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RESUMEN

Resumen

Tradicionalmente, la biologia de la conservacion se ha centrado en el desarrollo de medidas al nivel de
especie, sin embargo, los avances en la disciplina de la genética de poblaciones han demostrado que un
enfogue mas realista a la hora de desarrollar medidas eficaces de conservacién es la identificacion de
unidades por debajo del nivel de especie, que es donde realmente reside el potencial evolutivo de una
especie. Para ello, conocer cémo se organiza la estructura y diversidad genética de una especie, asi
como conocer e identificar los factores que determinan dicha distribucion y estructuracion , constituyen
elementos clave a la hora de identificar unidades evolutivas bien diferenciadas. En este trabajo se analizé
la estructura y diversidad genética de 25 poblaciones de salamandra comun (Salamandra salamandra)
localizadas en la Cordillera Cantabrica utilizando 9 loci microsatélites. Estas poblaciones presentan una
clara estructuracion en 3 grandes unidades genéticas, que se corresponden con los areas de distribucion
de los tres linajes que confluyen en la zona central del norte de la Peninsula Ibérica: S.s. bernardezi, S.s.
fastuosa vy el linaje alfredchmidti. Existe ademas una correlacion negativa entre la diversidad genética y
la altitud, que junto con el andlisis de la presencia de patrones de aislamiento por distancia a diferentes
escalas, se utilizan para tratar de determinar la existencia, e identificar, los factores topograficos,
ecologicos y ambientales que determinan la distribucion y estructura observadas en esta especie.

Abstract

Historically, conservation biologists have focused their aims on the development of conservation measures
using species level as a reference. However, progress in the population genetics discipline has shown that
a more realistic approach consists on indentifying units below the species level, where it really lies the
evolutionary potential of a species. Therefore, efforts should be focused on knowing the genetic structure
of a species, that is, how the genetic diversity is organized, and on the other hand, on knowing and
identifying those factors that determine this pattern. Both are key elements to detect and define distinct
evolutionary units. In this project we analyze the structure and genetic diversity of 25 populations of the fire
salamander (Salamandra salamandra) located in the Cantabrian Range, using 9 microsatellite loci. These
populations present a clear structure and segregate in 3 major genetic units, which correspond to the
ranges of the three lineages that converge in the central part of the northern Iberian Peninsula: S.s.
bernardezi, S.s. fastuosa and the lineage alfredchmidti. We found a negative correlation between genetic
diversity and altitude, these, coupled to the analysis of the presence of isolation by distance patterns at
different scales, are used to determine the existence and identification of the topographic, ecological and
environmental factors that determine the distribution and structure observed in this specie.
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INTRODUCCION

En las Ultimas décadas, las actividades humanas estan provocando una crisis
de biodiversidad sin precedentes que afecta a todos los grupos de seres vivos
existentes. Aunque los estudios y planes de conservacion generalmente se centran en
otros grupos de vertebrados, los anfibios constituyen el grupo mas amenazado,
incluso mas que aves y mamiferos, ya que una tercera parte de las especies se
encuentran en peligro de extincion y practicamente la mitad de las mismas estan
experimentando una reduccién de sus poblaciones. Sin embargo, determinar con
exactitud el verdadero estado de conservacion de los anfibios es complicado ya que
no se dispone de informacién suficiente de un tercio de las especies descritas (Stuart
et al., 2004) pese a que este proceso de reduccion de las poblaciones de anfibios no
es un fendémeno reciente, sino que viene produciéndose desde hace varias décadas
(Houlahan et al., 2000). La totalidad de las causas de este declive dista aun de ser
conocida, sin embargo, entre los diversos factores actualmente descritos encontramos
la pérdida y fragmentacion del habitat, vulnerabilidad frente a patégenos, la
introduccion de especies invasoras, el cambio climatico, el aumento de la exposicion a
la radiacion UV-B y la contaminacion ambiental (Cushman, 2006)

Los anfibios juegan un importante papel en diversos procesos ecoldgicos,
participando por ejemplo en el flujo de materia y energia entre los ecosistemas
acuaticos y terrestres, en la regulacién de la cadena tréfica y en la resiliencia y
estabilidad de los ecosistemas (Reinhardt et al., 2013; Mohneke y Rodel, 2009; Davic
y Welsh, 2004), ademas, debido a la sensibilidad de sus poblaciones a mudltiples
factores biéticos y abidticos, constituyen un sistema ideal para el estudio de los efectos
del Cambio Climéatico, no sélo orientado a la conservacion de las poblaciones de
anfibios, sino de otras muchas especies, habitats y ecosistemas (Hopkins, 2007).

