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RESUMEN

La reconstruccién de filogenias intra
e interespecificas a partir de la
variabilidad detectada en distintas
secuencias del ADN mitocondrial
(ADNmt), nos podrd permitir
estimar con exactitud las variaciones
debidas a la adaptacién climadtica y
ambiental. Para ello se ha
establecido en el presente trabajo las
condiciones para el estudio del
ADNmt de CHALCIDES SEXLINEATUS 'y
CHALCIDES VIRIDANUS, dos especies
gemelas que presentan un patrén de
distribucién muy similar en cuanto
a su morfologia. Se ha purificado el
ADN a partir de las colas de
especimenes conservados de museo.
Amplificandose las regiones de
ADNmt 128 y Citocromo b. Con la
aplicacion del SSCP se identificaron
los diferentes haplotipos presentes
en las poblaciones.
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ABSTRACT

The Evolution of Mitochondrial DNA
in Lizards in the Canary Islands

The reconstruction of intra and
interspecific phylogenetics using the
variability detected in various sequences
of the mitochondrial DNA (mtDNA)
allows us to calculate precisely which
variations are due to adaptation to
eliminate and environment in general. In
the present piece of research, we studied
the mtDNA in two species, the
CHALCIDES SEXLINEATUS and the
CHALCIDES VIRIDANUS, two species
which evidence patterns of distribution
similar as far as their morphology is
concerned. The DNA was distilled from
the tales of specimens preserved as
museum-pieces. By amplifying the
regions of mtDNA 12§ and Cytochromeb
via the application of SSCP, we could
identify the various different haplotypes
present in these communities of species.
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no de los temas centra-
les en la investigacion
biolégica actual es el
modo en que los orga-
nismos se adaptan a su
medio ambiente. Las cuestio-
nes sobre los niveles y especi-
ficidades de la adaptacion a los
cambios climaticos son de una
importancia particular. Estos es-
tudios, que en el pasado se ha-
bian realizado tan solo por la
curiosidad intelectual del inves-
tigador que llevaba a cabo una
investigacion pura, han desper-
tado recientemente un gran in-
terés por su aplicacién. El pa-
norama de los cambios clima-
ticos del Globo han demostra-
do la necesidad de realizar di-
chas investigaciones, que nos
permita desarrollar modelos con
los que podamos predecir la res-
puesta de los organismos a di-
chos cambios. Intentar realizar
un modelo sobre el efecto de
los cambios climdticos requie-
re estudiar organismos que es-
tdn sujetos a considerables va-
riaciones espaciales y climadti-
cas. Los lagartos son un mode-
lo ideal para estos estudios. Como
ectotermos, dependen de la fuente
de calor ambiental, y usan va-
riaciones conductivas para con-
trolar la temperatura de sus cuer-
pos, afectando a su comporta-
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FIGURA 1

Similitudes en el patrén
de variaciéon geografica

Figura.1.: Similitud en el patron de variacion geogréfica dentro de las islas para
el color de la cola de Chalcides sexlineatus (Gran Canaria) y Chalcides viridanus
(Tenerife). Existe una correlacion con la variacion ecolégica, Norte himedo, Sur

arido.

miento fisiolégico y ecoldgi-
co. Los factores microclimati-
cos imponen importantes con-
trastes temporales y espaciales
sobre el patrén de la actividad
de los lagartos, y puede en ex-
tremo influir sobre los proce-
sos demogrificos y de su dis-
tribucién. Los lagartos también
pueden exhibir una delicada y
precisa evolucion para adaptarse
a las variaciones geograficas en
distintas condiciones climaticas.
Por ello pueden ser considera-
dos como sensibles indicado-
res de la presién inducida por

cambios en las condiciones cli-
maticas.

