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La tesi forma part d'un projecte més ampli sobre I'estudi evolutiu de sargantanes del
genere Podarcis (Wagler, 1830), amb especial referéncia a poblacions insulars. Aquest
genere esta constituit per un grup divers de reptils que ha evolucionat diversificant-se
a la Mediterrania. Les especies del genere Podarcis mostren una espectacular diversitat
fenotipica. A nivell de coloraci6 a diferents illes podem trobar poblacions totalment
melaniques, uniformement verdes o marrons, inclts coloracions intermedies, no estant
resolts els possibles mecanismes causants.

El genere Podarcis inclou diversos endemismes insulars, per exemple a Corsega
i Sardenya trobem Podarcis tiliguerta i a les Illes Balears, P. lilfordi i P. pityusensis. La
conca mediterrania és considerada un hotspot o punt calent de biodiversitat, per I’elevat
nombre d’especies endemiques existents. Per aix0, sén regions molt interessants per
estudiar i aplicar estrategies de conservacid, necessaries tenint en compte la reduccié
i/o degradacié d’habitats. Per aquesta finalitat coneixer la historia evolutiva de les
especies que hi viuen és imprescindible.

Aquesta tesi se centra en l'estudi, a nivell molecular, del canvi evolutiu de
diverses especies de Podarcis d’aquesta regid. Recentment alguns autors han qtiestionat
que s’utilitzi com a tinic marcador I’ADN mitocondrial (ADNmt), emprat ampliament
per aquest tipus d’estudis, ja que sols representa una petita part de I'evolucié. Es, per
tant, recomanable emprar diversos marcadors moleculars, aixi I'ts conjunt d”ADNmt i
marcadors nuclears permet obtenir resultats més consistents.

En la tesi s’analitza la variabilitat que presenten distints gens nuclears amb
I'objectiu d’estudiar la historia evolutiva d’algunes especies d’aquest genere; més
concretament s’aprofundeix en el coneixement de dues qiiestions evolutives en base als
canvis en la seqiiencia dels exons dels segiients gens: MCIR, RAG1, APOBE28, BLCIL,
KIAA2018 i KIF24. Aquests canvis es correlacionen amb els de I’ADNmt en les mateixes
poblacions.

i) Factors que determinen el melanisme en poblacions insulars

S’han estudiat poblacions de Podarcis lilfordi i P. pityusensis, especies amb una gran
diversitat de coloracions. Per tal de relacionar canvis en el genoma amb el melanisme
es va estudiar la variabilitat de la seqiiencia de I’'MCIR (gen implicat en la pigmentacio
a altres especies). Els resultats van mostrar que mutacions en aquest gen no estan
lligades al fenotip melanic, i tampoc a les altres coloracions estudiades. Per aixo,
posteriorment es va analitzar si canvis d’expressié a ' MCIR en serien els responsables,
pero no es va detectar cap canvi significatiu.

Es va analitzar també el perfil d’expressid de tot 'exoma d’individus melanics i
no melanics de dues poblacions de P. lilfordi. Dels resultats destacar aquestes
diferencies: els individus no melanics presentaven una major expressié de gens
implicats en la resposta a 1’estres, mentre que els melanics mostraren una major taxa
metabolica i un increment de la resposta inflamatoria enfront d’antigens exogens.



Donat que cap de les vies esta relacionada directament amb el procés de melanogenesi,
altres gens deuen ser els responsables del melanisme.

if) La filogenia i filogeografia de diverses especies endemiques

S’ha determinat la filogeografia de P. tiliquerta datant els principals successos
cladogenetics a partir del seu origen fa uns 11 milions d’anys. Els resultats s’han
comparat amb els de ’ADNmt, i mostren que en ambdds marcadors hi ha un gran
nivell de diversitat especialment entre 1’illa de Sardenya i Corsega, cosa que permet
considerar que a nivell genetic podrien ser considerades dues especies distintes
(separades fa uns 9,5 Ma).

També s’ha estudiat les Podarcis de l'arxipelag de les Columbretes (est
d’Espanya). L’especie, sense assignacié taxonomica clara, previament considerada P.
atrata i subespecie de P. hispanica. A través dels gens nuclears i mitocondrials s’ha
intentat definir les relacions filogenetiques. Els resultats indiquen que estan més
properes al nou taxo P. liolepis.
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RESUMEN DE LA TESIS DOCTORAL

La tesis forma parte de un proyecto mas extenso sobre el estudio evolutivo de las
lagartijas del género Podarcis (Wagler, 1830), haciendo especial énfasis en poblaciones
insulares. Este género esta formado por un grupo diverso de reptiles que evolucion6
diversificindose en el Mediterraneo. Las especies del género Podarcis muestran una
espectacular variabilidad fenotipica. En diferentes islas, a nivel de coloracion,
encontramos poblaciones totalmente meldnicas, uniformemente verdes o marrones, e
incluso coloraciones intermedias, permaneciendo atun desconocidos los posibles
mecanismos causantes.

El género Podarcis engloba diversos endemismos insulares, como Podarcis
tiliguerta de Corcega y Cerdefia y P. lilfordi y P. pityusensis de las Islas Baleares. El
Mediterraneo se considera un hotspot, o punto caliente de biodiversidad, debido al
importante nimero de especies endémicas. Consecuentemente son regiones muy
interesantes para estudiar y aplicar estrategias de conservacion, necesarias teniendo en
cuenta la reducciéon y/o degradacion de hdbitats. Para este fin, es imprescindible
conocer la historia evolutiva de las especies que viven alli.

Esta tesis se centra en el estudio, a nivel molecular, del cambio evolutivo de
diversas especies de Podarcis de esta region. Recientemente algunos autores cuestionan
el ADN mitocondrial (ADNmt) como tnico marcador, ya que solo representa una
pequefia parte de la evolucion. Por consiguiente, se recomienda utilizar diferentes
marcadores, asi el uso del ADNmt junto a marcadores nucleares permite conseguir
unos resultados mas robustos.

En la tesis se analiza la variabilidad de diferentes genes nucleares con la
finalidad de estudiar la historia evolutiva de algunas especies de este género;
centrandose en dar respuesta a dos preguntas evolutivas en base a cambios en la
secuencia de los exones de estos genes: MCIR, RAG1, APOBE28, BLCIL, KIAA2018 y
KIF24. Estos cambios se relacionan con los del ADNmt en las mismas poblaciones.

i) Factores que determinan el melanismo en poblaciones insulares

Se han estudiado poblaciones de Podarcis lilfordi y P. pityusensis, especies con una
amplia diversidad de coloraciones. Con el fin de relacionar cambios en el genoma con
el melanismo, se estudio la variabilidad de la secuencia del MCIR (gen implicado en la
pigmentacién en otras especies). Los resultados mostraron que mutaciones en este gen
no estaban relacionadas con el fenotipo melanico, y tampoco con las otras coloraciones
estudiadas. Por eso se analiz6 si variaciones de expresion en el MCIR eran las
responsables, aunque no se detectd ningtin cambio significativo.

También se analiz6 el perfil de expresion del exoma de individuos melanicos y
no meldnicos de dos poblaciones de P. lilfordi. Los resultados indicaron diferencias,
destacando que los individuos no melanicos mostraban una mayor expresién de genes
implicados en la respuesta frente a el estrés, mientras que los melanicos presentaban



una mayor tasa metabolica y un incremento de la respuesta inflamatoria frente
antigenos exdgenos. Dado que ninguna de las vias esta relacionada directamente con la
melanogénesis, otros genes deben ser responsables del melanismo.

if) La filogenia y filogeografia de diversas especies endémicas

Se determind la filogeografia de P. tiliguerta datando los principales eventos
cladogenéticos desde su origen hace unos 11 millones de afios. Los resultados se
compararon con los del ADNmt, indicando en ambos marcadores una elevada
diversidad, especialmente entre la isla de Cerdefia y Corcega, lo que indica que a nivel
genético podrian ser consideradas dos especies distintas (separadas hace unos 9,5 Ma).

También se estudio la especie Podarcis del archipiélago de las Columbretes
(este de Espana). La especie no presenta una taxonomia clara (previamente fue
considerada P. atrata y una subespecie de P. hispanica). Para definir sus relaciones
filogenéticas se utilizaron genes nucleares y mitocondriales. Los resultados indicaron
que estas poblaciones de Columbretes estan mas proximas al nuevo taxén P. liolepis.
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DOCTORAL THESIS ABSTRACT

This thesis comprises part of a wider project that addresses the evolution of
Mediterranean lizards of the genus Podarcis (Wagler, 1830), and is mainly focused on
insular populations. This genus is widespread across the Mediterranean basin. They
exhibit a great intraspecific variability in morphological traits. In particular, melanic
and non-melanic populations (which are completely green or brown, and/or with
intermediate coloration) are found on different islands. The causes for this variability
remain unknown.

The Podarcis genus contains various insular endemism such as Podarcis tiliguerta
from Corsica and Sardinia islands, and P. lilfordi and P. pityusensis from the Balearic
archipelago. The Mediterranean basin is considered a biodiversity hotspot due to the
presence of an exceptional number of endemic species and Podarcis provides an
important component of this biodiversity. It can provide information on the effects of
fragmentation and/or degradation of habitat. Analyses of Podarcis also have important
implications for conservation of the group itself: understanding the evolutionary
framework provides a basis for future conservation actions.

The present thesis is focused on the molecular study of the evolution of several
Mediterranean Podarcis. It aims to build on and extend previous studies that made
evolutionary inferences from just the mitochondrial DNA. This is achieved by
analysing several nuclear markers (MCIR, RAG1, APOBE28, BLCIL, KIAA2018 and
KIF24) in combination with mtDNA data.

The main aim is to address two important evolutionary questions:
i) Factors determining melanism in insular populations

P. lilfordi and P. pityusensis present an important colour variation and polymorphism in
the MCIR gene has been related to pigmentation in other species. Therefore, the
relationship between DNA substitutions and melanism in different populations was
studied. We did not detect any differences in the MCIR sequence that we analysed and
so this sequence does not appear to be the basis of the colour variation in these Balearic
Podarcis.

Differences in gene expression were also compared between melanic and non-
melanic individuals, but no differences that were directly related to MCIR expression
were detected. Nevertheless, the transcriptome profiles of melanic and non-melanic
individuals from two populations of P. lilfordi did show some differences. The main
differences found between the two groups were: non-melanic samples showed over-
expression of stress-response genes, while melanic individuals had higher metabolic
rates and an increased inflammatory response to exogenous antigens. Despite finding
differences in expression, our study was unable to reveal major insights into the
genetic basis of melanism in these island lizards.
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ii) Phylogeny and phylogeography of different endemic species.

This work contributes important findings relevant to the systematics and evolution of
the species P. tiliguerta endemic to Corsica and Sardina. Using Bayesian phylogenetic
dating, we determined that this species originated ~11 Ma ago. Both markers (nuclear
genes and mtDNA) showed a high level of intraspecific divergence, especially between
Corsica and Sardinia. Ancient divergence (which was estimated at 9.5 Ma ago) and
associated high levels of between-island lineage sorting in nuclear markers support the
view that Corsican and Sardinian populations should be recognized as two different
species.

Podarcis were also studied from the Columbretes archipelago, a small island
group off the coast east of Spain. Populations were previously recognized as a
subspecies of P. hispanica or as P. atrata species. However, the suitability of this
taxonomic designation has been made unclear by recent systematics studies of Podarcis
that have led to major taxonomic changes. We used nuclear and mitochondrial genes to
define their phylogenetic relationships. Columbretes populations were found to be
most closely related to the new taxon P. liolepis.
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LLISTA D’ABREVIATURES

aa Aminoacid

ACTB Gen de la 3-actina

ACTH Hormona adrenocorticotropiques

ADN/DNA Acid desoxiribonucleic
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1.1. BIOGEOGRAFIA DE LA MEDITERRANIA

La biogeografia, que estudia la distribuci6 geografica dels organismes, és indispensable
en lestudi evolutiu de qualsevol espeécie. Arees com lecologia i la historia
biogeografica estan absolutament lligades (Posadas et al. 2006), ja que ambdues
disciplines tenen el mateix objectiu: entendre la distribucio de les especies en funcié del
temps i l'espai (Crisci et al. 2006).

En general, els patrons biogeografics son conseqiiencia de processos geologics i
ecologics que afecten la dispersio a diferents escales espacials i temporals. Fets
geologics a gran escala, com la deriva continental, la formacié de muntanyes i canvis
en el nivell del mar, han tingut una gran influencia en les distribucions geografiques
dels organismes. Encara que els seus efectes també son regulats per limitacions
ecologiques que afecten la dispersio (Wiens i Donoghue 2004).

Un major coneixement de les arees ancestrals per un taxd és una part important
de l'estudi de la historia natural d'un grup concret (Posadas et al. 2006). La distribucio6
actual de les especies (i la seva historia evolutiva) esta molt influida per la historia
geologica de 'entorn geografic en el qual es troben, sobretot per aquells factors que son
susceptibles de crear barreres en la progressio o colonitzacié d’una especie (Barbadillo
et al. 1997). El lloc on viu un determinat clade ve condicionat per: i) el ninxol ecologic
ancestral del clade, ii) el punt inicial per la dispersi6é geografica, iii) les limitacions de
dispersio degudes a altres especies i condicions abiotiques, entre d’altres (Wiens i
Donoghue 2004). Amfibis i reptils son organismes ideals per analitzar la biogeografia ja
que les seves poblacions no han sofert extincions intenses i presenten una reduida
capacitat per superar les barreres marines. Les filogenies son una eina amb un us a
alca, ja que sén molt tutils en la reconstruccié de la historia evolutiva de grups amb
escas registre fossil (Pleguezuelos et al. 2008).

La historia geologica, biogeografica, ecologica i també la historia humana, han
contribuit a la gran diversitat biologica i cultural que presenta la Mediterrania. La
recerca ecologica i el descobriment d’especies en aquesta regié han estat profundament
revisades per destacats cientifics (Riedl, Margalef i Hofrichter, entre d’altres), sobretot
la regio oest de la Mediterrania (Coll et al. 2010). El paisatge de diverses arees de la
Mediterrania (destacant el sud-est d’Espanya, Grécia i nord-Africa), indiquen que la
interaccié entre clima, topografia, caracteristiques del sol i l'activitat humana han
conduit a curt i mig-termini a la no sostenibilitat. La presencia d'un considerable
nombre d’especies endemiques dificulta, després de pertorbacions, retornar a 'estat
inicial o natural (Garcia-Ruiz et al. 2013).

La biodiversitat global s’esta veient drasticament reduida degut a nombrosos
canvis en el medi, per tant, sén necessaries noves estrategies per la conservacio de la
biodiversitat (Posadas et al. 2006). Aquesta disminucié té una causa antropogenica molt
important, ja que ha provocat 'alteracio de la composicié atmosferica, el clima, els usos
del sol; a més d’incrementar 'intercanvi biologic, a través del comerg o la introduccio
deliberada d’especies a nous territoris. Tot aix0 ha produit uns nous esdeveniments, en
definitiva, nous patrons en la distribucié d’especies.
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Figura 1. Regio Mediterrania. Font: Hofrichter (2004).

Aquests canvis en la biodiversitat afectaran biomes i ecosistemes, i la
biogeografia pot representar una ajuda important per afrontar els problemes de
conservacié més dramatics (Crisci et al. 2006). Algunes de les noves estrategies, des
d’un punt de vista biogeografic, haurien de centrar-se en on han viscut les especies, on
viuen i on viuran en el futur. La conservacié de biodiversitat implica diverses
disciplines, com la biologia sistematica, la geografia o la geologia (Posadas et al. 2006).
Pero cal destacar els avantatges de la integracié de I'ecologia i la historia (base de la
biogeografia) per assegurar l'eficacia dels esforgos de conservacio.

A les darreres dues decades, alguns cientifics s’han centrat en la seleccié de
hotspots com a punts calents de conservacio. Els hotspots sén arees amb una
concentracido excepcional d’especies endemiques i que experimenten una perdua
d’habitat important. La seva composicio i 'evolucio de les especies d’aquestes regions
van lligades a la seva complexa historia geologica (Pleguezuelos et al. 2008). La
combinacié tnica de factors geologics i climatics a la Mediterrania ha causat el
desenvolupament d’una biota altament diversa i caracteristica, tal com es demostra
amb la inclusio de la Mediterrania occidental com un dels 25 hotspots de biodiversitat
mundial més importants (Myers et al. 2000). L’oest de la Conca Mediterrania, amb una
edat aproximada d'uns 30 milions d’anys (Ma), inclou nombroses especies
endemiques, degut principalment a successos repetitius d’aillament i connexi6 d’arees
insulars i continentals. Una caracteristica important és la seva heterogeneitat geografica
i ambiental a tots els nivells, des de les més locals a les més regionals (Sfenthourakis i
Svenning 2011).

La Mediterrania (Figura 1) es troba entre dos grans continents: Europa i Africa.
Es una mar semitancada que té costa a tres continents (Europa, Africa i Asia) i banya 24
paisos; la qual connecta a través de 1'Estret de Gibraltar, amb 1'ocea Atlantic i, a través
de I'Estret de Dardanels, la Mar Marmara i la Mar Negra. Consta d'una superficie
marina d’uns 2.500.000 km? i una linia costanera de 46.500 km, del quals, 24.600 km sén
d’11.879 illes de la Mediterrania (Sfenthourakis i Svenning 2011). Segons Blondel et al.
(2010), la regid terrestre de la Mediterrania esta formada per uns 2.300.00 km?. En

4



ol "@ INTRODUCCIO

aquesta regio cal destacar la presencia humana des de fa milers d’anys, i especialment

la d’importants civilitzacions durant els darrers 5.000 anys (Sfenthourakis i Svenning
2011).

El seu origen geologic (Figura 2) comenga fa uns 200 Ma al Mesozoic, periode
en que Pangea es va comengar a dividir en dos grans continents: Gondwana (estava
formada pel que ara és America del Sud, Africa, Australia, I'india i I’Antartida) i
Laurasia (hi pertanyien els territoris d’America del nord, Europa i Asia). Encara que, la
seva formacid es data de fa uns 65 Ma degut a la convergencia de les plaques africana i
europea; fet que provoca la contraccié del seu precursor, 'ocea Tetis (Mannion i
Vogiatzakis 2007; Blondel et al. 2010). La geografia caracteristica de la Mediterrania ha
estat marcada, des del Cretacic Posterior, per diversos moviments en la deriva dels
continents, principalment per Africa i Europa (Gueguen et al. 1998). Perd sobretot, cal
remarcar la intensa activitat a finals del Cretacic Posterior degut als moviments de les
plaques tectoniques: l'europea i africana, i en menor mesura, també a l’arabiga
(Sfenthourakis i Svenning 2011).

