCTGCTTTGATTTGATGT
Gat5 GGGAGACCCTCATATCTGCT (GAAA)g
CTTTCATGCAGTACCCAATCC

Tabla 5. Primers utilizados para la amplificacion de microsatélites en G.stehlini.

Un primer de cada una de las parejas fue marcado fluorescentemente
con 6-FAM (Gat2 y Gat5), PET (Gat3) y VIC (Gat4). Realizandose la carrera
de los fragmentos en el analizador genético ABI Prism® 3100 (Applied
Biosystems), con el marcador de peso molecular interno GeneScan™ 500° LIZ.
Para ello se anadieron 0.5 ul de este marcador, 1 yl de la muestra y 10 ul de
formamida, se desnaturalizé a 95°C (3min), y tras ponerlo en hielo 5 minutos se
realizé la electroforesis en el secuenciador. Los electroferogramas obtenidos
fueron visualizados con el software ABI PRISM® GeneScan® y con el programa

Peak Scanner software v 1.0.
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3.3.2. Analisis de los datos genéticos.

3.3.2.1. Diversidad genética.

Los resultados estadisticos de las diversas frecuencias de los datos
codominantes se obtuvieron tras la aplicacion del programa GenAlEx 6.5
(Peakall y Smouse, 2006, 2012). Los parametros analizados fueron: el estado
de equilibrio de Hardy-Weinberg que se calcul6é para cada locus por separado
aplicando una chi-cuadrada de Pearson; el numero promedio de alelos por
locus; el indice de fijacion (F) o ‘“coeficiente de consanguinidad”; la
heterocigosidad observada y esperada, y la proporcién de loci polimorficos.

El indice de fijacion F, es la probabilidad de que dos alelos de un locus
determinado de un individuo, sean idénticos por descendencia. Valores en
torno a cero indican apareamiento al azar, valores positivos indican endogamia,
y valores negativos indican seleccion heterdtica o exceso de heterocigotos

respecto al equilibrio de Hardy-Weinberg.

3.3.2.2. Diferenciacién y estructura poblacional.

La subestructuracion poblacional se estudié con los coeficientes F de
Wright que describen la estructura de la variacion genética en una poblacion
subdividida, pudiéndose emplear para medir la deriva génica y el flujo entre
poblaciones. La definicion original de Wright, se basa en el coeficiente de
endogamia, con lo que Fj se corresponderia con la endogamia total a un nivel
metapoblacional; Fis seria el componente debido a apareamientos no
aleatorios a un nivel intrapoblacional, y cuantifica el alejamiento del equilibrio
de Hardy-Weinberg; y Fs seria la medida de subdivisibn genética entre
poblaciones. El rango de valores de Fg varia de 0 (no existe divergencia
genética) hasta 1 (fijacion para alelos alternos en diferentes subpoblaciones).

El uso de los coeficientes F de Wright asume que todas las
subpoblaciones han derivado de un mismo ancestro que estaba en equilibrio de
Hardy-Weinberg y en equilibrio de ligamiento, y que han experimentado los
mismos procesos evolutivos desde su divergencia. Pero esto no es asi siempre

en la naturaleza, haciéndose necesario el uso de métodos basados en la
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formacion de agrupamientos o clusteres, para inferir la estructura poblacional.
Para ello se utilizé el programa STRUCTURE 2.3 (Pritchard et al., 2000), el
cual usa una aproximacion sistematica Bayesiana para la creacion de
clusteres, con la aplicacién de estimaciones del método de Monte Carlo. Este
modelo de clusteres con K poblaciones, sera caracterizado por las frecuencias
de los alelos en cada locus estudiado para formar los grupos entre las
muestras estudiadas. Como modelo de analisis se optd por el modelo de
mezcla, en el que se supone que cada individuo “i” ha heredado alguna
fraccion de su genoma de un ancestro en la poblacion “k”. Dandonos las
estimaciones de las medias posteriores de estas proporciones. EI modelo
utilizado para las frecuencias alélicas fue el modelo correlacionado (Falush et
al., 2003), con lo que se asume que existe un nivel de dependencia en las
frecuencias alélicas, siendo un analisis mas conservativo. En contrapartida,
tiene una gran capacidad de detectar distintas poblaciones aunque estén
altamente relacionadas.