Las alteraciones en los ecosistemas y habitats como consecuencia del Cambio
Climatico conllevan que las especies que no consigan adaptarse a las nuevas
condiciones se extingan. Sin embargo, aunque generalmente los esfuerzos de
conservacion se llevan a cabo a nivel de especie, los avances que se han dado en el
estudio de la genética de poblaciones muestran que un enfoque mas realista deberia
basarse en unidades por debajo de este nivel, como linajes o Unidades Evolutivas
Significativas (Moritz, 1994; Crandall et al., 2000), donde reside el verdadero potencial
evolutivo de una especie y su capacidad de adaptacion a un escenario de cambio
climatico como en el que nos encontramos. El conocimiento de la estructura genética
de las poblaciones, es decir, como se organiza en el espacio la diversidad genética de
una especie, asi como los procesos que la moldean y que se ven afectados por la
misma, constituye uno de los objetivos principales en el @mbito de la conservacion a la
hora de desarrollar planes de gestion y conservacion eficaces (Schwartz et al., 2006)
ya que la definicibn precisa del patrén de organizacion espacial de la diversidad
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genética, asi como de los procesos que lo determinan es un punto clave para la
identificacion de unidades de conservacion o unidades evolutivas bien diferenciadas.
Estas unidades evolutivas van a verse afectadas no solo por los eventos de extincion
en sentido estricto, sino también por el desplazamiento de las areas de distribucion,
que podria llevar a su desaparicion, resultando en una disminucion de la diversidad
genética de la especie, y por tanto, de su potencial adaptativo y evolutivo ante futuros
cambios ambientales que pudieran producirse. Sin embargo, esta pérdida de
diversidad genética de la especie pasaria desapercibida si el nivel de referencia
utilizado es el de especie. Por otro lado, la comprensién de todos aquellos procesos
que generan una determinada estructuracion de la diversidad genética a escalas
espaciales y temporales menores, como es la estructura de poblaciones, puede
ayudar en la interpretacion de procesos que ocurren a escalas mayores, como analisis
filogeograficos.

Todo esto hace que en el ambito de la conservaciébn sea cada vez mas
evidente la necesidad de estudios que integren los patrones de distribucién de las
especies y los de su diversidad genética, asi como de la forma en que estos
responden a diversos factores ambientales (Cushman, 2006; Velo-Anton et al., 2013),
como pueden ser la existencia de barreras a la dispersion, las tasas de flujo génico,
los efectos poblacionales de los cambios en el paisaje y las dindmicas fuente-sumidero
(Storfer et al. 2010).

Como sistema de estudio para este trabajo se seleccion6 el anfibio urodelo
Salamandra salamandra o salamandra comun. Se trata de una especie con un area de
distribucibn muy amplia que se extiende por toda la region Paleéartica Occidental y en
la Peninsula Ibérica se encuentra presente en Galicia, la cornisa Cantabrica y todos
los Pirineos aungue también puede encontrarse en las sierras del Sistema Central, los
Montes de Toledo, Sierra Morena y las sierras Béticas. Con una gran diversidad
ecoldgica, podemos encontrarla hasta los 2.500 metros de altitud, y en algunas
poblaciones como las cantabricas combinan ovoviviparismo y viviparismo (Dopazo y
Alberch, 1994; Buckley y Alcobendas, 2002). A lo largo de su &rea de distribucion esta
especie presenta un alto grado de diversidad genética y una estructuracion espacial de
la misma compleja y altamente jerarquizada (con diversos linajes, clados y/o
poblaciones genéticas) (Steinfartz et al.,, 2004). Los linajes que confluyen en el
noroeste de la Peninsula Ibérica han recibido el reconocimiento como subespecies
distintas, aunque estudios de sistematica molecular han demostrado que no se tratan
de entidades monofiléticas, y en el norte peninsular se han agrupado en dos grupos
monofiléticos: el complejo fastuosa-bernardezi y gallaica-terrestris (Alcobendas et al.,
1994; Alcobendas et al., 1996; Buckley y Alcobendas, 2002). Por ello, si consideramos
la especie como tal, el area de distribucion es muy amplia, pero si consideramos el
nivel de linaje o subespecie nos encontramos con una situacion de areas locales muy
restringidas, lo que resulta en una mayor vulnerabilidad y mayor riesgo de extincion.
Este trabajo se realizara sobre poblaciones de las subespecies S. s. fastuosa
(Schreiber, 1912) y S.s. bernardezi (Wolterstorff, 1928) (complejo fastuosa-bernardezi
(Alcobendas et al., 1996) que incluye ademas la zona de ocurrencia de S.s.
alfredschmidti (Kdhler y Steinfartz, 2006), en cuya area de distribucion se ha
observado tanto la ocurrencia de viviparismo como la reproduccién con fase larvaria
acuatica.
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S. salamandra es una especie para la cual la mayor parte de estudios de
ecologia molecular que se han realizado se han hecho sobre las pautas de subdivisién
a escalas espaciales amplias, a nivel filogeogréafico (por ejemplo Alcobendas et al.,
1994; Veith et al., 1998; Steinfartz et al., 2000; Garcia-Paris et al., 2003) y no a nivel
de estructura genética a escala fina. A la hora de analizar la estructura de la diversidad
genética de una especie, es necesario relacionarlo con otros rasgos de su ecologia y
biologia, aspectos fundamentales que determinan la estructura, y que permiten evaluar
el estado de conservacion de una especie y los riesgos a los que puede verse
sometida.

S. salamandra presenta una gran diversidad ecoldgica, asi como variedad en
los modos de reproduccion, que permiten una menor dependencia de las masas de
agua para completar el ciclo vital, lo puede llevar a pensar en una ausencia de
estructura genética (hipotesis 1). Sin embargo, si tenemos en cuenta que los anfibios
urodelos presentan, por lo general, un comportamiento filopatrico y bajos niveles de
dispersién (Rebelo y Leclair, 2003), y que a lo largo del area de estudio encontramos
tres subespecies descritas, podriamos esperar encontrar una estructura genética bien
definida (hipétesis 2). Por otro lado, estudios con otras especies de anfibios (por
ejemplo Giordano et al., 2007) muestran la existencia de una correlacion negativa
entre la diversidad genética y la altitud debido sobre todo a los mayores niveles de
aislamiento a los que se ven sometidas las poblaciones en zonas mas altas, que
reducen las tasas de flujo génico y la conectividad entre ellas. Siguiendo este patrén
podemos esperar que las poblaciones estudiadas de S. salamandra situadas en zonas
mas bajas presenten unos niveles de diversidad genética mayores que aquellas
poblaciones presentes en zonas mas altas (hipoétesis 3).