El moviment convergent d’Africa en direccié a Eurasia, juntament amb
moviments rotatoris de petits blocs terrestres derivats dels grans blocs continentals,
van reduir la mida del Mar Tetis. Els processos que han originat 1’actual Mar
Mediterrania son deguts a desplacaments dinamics i continus tant de les petites com
de les grans plaques tectoniques, que derivaren en la formacié de cadenes de
muntanyes, conques marines, foses oceaniques i arxipelags (Hofrichter 2004). La
majoria de dades paleogeografiques de l'oest de la Mediterrania indiquen que es va
formar I'Estret de Gibraltar a principis del Plioce. I durant el Mioce Tarda, existiren
almanco dues connexions més entre I’ Atlantic i la Mediterrania. La primera a través del
sud d’Espanya pel corredor betic i I'altra pel corredor rifeny situat al nord del Marroc
(Krijgsman 2002).

Durant 1'Oligoce, 1’area entre la Peninsula Ibérica i el sud de Franga estava
formada per uns territoris que actualment es troben situats a centenars de kilometres
de distancia. Entre aquestes regions trobem la serralada betic-rifenya, les Illes Balears,
les Cabilies, Calabria, Corsega i Sardenya (Rosenbaum et al. 2002).

Segons Krijgsman (2002), fa uns 30 Ma, succeiren dos esdeveniments que
tingueren un paper destacat en la formacio i obertura de la Mediterrania occidental i
central, que la modularen fins a tenir una conformacié molt similar a 1’actual. Els
episodis que conduiren a l'aparicié de noves conques, que migraven de 1'oest cap a
I'est (Gueguen et al. 1998) foren: i) 'obertura de la Conca Balear o Alger-Provengal
juntament amb la rotacié del bloc de Corsega i Sardenya (rotacié que es creu acaba fa
uns 16 Ma) i ii) un desplacament que va provocar l'obertura de la Conca Tirrena.
Durant 1'Oligoceé Superior es va produir la rotacié de la Peninsula Ibérica a causa de
nous moviments d’ Africa (Blondel i Aronson 1999; Blondel et al. 2010).
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Figura 2. Evolucié i desplagaments dels continents que afectaren a la formacié de la Mar
Mediterrania: a) fa 210 Ma durant el Triasic, b) fa 120 Ma durant el Jurassic, c) fa 90 Ma al Cretaci,
d) fa 60 Ma al Paleoce, e) fa 30 Ma a I'Oligoce i f) I’actualitat. Font: modificat de Hofrichter (2004).

Fa entre 30 i 28 Ma (Figura 3), va comengar a girar la microplaca de Corsega i
Sardenya, en sentit contrari a les agulles del rellotge respecte a Europa (Alvarez 1972,
1974; Rosenbaum et al. 2002; Meulenkamp i Sissingh 2003; Advokaat et al. 2014).
Durant el Burdigalia (Mioce Inferior) també es forma 1’area Tirrena i les rotacions dels
blocs continentals van afavorir el trencament de 1’arc que connectava les Illes Balears
amb Sardenya (Gueguen et al. 1998). Mentre que les Illes Balears i la Gran Cabilia
(actualment nord d’Algeria) se separen, també tenen una rotacid, pero en el mateix
sentit de les agulles del rellotge (Schettino i Turco 2006). Els diferents moviments
d’aquestes microplaques van provocar canvis continentals (com la creaci6 de la Conca
Balear). Durant aquests moviments també es va produir la separacié entre la Gran
Cabilia i el promontori balear. I progressivament, totes les microplaques es van
desplagar fins a la seva posicio actual (Blondel i Aronson 1999).

6
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Figura 3. Escala temporal obtinguda a
Jurassic partir de les dades de la Taula
Cronostratigrafica Internacional del
2013. Fonts: IUGS (International Union
of Geological Sciences) i IGC (Institut
Geologic de Catalunya).

Triasic

252,17

Posteriorment, les Cabilies es desplacen cap a Africa i s’adhereixen a ella (18-15
Ma) (Schettino i Turco 2006). Per una altra banda, s’ha format el Mar d’Alboran i
'estret de Gibraltar (fa aproximadament 10 Ma), gracies als moviments del bloc betic-
rifeny, del qual s’uneix una part a la Peninsula Ibérica i I'altra a Africa (Rosenbaum et
al. 2002). Aixo significa que fa uns 10 Ma, la Conca Provengal, la depressi6 de Valencia i
la Conca del nord d’Algeria estaven quasi totalment obertes (Gueguen et al. 1998). Cal
destacar que durant el Mioce Superior, les Illes Balears van estar en contacte amb el
continent (Mannion i Vogiatzakis 2007). Fa uns 9 Ma durant el Tortonia, va comengar
la formacié del Mar Tirre, la conca més jove de la Mediterrania occidental en dues
etapes: la primera amb 1'obertura de la zona nord fa devers 9-5 Ma i una segona, fa 5-0
Ma on es va obrir la regié sud (Rosenbaum et al. 2002). En aquest procés el bloc de
Corsega i Sardenya gira i es desplaga, mantenint la unié amb el continent; unioé que es
perd en finalitzar la migracid/rotacié i amb la separacié del bloc en dos (Corsega i
Sardenya) fa devers 9 Ma (Alvarez 1972, 1974) (Figura 4).

Per resumir 'explicacié anterior podem posar de manifest que la paleogeografia
d'aquesta regi6 és molt complexa (Sfenthourakis i Svenning 2011), que té una historia
geologica molt variada que inclou canvis drastics que afectaren el clima, el nivell de la
mar i la salinitat. Cal destacar el paper de la Crisi Messiniana (MSC, de Messinian
Salinity Crisis) moment en que va tenir lloc el seu aillament de I’Atlantic, i que va
provocar el seu quasi assecament total a finals del Mioce (Mannion i Vogiatzakis 2007).
Es coneguda per ser un dels episodis més dramatics en el canvi de les condicions
oceaniques durant el Neogen (Krijgsman 2002), la qual cosa afecta a una important
regié amb una extensié d’uns 2,5 milions de km?2. La Crisi Messiniana, endemés, va
tenir uns efectes globals importants que trastocaren el clima, el paisatge de la
Mediterrania i de les regions contigiies, aixi com també a I’evoluci6 i la distribuci6 de
la flora i la fauna (Hsti et al. 1977).
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Figura 4. Evoluci6 de la regié mediterrania de
I"Eoce superior fins a I'actualitat.
Blau clar: plataforma i talis continental, escorca
continental. Blau obscur: fons abissal mesozoic
amb escorc¢a oceanica.
a) Eoce Superior (fa 35 Ma): al final de I'Eoce
a la Mediterrania només existia escorca
g:la:éci‘"of,_, - e oceanica mesozoica molt antiga. Durant
~J I'Oligoce i el Mioce, aquesta escorca es va
consumir en la seva totalitat i la
Mediterrania occidental també va sofrir
una important reduccio.
b) Mioce Inferior (fa 22 Ma): L’Egeu i la
Mediterrania occidental estaven en
expansid. A la Conca Liguro-Provencal es

va formar una nova escorga tectonica i al
/ \
¢ Mar d’Alboran es forma un conca

laca Euro- e
siatica ~ —— L
+ '&\\
i

e

5 placa Africana

d’expansio.

¢) Mioce Superior (fa 10 Ma): La rotacio del
bloc Corsega-Sardenya ja havia finalitzat i
s’havien desenvolupat les Conques
Liguro-Provengal i la Balear. En la regid
tirrena aparegué un procés d’extensio.

d) Epoca actual: A lest de Sardenya és va
formar una nova conca, el Mar Tirre.

<~
N el
F‘(/ \

Font: Hofrichter (2004).

Durant la MSC es va tancar l'estret de Gibraltar, i independentment del debat
que hi ha amb la velocitat del procés o amb les diferents explicacions del tancament,
I'important és que la major part de la Mar Mediterrania es va assecar (Mannion i
Vogiatzakis 2007). Segons Cavazza i Wezel (2003), la convergencia de les plaques
africana i europea, juntament amb la disminucié del nivell del mar, va tenir com a
conseqiiencia que la Mar Mediterrania es quedés aillada de l'ocea. Aquest fet va
provocar la seva dessecacid i la consegiient precipitacié i acumulacié d'un destacat
volum de roques sedimentaries (com per exemple guix) a tota la Conca Mediterrania.
Cal remarcar que aquest procés no es va produir en una tnica gran deposicio, més bé
eren grups de deposicions separades; totes elles diferents en forma i dimensions
separades per barreres locals, que arribaren a crear una capa d’entre 300-500 metres de
gruix (Hsti et al. 1977).

Segons Hofrichter (2004), la MSC va tenir dues fases, la primera que va succeir
fa entre 5,75-5,70 Ma durant la qual el nivell de la mar va descendir molt poc; i la
segona fase (fa entre 5,60-5,33 Ma) en la que el nivell de la mar va descendir 1.500 m i la
major part de la Conca Mediterrania es va assecar, separant la Mar Mediterrania de
I’Atlantic. Aquest assecament també va ser produit per la perdua d’aigua per
evaporacio.
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Aquests canvis provocaren que el nombre de filum es veiés reduit
considerablement, sobretot els que vivien en aigiies profundes (Emig i Geistdoerfer
2004). La majoria d’especies varen abandonar la Mediterrania dirigint-se a I’Atlantic o
van morir degut a l’elevada salinitat. Només unes poques especies eurihalines
sobrevisqueren a les altes concentracions de sal. Quan va comengar el Plioce la fauna
emigrada va retornar, juntament amb altres espécies atlantiques; a partir d’ambdos
grups es va generar la fauna actual, la qual conté un elevat nombre d’endemismes
(Hofrichter 2004). També cal remarcar que la majoria de generes i especies d’aquella
epoca formen part de la fauna actual de la Mediterrania, la qual cosa pareix una
aparent incongruencia sobre la que els experts plantegen diferents hipotesis (per a més
informacié Emig i Geistdoerfer (2004)).

El procés va finalitzar al cap d'uns 600.000 anys amb la reobertura de 1’Estret de
Gibraltar la qual cosa provoca l'entrada d’aigua des de l'ocea atlantic (Mannion i
Vogiatzakis 2007).
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Figura 5. Representacio de la variacio del tipus de fauna i del
nivel de la Mar Mediterrania durant el periode glacial
posterior al Plioce. Font: Emig i Geistdoerfer (2004).

Després de la reobertura va comengar I’anomenat periode glacial o edat de gel
(Figura 5) que pot fer pensar que va ser una epoca desfavorable per a la vida, pero en
realitat va tenir importants repercussions ecologiques (Hofrichter 2004). Va ser una
epoca de gran inestabilitat climatica amb periodes freds i d’altres calids, corresponents
a les epoques glacials i interglacials (Mannion 1997, 1999); va estar formada per
diversos episodis de sequera i inundacions, d’alta i baixa salinitat, i pujades i baixades
del nivell de la mar. Els ecosistemes presents a la regi6 responien a cada un d’aquests
processos climatics ciclics (Mannion i Vogiatzakis 2007). L’época de les glaciacions es
va anomenar Plistoce, la qual correspon a I'época més antiga del Quaternari, i va
iniciar-se a Europa fa 2,5 Ma, i dura fins a la darrera glaciaci6, la de Wiirm, al principi
de I'Holoce (epoca actual), fa uns 10.000 anys. Es creu que durant el Plistoce hi va
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haver 17 periodes glacials amb un descens de la temperatura de 15 °C de mitjana a
I'any (Hofrichter 2004). Les repetides congelacions i descongelacions del gel polar
afectaven directament les regions costaneres provocant canvis en el nivell del mar de
fins a 120 m; pero també formaven i eliminaven ponts terrestres entre diversos
territoris, com per exemple, entre Corsega i Sardenya. Aquestes unions i, el consegtient
aillament, van tenir efectes notoris en la composicié de la flora i la fauna illenca. Per a
la historia ambiental de les illes de la Mediterrania va tenir un especial interes l'inici de
I'actual fase interglacial, 1'Holoce. Entre fa 11.500 i 5.000 anys aparegué un nou
colonitzador a totes les illes de la Mediterrania, l'especie humana, el qual va
transformar el territori i va introduir noves especies, la qual cosa altera els ecosistemes
existents, i arriba en alguns casos a provocar l'extincié d’especies nadives (Mannion i
Vogiatzakis 2007).

Totes les illes tenen trets similars, pero al mateix temps cada una d’elles té
caracteristiques diferencials, fet que trobem arreu del moén, i com no podia ser d’altra
manera, també a la Mediterrania. Les illes son fragments de terra envoltats d’aigua,
essent el seu aillament, el principal factor limitant de recursos. També sén un sistema
tancat, que difereix totalment de la continuitat que presenten els continents, per tant,
les illes poden ser considerades laboratoris naturals. La Mediterrania compta amb un
conjunt nombrés d’illes de molt variades mides i amb caracteristiques que les fan
uniques (Taula 1). Per aquesta rad, globalment soén considerades hotspots de
biodiversitat (Davis et al. 1994; Médail i Quézel 1997). La insularitat va lligada a una
alta biodiversitat, la qual cosa remarca el paper que tenen les illes com a refugis i
I’adaptacié que mostren les especies als ambients caracteristics de cada una d’elles
(Mannion i Vogiatzakis 2007).

Taula 1. Extensié d’algunes illes de la Mediterrania occidental.
Modificat de Vila-Valenti et al. (2000).

Mallorca 3.640,16 461 Corsega 8.682
Menorca 701,84 216 Sardenya 24.089
Eivissa 541,22 170 Sicilia 25.708
Formentera 82,08 68

Cabrera 15,70 22

Altres illes 33,00

TOTAL 5.014,00

En general la fauna de les illes mediterranies és similar a la que trobem als
territoris continentals més propers. Les principals similituds es troben en els amfibis i
els reptils que tenen gran semblanca amb els europeus, especialment a les illes de 1'oest
(Mannion i Vogiatzakis 2007).
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1.1.1. Arxipeélag balear

Les Illes Balears (Figura 6) estan formades per 151 illes i petites illes, més un gran
nombre d’illots, malgrat aquest elevat nombre d’illes podem destacar que les illes de
Mallorca, Menorca, Eivissa i Formentera, representen més del 99 % del total de la
superficie i sumen una area d’uns 5.061 km? i una costa de 1.238,9 km (Mannion i
Vogiatzakis 2007). Mallorca, Menorca i 'arxipelag de Cabrera es coneixen com les
Gimnesies i, les Pitilises engloben Eivissa i Formentera. A una distancia de 150 km de
mitjana (entre un minim de 50 km i un maxim de 240 km), s’hi troba el continent
(Morey i Ruiz-Pérez 2008).

Canal de Menorca

Dragonera
Gimnésies
Pitii]ses Canal de Mallorca
Arxipelag
g de Cabrera
& Eivissa
5 Formentera

Figura 6. Arxipelag balear: situacié geografica i les
principals illes que el conformen. Font: Terrasa (2009).

El promontori de les Illes Balears és un dels trets més caracteristics de la Conca
Mediterrania i compta amb una historia tectonica molt complexa. El promontori té una
longitud de 348 km, una amplada de 105 km i s’eleva entre 1.000 i 2.000 m per sobre les
conques marines que l’envolten. A més, es caracteritza per estar format per dos grans
blocs: el de I'est amb una profunditat maxima de 200 m format per Mallorca i Menorca
i el de I'oest, d'una mida més reduida i amb una profunditat de fins a 800 m, esta
format per Eivissa i Formentera (Acosta et al. 2003).

De les Illes Gimnesies (Figura 7) podem remarcar que Mallorca és l'illa més
gran de les Illes Balears (amb una superficie de 3.640 km?) i esta envoltada per diverses
illes i illots, que solen ser prolongacions de les dues estructures muntanyoses presents
a Mallorca: i) de la Serra de Tramuntana, situada al nord i amb el Puig Major com el
cim més alt (1.435 m), a la regi6é sud-oest de la qual trobem sa Dragonera (la més gran
de totes les illes), els Malgrats, el Toro, sa Porrasa; i al nord trobem es Colomer; i ii) de
les Serres de Llevant, destacarem l'arxipelag de Cabrera, na Guardia, na Moltona, na
Pelada i es Caragol.

11
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Figura 7. Principals illes i illots que formen part de les Gimnesies. Font:
modificat de Terrasa (2009).

Per una altra banda, Menorca, que va ser declarada Reserva de la Biosfera al
1993, és l'illa més oriental i té una extensié d'uns 701,84 km?. De les illes i illots que
I’envolten cal comentar que la majoria estan situats a ports o badies, sobretot a la regio
de Tramuntana. A la badia de Fornells destaquen: Sargantana, Rovells i Porros, i a I'est
de la mola de Fornells, Iilla de'n Torqueta; a la badia d’Addaia: les illes d’Addaia gran
i petita, es Carbo i ses Aguiles; al port de Mad: I'illa del Rei; a I'albufera des Grau: Mel i
Colom; a Tramuntana, hi ha les illes Bledes i, a 'extrem de la peninsula de Cavalleria,
Sanitja; a la regié de migjorn només hi ha l'illa de I'Aire i els illots de Binicodrell
(Terrasa 2009).

L’arxipelag de Cabrera esta format per Cabrera Gran i 18 illes i illots més. La
primera illa que ens trobem arribant a l'arxipelag és na Foradada (la més
septentrional), la segueixen na Pobra i na Plana, Esponja, Conillera (o l'illa des Conills)
i Redona situada a l'est. Prop de la costa de Cabrera Gran hi trobem tota una serie
d’esculls i illots, comentarem els més grans: l'illa de ses Rates (al sud-est de Cabrera
Gran), l'illa des Fonoll, I'illot de ses Bledes, i n'Imperial. A la costa més meridional de
Cabrera Gran hi localitzem els Estells, illots de dimensions reduides: I’Estell de
s’Esclatasang i I'Estell xapat son els que estan situats més a prop de Cabrera gran, i
1"Estell des Coll i I’Estell de Fora son els més allunyats.