Se aplicd un burnin de 100.000 para 200.000 generaciones con valores
de K entre 1-10, y con 10 interacciones para cada valor de K. Las
probabilidades de asignacién (Q) para los individuos y para las poblaciones en
cada cluster se trazaron con el programa STRUCTURE HARVESTER (Earl y
VonHoldt, 2012). Posteriormente se aplicé CLUMPP (Jakobsson y Rosenberg,
2007) con el algoritmo LargeKGreedy, para identificar el mejor alineamiento de
los resultados de las réplicas de los analisis de clusteres, y finalmente, los
resultados se visualizaron mediante DISTRUCT 1.1 (Rosenberg, 2004).

3.4. Resultados.

3.4.1. Caracteristicas de los microsatélites y desviaciones de HWE.

La primera observacién fue la diferencia en los rangos de tamafio de los

microsatélites amplificados entre G.atlantica y G.stehlini. Como cabia esperar,

ya que los microsatélites amplificados en especies cercanas, comparten

estados evolutivos de similar longitud, pero los limites superiores de estos loci
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homologos pueden ser muy largos y variables en una de las especies, y muy
cortos y monomorficos en la otra (Ellegren et al., 1997).

El numero promedio de alelos por locus varié de 2 a 13 para los loci
Gat2 y Gat3, y de 1-2 alelos por loci para Gat4 y Gat5. Todos los loci fueron
polimorficos para todas las localidades, menos el locus Gat5 que fue
monomorfico para los puntos C, G, L, O, R, Sy T, y el locus Gat4 que también
resultd monomorfico en el punto V. El valor medio de la heterocigosidad
observada fue de 0.462+0.037, y el valor medio de la heterocigosidad esperada
fue de 0.481+0.034 (ver Anexo IV para valores de H, y He desglosados por

punto de muestreo).

Locus Numero de alelos Rango de Tm de los alelos (pb) Ho He
G.stehlini G.atlantica

Gat2 2-13 135-205 183-209 0.85810.026 0.805+0.737

Gat3 2-13 91-144 103-215 0.6531£0.044 0.737%0.022

Gat4 1-2 130-134 161-308 0.292+0.033 0.280+0.029

Gat5 1-2 364-368 397-442 0.047+0.013 0.102+0.027

Tabla 6. Datos de los microsatélites amplificados en G.stehlini. Ho y He se
correponden con la heterocigosidad observada y esperada promedio, para

cada locus respectivamente.

De los 22 puntos de muestreo, aquellos que se desviaron del equilibrio
de Hardy-Weinberg tras aplicar una chi-cuadrada de Pearson, fueron A, B, Ny
P, para el locus Gat5 dando estadisticamente altamente significativo con un
nivel de significacion (p<0.001). Mientras que A, B, H, I, Q dieron significativo
(p< 0.005) para el locus Gat3. El punto N dio también significativo para el locus
Gat2, y finalmente el punto Q para el locus Gat5. Indicando que en estos 7
puntos de muestreo se estaria dando algun tipo de fuerza evolutiva: seleccion,
flujo genético, deriva genética, o procesos de mutacion, que estarian

modificando el equilibrio de Hardy-Weinberg de esas poblaciones.
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Punto de muestreo Gat2 Gat3 Gat4 Gat5
A: Mogan p< 0.005 p<0.001
B: Guia p< 0.005 p<0.001
H: San Isidro p< 0.005
I: Galdar p< 0.005
N: Tasartico p< 0.005 p<0.001
P: Telde p<0.001
Q: Barranco de Guayadeque p< 0.005 p< 0.005

Tabla 7. Loci alejados del equilibrio de Hardy-Weinberg por localidad.