Por ello, con el fin de dar respuesta a las cuestiones presentadas, en este
trabajo se plantean los siguientes objetivos: i) determinar la estructura genética a una
escala espacial fina, y la distribucién de la diversidad genética de las poblaciones de
Salamandra salamandra complejo fastuosa-bernardezi en la Cordillera Cantabrica
utilizando marcadores moleculares neutros y ii) identificar los aspectos topogréficos,
ecoldgicos y ambientales que pueden haber afectado a la conectividad de las
poblaciones, y por tanto, a su estructuracion.
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MATERIAL Y METODOS

Area de estudio y muestreo

En la franja norte de la Peninsula Ibérica existen cinco variantes de S.
salamandra: S. s. bernardezi, S.s. alfredschmidti (existe desacuerdo sobre su
categoria como subespecie), S. s. fastuosa y S.s. terrestris y S.s. gallaica. Siguiendo
esta sistematica, el area de distribucion de S. s. bernardezi se extiende por la parte
oeste de la Cordillera Cantabrica, desde la zona norte oriental de Galicia hasta la zona
mas occidental de Cantabria, englobando toda la provincia de Asturias (Thiesmeier y
Grosenbacher, 2004), mientras que la subespecie S. s. fastuosa se extiende desde la
zona central de Cantabria hasta la zona sur de los Pirineos occidentales (Garcia-Paris
et al.,, 2003). La distribucién de S.s.alfredschmidti conocida hasta el momento es
mucho mas restringida, habiendo sido detectada en los valles de Tendi, Color, Marea,
Llerandi, Fuensanta y Sierra del Sueve. Sin embargo, como se ha explicado
previamente, diversos estudios moleculares han agrupado estas subespecies en dos
grandes grupos taxondémicos: el complejo gallaica-terrestris y el complejo fastuosa-
bernardezi (Alcobendas et al.,, 1994, 1996), al cual pertenecen las poblaciones
muestreadas para este trabajo. Todas las poblaciones excepto una (Valdediezma, en
el extremo occidental de Cantabria) se encuentran dentro de los limites de Asturias.
Una parte de las mismas se localizan en la zona este de Asturias, dentro del Parque
Nacional de los Picos de Europa y las demas poblaciones se localizan méas hacia el
oeste y en zonas costeras (Figura 1). La Cordillera Cantabrica constituye un area de
estudio muy heterogéneo, con habitats muy diversos en cuanto a temperatura,
humedad, disponibilidad de lugares para la reproduccion, orientacién, frecuencia de
nevadas, grado de antropizacion etc., factores que pueden constituir barreras a la
dispersion afectando a la conectividad entre poblaciones, y por tanto favoreciendo la
diferenciacién entre poblaciones locales, bien por aislamiento o por la aparicién de
adaptaciones locales.

Se analizaron muestras de 224 individuos procedentes de 25 poblaciones y
recogidas entre 2007 y 2010. Estas poblaciones se encuentran distribuidas en un
amplio rango altitudinal (desde 60 hasta los 1850 m.s.n.m.) (Tabla 1), lo que implica
una gran heterogeneidad de ambientes de procedencia. Los muestreos se realizaron
mediante transectos, fundamentalmente durante la noche y en cada localidad se
recogieron todos los individuos detectados hasta un méximo de 50-75, aunque en
algunos puntos el numero de animales capturados y analizados fue mayor. En general,
los ejemplares capturados fueron trasladados al laboratorio, en donde se registré si
eran adultos o juveniles, el sexo, la masa (x 0,01 g), y si se ajustaban a alguna de las
variantes de coloracion descritas para S.s.alfredschmidti. Ademas, todos los
ejemplares fueron fotografiados en vista dorsal y cuidando de mantener el paralelaje
entre el plano del sensor y el plano de imagen. Para obtener material genético, de
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cada ejemplar se colecté una muestra de mucosa bucal o bien una muestra de tejido
de uno de los dedos de las patas posteriores.

Analisis de microsatélites

Extraccion de DNA y genotipado

Para la obtencion de DNA se utilizaron dos tipos de muestras: mucosa bucal y
tejido procedente de la parte apical de un dedo (Gonser et al., 1996). Para la
extraccion del DNA nuclear se utilizo el kit de extraccién de DNA E.Z.N.A. Tissue DNA
kit de OMEGA Bio-Tek. En el analisis de la estructura genética se utilizaron 9
microsatélites especificos de Salamandra salamandra (Steinfartz et al., 2004). (Tabla
2).

Figura 1:
Localizacion de las
25 poblaciones

analizadas en este
estudio. En el mapa
se indica cada
poblacién seglun su
cadino asionado.