Les Pititises, a més d’estar formades per Eivissa i Formentera, tenen un
considerable nombre d’illes més petites, illots i esculls al seu voltant. Sha de destacar
el conjunt d’illes que uneixen Eivissa i Formentera (Figura 8) des de la punta de ses
Portes a la des Borronar i Trucadors: es Caragoler, sa Barqueta, illes Negres, es Penjats,
es Porcs, s’Espalmador, sa Torreta, s’Espardell i s’Espardell6. A més a més, trobem un
altre conjunt d’illots a la Badia de Sant Antoni de Portmany: sa Conillera, illes des Bosc,

12
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s’Espartar i ses Bledes. A la badia d’Eivissa, les antigues illes unides avui a terra ferma,
formen part del port: illes Plana, Grossa i es Botafoc. L’illa més elevada esta situada,
enfront de la punta des Savinar o I'Oliva (al sud-oest d’Eivissa) i és es Vedra (amb una
altura de 381 m); al seu costat es troba es Vedranell. I la més gran de l'extrem oriental
és l'illa de Tagomago, enfront des cap Roig (Vila-Valenti et al. 2000). Es Vedra i es
Vedranell (Figura 9) formen una reserva natural, perd a més també trobem la reserva
natural dels illots de Ponent, que esta formada per: sa Conillera, l'illa des Bosc,
s'Espartar i ses Bledes (na Gorra, es Vaixell, na Bosc, Bleda Plana, Esculls de
Tramuntana, Escull vermell i els illots dels Esculls d'en Ramon) (Figura 10).

.
» . . 2
Sant Joan (“
- -
2 . Eivissa
- sa Canal es FREUS
en Caragoler
% Dugw illes Negres  Penjats
L . Negre nord
o~y P Porcs Espardell
/ Torreta
s’Espalmador
) Castevi Alga
A Punta Trucadors
\
+Sant
Formentera g

Figura 8. Illes que es troben a l'estret des Freus, el qual separa Eivissa i
Formentera. Font: modificat de Terrasa (2009).

Figura 9. Es Vedranell i es Vedra
(Eivissa). Fotografia: Joana M. Buades.

Figura 10. Grup d’ illes d’Eivissa. Fotografies: Joana
M. Buades.
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A les Illes Balears, per la seva riquesa biologica i per la seva gran fragilitat
estructural i funcional, qualsevol tipus d’impacte mediambiental, es magnifica
considerablement. Avui en dia, aproximadament un 40 % del seu territori esta protegit
sota normativa legal com a Area Natural d’Especial Interés (ANEI) o Area Rural
d’Interes Paisatgistic (ARIP); i Menorca esta declarada Reserva de la Biosfera (Mannion
i Vogiatzakis 2007).

1.2. FAMILIA LACERTIDAE: GENERE PODARCIS

La familia Lacertidae (Oppel 1811) es troba ampliament distribuida per tota Europa,
Asia i Africa (Arnold et al. 2007). A Europa la seva aparici6 s’ha datat fa devers 50 Ma
(durant I'Eoce Inferior). Aquesta familia inclou entre 24 i 30 generes i compta amb unes
300 especies; tots els organismes inclosos presenten uns trets caracteristics (presencia
d’orifici a la regid supratemporal del crani, zona de les parpelles ossificada, preséncia
de lamines ossies d’ds dérmic, cinc dits a cada extremitat i capacitat d’autotomia, entre
d’altres) (Pérez-Mellado 2009; Terrasa 2009). També presenten dimorfisme sexual, ja
que els mascles sébn més grans, tenen un cap més ample i uns muasculs mandibulars
més desenvolupats, juntament amb uns porus femorals molt més aparents (orificis
presents a l'interior de les cuixes, responsables de la segregacié d’hormones) (Terrasa
2009).

A la regio mediterrania aquesta familia esta representada per 14 generes. Les
relacions filogenetiques entre els quals, encara no es coneixen bé. A les Illes Balears hi
ha representats dos generes de lacertids: Podarcis i Scelaris. Les especies Scelaris
perspillata i Podarcis sicula foren introduides pels humans només a l'illa de Menorca,
mentre que podem trobar les dues especies endemiques Podarcis lilfordi i Podarcis
pityusensis a la majoria d’illes petites i illots de 1’arxipelag Balear (Pérez-Mellado 2009).

El genere Podarcis (Wagler 1830) és el grup de reptils escatosos que ha evolucionat
i s’ha diversificat a la Conca Mediterrania (Figura 11). Destacarem que, aquest genere,
inclou diverses especies endemiques d’illes de la Mediterrania (Oliverio et al. 2000). El
seu territori abasta des de I'Europa central al Sahara, i de la Peninsula Iberica a Crimea.
Es el més divers de tots els grups de reptils del sud d’Europa (Harris i Arnold 1999) i
no fou acceptat com a genere fins a I’any 1973 quan Arnold va fer la seva revalidacio
morfologica. Aixi les especies de Podarcis es caracteritzen per la presencia d'un orifici
en forma de cor a I'esternum i a les vertebres autotomiques (Arnold et al. 2007).
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Figura 11. Distribucié, en color fosc, de Podarcis a la Conca
Mediterrania.  Font:  Carretero  (2008) amb  petites
modificacions.

Actualment, dins el genere Podarcis es coneixen dinou especies, de les quals, tal i
com s’ha esmentat abans, només Podarcis lilfordi i Podarcis pityusensis es troben, de
forma autoctona, a les Illes Balears. La gran variabilitat intraespecifica i la reduida
variabilitat interespecifica fan dificil establir relacions filogenetiques i classificacions
dins el genere Podarcis (Terrasa 2009). La plasticitat d’aquestes especies per adaptar-se
al medi on viuen és observable en 1'espectacular diversitat fenotipica de les poblacions
d’aquests llinatges (morfologia, mida, color, etc.). Quant a la coloracio, a les diferents
illes i illots trobem poblacions totalment melaniques, no melaniques, d’altres
uniformement verdes o marrons, inclis coloracions intermedies, essent avui en dia,
una incognita el mecanisme que produeix aquesta gran diversitat de coloracio (Terrasa
et al. 2009) (Figura 12).

15
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Figura 12. Coloracions de diverses poblacions de sargantanes: A) Individu melanic de P. lilfordi
de I’Aire, B) Sardenya (P.tiliguerta), C) Addaia (P. lilfordi), D) Dragonera (P. lilfordi), E) La Mola
(P. pityusensis), F) Espalmador (P. pityusensis), G) Eivissa (P.pityusensis), H) Cabrera (P. lilford).
Fotografies: Barbara Terrasa (A-F), Joana F. Ferragut (G) i Iris Alemany (H).
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1.2.1. Les sargantanes insulars: Podarcis lilfordi, Podarcis
pityusensis i Podarcis tiliguerta

Les sargantanes, juntament amb les serps, son els vertebrats terrestres no voladors més
comuns a les illes. A algunes de les illes més grans i més densament poblades pels
humans, aquestes especies han desaparegut, com per exemple seria el cas de P. lilfordi,
que s’ha extingit de les illes de Mallorca i Menorca, perd que si es troba a illes més
petites i a illots del seu voltant. Els lacertids es caracteritzen per la seva facilitat de
colonitzar illes, gracies a la seva capacitat adaptativa; s’han descrit alguns casos que
primerament eren insectivors i que, posteriorment, s’han observat que a les illes eren
herbivors, ja que s’alimentaven de nectar, pollen i fruits. En els darrers anys
I'existencia d’alguns grups taxonomics insulars han centrat I'interes, passant de tenir
una explicacié purament de vicarianca a tenir en compte el paper destacat que hi té la
dispersio. No només s’ha de valorar la capacitat de dispersié que tenen els lacertids,
també s’ha de tenir en compte el paper que tenen els humans en la translocacid
d’individus d’una illa a una altra (Vences 2009).

Estudis filogenetics basats en marcadors moleculars (gens nuclears i
mitocondrials) i la historia biogeografica de les especies i les illes on habiten, ens
permetran crear un fil conductor per entendre la seva evolucid. L’ancestre comu de les
especies germanes P. lilfordi i P. pityusensis es va originar durant la MSC (fa entre 5,95-
5,33 Ma) (Brown et al. 2008), moment que va afectar a la mar Mediterrania degut a la
seva quasi total dessecacio. La reobertura de I’Estret de Gibraltar va provocar una nova
entrada d’aigua des de I’Atlantic la qual cosa provoca la separacid dels dos grans
grups: les Gimnesies i les Pitiiises. Fet que va provocar l'inici de la separacié de la
sargantana endemica de les Balears en les dues especies, P. lilfordi i P. pityusensis, ja que
durant I'época de les glaciacions els canvis del nivell de la mar no van tornar a unir els
dos grans grups (separats per una profunditat de més de 600 m). Malgrat aixo, la resta
d’illes i illots si que sofriren processos de connexio i desconnexio, ja que els canals que
les separaven eren menys profunds; se sap que el més profund separava Mallorca de
Menorca i era d'uns 70 m, la resta de canals eren inferiors a 10 m. Estudis filogenetics
preliminars (Terrasa et al. 2004) basats en ADN mitocondrial (ADNmt), més
concretament en el gen citocrom b (Cytb), indicaren que els individus de cada especie
formaven un grup monofiletic i que la separacié dels ancestres d’ambdues especies
s’hauria produit fa uns 4,95 Ma; per tant, coincidiria amb les dades geologiques
anteriors que daten la separacié dels dos grans blocs d’illes en 5 Ma.

Les sargantanes balears han evolucionat a la vegada que la geologia insular, fins
al punt que les poblacions de les Illes Balears han originat en cada illa formes diferents;
les quals sovint s’han descrit com a subespecies a causa de la gran variacio en les
caracteristiques en folidosi i en coloracié.
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1.2.1.1. Podarcis lilfordi

Aquesta especie, fou descrita per Giinther al 1874 i se n’han identificat un nombre
variable de subespecies, encara que actualment se’n solen acceptar 25 (Pérez-Mellado i
Salvador 1988; Pérez-Mellado 2005). La sargantana balear esta catalogada com a En
Perill (Endangered - EN) a nivell internacional i nacional (segons I'International Union for
the Conservation of the Nature (IUCN) i el Libro rojo de los vertebrados de Espaiia,
respectivament); i, Vulnerable (VU), segons la Llista vermella d’especies amenacades
de les Balears. Es classifica com a vulnerable ja que la supervivencia de les poblacions
no esta assegurada degut a diverses agressions externes com la sobreexplotacié o
destruccié del seu habitat, entre d’altres. Segons Pérez-Mellado (2004), les principals
amenaces son: la translocaci6 i captura d’individus per part de 'home, la reduida
poblacio efectiva d’alguns illots i la destruccié de vegetacid, entre d’altres. Entre els
seus principals depredadors trobem la geneta (Genetta genetta), 'erigo (Atelerix algirus) i
els moixos assilvestrats.

Destaca la seva dieta omnivora, ja que s’alimenta de qualsevol tipus d’animal
i/o vegetal que troba, depenent de cada epoca de l'any (la disponibilitat d’aliments en
illes petites pot ser molt minsa i variable, per aix0, s’adapta en funcié de I'estacid). De
la dieta animal destaquen les formigues o els homopters, i inclis isopodes marins del
genere Ligia que arriben a las costes dels illots. La seva dieta també té una part vegetal
(fulles, flors, nectar, pol-len i fruits). S’ha
comprovat que aquestes sargantanes
tenen una notoria capacitat de
discriminar vomerolfativament, és a dir,
que a través de les protrusions linguals i
I'organ de Jacobson, poden discriminar
diversos tipus de plantes i animals, a la
vegada també  detecten  alguns
components toxics vegetals com la

quinina o la saponina, i eviten, aixi, el Figura 13. Sargantana d’Addaia (Menorca).
seu consum. Fotografia: Barbara Terrasa.

Morfologicament l'especie €s de constitucié robusta i amb un morro,
normalment, molt punxegut (Figura 13). El dimorfisme sexual present fa que els
mascles tinguin una major longitud (cap-cos), amb una mitjana d’aproximadament 81
mm, enfront als 75 mm de les femelles. Aquestes, mostren un menor nombre de porus
femorals i un inferior nombre d’escames dorsals. La seva gran varietat de coloracio, fa
que trobem individus marr¢ clar i d’altres totalment negres o melanics (Pérez-Mellado
1998a; Salvador 2009).

Podarcis lilfordi (Figura 14) és I'espécie que habita les Gimnesies (formades per
Mallorca, Menorca, Cabrera i les illes més petites i els illots que les envolten).
Actualment, s’ha extingit de les dues grans illes de Mallorca i Menorca, segurament a
causa de la presencia humana (Terrasa et al. 2009); sols la podem trobar a 12 illes o
illots costaners de l'illa de Mallorca i a unes 16 illes o illots propers a la costa de
Menorca. Aquestes poblacions juntament amb la presencia de les poblacions a
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I'arxipelag de Cabrera (a tots els seus illots i a l'illa gran) donarien un total de 43
poblacions de la sargantana balear, Podarcis lilfordi (Pérez-Mellado et al. 2008).

Dels estudis filogenetics recents és interessant destacar el dut a terme per
Brown et al. (2008) basat en 29 poblacions de Podarcis de les Illes Balears utilitzant
seqiiencies d’ADNmt i un gen nuclear (C-mos),
amb un total de 2.675 parells de bases (pb). En
aquest treball es descriuen els principals clades
de la sargantana balear i es data la seva separacié
en base a la finalitzacidé de la MSC, i el
consegilient reompliment de la Mediterrania.
L’estudi indica que la separaci6 de P. lilfordi i P.
pityusensis es va produir fa entre 5.33-5.32 Ma,
com ja s’ha indicat anteriorment, i com la

sargantana balear s’estructura en diversos
clades. Les dades mostren 2 grups (Eivissa i
Formentera) dins l'especie P. pityusensis, mentre
que es diferenciaven (Menorca, Mallorca oest,
Mallorca Sud, Cabrera Nord i Cabrera Sud a P.
lilfordi.

Figura 14. Sargantana de Cabrera.
Fotografia: Iris Alemany.

Treballs posteriors varen aprofundir en la filogeografia i la diversitat genetica
de cada una de les especies per separat. En el cas de P. lilfordi, poc després de l'estudi
anterior es va publicar Terrasa et al. (2009), el qual es va realitzar a partir de seqiiencies
d’ADNmt (quasi 2.400 pb) en 118 individus de 43 poblacions d’aquesta especie. Tal i
com ja es va observar a Brown et al. (2008) es van obtenir 4 grups diferenciats
geneticament: i) totes les poblacions de Menorca formarien un grup monofiletic i és el
grup més primitiu de 'especie (es pot situar la separacié a final del Plioce fa entre 2,6 i
2,8 Ma); ii) format exclusivament per les poblacions de les illes de I'oest de Mallorca
(Dragonera, Malgrats i el Toro) i és lleugerament més recent que 1’anterior, fa uns 2,0-
2,3 Ma; iii) format per les poblacions de Cabrera i del sud de Cabrera i iv) corresponent
a algunes poblacions del nord de Cabrera i el sud de Mallorca, amb una localitzacio
geografica menys clara i amb una separaci6 d’ara fa 1,2 Ma (Brown et al. 2008, Terrasa
et al. 2009) (Figura 15).
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Figura 15. Distribucio dels clades de P. lilfordi. Font: Terrasa (2009).

1.2.1.2. Podarcis pityusensis (Bosca 1883)

L’especie fou descrita per Eduard Bosca i Casanoves. El nombre de subespecies no esta
clar, ja que varia en funci6 del criteri per definir subespecie, aixi i tot, destacarem que el
valor més acceptat seria de 23 (Salvador i Pérez-Mellado 1984). A I’ambit nacional, el
Libro rojo de los vertebrados de Espaiia la té catalogada com a Rara (R), ja que es troba en
habitats restringits o amb una distribucié rara en una area més extensa; i a
I'internacional, 'TUCN la té valorada com a Quasi Amenacgada - Near Threatened (NT).

Dins l'especie es pot trobar una
gran varietat morfologica, encara que
totes tenen en comu que so6n sargantanes
robustes, de cap alt i amb el morro
arrodonit. Presenten dimorfisme sexual,
ja que la llargaria dels individus (cap-
cos) és major en mascles que en femelles,
essent 96 mm i 83 mm,
respectivament. A més, els mascles
tenen un major nombre d’escames
dorsals i de porus femorals (aquests
darrers també estan molt més marcats)
(Pérez-Mellado 1988).

d’uns
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Respecte a la coloracid, algunes poblacions sén per complet melaniques (de
color negre uniforme), i altres exhibeixen tons dorsals verd brillant (Figura 16) o és
dominant la coloraci6 blau wultramar. La variabilitat morfologica no pareix
correspondre’s amb la variacié detectada a les caracteristiques genetiques de les
sargantanes d’unes poblacions o unes altres. Alguns trets morfologics, com el
melanisme, encara que s’han proposat diverses hipotesis, tenen de moment molt dificil
explicacié (Pérez-Mellado 2009).

Els principals perills o amenaces per a les poblacions d’aquesta especie son
deguts a efectes antropomorfics com l’alteracié del seu habitat, les translocacions
d’individus i la introduccié de depredadors o competidors
(Salvador 2009).

Diversos estudis sobre la seva alimentacié indiquen
una dieta omnivora, ja que s’aprofiten dels pocs recursos que
tenen disponibles en funcié de l'época de l'any. Poden
alimentar-se a partir de diversos tipus d’invertebrats (com
aracnids, formicids, coleopters i gasteropodes), passant per
components vegetals (néctar, pollen, flors, fulles, fruits o
llavors) i inclis de restes d’animals marins que arriben a la
vorera de la mar (Salvador 2009).

Aquesta especie viu a les illes de Formentera i Eivissa
(Figura 17), i a uns 42 illots propers a la seva costa. A més,
aquesta especie ha estat introduida a diversos punts de
Mallorca (a les muralles de la ciutat de Palma, a Illetes i a Cala
Ratjada), juntament amb el cas de Dau Gran, illot d’Eivissa. A
fora de les Balears es coneixen introduccions a la Peninsula
Ibérica, com a la placa de les Glories a Barcelona i a Sant Joan
de Gaztelugatxe a Biscaia (Pérez-Mellado 2009).

Figura 17. Sargantana
d’Eivissa. Fotografia:
Joana F. Ferragut.