3.4.2. Estructura poblacional: estadistica descriptiva.

Valores negativos del indice de fijacion F, se obtuvieron para dos o mas
de los cuatro loci en 16 de los 22 puntos de muestreo del estudio. Con el caso
extremo del punto J, en el que los cuatro loci dieron negativo, mostrando un
exceso de heterocigosidad. Lo contrario sucedio para los 5 puntos restantes: A-
B-P-Q-S-V, en los que se obtuvieron resultados cercanos al cero, indicando
fendmenos de apareamiento al azar; pero de endogamia (con un valor de 1)
para el locus Gat5 (en los puntos B y V) y para el locus Gat3 (en los puntos M y
P). No obstante, el valor medio de este indice considerando a todos los puntos
muestreados y por loci, indicaria una seleccion heterética o emparejamientos
selectivos para Gat2 y Gat4, y la prevalencia de los apareamientos al azar
para Gat3 y Gatb.

Locus F Fis Fit Fst Nm

Gat2 -0.078 £0.035 -0.066 0.039 0.098 2.309
Gat3 0.123 +0.062 0.114 0.205 0.103 2.186
Gat4 -0.044+ 0.038 -0.042 0.047 0.086 2.658
Gat5 0.337 +0.103 0.534 0.592 0.126 1.737

Tabla 8. Valores medios del indice de fijacién F, de los indices estadisticos de

F de Wright, y del numero de migrantes efectivos, por loci y poblaciones.
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Para los coeficientes F de Wright, los valores promedio que se han
obtenido para los 4 loci de Fs estan en el intervalo de 0.08-0.12. Valores
bastante distantes del valor maximo posible para Fg, con lo que el analisis
indicaria una diferenciacién genética moderada (Hartl y Clark, 1997) para las
frecuencias alélicas, en los distintos puntos de muestreo estudiados. Lo cual
corrobora los datos anteriores obtenidos de seleccion heterotica, ya que al no
haber practicamente diferenciacion genética entre poblaciones, no habria
reduccion en la heterocigosis, con un fendmeno de sobredominancia o
favorecimiento del genotipo heterocigoto por parte de la seleccion natural,
manteniéndose el polimorfismo. Igualmente, los valores negativos del indice Fis
para Gat2 y Gat4 estarian confirmando la desviacion de las proporciones de
Hardy-Weinberg de estos dos loci en las distintas subpoblaciones.

El estimador N, nos estaria indicando el numero de migrantes efectivos.
El valor promedio de N, para todas las poblaciones y con los 4 loci fue de
2.222 (+ 0.190), valor intermedio entre 0-4, con lo que habria un cierto
desequilibrio a favor del flujo genético y no de la deriva genética como fuerza
evolutiva que estaria actuando, ya que valores altos indicarian prevalencia del
flujo genético mientras que valores bajos indicarian que la deriva genética

estaria actuando independientemente en cada una de las poblaciones.

3.4.3. Parametros poblacionales histéricos: deteccion de mezcla

genética intraespecifica.

Con STRUCTURE los mejores clusteres son aquellos que aplican los
datos mas realistas de K, para ello es aconsejable obtener el menor valor de K
que maximice la probabilidad total de los datos (Kalinowski, 2011). K=4 fue la
mejor inferencia del valor de K, calculada segun la tasa de cambio de segundo
orden de la probabilidad (Evanno et al., 2005). Con un valor de AK= 5.739741
para 4 poblaciones, siendo el segundo valor mas alto un AK= 2.943614 para 8

poblaciones.
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Deltakl = mean(|L"{K}]} f sd{L{K}}
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Figura 16. Grafico resultante de los analisis de AK.

Con lo cual se distinguieron 4 clusteres genéticamente, representados
en el siguiente grafico de barras poblacional, en el que se apuntan las 22

localidades estudiadas.
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Figura 17. Estructura genética poblacional, inferida para K=4 y 4 loci de

microsatélites.