Andlisis de la diversidad genética

Se llevd a cabo el andlisis de los estadisticos basicos para cada locus en el global de
los individuos muestreados, determinando el nimero de alelos por locus, el nUmero de
individuos en los que aparece, la heterocigosidad esperada (H.), la heterocigosidad
observada (H,) y el equilibrio de Hardy-Weimberg (HW) para cada uno, utilizando los
programas CERVUS 3.0 (Kalinowski et al., 2007) y GENEPOP v 4.2. (Raymond y
Rousset, 1995). Estos estadisticos también se calcularon para cada una de las
poblaciones geogréficas muestreadas, salvo para la poblacion de Mofetas (21) al
haberse capturado un unico individuo, de las cuales se determin6 la He, Ho, Nnimero
medio de alelos por locus (riqgueza alélica) y el coeficiente de endogamia (Fis) (Weir
and Cockerham, 1984), para calcularlo se utilizaron FSTAT v. 2.9.3 (Goudet, 1995,
2001), sin asumir equilibrio de HW, y GENETIX v. 4.05 (Belkhir et al., 2004). El
equilibrio de HW de cada poblacion se testé utilizando el software GENEPOP v 4.2.
(Raymond y Rousset, 1995), al no tener una idea previa de hacia qué direccion podia
existir un desplazamiento del equilibrio de HW, se analizaron las dos hipétesis
alternativas posibles, exceso y déficit de heterocigotos. La significacion de los
resultados se calcul6 utilizando el método de la cadena Markov (Guo y Thompson,
1992) con 5000 pasos de aleatorizacion y 1000 tandas de 10000 interacciones cada
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una. La rigueza alélica se ve especialmente afectada por el tamafio de muestra, lo
que dificulta la comparacion de resultados entre muestras de diferente tamafio (Leberg
2002), como es nuestro caso. Por ello, se utilizé el programa ADZE v 1.0. (Szpiech et
al., 2008), que aplica una correccion de los valores de riqueza alélica mediante
rarefaccion, una estandarizacion del nimero medio de alelos por locus respecto al
menor tamafio de muestra (Leberg 2002).

Para analizar si existe correlacion entre la altitud y la diversidad genética se
llevé a cabo una correlacion de Pearson empleando el paquete estadistico SPSS v.
18, entre la variable Altitud y las medidas de diversidad genética He, H,, riqueza alélica
y rigueza alélica corregida.

Anélisis de la estructura poblacional

Se utilizé el programa STRUCTURE v. 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) para inferir
el nimero de unidades genéticas diferenciadas (clusters) en los que podian agruparse
las 25 poblaciones estudiadas. Este software asume que hay un namero real de K
clusters, cada uno de los cuales se caracteriza por un conjunto de frecuencias alélicas
en cada locus, y asigna a los individuos analizados una probabilidad de pertenecer a
cada cluster utilizando el genotipo de cada uno de ellos en esos loci (microsatélites en
nuestro caso) mediante una aproximacién Bayesiana, sin conocimiento previo de
posibles afinidades entre poblaciones. El modelo utilizado busca equilibrio de HWE y
desequilibrio de ligamiento y trata de crear agrupamientos de poblaciones que, en la
medida de lo posible, no se encuentren en desequilibrio (Pritchard et al., 2000).
STRUCTURE nos proporciona el logaritmo de la probabilidad de los datos (Ln
Pr(X| K)) para cada uno de los valores de K, permitiendo el calculo del numero de
clusters mas probable.

8
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En STRUCTURE se utiliz6 el Admixture model que asume una potencial
mezcla ancestral entre los individuos, los diferentes locus se consideraron no ligados,
y las frecuencias alélicas correlacionadas. Se hizo un estudio preliminar, ejecutando el
programa con un valores de K entre 1, que seria el valor esperado si existiera una
conectividad total entre todas las poblaciones, hasta 15, un nimero de clusters que se
considero suficientemente alto (se podria haber utilizado K=25 como ndmero méaximo
de grupos, pero en observaciones previas se vio que con 15 era suficiente), para
estimar los valores de Ln Pr(X| K) tras un periodo de burn-in de 20.000 iteraciones
seguido de un periodo de estimacion de parametros de 20.000 MCMC iteraciones.
Tras estos andlisis preliminares, se confirm6 que un valor maximo de K=15 era
suficiente, ya que el Ln Pr(X| K) aumentaba rapidamente hasta valores de K de 6 u 8,
a partir de los cuales se estabiliza. A continuacién, se pasé a ejecutar el programa de
forma definitiva con valores de K entre 1 y 12, con 100.000 burn-in y 150.000
iteraciones MCMC, repitiendo cada una 20 veces y utilizando los mismos parametros
que en el ensayo preliminar.

En STRUCTURE, el numero real de poblaciones (K) se identifica a partir del
valor maximo de Ln Pr(X| K) que proporcionaba el programa, sin embargo, Pritchard et
al., 2000, advierten del caracter orientativo de este valor y exponen la dificultad de
estimar el verdadero valor de K y las dificultades a la hora de darle una interpretacion
biolégica a los resultados de STRUCTURE, especialmente en casos en los que, como
el nuestro, Ln Pr(X| K) aumenta conforme aumenta K, lo que puede llevar a
sobreestimar el nUmero de clusters genéticos. Por ello, para la determinacion del valor
de K se utilizé la comparacion del valor de Ln Pr(X| K) y la aproximacién propuesta por
Evanno et al. (2005), un método que busca un maximo no ambiguo en la distribucién
de AK (Evanno et al., 2005). Estos autores vieron que una vez que se alcanzaba el
valor de K real, el valor de Ln Pr(X| K) o bien se estabilizaba, o bien seguia
aumentando ligeramente, al mismo tiempo que aumentaba la varianza entre
simulaciones, por lo que estos autores desarrollaron la medida AK para ayudar a
determinar el nimero de clusters genéticos real. Aplicando el método de Evanno et al.,
2005 a estos resultados, calculando AK, podemos destacar el punto (valor de K) en el
que se rompe la tendencia de la curva de distribucién de los valores de Ln Pr(X| K),
constituyendo este el verdadero valor de K. Una vez identificado el nimero ‘real’ de
unidades genéticas a partir de los resultados de STRUCTURE, las poblaciones
geograficas se asignaron a un determinado cluster si su probabilidad de pertenencia
media al mismo era igual o superior al 70% (Zamudio y Wieczorek, 2007).