En referencia a la filogeografia de P. pityusensis, i la ja esmentada investigacio
realitzada per Brown et al. (2008), s’observa I'aparicié de dos clades que correspondrien
al'illa d’Eivissa i I'altra a Formentera i les seves illes i illots, datant la seva separaci6 en
aproximadament fa 1 Ma. Posteriorment el treball de Rodriguez et al. (2013) es centra
només en aquesta especie a través de la recollida de 74 individus procedents de 37
localitzacions diferents. L’estudi basat en ADNmt (2.430 pb) i ADN nuclear (ADNn)
(concretament 15 Short Tandem Repeats o STR) indica també la presencia de dos
principals clades/grups pero en aquest cas es data la separacié en fa uns 0.178 Ma
durant el Plistoce Mitja-Superior. Els grups detectats corresponen a: i) un clade format
per les illes i illots adjacents a I'illa d’Eivissa, i ii) al compost per Formentera i les illes i
illots que es troben als Freus. En canvi, les poblacions d’Eivissa varien de grup en
funcié del marcador genetic, essent segons I’ADNn més proper al grup format per les
seves illes adjacents; i segons I’ ADNmt més proper al grup de Formentera. Els autors
indiquen que aquest fet pot ser degut a un flux asimetric en copies efectives de gens,
sense poder descartar el paper d’introduccions humanes recents.
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1.2.1.3. Podarecis tiliguerta (Gmelin 1789)

Aquesta especie és endemica de les illes de Corsega i Sardenya, juntament amb les illes
i illots que es troben al seu voltant. El nombre de subespecies descrit s’ha fet
basicament en funcié de patrons de coloracio i caracteristiques morfologiques (Bruschi
et al. 2006), i actualment se n"han descrit deu: P. t. contii, P. t. eiselti, P. t. granchii, P. t.
grandisonae, P. t. maresi, P. t. pardii, P. t. ranzii, P. t. rudolphisimonii, P. t. sammichelii i P. t.
toro (Corti i Lo Cascio 1999). La IUCN ha valorat aquesta espécie com a de Preocupacié
Menor - Least Concern (LC) a nivell internacional i com a No Amenagada (NA) a I'ambit
nacional.

En general, es caracteritza per tenir el cap curt i lleugerament deprimit, i una
longitud (de cap a cos) de 56 mm i 53 mm a mascles i femelles, respectivament;
corresponent a una mida mitjana dins el genere Podarcis (Arnold i Ovenden 2002,
Bruschi et al. 2010).

Tal i com passa a altres especies d’aquest genere, també presenta una alta
variabilitat intraespecifica, tant en patrons de coloracié com en les tonalitats (Figura
18), per la qual cosa es poden trobar inclis alguns individus melanics (Bruschi et al.
2006). En general, tenen una tonalitat marronosa, encara que dorsalment varia la
intensitat d’aquest color i pot presentar taques que varien entre el verd i el negre. Per
altra banda, la coloraci6 ventral sol ser obscura. També podem trobar diferencies
sexuals en la coloraci6 ja que els mascles solen tenir taques de tonalitat obscura a la
regid dorsolateral (Arnold i Ovenden 2002; Bruschi et al. 2010).

Figura 18. P. tiliguerta: individu
procedent de Corsega (imatge
vertical) i de I'illa de Sardenya (3
fotografies en horitzontal).
Fotografies: Barbara Terrasa.

22



~ ‘-ﬁ INTRODUCCIO

Aquesta especie, com ja s’ha esmentat, viu a les illes de Corsega (Franga) i
Sardenya (Italia), les quals presenten una separacio de sols 10 km (Figura 19). Les dues
illes, durant la seva historia geologica, han estat connectades en diverses ocasions,
durant el periode Quaternari, per aixo, tenen molt en coma biogeograficament i
sobretot, relatiu a especies endemiques (Mannion i Vogiatzakis 2007).

Figura 19. Mapa topografic de Corsega (esquerra) i Sardenya (dreta). Font:
www.worldofmaps.net.

Sardenya, amb una area d’'uns 24.000 km? és la segona illa més gran de la
Conca Mediterrania. Es caracteritza per una morfologia muntanyosa amb altiplans i
algunes zones planes. Es troba a una distancia quasi equidistant d’Europa i Africa.
Geomorfologicament es pot dividir en 3 regions: la de l'est, caracteritzada per la seva
variacié de relleu, i amb la presencia de les muntanyes de Limbara i Gennargentu; la
central, amb fluxos de lava basaltica i; la de ponent, amb roques del Paleozoic. A la
decada dels 80, el Govern va implementar legislaci6 mediambiental per a la
conservacio i la proteccio dels paisatges, la flora i la fauna caracteristica del Il'illa
(Mannion i Vogiatzakis 2007).

Per una altra banda, tenim lilla de Corsega, la quarta més gran de la
Mediterrania (el seu territori ocupa una area de 8.682 km?). Es troba a uns 90 km
d’Italia i a 170 km de Franga. Es caracteritza per ser l'illa de la Mediterrania situada
més al nord, amb un major grau d’humitat i la més muntanyosa, amb pics de més de
2.000 m (el pic més alt és Monte Cino amb 2.706 m). Aquesta diversitat de topografia
dona lloc a diversos microclimes i comunitats vegetals en funcié de l'algada. L’illa
consta de dues unitats: la costa occidental, caracteritzada per penya-segats i una
topografia molt muntanyosa i, el nord-est, on predomina una topografia més plana
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amb una altura maxima de 1.767 m a San Pedrone. Ambdues es separen per un
corredor, que crea unitats morfologiques i geologiques ben diferenciades (Vogiatzakis
et al. 2008). Es una illa poc poblada, amb una poblacié total d"unes 272.000 persones, la
meitat de la qual es concentra en dues ciutats costaneres: Ajaccio i Bastia. La majoria de

pobles estan habitats per menys de 100 persones, per la qual cosa la densitat de
poblacié es troba amb una mitjana de 30 habitants (h.) per km? (essent en més de la
meitat de I’illa de sols 10 h./km?) (Mannion i Vogiatzakis 2007).

En relaci6 a I'especie de sargantana que viu a ambdues illes, alguns estudis han
destacat la seva gran variabilitat, i han intentat determinar com s’estructura l'especie
(Capula 1996; Pinho et al. 2004; Harris et al. 2005). Segons Corti i Lo Cascio (1999) es
coneixen un total de 10 subespecies, de les quals tan sols dues estan present a I'illa de
Sardenya i les altres 8 només a Corsega.

Capula (1996), va analitzar la variabilitat genetica de l'especie a través
d’electroforesis d’al'loenzims. Els seus resultats indicaren una gran variabilitat
intraespecifica, la més alta coneguda dins les especies de sargantanes. I les analisis
genetiques dividien geograficament I'especie en 3 grups diferenciats: el primer, format
per poblacions de Corsega; el segon, amb poblacions de les illes que es troben al sud-
est de Corsega i finalment, el darrer, inclouria les poblacions de Sardenya, juntament
amb l’illa Meli. L’autor relaciona la presencia dels diversos grups amb l’existencia de
deriva genetica i amb esdeveniments geologics durant el Pleistoce.

Posteriorment, es van realitzar estudis filogenetics basant-se en marcadors
moleculars d’ADNmt per tal de determinar si esta formada per un conjunt d’especies.
Harris et al. (2005) van analitzar la seqiiencia del 12S I’ARNr de P. tiliguerta a 18
individus de 13 poblacions, dels quals també es va amplificar el gen del citocrom a 4 de
les mostres. Els resultats mostraren la separacié de les mostres en dos gran grups:
Corsega i Sardenya; amb la presencia de 5 i 3 clades, respectivament. També
observaren una alta variabilitat, la qual cosa, creuen els autors, podria indicar que es
tracta d'un complex d’especies.

L’estudi de Podnar i Mayer (2005) inclou diferents especies de Podarcis, on P.
tiliguerta esta representada per 4 mostres i analitza també I’ARNr 12S. Els resultats
indiquen 3 llinatges separats: 1 a Corsega i 2 a Sardenya. Els autors consideren que és
una especie politipica (és a dir, una tnica especie formada per diverses subespecies),
per tant, no la consideren un complex d’especies; i degut a I'alta variabilitat consideren
necessari un estudi més ampli amb un major nombre de mostres i comparant
marcadors nuclears i mitocondrials.

Per una altra banda, Bruschi et al. (2006) varen realitzar estudis morfologics a
més de 2.700 individus de I'especie en base a la seva longitud cap-cos i altres trets de
folidosi (son aquells que fan referencia a les escates). En conjunt, aquestes
caracteristiques fisiques es van emprar per analitzar si era un grup d’especies, i també
per valorar la seva qualitat com a marcador evolutiu. A través d’arbres filogenetics
basats en UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages) i grafics
MDS (escalat multidimensional), els autors consideren que els caracters de la folidosi
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indiquen una bona separaci6 entre les dues illes principals (Corsega i Sardenya).

Posteriorment, Vasconcelos et al. (2006), va ampliar I'estudi de Harris et al.
(2005), de I’ARNr 12S amb 17 individus nous, obtenint un total de 34 seqiiencies i 343
pb. Les relacions filogenetiques indicarien que Corsega i Sardenya serien llinatges
independents, a la vegada que identificarien 3 clades: 2 a Sardenya i 1 a Corsega.

1.2.2. Espécies continentals de Podarcis

El genere Podarcis es troba ampliament distribuit a I’'Europa continental, essent P.
muralis i el conjunt d’especies que formen el complex de P. hispanica, els llinatges més
ben representats. Dins el complex P. hispanica s’hi troben diferents especies molt
properes i amb caracteristiques similars pel que fa a dieta, cicles d’activitat,
termoregulacio, entre d’altres, i que son simpatriques a algunes arees de la Peninsula
Iberica (Martin-Vallejo et al. 1995). Ambdds (P. muralis i el complex P. hispanica)
conviuen dins la Peninsula Iberica amb altres Podarcis com P. bocagei i P. carbonelli
(Pinho et al. 2006).

1.2.2.1. Podarcis muralis (Laurenti 1768)

L’especie té una amplia distribucié (Figura 20) al sud, a l'oest i a la part central
d’Europa, on ocupa una gran varietat d’habitats (Bellati et al. 2011). Arreu de la
Peninsula Iberica en podem trobar diverses poblacions, les més occidentals es troben al
limit entre Asturies i Galicia, mentre que les orientals estan marcades pel massis de
Penyagolosa (Castelld). Els Pirineus, Prepirineu, la Serra Cantabrica i tota la franja
cantabrica delimiten I'extrem nord. A l'interior de la Peninsula Iberica podem trobar
poblacions al Sistema Iberic i també al Sistema Central sobretot a zones molt
assolellades i obertes, espais adequats per al seu mecanisme de termoregulacio (Diego-
Rasilla i Salvador 2015).

Figura 20. Distribucié de Podarcis muralis. Font: IUCN Red List.
http://maps.iucnredlist.org/.
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Son lacertids de mida petita, amb una llargaria que oscil‘la entre els 48 i 69 mm
(Figura 21). El seu comportament varia en funcidé de I'habitat i la climatologia ja que les
poblacions que resideixen en habitats de muntanya i zones amb un clima oceanic,
presenten un periode d’inactivitat hivernal. Per altra banda, les poblacions que habiten
a climes més benignes, estan actives durant quasi tot I'any (Diego-Rasilla i Salvador
2015).

Figura 21. Individus de l'especie P. muralis de Segovia. Fotografies:
Valentin Pérez Mellado.

L’'IUCN ha valorat el seu estat de conservacié com a de Preocupacié Menor -
Least Concern (LC) i a I’ambit nacional es troba dins la categoria de No Amenacada
(NA). Ha estat catalogada en aquesta categoria degut a la seva amplia distribucid, que
fa assumir una poblaci6 elevada, i també per la seva tolerancia a un ampli tipus
d’habitats (Bohme et al. 2009).

L’espécie presenta una alta variabilitat en els patrons de coloracio, biometrics i
de folidosi (Bellati et al. 2011). Podem destacar una coloracié dorsal marré o marro-
verdosa, amb uns laterals de coloracié més obscura i, generalment, uniforme. Per altra
banda, la coloracid ventral és més clara, amb petites taques negres, observant-se unes
tonalitats molt diferents que van del blanquinds al vermellds, passant pels grisos
(Diego-Rasilla i Salvador 2015).

La seva alimentacid és insectivora (Barbadillo et al. 1999) i hi destaquen els
petits artropodes com les aranyes, homopters, coleopters i dipters (Diego-Rasilla i
Salvador 2015).

Estudis filogenetics recents basats en 1’analisi del Cytb (ADNmt) i 10 STR (Short
Tandem Repeat) en més de 280 mostres (Gassert et al. 2013) indiquen la presencia de dos
llinatges separats fa 1,23 Ma. D'una banda es troba el clade format per I'cest de Franca
on estan incloses les poblacions des dels Pirineus fins a Bretanya i d’altra banda el
clade de l'est frances format per les poblacions del sud de Franca fins a Alemanya,
Belgica i Luxemburg. Segons els resultats aquest darrer clade s’hauria subdividit en
dos subgrups fa uns 0,38 Ma. El mateix any, un altre estudi filogenetic que empra 2
gens mitocondrials i 3 gens nuclears amb individus de 52 localitats, observa diversos
llinatges que s’haurien separat durant el Plistoce (Salvi et al. 2013).
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1.2.2.2. Complex Podarcis hispanica (Steindachner 1870)

La sargantana iberica, coneguda en un principi com a Podarcis hispanica, ha estat
estudiada durant decades degut a la seva diversitat, cosa que ha provocat repetides
revisions de la taxonomia tant a nivell especific com intraespecific (Pérez-Mellado
1998b). Després de diversos estudis s’ha demostrat que en realitat és un complex
d’especies que engloben el que es considerarien diversos llinatges, alguns encara
pendents de descriure (Harris i Sa-Sousa 2001, 2002; Busack et al. 2005; Pinho et al. 2006;
Geniez et al. 2007, 2014; Renoult et al. 2009, 2010; Kaliontzopoulou et al. 2012). El
complex P. hispanica englobaria diverses formes, les quals presenten unes
caracteristiques particulars de patrons de coloracid, morfometria i amb regions de
distribucio ben diferenciades. Després d’analisis exhaustives en base a caracteristiques
morfologiques i genetiques, s’ha actualitzat la taxonomia dins del complex P. hispanica,
i alguns dels grups han passat a considerar-se especies propiament dites, per la qual
cosa se n'han descrit les morfologies particulars i se n"han concretat els habitats
(Renoult et al. 2010).

Segons Geniez et al. (2014) a la Peninsula Iberica hi trobem les segiients
especies: P. bocagei, P. carbonelli, P. vaucheri, P. liolepis, P. hispanica, P. guadarramae i P.
virescens (Geniez et al. 2014). Com es pot observar a la figura Figura 22 aquestes
diferents especies es distribueixen de la segiient forma: P. bocagei es troba al nord-oest
de la Peninsula Iberica (nord de Portugal i nord-oest d’Espanya). L’oest, juntament
amb una poblaci¢ al Parc Nacional de Donana (Harris et al. 2002), esta ocupat per P.
carbonelli. P. hispanica es troba al llevant d’Espanya (més concretament, a les provincies
d’Alacant, Mtrcia, Almeria i Granada); i presenta 2 subespecies, la sensu strictoila P. h.
galera (Geniez et al. 2007). P. wvaucheri, considerada especie després dels estudis
d’Oliverio et al. (2000) i Busack et al. (2005), habita el nord d’Africa i Andalusia
occidental (més concretament a les muntanyes betiques, juntament amb les arees
adjacents al sud del riu Guadalquivir). P. liolepis correspon a les poblacions del nord-
est de la Peninsula Iberica (els limits dins aquesta regid encara no es coneixen bé), fins
arribar també al sud de Franca; juntament amb les poblacions de les illes Columbretes
(abans considerades P. atrata) i una poblacid aparentment introduida a Alemanya. P.
virescens, endemisme iberic, habita Portugal (centre i sud) i la regid sud-central
d’Espanya situada al sud del Sistema Central (Extremadura, Castella la Manxa i
Madrid). A zones del litoral de Portugal aquesta especie €s simpatrica amb P. carbonelli.
Per la seva banda, P. guadarramae viu al centre-oest i nord-oest de la Peninsula Iberica, i
a algunes illes de la costa gallega (Geniez et al. 2014).
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Figura 22. Distribucio de les diferents especies que conformaven el complex P. hispanica. Font:
modificat de V. Sancho (http://esoescomotodo.jimdo.com/reptiles/podarcis-hispanica/).

A continuacié s’exposa una breu descripcioé de les recent descrites especies centrant-
nos només en aquelles que han estat emprades en aquest treball:
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Podarcis hispanica (Steindachner 1870)
Es una especie de mida petita (segons Diego-Rasilla i Pérez-Mellado (2003) de cap a
tinal del cos fa entre 37-70 mm) i amb el cos i el cap aplanats (Figura 23). Presenta dos
tipus principals de coloracié que son majoritaris, els que tenen un patré molt marcat i
els que quasi no en presenten, també apareixen alguns individus amb un patrd
entremig. Tenen una coloracié dorsal marré clar, amb linies negres dorsolaterals que
en alguns individus es poden presentar fragmentades en petites taques negres.
L’especie té dimorfisme sexual, ja que el patré a les femelles divergeix. Per la part
ventral destaca el color blanquinds, encara que alguns individus poden mostrar una
tonalitat grogosa al coll (Geniez et al. 2007).

A nivell internacional I'TUCN la classifica com a
Least Concern (LC) i No Amenacada (NA) a l’ambit
nacional (Mateo-Miras et al. 2009).

Els resultats d’estudis filogenetics realitzats
(Pinho et al. 2006; Geniez et al. 2007; Renoult et al.
2009, 2010; Kaliontzopoulou et al. 2012) no soén
concloents a I'hora de definir ‘I'estatus” i anomenar
els grups que conformen P. hispanica: P. hispanica
sensu stricto i P. hispanica galera. Com ja hem dit, la
sistematica del grup ha estat, i esta, en constant revisio i
encara que estudis recents hagin determinat noves
especies, no esta esclarida la taxonomia dins P.

hispanica, ja que es requereixen estudis més Figura 23. Subadult de P. hispanica

exhaustius. sensu-estricto  procendent  de
Murcia. Fotografia: Valentin Pérez
Mellado.

Podarcis vaucheri (Boulenger 1905)

La seva longitud de cap a cos arriba fins els 60 mm i el cap esta lleugerament deprimit i
presenta taques negres. Té una coloracié dorsal gris violeta o verd amb petites taques
negres. El ventre és blanc o ataronjat pallid amb algunes taques externes negres;
endemés al coll també s'hi troben petites taques negres.

El seu estatus de conservacid, amb dades del IUCN del 2008, és de Least Concern
(LC) o de Preocupacié Menor.

L’alimentacio que es coneix correspon a la regié del Marroc i es caracteritza per
la presencia d homopters, coleopters, dipters, aranyes, himenopters, acars, quilopodes,
ortopters, heteropters, lepidopters i formicids (Salvador i Busack 2015).