En general, los grupos estuvieron relacionados con sus localidades
geograficas, con valores de r<1 (en el intervalo 0.1881-0.4762 para cada una
de las interacciones). Este parametro indica, cuando es menor que uno, que
existe una estructura poblacional, y que ésta es dependiente de las localidades
muestreadas. El cluster | (amarillo) obtuvo su mayor valor de Q= 0.6772 en la
localidad 2 (Punto de muestreo B: Guia- Norte de Gran Canaria). El cluster Il
(rosa) predominé en la localidad 19 (Punto de muestreo S: Arinaga- Sureste)
con un valor de Q=0.8116. El cluster Ill (fucsia) con un valor de Q=0.8316

predomind en la localidad 15 (Punto de muestreo O: embalse Caidero de la
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Nifia- Suroeste), y el cluster IV (verde) obtuvo su maximo valor Q= 0.91 en la
localidad 10 (Punto de muestreo J: Agaete- Noroeste).Todos los clusteres
presentan individuos mezclados de los otros clusteres, en mayor o menor
proporcion, lo cual indica un gran flujo genético entre las poblaciones. Pero si,
se pueden marcar los 4 linajes principales, teniendo en cuenta el cluster
predominante en cada punto muestreado. De tal modo que el cluster | estaria
formado por: Guia- Tejeda- Galdar- Barranco del Laurel y Tasartico. El cluster Il
englobaria a: Telde- Arinaga- Arguineguin- Mogan- Arucas- San Mateo- San
Isidro y Tamadaba. Del cluster Il serian: Artenara y Caidero de la Nifia. Y el
cluster IV estaria compuesto por: La Atalaya de Sta. Brigida- Teror- Agaete-

Guayadeque- Santa Lucia- Fataga y Ayacata.

Microsatélites- Structure

Figura 18. Representacion geografica de los 4 clusteres nucleares obtenidos.
Cada numero se corresponde con un punto de muestreo, y cada color con un

cluster: amarillo=cluster |, rosa=cluster Il, fucsia=cluster lll y verde= cluster IV.
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3.5. Discusion.

3.5.1. Desviaciones del equilibrio de Hardy Weinberg.

Los marcadores mas informativos y polimérficos fueron Gat2 y Gat3,
mientras que los valores obtenidos de una baja variabilidad alélica para los loci
Gat4 y Gatb podrian estar indicando un cuello de botella demogréfico, ya que
las poblaciones que experimentan una reduccion en su tamano geogréafico,
muestran frecuentemente una reducida variabilidad genética (Bouzat et al.,
1998).

El exceso de heterocigosidad observada (Luikart y Cornuet, 1998) apoya
nuevamente la posibilidad de que las poblaciones de G.stehlini hayan pasado
por un fendmeno de cuello de botella. Ya que la heterocigosis puede reducir el
efecto negativo de este fenomeno enmascarando mutaciones deletéreas
(Keller y Waller, 2002), y permitiendo la expresién de sobredominancia
(Fitzpatrick y Shaffer, 2007), con la emergencia de nuevos genotipos no
encontrados en las poblaciones parentales. Favoreciendo la expansion de los
rangos de distribucion de las diversas subpoblaciones (Praebel et al., 2013), las
colonizaciones exitosas y reduciendo el riesgo de extincion a largo plazo de la
especie. Apoyado por los valores obtenidos de migrantes efectivos, sin
embargo lo complicado es calcular la magnitud del flujo genético necesario
para prevenir la evolucion independiente de las poblaciones de una especie, ya
que ello dependera de la intensidad de las otras fuerzas evolutivas (Hedrick,
2005).

3.5.2. Estructura poblacional.

Los analisis mostraron una estructura poblacional basada en cuatro
clusteres principales: noroeste (con Guia como su localidad representante),
noreste (Teror, La Atalaya de Santa Brigida...), sur (con Arinaga, y Mogan
como localidades representantes) y oeste (con el embalse Caidero de la Nifa
como localidad en la que predomind). El cluster representando al noroeste
estaria bastante bien diferenciado al igual que el cluster representando al