Aislamiento por distancia

Tanto para el célculo de las distancias genéticas entre pares de poblaciones
locales (Fs), como en los tests de Mantel para contrastar la hipoteis de aisalemiento
por distancia (IBD) se excluy6 la poblacion de Mofietas (21), porque sélo contenia un
individuo muestreado.

Para determinar el grado de diferenciacion genética entre poblaciones se
calculd el Fy (Weir y Cockerham, 1984) por pares de poblaciones utilizando el
programa FSTAT v. 2.9.3 (Goudet, 1995, 2001), y la significaciébn se determiné
mediante la aplicacién de la correccion secuencial de Bonferroni (Rice 1989).
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Se analizé la correlacion existente entre la distancia genética entre poblaciones
(Fs) vy la distancia geogréfica entre las mismas, que se calculé utilizando la aplicacion
web Iberpix del Instituto Geogréafico Nacional (Ministerio de Fomento), en busca de
patrones de aislamiento por distancia (IBD). Para ello se llevaron a cabo varios test de
Mantel a diferentes niveles utilizando la interfaz web de IBD (IBSWS) (Jensen et al.,
2005), con 10.000 aleatorizaciones en cada andlisis. Dado que los patrones de
aislamiento por distancia puede darse sélo a determinadas escalas dependiendo de
otros factores que pueden estar implicados en un proceso generador de estructura
espacial en la diversidad genética de una especie (p.e., existencia de barreras que
reducen significativamente el flujo génico), la hipétesis de aislamiento por distancia se
contrasto a diferentes escalas y para diferentes zonas delimitadas dentro del area de
estudio, que se agrupan en 4 niveles: el Nivel 1) que agrupa i) total, el area ocupada
por todas las poblaciones analizadas; Nivel 2), que incluye i) las poblaciones de la
zona occidental y central (comprendidas todas ellas entre el rio Navia y el extremo
oeste de la Sierra de Cuera) y ii) las poblaciones de la zona central y la zona oriental
(incluyendo las poblaciones comprendidas entre el valle de Marea hasta las
localizadas en torno al rio Cares); el Nivel 3, con i), ii) y iii), englobando el area de
cada uno de los clusters principales (occidental, central y oriental, respectivamente),
incluyendo, cuando la delimitaciéon de la zona lo requeria, las poblaciones cercanas;
por ultimo, el Nivel 4, con i) las poblaciones comprendidas entre los rios Sella y Cares,
dos posibles barreras geogréficas a la dispersién, a continuacion, para determinar la
existencia de otras posibles barreras a la dispersion se buscaron patrones de
aislamiento por distancia a ambos lados del rio Sella, un gran rio que se localiza
aproximadamente en el punto de segregacion de los clusters central y oriental, ii) las
poblaciones al oeste del Sella y iii) las poblaciones al este del Sella. Y por dltimo,
dentro del Nivel 4, iv) se testo a la escala que incluye todas las poblaciones al este del
rio Nalén, otra potencial barrera geogréfica.
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RESULTADOS

Diversidad genética

Cuando testamos el equilibrio de HW, al utilizar como hipoétesis alternativa un
exceso de heterocigotos las 24 poblaciones se encontraron en equilibrio (datos no
mostrados). Sin embargo, cuando la hipétesis alternativa era un defecto de
heterocigotos, en 13 de las 24 poblaciones se observo una desviacion respecto al
equilibrio de HW, lo que denota que en estas poblaciones aparece un menor nimero
de heterocigotos de los que se cabria esperar si estuvieran en equilibrio (Tabla 1).
Este hecho se corrobora con los valores del coeficiente de endogamia, Fi, el cual
varia desde -0,12 en la poblacion de La Viliella (5) hasta 0,364 en la poblacién La
Huesera (16). Para las 24 poblaciones para las que se calcul6 el Fis, y tras aplicar el
ajuste de Bonferroni, sélo 5 presentan valores positivos significativos del mismo:
Sueve (12), Fuensanta (15), Mafiangas (18), Pimiango (23) y Valdediezma (24),
indicando que en esas poblaciones existe un defecto de heterocigotos por endogamia
(Tabla 1).

Las Tablas 1y 2 recogen también los estadisticos genéticos basicos para cada
poblacion y para cada locus, respectivamente. El nUmero de alelos por locus va desde
9 alelos para el locus Sal23 hasta 44 alelos para el locus Sal3. Dentro de las
poblaciones, el nimero medio de alelos por locus varia desde 2,67 hasta 9,22. Al
considerar la riqueza alélica corregida respecto al tamafio de muestra por rarefaccion
respecto a la poblacion con menor nimero de individuos genotipados (N=2), el rango
de riqueza alélica oscila entre 1,57 para la poblacién de Fario (14) y 1,85 para la
poblacion de Sueve (12).

La heterocigosidad esperada (He)varia en un amplio rango, desde 0,48 hasta
0,81. Sin embargo las 7 poblaciones con la heterocigosidad esperada mas baja (0,48-
0,64) presentan un tamafio de muestra muy pequefio (un Unico individuo las tres con
menor He y 3 0 4 individuos las seis siguientes), lo que podria explicar esos valores de
He tan bajos. Por lo tanto, si no consideramos estas nueve poblaciones, el rango de
heterocigosidad se reduce (0,69-0,81). La heterocigosidad observada (H,) sin
embargo, presenta un rango menor (0,45-0,78) considerando todas las poblaciones, y
las que menor heterocigosidad presentan no coinciden con las que tienen un menor
tamafo muestral como es el caso de la H..