Podarecis liolepis (L. muralis liolepis, Boulenger 1905; Podarcis liolepis, Renoult et al.
2010)

Morfologicament es caracteritza per tenir una mida petita (la majoria de poblacions
tenen individus d’entre uns 44-53 mm de cap a final del cos, tant mascles com
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femelles), encara que hi ha variabilitat geografica (Figura 24) ja que es troben
poblacions d’'una major longitud (per exemple als Pirineus i a les Illes Columbretes, les
quals presenten més d’uns 62 mm). Mostren escassa coloracid, amb el dors gris pal-lid
o marro (amb alguns individus en petites taques negres).

r
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0 e

Figura 24. Individus de P. liolepis de diferents procedencies (d’esquerre a dreta): Soria, Xativa i
Columbretes. Fotografies: Valentin Pérez Mellado.

Respecte a la seva distribuci6 s"han trobat individus des del nivell de la mar fins
a 1.700 m (amb algunes observacions puntuals als Pirineus a més de 2.600 m).

L’espécie no ha estat catalogada, pero la seva extensa distribuci6 fa pensar que
s’inclouria dins Least Concern (LC) o de Preocupacié Menor, exceptuant les poblacions
de Columbretes, el Mont d'Urgell i I'illa de Santa Clara que es considerarien Rares
(degut a la localitzacio geografica).

La seva alimentacié es compon basicament d’insectes, aranyes i isopodes, tot i
que la poblacié de les Illes Columbretes es caracteritza per alimentar-se d’escorpins,
material vegetal i isopodes marins.

Conté dues subespecies: P. liolepis atrata i P. liolepis liolepis. La primera habita les
Illes Columbretes i és de mida gran (els mascles fan aproximadament entre 65,3-68
mm, i les femelles entre 61,7-61,9 mm), mentre que la segona es troba al sud de Franga i
al nord-est peninsular, mostrant una major diversitat de mides en funci6 de la regio6
que habita, encara que en general és de mida petita (per exemple, en poblacions
franceses tenen una longitud d'uns 55 i uns 50 mm en mascles i femelles
respectivament) (Salvador i Carretero 2016).
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En aquest treball aprofundirem més en la segona subespecie, P. . atrata, que es
troba a les Illes Columbretes, arxipelag situat a la Mediterrania enfront de la costa del
llevant de la Peninsula Ibérica, a uns 50 km de Castell6 i a uns 100 km de l'illa
d’Eivissa. Aquest territori t¢ un origen volcanic, i es forma recentment després dels
episodis volcanics del Plistoce, fa entre 1 Ma i 300.000 anys (Aparicio et al. 1991; Juan et
al. 2004) i consta d’una superficie total aproximada de 19 ha (Castilla ef al. 1998a, 2005).
Esta format per quatre grups d’illes (Figura 25): i) Illa Grossa (o Columbrete grande) de
13 ha, Mascarat, Senyoreta i Mancolibre; ii) Ferrera o Malaspina d’1’5 ha, Espinosa,
Bauza, Valdés i Navarrete; iii) Foradada d’1’6 ha, Lobo de 0’5 ha i Méndez Nunez i iv)
Carallot o Bergantin, Cerquero, Churraca i Baleato.

Figura 25. Arxipelag de Columbretes: localitzacié i illes i illots que el formen.

Els tinics vertebrats terrestres presents son les sargantanes (Podarcis liolepis) que
conviuen amb diferents aus, com falcons (Falco eleonorae), gavines (Larus cachinnans
michahellis, Larus audouinii) i ocells migratoris, entre d’altres (Castilla i Bauwens 1991).
L’estat de conservacié encara no ha estat concretat degut al seu recent renomenament
pero es considera que hauria de ser de Rara ja que el reduit nombre d’individus, al seu
habitat fragmentat i el fet de ser una especie endemica, son factors que afavoririen la
seva extincio6 (Castilla et al. 2006).

L’arribada d’aquesta especie a les Illes Columbretes es creu que va succeir fa
uns 20.000 anys, durant la darrera glaciacié (Wiirm), quan el nivell del mar es va veure
reduit en uns 120 m, la qual cosa possibilita el pas d’aquests i altres animals terrestres
entre la Peninsula Iberica i les Illes Columbretes ja que el canal que les separa té una
profunditat aproximada d'uns 90-100 m (Castilla et al. 1998b).

La situacio taxonomica de les sargantanes en aquesta regié ha estat canviant.
Recentment, estudis filogenetics I'han reanomenada P. liolepis (Renoult et al. 2010;
Geniez et al. 2014), més concretament com a P. I. atrata (Salvador i Carretero 2016),
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encara que fins ara era reconeguda com una especie independent, P. atrata, i cal
destacar que previament es considerava una subespecie del complex de P. hispanica (P.
h. atrata) (Castilla et al. 2008). Avui en dia no esta clara la separacié entre alguns dels
recents grups taxonomics escindits del complex d’especies format per Podarcis hispanica
i per tant, en seria necessaria una investigacié més exhaustiva (Salvador i Carretero
2014).

Podarcis virescens (Geniez et al. 2014)

Descrita com a especie, recentment per Geniez et al. (2014). Es caracteritza per ser
robusta, amb una longitud (de cap a cos) de 62,3 mm de mitjana en mascles i de 59,7 en
femelles.

Morfologicament, solen presentar una tonalitat verdosa al dors (Figura 26) i, a
la part ventral, blanquinosa, groguenca o ataronjada (la coa i part posterior son
grogues). S’ha de destacar que a la part ventral del coll poden presentar punt negres
(sobretot els mascles). Els mascles presenten linies dorsolaterals clares (les quals poden
ser continues o fragmentades); per una altra banda, aquestes linies a les femelles son
generalment continues i amb una tonalitat que varia des del blanc al mateix color que
el dors. Ambdos sexes també presenten bandes supradorsals, que varien lleugerament
de morfologia segons el sexe. Els laterals dels individus mascles sén obscurs amb una
serie d’ocels pal-lids (Geniez et al. 2014).

Figura 26. Sargantana de P. virescens de Badajoz.
Fotografia: Valentin Pérez Mellado.

L’especie encara no ha estat catalogada (per la seva recent descripcio), pero la
seva extensa distribuci6 fa pensar que s’incloura a la categoria de Least Concern (LC) o
de Preocupacié Menor.

La seva dieta esta composta sobretot per aranyes, larves de diversos tipus

d’insectes, formicids, isopodes, hemipters, miriapodes, dermapters i vertebrats
(Carretero i Salvador 2016).
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Podarcis guadarramae (Bosca 1916)

P. guadarramae es caracteritza per habitar ambients més rocosos i presenta el cap més
aplanat (Figura 27). Es un endemisme de la Peninsula Ibérica i de moment no es troba
dins cap de les categories de conservacid. Aixi i tot, se suggereix considerar-la de
Preocupacié Menor o Least concern (LC), i a algunes de les poblacions presents a illes es
proposa considerar-les com a Vulnerable (Cies, Ons, Onza, Salvora i Noro) o En Perill
(Sagres, Vionta i Herbosa). Es una especie activa la major part de 'any, perd amb una
activitat més reduida a les regions muntanyenques durant I'hivern (entre novembre i
gener). La seva alimentacio es basa en aracnids, coleopters, dipters i homopters.

Figura 27. Individus de P. guadarramae de Salamanca. Fotografies: Valentin Pérez
Mellado.

L’especie consta de dues subespecies: P. g. guadarramae (Bosca 1916) i P. g.
lusitanicus (Geniez et al. 2014), que presenten una alta divergencia genetica en estudis
basats en ADN nuclear (Pinho et al. 2007, 2008), ambdues podrien en un futur
considerar-se especies diferents segons estudis centrats en les zones de contacte entre
ambdues subespecies (Geniez et al. 2014).

P. g. guadarramae es caracteritza per una mida corporal mitjana (de 53,8 mm de
cap a cos en mascles i 51,6 mm en femelles), amb el cap i cos aplanat. Presenten en tot
el cos un gran nombre de taques negres. També mostren un nombre mitja de 59,9
escames dorsals en mascles i 57,9 en femelles. El nombre de porus femorals també
varia segons el sexe, amb 18,5 en mascles i 17,17 en femelles. La seva coloracié és
reticulada, encara que algunes femelles també son retxades (Ortega et al. 2014, 2015).

Per altra banda, les P. g. lusitanicus, es diferencien de l'anterior per tenir una
mida lleugerament inferior (amb una longitud de cap a cos de 51,5 mm a mascles i 48,7
a femelles), presenten el cap encara més aplanat i un nombre inferior d’escames i porus
femorals. El disseny del dors dels mascles és molt variable, en funcié de I'habitat, i
existeixen individus totalment reticulats i individus majoritariament retxats. També hi
ha diversitat en la coloracio, ja que s’han descrit individus amb el dors verd i d’altres
marrons-grisencs; mentre que el ventre sol ser blanc amb tonalitats roses o ataronjades
en algunes poblacions, juntament amb macules blaves amb major o menor intensitat i
nombre (Carretero et al. 2015).
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1.2. LA PIGMENTACIO

A la natura podem trobar una gran diversitat de
coloracions, a les quals se’ls han atribuit
diverses funcions: ocultacio, termoregulacio,
advertencia de perill de toxicitat, mimetisme,
seleccio sexual i protecci6 immunologica.
L’ocultacié és una funcié molt comuna de les
coloracions; se sap que molts animals es :
mimetitzen amb el seu habitat natural quasi a la s \ q > :
perfeccid. A diverses especies s’ha observat com T
Vf'mades pol?laC1ons d’l\mfa mateixa especie que 7 dipus  intermedius i els
viuen a diferents habitats tenen diferents substrats on viu (roques clares i
patrons de coloracié en funcié de lentorn lava). Font: Majerus i Mundy (2003).
(Protas i Patel 2008). Estudis fets al 1930 a

Chaetodipus intermedius ja mostraven una forta correlacid entre el color del pelatge
dorsal i el color del substrat on viu (Figura 28). En la majoria de llocs estudiats, aquests
ratolins tenen el pelatge dorsal ros i el ventral blanc, i habiten en roques blanquinoses.
Mentre que alguns que viuen en corrents de lava, son tipicament melanics, amb
coloracions dorsals obscures i ventrals blanques (Nachman et al. 2003). En rates, la gran
semblanca entre el color del pelatge dorsal i el substrat, és adaptatiu, cosa que aporta
una proteccio criptica enfront dels depredadores (Majerus i Mundy 2003).

A}

Figura 28. Color dels pelatges a

Figura 29. Diversitat de coloracié dins el genere Podarcis. Fotografies:
Barbara Terrasa.

En els vertebrats hi ha una alta variabilitat quant a pigmentacid i patrons de
coloracié: des del blanc i negre de les zebres, passant pels marrons d’algunes aus, i
arribant als colors brillants dels peixos tropicals. Es curids veure com especies molt
properes poden presentar patrons molts diferents, mentre que especies més distants
tenen una aparenca increiblement semblant (Mills i Patterson 2009). Una de les
caracteristiques més sorprenents de les sargantanes és la seva gran variabilitat de
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coloracié (Figura 29); algunes poblacions son per complet melaniques (de color negre
uniforme), i altres exhibeixen tons dorsals verd brillant o el color blau ultramar, com a
dominant (Pérez-Mellado 2009).

En els mamifers i les aus, la pigmentaci6 de pell, cabells, plomes i ulls depenen
principalment de les funcions dels melanocits, un grup reduit de ceéllules
especialitzades en la sintesi i distribucié de la melanina (Figura 30). Els melanocits
deriven de cellules embrionaries (no pigmentades) anomenades melanoblasts, les
quals procedeixen de la cresta neural. Els melanoblasts, d’origen neuroectodermic,
migren de la cresta neural a 'epidermis (Mills i Patterson 2009) i, a més de en mamifers
i aus, també els trobem en peixos, amfibis i reptils (Lozano i Solano 1989). Els
melanoblasts es transformen per maduracid, en melanocits; que son els responsables de
sintetitzar i emmagatzemar la melanina dins els melanosomes (organuls intracel-lulars
especialitzats de les cellules pigmentaries que posteriorment passaran als
queratinocits, on es depositaran a pels i plomes en desenvolupament) (Figura 31) (Mills
i Patterson 2009), i soén els responsables de la majoria de coloracions visibles en
mamifers i altres vertebrats (Schiaffino 2010). La precisié en la migracio, distribuci6 i
funcionament dels melanoblasts i melanocits determina el fenotip dels organismes
(Yamaguchi et al. 2007).

OBSCURA CLARA

Superficie

Queratinocits
superiors

Melanosomes

Queratinocits
basals

Melanocits

Figura 31. Representacié de com la quantiat de melanina

Figura 30. Variacio produida pels melanocits i transportada fins als queratinocits,
de pigmentacio a la afecta la coloraci6 de la pell. Font: modificat de
pell dels humans. http://www.alyvea.com/anatomy/layers-skin.php.

Font: Sturm (2009).

El sistema pigmentari és molt interessant per analitzar les connexions entre
genotip i fenotip, ja que é€s un tret amb base genetica, pero també amb una important
influencia ecologica. Per tant, fenotips presents a poblacions naturals son una molt
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bona oportunitat per estudiar la base genetica de la diversitat observada i descobrir els
canvis evolutius que s’han produit (Hoekstra 2006).

Coneixer el pigment responsable de la coloraci6 és fonamental per comprendre
la variacié de color (Roulin i Ducrest 2013). La majoria dels nostres coneixements sobre
la ruta metabolica de la pigmentacié s’han obtingut de mamifers, encara que la via de
la melanina ha estat molt conservada a tots els vertebrats (Hofreiter i Schoneberg 2010).
En mamifers, els melanocits, sintetitzen dos tipus de pigments: les eumelanines
responsables de les tonalitats negre i marro; i les feomelanines encarregades de les
coloracions que van del groc al vermell. Els mamifers presenten dos factors que
determinen la coloraci¢: i) els pigments disponibles, tenint en compte que el tipus de
melanina produida depen de la funcié dels enzims implicats en la seva sintesi i en la
disponibilitat dels substrats (Yamaguchi et al. 2007) i, ii) la seva distribucio, tant a
nivell cel'lular com dins l'organisme (Hofreiter i Schoneberg 2010). Dins la ruta
biosintetica de les melanines, intervenen de forma principal, dos enzims: la tirosinasa i
la dopacrom tautomerasa. El primer s’encarrega de catalitzar la reaccié a través de la
qual l’aminoacid tirosina s’oxida a dopa, i de la transformacié d’aquest en
dopaquinona. I, també és 'enzim més important d’entre tots els que estan implicats a
la melanogenesi (MREs), ja que regula la velocitat i I'especificitat del procés (Hoekstra
2006). Al segon enzim, la dopacrom tautomerasa, li correspon la tautomeritzacio del
dopacrom en el 5,6-dihidroxindol (Lozano i Solano 1989).

Els mamifers i les aus només tenen un tipus de cellula pigmentaria (el
melanocit), mentre que en els vertebrats poiquiloterms les cel-lules pigmentaries es
coneixen com cromatofors i en poden tenir diversos: melanofors, xantofors, eritrofors,
iridofors, leucofors i cianofors (Figura 32). Els cromatofors, al contrari que els
melanocits, no transporten els pigments a altres cel-lules, sindé que els retenen al seu
interior (Mills i Patterson 2009). Cal remarcar que les cellules pigmentaries que
produeixen melanina, es coneixen, com s’ha indicat anteriorment, com a melanocits en
mamifers i aus; i com a melanofors en peixos, amfibis i reptils (Cooper i Raible 2009).

La coloraci6 en amfibis i reptils es produeix degut a: i) la reflexié i dispersid de
la llum per part de cel-lules i teixits (coloracio estructural) i, ii) per I’absorbancia de la
llum a través dels pigments, principalment per melanofors, iridofors i xantofors
(Olsson et al. 2013). Canvis rapids de coloraci6 s’han relacionat amb canvis estructurals
(d’agregacio i/o dispersid) d’aquests principals cromatofors a les diferents capes
cel-'lulars de la dermis (Cooper i Raible 2009; Mills i Patterson 2009) (Figura 33). En
estudis realitzats a Anolis carolinensis (Taylor i Hadley 1970) per analitzar aquests
canvis rapids de coloracio, es va observar com l'estructura anatomica de la dermis era
la seglient (Figura 32 i 33): la capa més externa (la més propera a l'epidermis) esta
formada per xantofors, cel-lules que contenen els pigments groc-vermell. Per davall,
corresponent a la capa intermedia, es troben els iridofors, que contenen cristalls de
guanina que no tenen color pero tenen propietats de dispersio i reflexié de la llum (la
coloracié depen de la mida i la distribucié de les lamines). Finalment, la capa de
pigments més profunda esta formada pels melanofors, que son els responsables
d’emmagatzemar la melanina i absorbir les longituds d’ona que queden. Canvis en la
produccid i dispersio dels granuls de melanina son, en darrer lloc, els responsables dels
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canvis de color a la part dorsal dels reptils (Rosenblum et al. 2004). A més, aquestes
capes poden produir quasi qualsevol combinacié de colors, essent els xantofors els
responsables del groc, vermell i taronja; els melanofors del marrd, negre i gris; i els
iridofors pels colors amb longituds d’ona curtes (blau, violeta i verd) i també pels
platejats (Hofreiter i Schoneberg 2010).
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Figura 32. Distribucié dels cromatofors a la dermis d'un Anolis. Es mostren 3 estats
fisiologics diferents: i) el melanofor de 'esquerra té els melanosomes agregats a la regid
perinuclear, i correspon a un color verd brillant; ii) el central, es relaciona amb una tonalitat
que aniria del verd oliva al marr6 clar, i els melanosomes es troben parcialment dispersats;
i, iii) en el de la dreta, els melanosomes es troben completament dispersats, i es relaciona
amb una coloracié marronenca-negrosa. Font: modificat de Taylor i Hadley (1970).

UNITAT DERMICA DE CROMATOFORS

Iridofor

Dermis

Melanofor -—ﬁ_‘.’é..
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Figura 33. Estructura dels cromatofors a la pell d’amfibis. Font: Vitt i Caldwell (2013)
amb petites modificacions.

37



INTRODUCCIO &/\

Les coloracions de tonalitat groga-vermellosa dels xantofors es produeixen per
la interaccié entre dos pigments: els carotenoides i les pteridines. Les pteridines es
produeixen de forma endogena a partir de purines; en canvi, els carotenoides s’han

d’obtenir de la dieta ja que no els poden sintetitzar. Els iridofors també tenen un paper
important en aquestes tonalitats grogues-carabasses, ja que son el resultat de la seva
interaccio amb els xantofors (Olsson ef al. 2013).