Los lagartos constituyen uno
de los mayores grupos de ver-
tebrados terrestres. Son abun-
dantes en muchos ecosistemas
de la Europa central y del sur,
son importantes consumidores
de invertebrados y son presas
para muchos otros vertebra-
dos. La prediccién de su res-
puesta a cambios climdticos
podria constituir una contribu-
cién importante hacia una sin-
tesis, prediciendo cambios en

B ]

FIGURA 2 l

Metodologia empleada en el presente trabajo

Amplificacion
con PCR

f
‘Secuenciacion
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FIGURA 3
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Figura 3: Chalcides sexlineatus del norte de la isla de Gran Canaria.

las interacciones bidticas en el
ecosistema.

En las Islas Canarias se en-
cuentran tres especies de «la-
gartijas» (Lacertilia: Scindidae);
Chalcides sexlineatus, endémica
de la isla de Gran Canaria, y
Chalcides viridanus en las is-
las orientales de Tenerife, La
Gomera y El Hierro; y Chalcides
simonyi que se localiza en las
zonas mds himedas de la parte
central de la isla de Fuerteven-
tura. Chalcides sexlineatus y C.

il

N,

viridanus son muy similares mor-
folégicamente y parecen ser
especies hermanas.

La topografia de las islas
produce marcadas diferencias
climaticas dentro de ellas.

Chalcides sexlineatus muestra
una pronunciada variacién geo-
grafica dentro de la isla para dis-
tintos caracteres morfolégicos
teniendo una gran corresponden-
cia con la variacion ecologica,
llevando a conferir como causa

de esta correlacion una selec-
ci6n diferencial entre habitat.

La diferenciacion morfol6-
gica que muestra C. viridanus
es menor entre islas, indicando
que ésta es una especie recien-
te. Asi, una hipétesis alternati-
va es que C. sexlineatus ha ex-
perimentado un largo periodo
de divergencia in situ.

Hasta el momento la mayo-
ria de los trabajos realizados
en lagartos, son estudios mor-
fol6gicos y son practicamente
inexistentes los trabajos a ni-
vel de la variacién del ADN.
Para poder estimar con exacti-
tud las variaciones debidas a la
adaptacion climética y ambiental,
es necesario realizar la recons-
truccién de filogenias intra e
interespecificas a partir de la
variabilidad que se detecta en
distintas secuencias del ADNmt.

ESPECIMENES Y
LOCALIDADES

n total de 691 ejempla-
res de Chalcides perte-
necientes a 47 localida-
des de Gran Canaria fue-
ron estudiados para di-
ferentes caracteres morfol6gi-
cos. Las localidades estudiadas
cubren toda la superficie de la
isla . A partir de las colas de 235
ejemplares se purifico su ADN.

En la isla de Tenerife se es-
tudiaron un total de 18 locali-
dades, todas las localidades
muestreadas estdn por debajo
de los 950 m, ya que por enci-
ma de los 1.100 m no se en-
contraron especimenes . Se es-
tudio un total de 271 ejemplares
para distintos caracteres mor-
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folégicos. Se purifico el ADN
de 90 especimenes.

En las islas de La Gomera y
El Hierro se estudiaron 4 loca-
lidades en cada una de ellas, y
se purifico el ADN a partir de
40 individuos.

AMPLIFICACION
DE SECUENCIAS
DE ADNmt

e amplificaron median-
te PCR las regiones 12S
'y 16S rRNA utilizando

para ello primers univer-

sales. Esta técnica nos
permite amplificar, es decir con-
seguir una gran cantidad de una
secuencia especifica a partir de
pequenas cantidades de ADN .

La obtencion de las condi-
ciones 6ptimas para la amplifi-
cacion de las distintas regiones
fue francamente dificil, ya que
la calidad del ADN que se ob-
tiene a partir de muestras con-
servadas en formol y etanol es
muy baja. Sin embargo después
de muchos ensayos se consi-
guié amplificar como se puede
observar en la figura 5.