El test de correlacion de Pearson muestra la existencia de una correlacién
negativa significativa entre la altitud y la H. y riqueza alélica (r=-0,587, p=0,002; r=-
0,517, p=0,008 respectivamente), mientras que la H, y la riqueza alélica corregida no
muestran valores significativos (r=-0,076, p=0,720; r=-0,260, p=0,219).
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Estructura poblacional

Los resultados obtenidos con STRUCTURE muestran que el valor de Ln
Pr(X| K) aumenta hasta un valor de K=8, a partir del cual se estabiliza (Figura 2a). En
nuestro caso, el maximo valor de AK vemos que se alcanza en K=3 (Figura 2b), es
decir, se diferencian 3 unidades genéticas en los que se pueden agrupar las
poblaciones originales (Figura 3b). Las poblaciones asignadas a cada cluster puede
verse en la Figura 4. Esta asignacion de las poblaciones originales a cada cluster se
realizo utilizando como criterio que la asignacion media de cada poblacién (en las 20
repeticiones) a uno u otro cluster fuera igual o mayor al 70%.

Una vez clasificadas las poblaciones se pasoé a estudiar como se distribuia esta
diversidad genética en el espacio (Figura 4) y se vio que la diversidad genética entre
las poblaciones se repartia en tres grandes zonas: poblaciones de la zona occidental
(W), de la zona central (C) y de la zona oriental (O) del area de estudio. Sin embargo,
encontramos algunas poblaciones que no se asignan de forma mayoritaria a una
unidad genética en particular, constituyendo poblaciones mezcladas de los tres
grandes grupos genéticos identificados.

Las medidas de diversidad genética para los diferentes clusters se evalud
calculando la media de los diferentes valores de diversidad genética (He, Ho, riqueza
alélica y riqueza alélica corregida) de todas las poblaciones asignadas a cada cluster
(Tabla 3). La unidad genética Central es la que mayor diversidad genética presenta en
cuanto a H. y riqueza alélica (tanto normal como corregida respecto al tamafio de
muestra).

Aislamiento por distancia

La distancia genética por pares de poblaciones medida mediante los valores de
Fs abarca un rango desde la menor distancia O entre las poblaciones de Sueve (12) y
Vegarredonda (25) valor que no resulta significativo, hasta la mayor de 0,2589 entre
las poblaciones de Oviedo (2) y Fario (14). Tras un ajuste de Bonferroni secuencial
para evaluar la significacion de los valores de Fst obtenidos, resultaron significativos
188 de las 276 comparaciones por parejas realizadas (Tabla 4).
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Al analizar la correlacion entre la distancia genética y geogréfica entre las 24
poblaciones estudiadas (menos Mofietas), encontramos que los test de Mantel
presentan, aunque baja, una correlacion significativa positiva (r=0,2929, p-
valor=0,0374) (TABLA 6). De la misma manera, cuando reducimos la escala, vemos
que existe una correlacion significativa cuando consideramos juntas las poblaciones
occidentales y centrales, asi como las centrales y orientales. Sin embargo, cuando se
analiza el patrén de aislamiento por distancia a nivel de las poblaciones orientales y
occidentales por separado, no existe una correlacion significativa. Por el contrario, a la
escala de la poblacion central, ésta presenta la mayor correlacién positiva significativa
de todos los andlisis realizados (r=0,4832, p-valor=0,0288). Los test de Mantel
realizados con las poblaciones situadas a uno y otro margen del rio Sella no aportaron
una correlacion significativa, asi como tampoco aparece dicha correlacion en el grupo
de poblaciones que se localizan entre el rio Cares y el rio Sella. El test llevado a cabo
con todas las poblaciones al este del Nalén, indica la presencia de un patrén de
aislamiento por distancia al este de dicho rio. (Tabla 5)
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DISCUSION

Las poblaciones cantabricas de Salamandra salamandra analizadas en este
estudio presentan una estructuracion de su diversidad genética a la escala
considerada, diferencidndose claramente tres grandes unidades genéticas o clusters,
que presentan una correspondencia geogréfica, pudiendo distinguir una unidad
genética Occidental (W), una Central (C) y una Oriental (O). Aparece también un
conjunto de poblaciones mezcla de los tres grandes grupos definidos que aunque no
constituye una unidad genética diferenciada, sino una serie de poblaciones con una
estructura genética intermedia entre las unidades bien definidas, en adelante en esta
discusion la denominaremos grupo Mixto (M). Si tenemos en cuenta que en la zona
central del norte peninsular, correspondiente a nuestro area de estudio, confluyen los
tres linajes o subespecies anteriormente descritos y la distribucién hasta ahora
conocida de los mismos, se puede pensar en una correspondencia entre dichos
linajes con los grandes grupos genéticos delimitados. Es decir, si consideramos que
las poblaciones agrupadas en el cluster occidental pertenecen a la subespecie S. s.
bernardezi (localidad tipo: Oviedo), la diferenciacion que presentan respecto al grupo
genético del extremo oriental del &rea de muestreo, y la coincidencia de esta zona con
el limite de distribucién de la subespecie S.s. fastuosa (clasicamente definida desde la
zona occiedental de Cantabria hasta la vertiente suroriental de los Pirineos), se podria
concluir que esta diferenciacion refleja la zona de contacto entre ambas, pudiendo
tratarse de poblaciones puras de la subespecie fastuosa o bien, de una zona hibrida
entre ambas, ya que en otros estudios se observd que la zona de contacto de ambas
subespecies es bastante difusa, con unos limites poco claros (Garcia-Paris et al.,
2003). Aunque a nivel molecular, Alcobendas et al. (1994, 1996) propusieron,
mediante un andlisis de aloenzimas, la existencia de una baja diferenciacion genética
entre estas dos subespecies, ambas viviparas, pudiendo agruparlas en el complejo
fastuosa-bernardezi, los andlisis de DNA mitocondrial (mtDNA) llevados a cabo por
Dopazo et al. (1998), muestran una clara diferenciacion dentro del complejo fastuosa-
bernardezi