Segons Bagnara et al. (2007), en els vertebrats, la coloraci6 blava es manifesta en
un conjunt d’especies diferents que van des dels peixos primitius fins als mamifers. La
coloracio blava en amfibis i reptils és molt menys comuna que a peixos; pero en tots
tres el color blau deriva d'uns cromatofors especifics, els iridofors; els quals quan es
cobreixen per sobre amb cellules pigmentaries grogues, els xantofors, donen lloc a la
coloracié verda. La pell abdominal blava en algunes sargantanes és un tret de
dimorfisme sexual, el qual és més pronunciat en els mascles (Figura 34).

Figura 34. Imatge on es pot veure la
diferent coloracié ventral d'un
mascle (dalt) i d'una femella
(posicio inferior) procedents de
lilla de Cabrera. Fotografia: Iris
| Alemany.

Es creia que, al contrari de mamifers i aus, els melanofors dels reptils només
produien eumelanina (més que alternar entre els dos tipus de melanina), pero un
estudi recent (Roulin et al. 2013) realitzat a tortugues (Eurotestudo boettgeri) ha
demostrat la sintesi de feomelanina. Cal remarcar que la seva presencia té efectes
importants a I’hora d’entendre i estudiar la base fisiologica i genética de la diversitat de
coloracié en reptils. A més, malgrat les diferéncies entre mamifers i poiquiloterms,
ambdos grups comparteixen algunes rutes genetiques importants en el control del
procés i també d’altres que intervenen en la diferenciacié i formacio de les cel-lules
pigmentaries i els seus pigments (Mills i Patterson 2009).

Encara que el color dels reptils, més concretament dels escatosos, ha estat
estudiat al llarg del temps com a exemple d’evolucié adaptativa i des de diverses
perspectives (ecologica, fisiologica i sistematica), poc es coneix sobre la base molecular
de la variacio del color en aquest grup. Avancos en la comprensié de la base genetica
de la pigmentaciéo en altres taxons de vertebrats proporcionaran loportunitat
d’investigar la base geneética de la variacié de color en reptils (Rosenblum et al. 2004).

38



ol % INTRODUCCIO

1.3.1. El melanisme

La pigmentaci6 ha servit de model per a la genetica i la biologia del desenvolupament,
com s’ha comentat, pero també ha jugat un paper primordial dins la biologia evolutiva
(Hoekstra 2006). La relacio entre el color de l'individu i 1'habitat és normalment
atribuida a la seleccid natural, perod rarament hi ha evidencies, sobretot a nivell
molecular, que en donin suport (Anderson et al. 2009). Per exemple, un dels casos més
coneguts d’adaptacio son les diferents coloracions de la papallona clapada, Biston
betularia, de la qual recentment s’ha trobat que la presencia de la forma melanica és a
causa de la insercié d'un transposé en el primer intr6 del gen cortex (Van't Hof et al.
2016).

Una de les principals coloracions en vertebrats és el melanisme. En els
mamifers, aquesta coloracié negre es deu a l'increment de produccié d’eumelanina,
juntament a una reduccié de feomelanina. Mentre que en poiquiloterms, intervé la
duraci6 del senyal de les hormones: aMSH (hormona estimuladora dels melanocits) i
MCH (hormona concentradora de melanina). Una expressid prolongada afecta al
nombre de melanofors, la qual cosa provoca el que es coneixen com a canvis de color
morfologics. Per altra banda, una expressié curta produeix canvis de color fisiologics:
en el cas de I'aMSH produeix la dispersié dels melanosomes (cosa que provoca una
coloracié més clara) i; en el de la MCH, causa la seva segregacio, amb la qual cosa
s'obté una coloracié obscura (Mills i Patterson 2009). Es de destacar que en
poiquiloterms aquests canvis no sén permanents, sind que son reversibles, per tant, no
impliquen canvis genetics, encara que s’han relacionat amb la pigmentaci6 alguns gens
addicionals que modifiquen la densitat i la distribucié dels melanosomes als
melanocits (Hoekstra 2006).

Es fa dificil pensar que un tret tan destacat com la coloracié d’un animal, no
tingui una seleccié forta; per tant, les tonalitats negres segur que haurien estat
eliminades si no haguessin tingut cap efecte positiu (Cloudsley-Thompson 1999). Hi ha
diverses funcions que es relacionen amb el melanisme en ectoterms, entre les més
destacades: el de termoregulacio, protecci6 davant la llum ultraviolada (UV),
resistencia a malalties i seleccio sexual (Trullas et al. 2007).

Individus melanics de reptils del genere Cordylus (C. niger i C. oelofseni) mostren
avantatges termoreguladors enfront de temperatures baixes (Clusella-Trullas 2006). A
més, recentment Lindgren et al. (2014) demostraren, a partir de teixits fossilitzats, com
tres reptils marins extingits (un mosasaure, un ictiosaure i una tortuga llaiit o cuir) eren
melanics; i proposaren la convergencia evolutiva com a la seva causa, relacionant el
melanisme amb avantatges de termoregulacié i/o el mimetisme enfront dels
depredadors. Altres estudis també 'han relacionat amb avantatges immunitaris, per
exemple s’ha trobat una forta relacio entre el melanisme i la resistencia a infeccions per
fongs a l'especie Galleria mellonella (Dubovskiy et al. 2013).

Per una altra banda, estudis histologics, en base a la morfologia i estructura de
les capes pigmentaries, en la serp Elaphe quadrivirgata i en el llangardaix Pleistodon
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latiscutatus, han mostrat com els individus melanics només presenten melanofors,
contrariament a individus de coloraci6 normal que presenten els 3 pigments
(melanofors, xantofors i iridofors) (Kuriyama et al. 2013, 2016).

Figura 35. Sargantanes melaniques d’Aire (esquerre) i Moltona (dreta). Fotografies:

Barbara Terrasa.

En el cas concret de les sargantanes, el melanisme (Figura 35), ha tingut una
explicacié complicada. Shan proposat moltes hipotesis, des de suposats avantatges
termoreguladors fins a una adaptaci6 mimetica que permetria que les sargantanes
passassin desapercebudes a les zones d’ombra, fortament contrastades amb les arees
rocoses assolellades. La veritat és que les proves experimentals acumulades en estudis
d’individus melanics i no melanics de la mateixa especie no indiquen més capacitat
d’escalfament, refredament o un altre avantatge termoregulador de les sargantanes
melaniques. Tampoc no sembla plausible que el mimetisme pugui ser una explicacié
satisfactoria per a I'aparicid d’aquest tret, perque només seria ttil en zones ombrejades.
La veritat és que la incognita es manté, ja que 1'extensié del melanisme és molt notable
en nombroses poblacions, no tan sols de les dues especies de les Balears, siné de moltes
altres de la Mediterrania i d’altres arees geografiques, la qual cosa advoca a favor
d’una explicacié adaptativa per aquest caracter (Pérez-Mellado 2009).

1.3.2. Genética i ambient

Ja hem dit que a la naturalesa hi trobem una important multitud de colors, per tant, no
és sorprenent que en vertebrats, fins ara, es coneguin 368 loci relacionats amb la
pigmentacid, dels quals han estat clonats 159 gens (Hofreiter i Schoneberg 2010).
Alguns d’aquests gens afecten processos clau del desenvolupament dels melanoblasts,
altres regulen la diferenciaci¢ i supervivencia dels melanocits, altres son reguladors de
processos que afecten la pigmentacié (Yamaguchi et al. 2007), i d’altres en la
morfogenesis dels seus pigments (Mills i Patterson 2009).

S’han realitzat diversos estudis per avaluar i identificar la base genetica de la
presencia de diferents colors en reptils, perd encara queda molt enfront dels amplis
coneixements que es tenen en altres vertebrats, sobretot mamifers. Estudis realitzats a
un tipus de serp, Lampropeltis getulus californiae, han demostrat que la presencia de
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diferents patrons de coloracié6 tenen una heréncia mendeliana; perd en canvi,
investigacions dutes a terme en sargantanes sobre la base genetica de les coloracions
observades, indiquen que es tracta d’un tret molt polimorfic, amb una ampla variacid

entre sexes, i també entre individus d’un mateix sexe, compatible amb una herencia
poligenica (Olsson et al. 2013).

Tot i els nombrosos gens potencials, només uns quants han estat identificats
com a contribuidors en la variacié del color a diversos grups taxonomics (Hoekstra
2006). Diversos gens estan implicats en el canvi de sintesi dels diferents tipus de
pigments (eumelanina i feomelanina) als melanocits (Barsh 1996). Aquest canvi esta
controlat per la interaccié de dos gens principals: el receptor 1 de la melanocortina
(MCIR), i el seu antagonista, agouti signalling protein (ASIP), també conegut com agouti.
El treball de Protas i Patel (2008) hi implica en aquest pas, a més dels dos gens
anteriors, la MSH. Pero també s’ha demostrat la implicacio d’altres gens en la sintesis
de melanines com el TYRPI (tirosinasa relacionada amb la proteina 1), la Tirosinasa
(TYR), OCA2 (proteina transmembrana del melanosoma) i MATP (proteina
transportadora associada a membrana) (Hofreiter i Schoneberg 2010).

Dels gens implicats, hi ha participants clau que mereixen una especial atencié:

1.3.2.1. MC1R
Un dels gens que ha captat una major atencio ha estat el gen que codifica pel receptor 1
de la melanocortina (MCIR). Es un gen associat a proteines G, que regula la quantitat i
qualitat de les melanines sintetitzades. En els humans esta situat al cromosoma
16924.3, i va ser el primer receptor de melanocortines identificat. L’expressio de
I’MCI1R es dona majoritariament als melanocits, encara que també s’ha observat la seva
expressio a macrofags i cervell.

El seu producte, la MCIR, és una proteina integral de membrana de 317
aminoacids en humans i 315 en rates. També presenta les marques estructurals dels
receptors associats a proteines G (GPCR), com per exemple, una regio extracel-lular N-
terminal, set fragments/dominis transmembrana i una extensid intracelllular C-
terminal (Garcia-Borron et al. 2005). La longitud de la coa C-terminal és variable, i dins
la subfamilia de les melanocortines (MCR) és anormalment curta, amb només 14
aminoacids a 'MCIR d’humans.

L’MCIR és una de les proteines clau que intervé en la regulacié de la sintesis
dels pigments i també ha estat relacionada amb els diferents patrons de pigmentacio,
els quals depenen del tipus, quantitat i distribucié dels pigments. Degut a I’amplia
distribucié d’aquest receptor, s’ha vist que esta implicat en altres funcions biologiques,
com antipiretiques i antiinflamatories (Cooray i Clark 2011).

Les funcions de 'MCIR sén controlades per: i) agonistes: les aMSH i les
hormones adrenocorticotropiques (ACTH), i per ii) un antagonista, 1’ASIP. L’activacid
de I'MCIR per un agonista estimula I"expressi6 de la cascada melanogenica i, per tant,
la sintesi de melanina. L'aMSH i I'’ACTH regulen incrementant I'expressio del gen
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MCIR, actuant en un bucle de retroalimentacié positiva (Yamaguchi et al. 2007).
L’hormona peptidica, ®MSH, activa I’'MCIR, la qual cosa provoca un increment en els
nivells del monofosfat d’adenosina ciclic (AMPc) i un augment en la produccié

d’eumelanina (Nachman et al. 2003); pel contrari, la reduccié de la seva activitat
provoca una major sintesi de feomelanina (Kingsley et al. 2009). Mentre que amb la
presencia de la proteina agouti, I'activitat de 'MCIR és inhibida, els nivells d’AMPc es
redueixen i els melanocits s’aturen de produir eumelanina i comencen a sintetitzar
feomelanina (Hoekstra 2006) (Figura 36). En abséncia de la proteina agouti, 1’activitat
basal de 'MCIR manté el nivell d’AMPc intracel-lular suficientment alt per activar la
via de sintesi de les eumelanines.

AGOUTI - MSH
AN gt -

extracel.

Memb‘ra.na MCIR
plasmatica
intracel.
-@ VAMPcV )+
/ Figura 36. Regulacid en la
Feomelanina Eumelanina sintesi d’eumelanina i

’ :- - feomelanina.

El gen MCIR ha estat evolutivament molt conservat dins els vertebrats i té una
estructura genetica relativament senzilla, que ha facilitat la seva identificacié a
diferents grups taxonomics (Hoekstra 2006). La major part dels estudis han associat un
polimorfisme de nucleotid simple (SNP) i el seu corresponent canvi d’aminoacid amb
una coloraci6é diferent (Hubbard et al. 2010). S’han descrit nombrosos casos que
impliquen el gen MCIR com a la causa de variaci6 de color, tant en especies
domestiques com salvatges, i segurament és la proteina més estudiada de totes les
implicades en la pigmentacié (Hofreiter i Schoneberg 2010). Les mutacions conegudes
estan distribuides per tota la seqiiencia que codifica per la proteina; s’han detectat tant
mutacions diferents en especies molt properes com mutacions identiques i en posicions

homologues a diferent taxons que poden donar lloc al mateix fenotip o similars
(Hubbard et al. 2010).
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Figura 37. Canvis al gen MCIR associats a diferents coloracions. Font: Majerus i
Mundy (2003).

La comparacio de les mutacions de color a 'MCIR en animals domestics revela
alguns patrons interessants (Majerus i Mundy 2003) (Figura 37). En mamifers i ocells,
s’ha demostrat que mutacions que inactiven el gen MCIR provoquen coloracions clares
(major sintesi de feomelanines), pel contrari, mutacions amb guany de funcid,
causarien coloracions obscures (increment en la produccid d’eumelanines) (Robbins et
al. 1993; Takeuchi et al. 1996). Contrariament, en esquirols una delecié al gen causa
melanisme (McRobie et al. 2009); a les races canines Labrador i Golden retriever amb
pelatges grocs (Figura 38), Everts et al. (2000), varen identificar un cod6 d’aturada
prematura; en humans (Sturm 2009), la diversitat al-lelica del gen mostra una relacié
directa amb el fenotip de pigmentacidé pel-roja i pell
clara (Ito i Wakamatsu 2010); en cabres, mutacions en el
mateix gen s’han relacionat amb pelatges negres i
vermells, encara que no a totes les varietats, el que
indica la importancia d’altres factors genetics
(Fontanesi ef al. 2009). A més, mutacions en aquest gen
son la causa de la presencia de melanisme a
rosegadors, Chaetodipus intermedius i Peromyscis
maniculatus (Hoekstra i Nachman 2003; Majerus i
Mundy 2003; Nachman 2005), i a jaguars (Panthera onca) ~ Figura 38. Pelatge daurat del
i jaguarundis (Herpailurus yaguarondi) (Majerus i Labrador. Font: Joana M.
Mundy 2003). Buades.

En aus, el gen MCIR va ser clonat per primera vegada en pollastres i,
posteriorment, es va trobar una substitucié puntual que tenia relacié amb el melanisme
(Kerje et al. 2003). Guo et al. (2010) varen descriure un gran nombre de polimorfismes
del gen al pollastre Hebei, tots ells relacionats amb la diversitat de colors al plomatge.
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Un tnic canvi no sindnim en aquest gen (encara que diferents substitucions hi estan
també implicades) s’ha relacionat amb el melanisme a: la coereba (Coereba flaveola),
’oca de les neus (Anser c. caerulescens) i el parasit cuapunxegut (Stercorarius parasiticus)
(Mundy 2005).

En peixos, més concretament a 1'especie, Poecilia reticulata, Tezuka et al. (2011)
trobaren una relaci6 significativa entre la pigmentacio negre i I’'MCIR; encara que els
resultats mostren que hi ha altres gens que modifiquen els efectes del gen MCIR. Pel
contrari, estudis fets a Midas cichlid, mostren que no hi ha lligament entre el gen i el
fenotip daurat (Henning et al. 2010).

Recentment s’han publicat alguns treballs sobre el melanisme en amfibis i
reptils, amb resultats controvertits. Mutacions independents al gen MCIR sén les
responsables de diferents fenotips blanquinosos a llangardaixos de White sands
(Rosenblum et al. 2010), mentre que canvis a la seqiiencia de 'MCIR no expliquen les
variacions del grau de melanisme en amfibis, grup en el qual aquesta coloracio té una
amplia distribuci6 (Herczeg et al. 2010).

1.3.2.2. Agouti

La proteina agouti regula la pigmentacio en els fol-licles pilosos de rates i produeix pels
negres amb una banda subapical groga. Aconsegueix el seu efecte impedint la unid de
I'a-MSH a I'MCIR, i controlant la quantitat de melanines que regulen la sintesis entre
I’eumelanina (negre/marro) i la feomelanina (groc/vermell) (Voisey i Van Daal 2002). El
locus agouti en rates es troba al cromosoma 2 (Kwon et al. 1994) i codifica una proteina
de 131 aminoacids (aa). La regié N-terminal de la proteina t¢ un domini molt basic amb
una elevada proporcié de residus d’arginina i lisina. La darrera regié desemboca en
una regio rica en prolina que és immediatament precedida pel domini C-terminal ric en
cisteina. La proteina agouti es localitza principalment a les cel-lules dermiques
papillars, a més, s’ha demostrat que inhibeix la diferenciacié i proliferacié dels
melanoblasts (Cerda-Reverter et al. 2005). L’agouti mostra caracteristiques estructurals
d’una proteina secretora, en base a una seqiiéncia senyal hidrofobica i per la falta de
dominis transmembrana (Dinalescu i Cone 2000).

El gen agouti ha estat mapejat i aillat a un cert nombre d’especies, per exemple
al ratoli. L'homoleg de 1'agouti en humans, s’anomena ASIP, es troba al cromosoma 20 i
codifica una proteina de 132 aminoacids. A pesar de I'elevat grau d’homologia entre les
proteines (80 % d’aminoacids idéntics amb rates) el patré d’expressié és un poc
diferent (Voisey i Van Daal 2002). L’ASIP va ser descrita el 1997 per la capacitat
d’inhibir I’eumelogenesi als melanocits humans on té un ampli patr6é de distribucié,
expressant-se al teixit adipos, testicles, ovaris, cor, i en menor proporcid al prepudi,
ronyons i fetge (Scherer i Kumar 2010).