oeste. Mientras que los dos clusteres restantes (noreste y sur) serian los que
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estarian mostrando unos indices de expansiones mayores, extendiéndose sus
rangos geograficos por toda la franja este de la isla principalmente, aunque se
encontrarian presentes, con distintas probabilidades, en cada uno de los 22
puntos de muestreo. Mostrando un gran flujo genético entre las poblaciones,
debido probablemente a la gran capacidad de dispersion de Gallotia stehlini, el
cual en experimentos en cautividad ha demostrado que exhibe unas
velocidades de carrera superiores a la de otros lacértidos (Cejudo y Marquez,
2001) y también debido a fendbmenos de desplazamiento competitivo entre los
machos adultos y juveniles de G.stehlini (Barquin y Martin, 1982). Lo cual
obligaria a que los machos juveniles expandieran sus rangos de distribucion en
busca de nuevos territorios en los cuales asentarse. Debido a estos grandes
niveles de introgresion detectados, es por lo que la estructura poblacional
obtenida a nivel nuclear queda reducida a 4 linajes, mientras que a nivel
mitocondrial se obtuvieron 8 linajes mitocondriales. No obstante, su
representacion al nivel geografico sefalé 4 areas principales, concordantes
tanto mitocondrialmente como nuclearmente: norte, sur, este y oeste.
Mostrando la vertiente este, los mayores indices de introgresion, con la
presencia de zonas de contacto secundario nuevamente en el centro de la isla:
Tejeda, San Mateo, como ejemplos. Sin embargo, se ha logrado mantener una
considerable diferenciacion genética entre las subpoblaciones, debido
probablemente a la prevalencia de los fendmenos historicos de vicarianza ante
la homogeneidad que pudiera provocar la migracion de individuos entre

localidades.
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Conclusiones

La distribucion geografica de los linajes evolutivos, junto con los
patrones de flujo genético entre las zonas de contacto secundario, muestran los
procesos de especiacién y divergencia de las especies. Este, constituye el
primer estudio realizado a nivel mitocondrial y nuclear del lacértido Gallotia
stehlini, con el objetivo de discernir la historia evolutiva de esta especie en la
isla de Gran Canaria.

Del estudio de una region del citocromo b de 1.027 pb, y con la
aplicacion de tres métodos de reconstruccion filogenética (MJ, MSN vy
inferencia Bayesiana), que han mostrado sus indices de robutez al compararse
los resultados entre ellos, se han obtenido 8 linajes mitocondriales principales.
Con unos tiempos de divergencia de los distintos clados, consistentes con el
origen Miocénico de G.stehlini en Gran Canaria. Mostrando un patrén
filogeografico relacionado con la actividad volcanica experimentada por la isla
durante la formacién del complejo del Roque Nublo (5-3.4 Ma), y a la actividad
presentada en el norte de la isla durante el Plio-Cuaternario (3.4 Ma-
actualidad).

A nivel del ADN nuclear, se estudiaron 4 loci de microsatélites. Los
cuales, se alejaron del equilibrio de Hardy-Weinberg. Indicando fenbmenos de
seleccién heterdtica, con una sobredominancia o favorecimiento de los
genotipos heterocigotos por parte de la seleccion natural. Confirmado con los
valores obtenidos de los indices descriptivos estadisticos: indice de fijacion F y
coeficientes F de Wright. EI numero de migrantes efectivos (N,) también
indicaria una prevalencia del flujo genético, antes que la deriva genética, como
causa de la explicacion de estos elevados niveles de heterocigotos.

Las poblaciones se han estructurado a nivel nuclear en 4 clusteres, pero
con altos indices de introgresion entre todas las localidades. Explicado
probablemente, por la gran vagilidad y comportamiento territorial que muestran
los machos adultos de Gallotia stehlini desplazando competitivamente a los
individuos juveniles.

Los patrones de estructura genética obtenidos y de introgresion,
muestran una relativa concordancia citonuclear. Ya que su representacion
geografica ha sefalado 4 areas principales, concordantes tanto

mitocondrialmente como nuclearmente: norte, sur, este y oeste. A pesar de que
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los 4 clusteres nucleares hayan englobado a los 8 linajes mitocondriales,
debido a los altos indices de introgresién hallados.