Por otro lado, las poblaciones que se incluyen en el cluster central coinciden
con el area de distribucién descrita del linaje alfredchmidti. Ademas, en seis de las
ocho poblaciones incluidas en este grupo (excepto en Zardén (11) y Jolagua (17)), se
ha encontrado el patron de coloracion caracteristico de alfredchmidti. Las dos
poblaciones asignadas al cluster central y en las que no se ha detectado el fenotipo
alfredchmidti se encuentran situadas al este del rio Sella, que podria constituir una
importante barrera geogréfica, sin embargo, las poblaciones incluidas en este cluster
presentan una patron significativo de aislamiento por distancia, que no existiria si el rio
Sella constituyera una verdadera barrera a la dispersion (Pope et al., 2006). Por el
contrario, Fuensanta (15), se trata de una poblacién que no se asigna al cluster
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central con mas de un 70% de probabilidad, pero en la que aparece el fenotipo
alfredchmidti, sin embargo, su porcentaje de asignacion a la agrupacion central es de
casi el 50% y méas de un 30% a la unidad genética occidental, pudiendo constituir una
zona hibrida de ambos linajes.

Esta estructura se refuerza si nos fijamos en la agrupacion de poblaciones con
un K=2 (Figura 3a). Vemos que cuando asumimos este numero de poblaciones existe
una estructuracion genética clara de las poblaciones geogréficas, por un lado las
poblaciones Occidentales y Orientales se engloban dentro de la misma unidad
genética, y por otro, las poblaciones Centrales constituyen otra unidad diferenciada de
la primera. Ademas continlia apareciendo un grupo de poblaciones con una estructura
intermedia a ambas unidades genéticas. De la misma manera, cuando aumentamos el
valor de K hasta K=4 (Figura 3c) vemos que el grupo occidental se divide en dos,
sugiriendo la existencia de una estructura genética a menor escala dentro de este
cluster, mientras que el grupo Central y Oriental se mantienen diferenciados, ademas
de las diversas poblaciones con una asignacion considerable a varios clusters
genéticos. La existencia de una estructura de la diversidad genética definida incluso
con altos valores de K (Figura 3d-g), es indicativo de que en un estudio a una escala
mas pequenfia, seria posible encontrar un alto grado de estructuracién genética de las
poblaciones de S. salamandra. Destaca el caso de la unidad genética formada por las
poblaciones de Color (6), Tendi (7) y Llerandi (8), tres poblaciones en las que aparece
el lingje alfredchmidti, que ya aparece con un K=2 y se mantiene diferenciada del resto
incluso hasta valores de K=8.

La existencia de zonas mixtas 0 zonas de mezcla, es decir, poblaciones o
grupos de poblaciones donde se observa la confluencia de diferentes grupos
genéticos, es otro aspecto importante de la estructura genética de S. salamandra en la
Cordillera Cantabrica. En nuestro caso podemos distinguir un nacleo de poblaciones
mixtas, que no se asigna a ninguno de los tres clusters de forma mayoritaria, y que se
localizan, genética y geograficamente, entre los grandes grupos central y oriental. La
hibridacion entre taxones divergentes (ya sean, en nuestro caso, bernardezi-fastuosa o
bernardezi-fastuosa-alfredschmidti) a lo largo de sus limites de distribucion es
relativamente frecuente, lo que favorece la introgresion de variaciébn genética, que
suele resultar en un aumento de la variabilidad dentro de las poblaciones, con una
menor diversidad dentro y entre los grupos considerados (Wake 1997). La existencia
de poblaciones mixtas es indicativo de que aunque existe cierta estructuracion, no se
trata de una estructura genética muy extrema, lo que hace pensar que la fenologia de
reproduccidon no constituye una barrera para el flujo génico entre las diferentes
poblaciones muestreadas.

Sin embargo, a la hora de interpretar estos resultados, es conveniente tener en
cuenta en todo momento, que la efectividad de la asignacién a una u otra poblacion
depende de una serie de factores, incluyendo el numero de individuos, el nimero de
loci analizados, el grado de mezcla entre las poblaciones, y la amplitud de las
diferencias en frecuencias alélicas entre las poblaciones (Pritchard et al., 2000), por lo
que si se aumentara el numero de individuos muestreado en algunas poblaciones o los
loci analizados, ciertas poblaciones podrian resultar asignadas de forma diferente a la
que aqui observamos.
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Los test de Mantel llevados a cabo evidencian la existencia de un patron de
aislamiento por distancia en todo el area de estudio, asi como a una menor escala, en
su mitad oriental y occidental. En cuanto a la diversidad genética que encontramos en
las tres grandes unidades genéticas en las que se dividen las poblaciones cantabricas
estudiadas vemos que las poblaciones del cluster Central son las que presentan una
mayor diversidad genética media (He, riqueza alélica y riqueza alélica corregida), que
se corresponde geograficamente con el area de distribucién de S. s. alfredchmidti. A
este grupo le sigue el cluster Occidental, y la menor diversidad genética la presenta el
cluster Oriental.