La gran part del nostre coneixement sobre 'estructura i funcié de la proteina
agouti prové dels estudis realitzats amb rosegadors (Dinalescu i Cone 2000). En aquest
grup el gen agouti s’expressa només a la pell. L’organitzacié genomica del gen agouti en
els murins (familia de rosegadors) és complexa. Se n’han identificat uns 50 al-lels
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diferents (Bultman et al. 1992). L’estudi realitzat per Vrieling et al. (1994) es basa en les
diferencies de pigmentacié ventral i dorsal de ratolins causades per aquests distints
allels, i indica com la complexitat genetica de l'agouti és deguda a l'existéncia de
diversos elements reguladors que provoquen l'aparicié6 de diferents isoformes de
I’ARNm d’aquest gen. L’expressid de l'agouti, en ratolins, esta regulada de forma
temporal i regional per crear una distribucié diferencial dels pigments groc i negre a un

mateix pel i per tot el pelatge. Aquest gen esta format per tres exons codificants
anomenats 2, 3 i 4 i també per 4 exons que no es tradueixen, 1A, 1A’, 1B i 1C, situats
corrent amunt del gen. Com hem dit, el complicat patré de regulacio del gen es deu a
I'existencia d'un splicing alternatiu; els transcrits difereixen en els exons no traduits de
I'extrem 5, i estan controlats per dos grups d’elements controladors. Els transcrits de
tipus I contenen els exons no codificants 1B i 1C i estan regulats per elements
temporals (com per exemple el cicle capil-lar). Per una altra banda, els transcrits de
tipus II contenen els exons no codificants 1A i 1A’ i estan sota el control d’elements
promotors regionals, més concretament els especifics de la regié ventral (Dinalescu i
Cone 2000). Els de tipus I estan relacionats amb la presencia de bandes subapicals
grogues presents a tot el pel corporal; mentre que el de tipus II és el causant de la
presencia d’una pigmentaci6 ventral més clara. Els fenotips d’agouti provenen d’'una
Unica seqiiéncia codificant regulada per diferents promotors que controlen el color del
pelatge dorsal i ventral de forma independent (Voisey i Van Daal 2002).

El color recessiu negre del pelatge de moixos domestics esta relacionat amb una
delecio de 2 pb a I'exo 2 del gen agouti (Majerus i Mundy 2003). També mutacions en
aquest gen s’han relacionat amb el melanisme al rosegador Peromyscus, més
concretament, una delecié de 125 kb a les poblacions de New Hampshire i la presencia
d’un codd d’aturada prematura als individus procedents de poblacions d’Alaska
(Kingsley et al. 2009).

1.3.2.3. ALTRES GENS IMPLICATS
Un nombre creixent d’estudis tant en animals domestics com salvatges han demostrat
que un cert nombre d’altres gens implicats en la pigmentacid, al principi identificats en
rates de laboratori, també juguen un paper important en la determinacié de variants de
color a poblacions de vertebrats domestiques i naturals (Hubbard et al. 2010). D’aquests
gens, dos dels més estudiats son la TYR i la TYRPI.

Tirosinasa (TYR)

Es el més important del grup d’enzims implicats en la melanogenesi. Es un enzim
depenent del coure, que catalitza les dues primeres etapes de la melanogenesi, per
aixo, és el responsable de regular tant la velocitat com 1’especificitat del procés. La
proteina és imprescindible en la sintesi dels dos pigments de la melanina (eumelanina i
feomelanina). Una activitat basal de 1'enzim provoca la sintesi de feomelanina, mentre
que un increment de 'activitat proteica provoca un gir cap a la sintesi d’eumelanina.
Hi ha estudis que descriuen que la tirosinasa mostra una activitat enzimatica més alta
en ambients neutres que en condicions d’acidesa (Scherer i Kumar 2010). Mutacions
que impliquin perdua de funcid, provoquen entre altres efectes, albinisme (Hofreiter i
Schoneberg 2010).
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Proteina 1 associada a la tirosinasa (TYRP1)

Aquesta proteina codifica un enzim melanogenic implicat en la produccié
d’eumelanina. Variacions en la seqiiencia de la TYRP1, han estat associades amb la
diversitat de coloracié en diversos animals domestics (com cans, moixos i bestiar), i
també en poblacions de perdius de laboratori (Hubbard et al. 2010), mentre que en
humans, mutacions en aquesta proteina produeixen albinisme oculacutani tipus 3
(OCA3) (Simeonov et al. 2013).

1.3.3. Expressio geénica i transcriptoma

En els darrers anys, i complementant els estudis mutacionals en aquests gens, s’han
realitzat analisis d’expressié genica, sobretot al gen MCIR, que han donat resultats
diversos. No s’han trobat canvis d’expressio en macacos (Bradley et al. 2013), ovelles
(Pefiagaricano et al. 2012), cans mapatxes (Han et al. 2012), i pollastres (Zhang et al.
2015). En canvi, si que s’observaren canvis d’expressié en: la guatlera del Japd, amb
una major expressié d’agouti als individus amb plomatge marro, i una major expressio
de I’'MCIR als de plomatge negre (Zhang et al. 2013); en pollastres melanics amb un
increment de I'agouti (Zhang et al. 2015) i en 1'especie Podarcis siculus, amb una major
quantitat d’ARNm de I'MCIR a individus obscurs (Fulgione ef al. 2015).

Cal dir que també s’han investigat altres gens implicats en la pigmentacié com
I”ASIP, sense trobar relacié en macacos (Bradley et al. 2013), ni en ovelles (Pefiagaricano
et al. 2012), pero en canvi si que pareix que hi ha relaci6 en pollastres (Zhang et al. 2013,
2015). Estudis en dues subespecies de ratolins (P. p. subgriseus i P. p. leucocephalus)
observaren com la interaccio entre I'agouti i 'MCIR era la responsable de la coloracid
clara, degut a mutacions a la seqiiencia de I’'MCIR (per0 sense observar canvis
d’expressio) juntament amb el gen agouti que incrementa la seva expressid, pero no
canvis a la seqiiencia (Steiner et al. 2007).

Els darrers avangos en genomica (per exemple, els perfils transcriptomics)
permetran ampliar els coneixements que es tenen fins a dia d’avui, la qual cosa ajudara
a interpretar els canvis que han sofert els patrons de coloraci6 al llarg de la historia
evolutiva. L’analisi del transcriptoma permet identificar els gens que s’expressen, i
permet relacionar la seva presencia amb processos metabolics amb caracteristiques
fenotipiques. Entre els estudis realitzats destacarem els segiients: i) Fan et al. (2011),
que a partir de la pell d’alpaques blanques obtenen els gens que s’expressen més i per
tant, poden tenir un paper potencial en la pigmentacié d’aquests individus. Dels
diferents gens que es coneixien que participen en la coloracid, en alpaques se'n van
identificar I'expressio de 10, entre els que destaquem I’MCIR; ii) el transcriptoma en
ovelles (Fan et al. 2013), que revela que alguns d’aquests gens (TYR i TYRPI, entre
d’altres) tenien una major expressié en les ovelles negres enfront de les blanques; iii)
per altra banda, estudis fets a pollastres (Zhang et al. 2015), comparant individus blancs
i negres, on agouti i TYR mostraren una major expressié a melanics, mentre que
sorprenentment no es va observar canvi d’expressi6 a I’'MCIR entre individus
d’ambdues coloracions i iv) I'analisi del perfil transcriptomic d'un tipus de peix (P.
fulvidraco) comparant I'expressio entre els individus ‘normals’ i els albins va permetre
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identificar diversos gens, entre els que destacarem la TYR i TYRPI, que presentaven
una major expressio als albins.

Analitzant els resultats obtinguts a un important ventall d’especies i emprant
diferents metodes d’estudi (canvis a les seqiiencies, expressions diferencials,
diferencies estructurals i anatomiques de les capes pigmentaries, entre d’altres) es pot
observar com la pigmentacié esta formada per nombroses rutes metaboliques on
intervenen un destacat nombre de gens (Figura 39), per la qual cosa identificar la base
de la coloracid és una tasca complexa.
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Figure 39. Ruta de la melanogenesi. Font: http://www.genome.jp/kegg-
bin/show_pathway?org_name=acs&mapno=04916&mapscale=&show_description=show.
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OBJECTIUS

Els estudis de variabilitat genetica poblacional han utilitzat majoritariament 1’ ADN

mitocondrial com a marcador evolutiu. El gens nuclears, amb els seus introns i exons,
han estat recentment incorporats a aquests estudis, pero la gran diversitat mostrada
pels introns els ha fet poc ttils en la majoria dels casos. Aixi, aquesta tesi doctoral es
va plantejar 'estudi de la variabilitat en la seqiiéncia i en I'expressi6 de diversos exons
de les sargantanes del génere Podarcis, centrant-se en dos principals problemes
evolutius:

1) La presencia de poblacions melaniques i no melaniques.

2) La filogenia i filogeografia de les especies del genere Podarcis que viuen a
Corsega i Sardenya i a les Columbretes.

Els nostres objectius en abordar el melanisme (problema 1) son:

a. Obtenir la seqiiencia del gen MCIR i analitzar la seva diversitat a nivell de
poblacions insulars melaniques i no melaniques a les especies P. lilfordi i P.
pityusensis per tal de detectar canvis que es relacionin amb el melanisme.

b. Estudiar si canvis d’expressio en aquest gen estan implicats en la presencia
de melanisme en aquestes especies.

c. Investigar la implicacié d’altres gens relacionats amb la coloracid, com el
gen agouti, en aquestes especies. Ampliar la deteccié dels canvis
d’expressio a la totalitat de I'exoma.

En el cas del segon problema plantejat els nostres objectius son:

a. Determinar el nivell de variabilitat genetica, l'estructura poblacional i
obtenir la datacié dels principals successos cladogenetics a 1'especie P.
tiliguerta, en base a exons nuclears i correlacionar-ho amb les dades
obtingudes a nivell d’ADNmt.

b. Donada la confusa situacié taxonomica de l'especie Podarcis que viu a les
illes Columbretes, establir la seva relaci6 filogenetica amb altres especies del
genere de la Peninsula Iberica, especialment dins el grup de P. hispanica.
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3.1. SEQUENCIACIO D’EXONS DE GENS NUCLEARS

3.1.1. Mostres

S’han analitzat un total de 192 individus de diferents especies del genere Podarcis
pertanyents a distintes poblacions.

Les mostres emprades per a aquest estudi s’obtingueren de la coa dels individus.
Després d’aconseguir-ne un petit fragment, tots els individus s’alliberaren al mateix
lloc on havien estat capturats. Les sargantanes regeneren de forma espontania la coa,
capacitat coneguda com tautomeritzacié. Els fragments foren conservats en vials amb
alcohol absolut refrigerats a 4 °C.

1.

En les analisis de la diversitat del gen MCIR a les especies melaniques i no

melaniques de les Illes Balears s’obtingueren 72 mostres procedents de:

a)

b)

46 individus de I'especie Podarcis lilfordi de les segiients poblacions (Figura
40A): d’illes de Menorca (Addaia Petita, Aire, Binicodrell Gran (I) i Petit (II),
Rei i Sanitja), arxipelag de Cabrera (Cabrera Gran (zones del far i del port) i
Foradada) i d’illes de Mallorca (Colomer, Dragonera, El Toro, Guardia,
Malgrats (Gran i Petit) i Moltona).

22 individus de l'especie P. pityusensis de 14 poblacions (Figura 40B):
d’Eivissa (St. Josep de sa Talaia i Sant Joan de Labritja), i d’algunes de les
seves illes: Alga, Bleda Plana, Bosc, Conillera, Dau Gran, Espalmador, i
Espartar i de Formentera (Cap Barberia, Punta Trocadors, Sa Pujada i Sant
Francesc Xavier).

Individus emprats com a outgroups procedents d’altres especies: una mostra
de P. filfolensis (Comino, arxipelag maltes) (Figura 40C) i tres mostres de P.
tiliguerta (Foradada, Paduleddi i Stramanari, a Sardenya, corresponents a les
poblacions 29, 301 31, de la Figura 41).

A) Colomer " Menorca
]
Dragonera Mallorca
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: &
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~ Addaia P
'CCP 4 J g { :
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Es Freus
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Espalmador Formentera Sant Francesc
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Figura 40. Localitzacions de les mostres de
l'estudi del gen MCIR: A) P. lilfordi, B) P.
pityusensis i C) P. filfolensis. Fonts: modificat
Malta de A) Terrasa et al. (2009), B) Rodriguez et al.
(2013) i C) Rodriguez et al. (2014).
Q)
2. Per al'estudi de la diversitat i la filogenia de 'especie P. tiliguerta, endemica de

Corsega i Sardenya, es varen recollir 41 individus (Figura 41):

a) 19 mostres en 15 localitats de Corsega (Bonifacio?!, Sartene?, Filitosa®, Sant
Bastiano*, Les Chalanges®, Casa Vecchia®, L’fle Rousse’, Pietra Moneta8,
Corte?, Vivario!, Ghisonaccia'!, Ribba'?, Casteddu d’Araghju'®, Chera' i La

Trinité').

b) 14 individus procedents de 13 localitats de lilla italiana de Sardenya
(Gallura’®, Romanzesu?, Dorgali'®, Su Gologone', Fonni?*, Flumendosa
lake?!, Costa Rei??, Villasimius?, Locanda dil Parco?, Fluminimaggiore?,

Narbolia?, Nuraghe Sorradile?” i Nuraghe Nuradeo?).

C) 8 individus de 4 illes/illots de Sardenya (Molara®*, Foradada® i de

'arxipelag de La Maddalena: Paduleddi® i Stramanari®!).
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Figura 41. Localitzacions de les mostres recollides de
P. tiliguerta. Font: modificat de Rodriguez et al.
(2017).

3. En les analisis de les especies de la Peninsula Iberica, P. muralis i el complex P.
hispanica van ser obtinguts un total de 82 individus (Figura 42):

a)

b)

d)

31 individus de P. muralis de 10 poblacions (Senda del Oso a prop de
Proaza!, Gravita?, Villaviciosa?, San Celorio?, Pendueles’, San Vicente de la
Barquera®, Port San Glorio’, Cervera de Pisuerga®, Pirineus’ i La Pinilla™).

22 especimens de P. liolepis procedents de les illes de l'arxipelag de
Columbretes': Grossa, Foradada, Mancolibre i Lobo; i de Penyagolosa'*
I'ermita de Sant Joan i la font, Pirineus® i Sazajarra4.

27 individus de diverses poblacions de P. hispanica: a Soria'®: Tiermes i a
prop del riu Pedro, Burjassot'®, Dona Blanca a Don Benito', Aranjuez!,
Dehesa de la Golondrina a Navacerrada!®, Valle de la Fuenfria a
Cercedilla®?, Pedrezuela?, de la regié de Salamanca® (Cabrerizos, Escorial
de la Sierra, Los Santos i Mogarraz), i de La Bafia® a Ledn).

1 individu de P. bocagei de La Bafia* (Leon)

Iberolacerta galani 1 especimen de La Bafia® (Ledn).
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Podarcis hispanica [ Podarcis liolepis Iberolacerta galani <
Podarcis muralis O Podarcis bocagei A

Figura 42. Localitzacié de les mostres de P. muralis i del complex P. hispanica.

3.1.2. Extraccio ADN

Per a I’extraccié de I’ADN genomic total, a partir dels fragments de coa, es va seguir un
protocol estandard de fenol-cloroform (Gonzalez et al. (1996), amb petites
modificacions):

a) Es posaren els fragments de coa en aigua destil-lada durant 1 hora, per eliminar
els residus d’alcohol del teixit.

b) Per homogeneitzar el teixit, es va trossejar la coa en lamines molt fines i s’hi
afegiren 4 ml de tamp¢ de lisi pH 8 (compost per: Tris-HCI 10 mM, KCl 50
mM, MgCl: 25 mM, Igepal CA-630 0,45 %
i Tween20 0,45 %). A continuacio, es va
disgregar el teixit, amb l’efecte dels
detergents del tampo i amb l'ajuda d'un
homogeneitzador.

c) Per mostra es van afegir: 500 ul de dodecil
sulfat sodic (SDS) al 20 % i 10 pl de
proteinasa K, per la lisi cel-lular. Després
es va incubar a 55 °C durant 4 hores o 37
°C tot el vespre o overnight (o/n).

d) La purificaci6 de I’ADN constava de tres
centrifugacions a 3000 rpm durant 10 minuts (es va recollir el sobrenedant):
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primer s’hi va afegir volum per volum (v/v) de fenol; També s'hi va afegir
v/v de fenol-cloroform/isoamilic (25:24:1) i per acabar, a les mostres s’hi
afegien v/v de cloroform/isoamilic (24:1). D’aquesta manera es van eliminar
restes lipidiques i proteiques de la mostra.

e) Per la precipitacid es va afegir clorur sodic (NaCl) 5 M (400 pl per cada 5 ml de
mostra) i v/v d’etanol absolut, i es va deixar a -20 °C o/n. Posteriorment, es
va centrifugar a 4000 rpm durant 20 minuts. A continuacio, es va decantar
la fase liquida i s’hi van afegir 3 ml d’etanol al 70 % i a -20 °C. Finalment, es
va centrifugar 10 minuts, es va decantar la fase liquida i es van posar les
mostres a la bomba de buit durant 30 minuts, aproximadament. L’ADN es
va resuspendre en 100 pl d’aigua Milli-Q.

Les extraccions es van quantificar amb el quantificador NanoVue Plus™ (GE
healthcare, Chicago EUA) i, es van realitzar aliquotes a 80 ng/ul per a les analisis
posteriors.

3.1.3. Amplificacio i purificacio

Es va amplificar un fragment de cadascun dels 6 gens nuclears: MCIR, RAG, APOBE2S,
BLCIL, KIAA2018 i KIF24. Els encebadors (o primers) utilitzats per a cada un dels gens
anteriors i les condicions de PCR s’especifiquen a les Taules 2 i 3.

Taula 2. Encebadors emprats per amplificar els diversos exons de gens nuclears.