Asi pues han prevalecido los fendmenos histéricos de vicarianza, a
pesar de los altos indices de flujo genético observados, en la explicacion del
patron filogeografico presentado por G.stehlini. Es un hecho interesante, que
marca el inicio de estudios posteriores mas concretos de las zonas de contacto
secundario, y de hibridacién. Esta estabilidad mostrada, en la estructura
poblacional de la especie a lo largo de una gran escala temporal, a pesar de las
variaciones en las condiciones ecologicas de los habitats, migraciones...
también ha sido estudiada en especies caribefas de Anolis (Sherratt et al.,
2015), abriendo interesantes perspectivas en el estudio de las comunidades
ecoldgicas.

Finalmente anadir, que los datos obtenidos de longitud corporal indican
un buen estado general de todas las poblaciones muestreadas, con presencia
de individuos con edades alrededor de los 10-11 afios en todas ellas; sinébnimo
de un buen estado de conservacion de la especie en la isla. Aunque es
recomendable hacer un seguimiento de la misma, debido a la introduccion
reciente de la serpiente Rey de California (Lampropeltis getula californiae) en

varios puntos de la isla.
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Anexos

Anexo |. Autorizacion para toma de muestras en Gallotia stehlini

destinadas a uso cientifico.

Las Palmas de Gran Canaria, a 7 de febrero de 2000

il cABILDO DE GRAN EANABIA |
s NR.: Serv. Med}qumggje

: 8 FEB 2000
Dr. José Juan Pestano Brito

6" planta de la Facultad de Medicina ' s LIDA i
Deptarmamento de Genética 0 Folio ’

Cabildo de Gran Canaria
Servicio de Medio Ambiente

Calie Domingo J. Navarro, 1; 3¢ Universidad de Las Palmas de Gran Can
35002 Las Palmas de Gran Canaria Fax 928 458633
Fax 928 36 71 24
VMP/MPE/mpe

ASUNTO: Autorizacién para toma de muestras en lagartos destinadas a uso
cientifico.

Con relacion a su escrito, con entrada en este Servicio el cuatro de febrero del 2000, en su
calidad de profesor de genética de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, con
domicilio en la direccién epigrafiada, solicitando autorizacién para la captura, recogida de
muestras por amputacién del extremo de la cola 10-20 ejemplares de lagarto de la especie
Gallotia stehlini en 25 puntos de muestreos de la isla de Gran Canaria y posterior liberacidn,
todo ello con el objetivo de realizar estudios cientificos que permitan determinar la diversidad
genética de la especie, debo informarle que:

1.- Este Centro Directivo tiene las competencias en la gestion de la flora y la fauna,
asi como la valoracién de compatibilidad de los usos y actividades en los Espacios Naturales
Protegidos de la isla de Gran Canaria, en cumplimiento de la Ley 12/1994, de 19 de diciembre,
de Espacios Naturales de Canarias (B.O.C. nim. 157, de 24-12-94), y en aplicacion del
Decreto 161/1997de 11 de julio, sobre delegacion de funciones de la Administracion de la
Comunidad Auténoma de Canarias a los Cabildos Insulares, en materia de servicios forestales y
la gestion y conservacion de Espacios Naturales Protegidos (B.O.C. ntim. 106, de 15-8-97).

2.- Dado que la actividad redundaré en un mejor conocimiento del medio natural de
Gran Canaria, sin menoscabo de ninguno de sus valores, por el presente se AUTORIZA a lo
solicitado, con sujecion a las siguientes condiciones.

a)  Deberan adoptarse las medidas precautorias generales que eviten los dafios al medio,

tales como circulacion con vehiculos fuera de pistas, riesgos de incendios forestales o

3 abandono de basuras.
b) Al objeto de valorar en la toma de futuras decisiones de gestion los resultados
obtenidos, si procede, debera enviarse a este Servicio copla de la pubhcacmn final de
los resultados, si la hubiere. e —

La presente AUTORIZACION tiene validez en el ambito territorial de Gran
Canaria y hasta el 31 de diciembre del presente afio.

qféﬁfé’a\“%u de Servicio
edlq-AmbIente

telongo Parada -
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Anexo Il. Median Joining Network (MJ) que representa las relaciones entre los
distintos haplotipos mitocondriales. Haplotipos coloreados segun el punto de
muestreo al que pertenecen.