IDENTIFICACION
DE LOS DISTINTOS
HAPLOTIPOS

| estudio de un gran nii-
mero de especimenes pre-
senta una gran dificul-
tad si bien no de tipo
técnico, si desde el punto
de vista econémico. Con el pro-
posito de llevar acabo el estu-

VECTOR PLUS

FIGURA 5

&)

Muestreo de poblaciones de
Chalcides viridanus en las islas
de Tenerife, La Gomera y El Hierro

dio, hemos puesto a punto la
técnica del SSCP, que nos per-
mite identificar la presencia de
mutaciones en las regiones es-
tudiadas de una forma rdpida y

muy econdmica. E1 SSCP con-
siste en una electroforesis de
muestras amplificadas que pre-
viamente han sido desnaturali-
zadas, y al someterlas a un campo

FIGURA 6

Electroforesis de
muestras amplificadas

Figura 6: Electroforesis de muestras amplificadas. 1 y 6 marcadores de peso
molecular; A y B muestras amplificadas: 2 y 4 region citocromo b; 3 y 5 region

12S rRNA.
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FIGURA 7

SSCP de distintas muestras

amplificadas

‘

eléctrico migraran a lo largo
de un gel o soporte, de tal for-
ma que dos muestras que pre-
senten igual secuencia presen-
taran idéntico patrén, es decir
migraran sin mostrar diferen-

cias, sin embargo dos muestras
que se diferencian en al menos
un nucledtido presentaran di-
ferente patrén de migracion,
permitiéndonos identificar a los
individuos portadores de esas

FIGURA 8 Secuencia de colonizacion de las islas

diferencias. Los diferentes
haplotipos que se identifican con
esta técnica son posteriormen-
te secuenciados, permitiéndo-
nos el estudio de la variabili-
dad existentes en las distintas
poblaciones.

CONCLUSIONES

e ha aislado el ADN de
235 especimenes de Chal-
| cides sexlineatus de laisla
de Gran Canaria y 130
especimenes de Chalci-
des viridanus de las Isla de Te-
nerife, La Gomera y El Hierro.

Se amplificaron las regiones
12S y 16S del ADNmt a partir
del ADN aislado, mediante la
técnica de PCR.

Utilizandose la técnica del
SSCP se identificaron los dife-
rentes haplotipos.

El andlisis de los resultados
obtenidos nos ha permitido ela-
borar una secuencia en la colo-
nizacion de las islas (Figura.8)
La dispersi6n ha ocurrido a partir
de la isla de la Gomera o de
Tenerife hace aproximadamente
4 m.a. En la Figura. 8 a La
Gomera es el origen, las islas
de Gran Canaria y Tenerife fueron
colonizadas directamente hace
3.5 y 4 m.a. respectivamente,
el Hierro lo fue mucho més tarde.
Un escenario alternativo es el
que vemos en la Figura 8b, donde
Tenerife fue colonizado primero,
mientras que la colonizacién de
Gran Canaria se realizo desde
Tenerife via Gran Canaria.

(*) Es coautor de este trabajoel
Dr. Richard Brown de la Universi-
dad John Moore de Liverpool.
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GLOSARIO

« ADN: Acido desoxirribonu- ficar secuencias de ADN uti-

co, los distintos componen-

cleico. Doble cadena de
nucleétidos enlazados; ma-
teria fundamental de la que

tes de una mezcla de molé-
culas (proteinas o molécu-
las de ADN o ARN)

lizando unos cebadores ade-
cuados.

Secuenciacion: Técnica elec-
troforética que permite de-
terminar la secuencia de un
fragmento de ADN.

estan compuestos los ge-
nes * Filogenias intraespecificas:
. Historia evolutiva de un or-
* ADN mitocondrial: Acido desoxi- ganismo.
rribonucleico de las mitocon-
drias. Su herenciaesviama- e« Filogenias interespecificas:
terna. Historia evolutiva de un grupo

taxonémico.

SSCP: single-stranded confor-
mation polymorphism. Téc-
nica que permite identificar
dos secuencias que se di-
ferencian en al menos un
nucleétido.

* Electroforesis: Técnica para
separar dentro de un gel, * PCR: polymerase chain reaction.
mediante un campo eléctri- Técnica que permite ampli-
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