La existencia de diferencias en la diversidad genética de las poblaciones de S.
salamandra puede deberse a varias causas. Por un lado, en este trabajo se encontré
gue se produce una diminucion de la diversidad genética a medida que aumenta la
altitud, patréon que coincide con los resultados obtenidos por Giordano et al. (2007)
para la especie Ambystoma macrodactulym. Los anfibios son un grupo particularmente
sensible a los efectos de la altitud y la topografia (Spear et al., 2005; Giordano et al.,
2007; Alvarez et al., 2011), ya que los anfibios en general (Palo et al., 2004), y los
urodelos en particular (Smith y Green, 2005) presentan unas tasas de dispersion
bajas. S. salamandra no es una excepcion, presentando ademas una marcada
tendencia filopatrica, especialmente a partir del inicio de la etapa adulta reproductora
(Rebelo y Leclair, 2003). Esta baja vagilidad hace que diversos atributos geogréficos,
como las clinas altitudinales, u otras caracteristicas del paisaje, como la proporcion de
habitat favorable, el caracter de la matriz o los tipos de uso del suelo (Ray et al., 2002)
determinen el grado de aislamiento de una poblacién. Giordano et al. (2007)
observaron que los niveles de flujo génico entre las poblaciones de A. macrodactulym
situadas a mayor altitud eran menores que los de las poblaciones localizadas en zonas
mas bajas, y como consecuencia de este aislamiento, la diversidad genética dentro de
las poblaciones de altitud era menor. Al mismo tiempo que disminuye la diversidad
genética se produce un aumento de la diferenciacion poblacional ya que las diferentes
condiciones locales que se dan a lo largo de un gradiente altitudinal ejercen una
presion selectiva en las poblaciones, llevando a una diferenciacion local de las
mismas. Si en estas poblaciones el flujo génico esta restringido, como es el caso de
las poblaciones de altitud, el grado de diferenciacion entre ellas sera mayor. En el
caso del cluster Oriental tres de sus poblaciones se encuentran en los Picos de
Europa, una region montafiosa con grandes desniveles, ademas de la presencia en su
area de distribucion de grandes rios como el Cares y el Sella, es decir, caracteristicas
del terreno que pueden constituir barreras geograficas importantes. Aunque no hay
datos suficientes para identificar dichas barreras a la dispersion, la ausencia de un
patron de aislamiento por distancia en estas poblaciones sugiere la existencia de las
mismas.

Por su parte, el area de las poblaciones del cluster Occidental se encuentra
atravesado por dos rios muy caudalosos, el Nal6n y el Narcea, que se podrian
considerar potenciales barreras a al flujo génico. En este caso el patrén de aislamiento
por distancia que se detecta es apenas significativo, artefacto quizas causado por el
namero de poblaciones testadas, pero que si tomamos como valido indica la ausencia
de importantes barreras a la dispersion. Por ultimo, las poblaciones pertenecientes al
grupo central se distribuyen por una zona en la que apenas existen barreras
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geograficas importantes, aspecto que puede favorecer la conectividad entre
poblaciones y por tanto explicar los niveles de diversidad genética que presenta, asi
como al marcado patrén de aislamiento por distancia encontrado.

Otra de las causas que puede originar una disminuciéon en la diversidad
genética de las poblaciones es la reciente colonizacién por parte de la especie de
nuevas regiones a partir de refugios en periodos glaciares (Pope et al., 2006). Los
cambios climéticos que se produjeron en el Pleistoceno, provocaron la existencia de
glaciares por encima de los 750 metros de altitud en la region donde se localizan las
poblaciones viviparas de S. salamandra, sin embargo las caracteristicas del terreno
pudieron permitir la supervivencia de pequefas poblaciones aisladas en las zonas
costeras, o0 en valles profundos (Garcia-Paris et al., 2003), a partir de las cuales se
produjo una expansion del area de distribucién. Por lo tanto, la baja diversidad
genética que encontramos en las poblaciones altas podria deberse a una reciente
colonizacioén de estas regiones.

Por otro lado, el hecho de que la H, no se encuentre correlacionada de forma
significativa con la altitud puede deberse a que 13 de las 24 poblaciones presentan
una desviacion respecto al equilibrio de HW, con un defecto de heterocigotos, es decir,
unos niveles de homocigosis mayores de los esperados en una poblacion en equilibrio,
lo que puede distorsionar la correlacién con la altitud. En el caso de la rigueza alélica
corregida, el ajuste por rarefaccién se realiz6 sobre un tamafio de muestra de N=2, un
tamafio que, aunque corregido, puede resultar no tan informativo como se desearia
debido al pequefio tamafio de muestra utilizada en la correccién.
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CONCLUSIONES

S. salamandra es una especie con una elevada diversidad intraespecifica que
se ve reflejada en la estructura de la diversidad genética que existe en sus
poblaciones. A la escala estudiada aparece una estructuracion clara de su diversidad,
diferenciandose tres grandes bloques genéticos en el &rea de estudio, y existen
evidencias de una alta estructuracion genética a menores escalas. La estructura
genética de las poblaciones va a depender de diversos factores, siendo de especial
importancia la conectividad entre las mismas a través del movimiento de individuos.
Estas tasas de flujo génico determinaran, no sélo la estructura genética de las
poblaciones de S. salamandra, sino también los niveles de diversidad genética dentro
de ellas, y ademas se veran afectadas por diversos factores ambientales y
topogréficos como la naturaleza de la matriz de habitat, la orografia o la existencia de
accidentes geograficos importantes. Estos seran por lo tanto algunos de los elementos
que determinen el grado de conectividad entre las poblaciones de especies con una
baja capacidad de dispersién como es la salamandra comun, y en consecuencia, su
estructura genética. Por otro lado, el estudio de esta estructuracion de la diversidad
también puede ayudarnos en la identificacibn de las Unidades Evolutivas
Significativas.
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