MJ NETWORK
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Anexo lll. Minimum Spanning Network (MSN). Los circulos coloreados
representan los puntos de muestreo de cada haplotipo. Los haplotipos
encontrados en mas de una poblacion, estan coloreados segun la proporcién
de su presencia en cada una de ellas.

®

[Hap 1
Hap 4,5,
Hap 6:
Hap 8-1
Hap 12-14: As
Hap 15-18: La Atalaya de Sta.Brigida
Hap 19-22: San Matea

Hap 23-27: Tejeda

Hap 28-30: Teror / &
Hap 31-35: Gildar )

Hap 36-40: Agacte @
Hap 41-44: Artenara 8

Hap 45-46: Tamadaba

Hap 47-49: Beo. del Laurel

Hap 50-53: Tasartico

Hap 54-58: Emb. Caidero de La Nifia
Hap 59-63: Telde

Hap 64-67: Beo.Guayadeque

Hap 68-72: Tirajana

Hap 73-77: Arinaga

Hap 78-81: Beo. Arguineguin

Hap 82-84: Fataga

Hap 85-88: Ayacata
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Anexo V. Heterocigosidad observada (H,), y heterocigosidad esperada (He)

para cada locus por punto de muestreo, junto con tamafos de muestra.

Locus —p Gatz Gat3 Gaty Gats N: tamaino
* Localidad H, H. H, H, H, H. H, H. de muestra
A 0,632 | 0,726 | 0,526 | 0,672 | 0,158 | 0,145 | 0,053 | 0,229 19
B 0,762 | 0,762 @ 0,571 | 0,844 | 0,048 @ 0,046 @ 0,000 0,172 21
(@ 1,000 | 0,839 | 0,800 | 0,824 | 0,450 | 0,349 | 0,000 | 0,000 20
D 1,000 | 0,894 0,500 | 0,509 0,500 0,480 0,100 | 0,095 20
E 0,800 | 0,821 | 0,550 | 0,784 | 0,450 | 0,349 | 0,050 | 0,049 20
F 0,900 | 0,888 0,700 | 0,799 @ 0,200 | 0,180 | 0,200 @ 0,180 20
G 0,913 | 0,874 | 0,739 | 0,698 | 0,217 | 0,258 | 0,000 | 0,000 23
H 0,905 | 0,865 0,333 | 0,704 @ 0,143 | 0,210 @ 0,095 | 0,091 21
I 0,909 | 0,874 | 0,864 | 0,794 | 0,273 | 0,208 | 0,182 | 0,165 22
J 0,875 | 0,861 0,792 | 0,765 0,202 @ 0,249 0,083 @ 0,080 24
K 0,850 | 0,794 | 0,600 | 0,796 | 0,350 | 0,439 | 0,050 | 0,049 20
L 0,500 | 0,375 | 1,000 | 0,625 | 0,500 | 0,375 | 0,000 | 0,000 2
M 1,000 | 0,778 | 0,667 | 0,667 | 0,333 | 0,278 | 0,000 | 0,444 3
N 0,864 | 0,821 @ 0,773 | 0,772 @ 0,273 | 0,351 @ 0,091 0,397 22
(0] 0,885 | 0,868 | 0,731 | 0,721 | 0,500 | 0,493 | 0,000 | 0,000 26
P 0,958 | 0,880 | 0,625 | 0,717 @ 0,375 | 0,430 @ 0,000 | 0,080 24
Q 0,840 | 0,854 | 0,760 | 0,827 | 0,200 | 0,180 | 0,040 | 0,113 25
R 0,917 | 0,879 @ 0,667 | 0,794 | 0,361 0,361 @ 0,000 | 0,000 36
S 0,750 | 0,808 | 0,750 | 0,866 | 0,500 | 0,413 | 0,000 | 0,000 24
T 0,857 | 0,816 @ 0,821 | 0,804 0,143 @ 0,133 0,000 0,000 28
U 0,750 | 0,818 | 0,600 | 0,789 | 0,150 | 0,139 | 0,100 | 0,095 20
v 1,000 | 0,611 @ 0,000 @ 0,444 @ 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 3
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