MCI1R-PF GGCNGCCATYGTCAANAACCGGAACC
MCIR MCIR-PR CTCCGRAAGGCRTAAATNATGGGGTCCAC Buades ef al
MCIR-mF ATGTCTGTGCCATCACCCCT (2013)
MCIR-PmR GTGGACCCCATCATTTACGC
RAGT RAG-f GAAAAGGGCTACATCCTGG Mayer i Pavlicev
RAG-r CCACTTATTGCTTTTACAGTTC (2007)
APOBE28F  TGCGGGAGGAATAYTTTGA ;
APOBE2S Rodriguez et al.
APOBE28 R TCTATTCTRAGCTCTCCTTSRCGAA (2017)
BLCIL F TGGATCCAKCCATGTTTGCTGGG
BLCIL R GGCGTCTGCGGGGACTTGAG Rodriguez et al.
BLCIL
BLCOLFN  CGCTGCGGGACATGGAG (2017)
BLCOLRN  GTTGGCGGAAGGGGAGGTGC
KIAA2018 F ATCCYTACCTATGCAGCCATTA i
KIAA2018 CCCATCC CC GCAGCC ch())clh;guez et al.
KIAA2018 R TGCCCAGCCATTTGTGATATGCTYTGA (2017)
KIF24 KIF24 F AAACGTRTCTCCMAAACGCATCC Rodriguez et al.
KIF24 R (2017)

GGCTGCTGRAAYTGCTGGTG
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El volum de la reaccio era de 25 ul i els reactius emprats eren: entre 20-80 ng
d’ADN, Tampé 1Ix (amb 1,5 mM de MgClLz), 0,4 mM de cada dNTPs, el volum dels
encebadors varia en funcio del gen (MCIR: 0,3 uM, RAGI: 0,4 uM i la resta 0,16 uM) i
0,5 U de Taq polimerasa Dynazyme II (Thermo Fischer Scientific S.L., Massachusetts,
EUA). A totes les PCR es van incloure controls negatius.

Per tal de comprovar que l'amplificaci6 fos la correcta, es realitzaren
electroforesis en gels d’agarosa a I'l o al 2 % (en funcié de la resolucié que es
necessitava). Posteriorment es visualitzaren amb llum ultraviolada a I'aparell MiniBis
Pro (DNR Bio-Imaging Systems, Jerusalem, Israel).

Després es varen purificar les mostres amb el MSB® Spin PCRapace kit (Invitek,
Berlin, Alemanya). Aquest pas permet eliminar les restes de productes de la PCR
(nucleotids, encebadors, etc.). El protocol a seguir, comu per a qualsevol PCR amb un
volum de fins 50 pl, era:
a) Afegir a cada mostra 250 ul de binding buffer i mesclar pipetejant bé.
b) Transferir la mescla al tub amb membrana de silice i centrifugar 3 minuts a
12.000 rpm. El tampd permet la uni¢ al filtre de fragments d’ADN d’entre 70
pb - 30 kb, i elimina components no desitjats (ANTPs, encebadors, etc).
c) Afegir 15 ul d’elution buffer, i incubar 5 minuts a temperatura ambient i
centrifugar 1 minut a 10.000 rpm.
d) L’ADN, es conserva a -20 °C fins a la seva utilitzacio.
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Taula 3. Condicions d’amplificaci6 per a cada gen.

MCIR 92 40 92 30 56 30 72 90 72
RAG 94 35 95 10 52 15 72 50 72
APOBE28 95 35 95 35 49-60 35 72 95 72
BLCI9L 95 35 95 35 50-55 35 72 95 72
KIAA2018 95 35 95 35 50-58 35 72 95 72
KIF24 95 35 95 35 50-60 35 72 95 72
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3.1.4. Seqiienciacio i precipitacio

Les mostres, una vegada purificades, es van quantificar amb l'espectrofotometre
NanoVue Plus™ (GE healthcare, Chicago, EUA). La concentraci6 d’ADN que es
necessita per a la reaccié de seqiienciacié varia en funcié de la longitud del fragment
que es vol amplificar.

La reaccid de seqiienciacio es va realitzar per a cada una de les cadenes i en base
a la tecnica de Sanger et al. (1977). La PCR per a la reaccid, amb un volum de 10 pl,
contenia: tampo6 5X i Premix del BigDye® Terminator v 3.1. Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA), 0.2 uM d’encebador i ADN purificat. Les
condicions de PCR eren les segiients (son identiques per a qualsevol amplificacio): pre-
desnaturalitzacié 95 °C 5 minuts, 25 cicles: de la desnaturalitzacié a 95 °C 45 segons, un
annealing a 63 °C 30 segons i una elongacio a 72 °C 30 segons i una desnaturalitzacid
tinal de 72 °C 10 minuts.

A continuacio, els productes de la reaccio es van precipitar amb etanol, seguint
les segiients passes:

a) Per a cada mostra es va preparar una mix de: 50 pl d’etanol absolut fred i 2 ul
d’acetat sodic 3 M. Es van centrifugar 30 minuts a maxima velocitat i es va eliminar el
sobrenedant.

b) Es van afegir 100 pl d’etanol fred al 70 % i es va centrifugar 10 minuts a
maxima velocitat. Després es va eliminar el sobrenedant.

¢) Les mostres es van eixugar a la bomba de buit.

d) Finalment, es van conservar a -20 °C.

Posteriorment, les mostres es van resuspendre en 20 ul d’aigua Milli-Q
autoclavada i es van analitzar al seqiienciador genetic 3130 (Applied Biosystems, Foster
City, CA).

3.1.5. Meétodes per a I’analisi de dades

1. Edicio de les seqiiencies
Els electroferogrames (Figura 43) i les seqiiencies obtingudes del seqiienciador es van
revisar i editar amb el programa BioEdit v. 7.0.5.3 (Hall 1999). Finalment, a partir de les
seqliencies uniques de cada individu es va obtenir un alineament global per a cada un
dels gens.

Les seqiiéncies obtingudes per a cada gen es troben dipositades a la base de
dades, GenBank.
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Figura 43. Electroferogrames obtinguts del gen KIAA2018: A) Posicid heterozigotica, B)
Mostres amb diferents repeticions de I'STR amb la repeticié de CCT, C) Individu heterozigot
per I'STR anterior, amb el genotip 6-7.

2. Analisi de la diversitat genica
Els programes emprats per poder calcular els parametres de diversitat genetica han
estat el DnaSP v.5.10.01 (Librado i Rozas 2009) i el MEGA v.4 (Tamura et al. 2007).

Préviament als calculs, les mostres d’ADNn s’havien d’analitzar amb
I’algoritme PHASE v2.1 (Stephens et al. 2001; Stephens i Donnelly 2003), present al
DnaSP, que permet analitzar posicions polimorfiques (de dues o més variants) i
reconstruir els haplotips de cada mostra, de tal manera que partint d’'una mostra amb
diverses posicions heterozigotiques, finalment es generen dues seqiiencies amb totes
les posicions homozigotiques.

De les dades es van obtenir els segiients valors: nombre de seqiiencies (N),
nombre de posicions variables (S), nombre d"haplotips (h), diversitat haplotipica (Hd),
mitjana del nombre de diferencies entre dues seqiiencies (K) i la diversitat nucleotidica
(Pi).

Es va analitzar l'existencia de recombinaci6 amb el test Pairwise Homoplasy Index
(phi) (Bruen et al. 2006) implementat dins el programa SplitsTree v. 4 (Huson i Bryant
2006).
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3.1.6. Analisi de I’estructura poblacional i filogenetica

Els models evolutius son aquells que es basen en la probabilitat de canvi de cada una
de les posicions nucleotidiques, és a dir, descriuen de quina forma pot canviar una
seqliencia al llarg del temps. Els més de 200 models evolutius existents es basen
principalment en:

i.  La freqiiencia de cada nucleotid (mt): hi ha des de models que presenten la
mateixa per a tots els nucleotids, a d’altres més complexos on varia per a
cada un.

ii.  Tipus i taxes de substitucio (rate parameters o p): indiquen la probabilitat de
canvi d"un nucleotid a un altre en un moment determinat.

c AR A e s LT

Els models evolutius son la base en la qual es fonamenta qualsevol programa
per poder realitzar un arbre filogenetic. De manera que emprar diversos models
evolutius ens pot generar diversos arbres filogenetics i si, tenim en compte que sén
models teorics i, segurament, les nostres mostres no hauran seguit exactament cap dels

models descrits, és molt important escollir el model evolutiu més adequat. Per aquesta
rad, s’han emprat distints programes: jModelTest (Guindon i Gascuel 2003; Darriba et
al. 2012) i el PartitionFinder (Lanfear et al. 2012) per veure quin model s’ajusta millor al
canvi realment produit. El segon programa, a més, també indica les millors particions
en funcio de les dades.

Una vegada seleccionat el millor model evolutiu, es varen elaborar els arbres
filogenetics a partir del paquet de programes que conformen el Bayesian Evolutionary
Analysis Sampling Trees o BEAST v. 1.8.2. (Drummond et al. 2012). Tenen com a base els
algoritmes de les MCMC (Markov Chain Monte Carlo) per poder, a partir d’alineacions
de seqiiencies, reconstruir la filogenia i obtenir els arbres basats en la maxima
coalescencia. Cal destacar la caracteristica que té de datar i calibrar els arbres proposats
amb la maxima probabilitat posterior.

L’arxiu de partida (input file) del BEAST té el format .XML, i es crea en el
BEAUTI, programa on s’especifiquen les caracteristiques moleculars de les dades a
analitzar (model de substitucid, particions, rellotge molecular, MCMC, entre d’altres).
Al BEAUTI es pot seleccionar una aplicacio, '*BEAST (Heled i Drummond 2010), que
és especifica per a la inferéncia Bayesiana d’arbres d’especies a partir de dades de
multiples gens. Es a dir, esta indicat per generar arbres filogenétics a partir de
seqliencies de diversos loci que provenen de diferents individus d’especies
relacionades.
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Els diversos gens nuclears estudiats (MCIR, RAGI, BLCI9L, APOBE2S,
KIAA2018 i KIF24) s’analitzaren com a particions independents entre elles. Es
determina el model evolutiu adient per a cada una de les particions anteriors. A més, el
rellotge molecular es calibra amb la separacio de les especies P. lilfordi i P. pityusensis
(fet que va coincidir amb la MSC), es va seleccionar una distribucié N (5.324, 0.0001). El
nombre de generacions oscil-la entre 200.000 - 400.000 milions (en funci6 de les dades),
i es va mostrejar cada 10.000.

Posteriorment a l'analisi, els resultats obtinguts es visualitzaren amb el
programa TRACER v 1.6., de tal manera que es va poder comprovar si I’analisi havia
convergit i les dades obtingudes eren adequades (Effective sample Size o ESS > 200). Si
eren optims, s'emprava el TREEANNOTATOR, per eliminar el burnin (nombre
d’arbres inicials per eliminar), el qual per defecte és un 10 % del total dels arbres
obtinguts. I seleccionarem 1’arbre amb el Maximum clade credibility tree, arbre amb la
maxima probabilitat posterior per a tots els seus nodes. El programa LogCombiner
s’emprava per combinar els arxius resultants (formats: .trees. i .log) de les diferents
corregudes (runs) realitzades amb el mateix conjunt de dades (s’empra el mateix arxiu
de partida o .xml al BEAST). Finalment, l’arbre definitiu es va poder obrir al FigTree v.
1.4.2., aplicaci6 per a la visualitzacio de la filogenia i per a I'edici6 de la figura.

Altres programes emprats en I’analisi de I'estructura poblacional i filogenetica:

1. Es va emprar el programa TCS (Clement et al. 2000) per a poder analitzar les
relacions entre els diferents haplotips obtinguts, amb la finalitat de crear una
xarxa filogenetica (en base a criteris de parsimonia descrits per Templeton et al.
(1992) i amb un limit de probabilitat del 95 %).

2. El Bayesian Analysis of Population Structure o BAPS (Corander et al. 2003;
Corander i Tang 2007) (Figura 44), permet obtenir una prediccid de I'estructura
genetica d'una poblacio, és a dir, ens mostra els diferents grups o clusters
geneticament diferents que hi ha a la poblaci6 analitzada i els individus que
formen cada un d’ells. Aquesta analisi es fonamenta en models Bayesians i,
dona l'opcié d’emprar la variabilitat observada en seqiiencies d’ADN
procedents de diversos marcadors moleculars d’espécies haploides o especies
diploides que estiguin en phase (Clustering with linked loci).
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Figura 44. Exemple d’analisi amb els BAPS a I'especie P. tiliguerta utilitzant tot
els gens nuclears concatenats. Els nimeros indiquen la mostra a la qual
correspon cada linia vertical.

El Bayesian Phylogenetics and Phylogeography o BPP (Yang i Rannala 2010;
Rannala i Yang 2013), permet identificar la presencia de dues o més especies
(species delimitation) emprant un model de coalescencia. Mitjangant models
Bayesians que implementen les jrMCMC (reversible-jump Markov chain Monte
Carlo) i especificant els parametres de temps de divergencia de les especies () i
de la mida poblacional (0).

El programa Bayesian Phylogeographic and Ecological Clustering o BPEC
(Manolopoulou et al. 2011; Manolopoulou i Emerson 2012) permet identificar
distints clusters en funcid6 de caracteristiques genetiques, geografiques i
ecologiques. El programa treballa a partir de seqiiencies d’ADN, i requereix la
localitzacié (longitud i latitud) de cada mostra. A més, també identifica, amb
una major probabilitat posterior, els llocs geografics d’on procedirien els
haplotips ancestrals.

Generalized Mixed Yule Coalescent o GMYC (Pons et al. 2006; Fujisawa i
Barraclough 2013), aplica les teories d’especiacio i extincid (processos que
determinen la longitud de les branques entre especies) i de coalescencia (que
per la seva banda, intervenen en les branques dins les especies). Fa 1’analisi en
base a un arbre filogenetic ultrametric (obtingut amb el BEAST v1.8.2.) i calibrat
en funcié del temps, per poder analitzar les taxes de ramificacio de les seves
branques. L’analisi de GMYC es va generar amb la paqueteria SPLITS del
programa R v 3.3.2. amb el métode d’umbral-tnic (single-threshold).
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6. Per altra banda, el Poisson Tree Processes model o PTP (Zhang et al. 2013), empra
arbres filogenetics no ultrametrics i basa I’analisi en el nimero de substitucions
(considerant que el seu nombre és major entre especies que dins una mateixa
especie). Recentment, se n’ha generat una nova versio, coneguda com bPTP, en
la qual s'implementen valors bayesians a la probabilitat posterior de les
especies delimitades. El bPTP es va dur a terme al servidor on-line
(http://species.h-its.org/ptp/), a partir d'un arbre generat per I'IQ-Tree (Nguyen
et al. 2015). Sempre es comprova la convergencia dels resultats obtinguts i que
estiguin en equilibri.

Cal comentar que encara que ambdds programes (GMYC i PTP) solen coincidir en
les especies delimitades, el PTP sol obtenir uns resultats més consistents quan les
distancies evolutives entre les espécies son petites. Sobre les limitacions de cada uns
d’ells podem comentar que el PTP té tendencia a sobreestimar el nombre d’especies
quan a l'arbre filogenetic hi ha un desequilibri en el nombre d’individus emprat per
especie; i del GMYC, destacarem que pot presentar dificultats a 'hora d’analitzar
mostres amb mides poblacionals grans i amb una taxa d’especiacio rapida.

3.2. GEN AGOUTI

Per a I'amplificacio del gen agouti es varen obtenir, de la base de dades GenBank,
seqliencies de diverses especies per tal de dissenyar uns encebadors. La limitacio
d’informacié sobre aquest gen en el moment de l'estudi va fer que les especies
emprades fossin: dues especies de Titis, el Leontopithecus rosalia (EF094499) i el Callimico
goeldii (EF094497), 1'ovella (Owvis aries) (FJ889180), el moix (Felis catus) (AY237394), la
rata (Rattus norvegicus) (AB045590) i el porc (Sus scrofa) (GQ373180). De 1’alineacio
obtinguda, juntament amb l’analisi de la qualitat amb el programa NetPrimer, es van
seleccionar els encebadors (Taula 4). Les mostres emprades per a l'estudi foren les
indicades a la Taula 5.

Taula 4. Encebadors per a I'amplificaci6 del gen agouti.

Exd 2 ASIP2F AGGATGGATGTCASCCGCCT
ASIP2R TYACCCACAATAGAGACAGA

Exd 3 ASIP3F GAAGCAYTGAACAAGAAATC
ASIP3R CCCAGTCCTACCTTRGAAGA

Exd 4 ASIP4F AARRAGGCTTCGAWGMAGAA
ASIP4R TCAGCAGTTGAGGTTGAGTA
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Taula 5. Mostres utilitzades per a I’estudi del gen agouti.

Rei Menorca  No melanica
Podarcis Dragonera Mallorca ~ No melanica
lilfordi Moltona Mallorca  Melanica

Malgrat Mallorca  Melanica

Les condicions i els volums del reactius emprats per a I’amplificacié foren els
seglients (a partir de l'article Li et al. (2010), amb petites modificacions). En un volum
total de PCR de 25 ul:

Aigua: 18,5 ul

Tampd 10x: 2,5 pl

dNTPs: 0,5 ul

Primer Forward/Reverse: 1 ul/ 1 pl

Taq polimerasa DyNAzyme (Thermo Fischer Scientific S.L., Massachusetts,
EUA): 0,5 ul

ADN: 1 ul 80 ng

Les condicions de la PCR:

94 °C 5 minuts

30 cicles de:
* 94 °C 30 segons
= 58 °C* 30 segons
= 72°C30segons

72 °C 8 minuts

*es varen realitzar diferent proves amb canvis de la temperatura d’anneling dins un rang de 53

°Ca62°C.

La visualitzacié de 1'amplificacié del producte de PCR es feia mitjancant gels
d’agarosa al 2 %, tenyits amb bromur d’etidi. A totes les amplificacions es varen
obtenir resultats negatius.

3.3. PROMOTOR DE L’MCIR

En comengar les investigacions de 1’amplificacié del promotor del gen MCIR a la base
de dades GenBank, no hi havia disponible cap seqiiéncia d’aquesta regié d’aquest gen
dins els reptils, cosa que va fer necessaria una recerca bibliografica per dissenyar uns
primers adequats per a 'amplificacié del promotor a les especies Podarcis pityusensis i
Podarcis lilfordi. Les mostres emprades per aquest estudi foren les segiients (Taula 6).
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Taula 6. Mostres analitzades.

Evl Escull vermell (Eivissa) P. pityusensis
All Aire (Menorca)

Melaniques Mol Moltona (Mallorca) Pb. lilfordi
Gul Na Guardia (Mallorca)
C3 Es Colomer (Mallorca)
E2 Eivissa P. pityusensis
Col2 Conillera (Cabrera)

No melaniques  Mp6 Malgrat petit (Mallorca) P. lilfordi
Cf8 Far de Cabrera
D22 Dragonera (Mallorca)

De tota la informacid obtinguda es va optar per treballar a partir de la
informacié aportada per Muhaghegh-Dolatabady i Habibizad (2014), en que s’analitza
la regio promotora de I'MCIR a l’especie Ouis aries. Es va fer una alineacié amb:

- Laseqiiencia a partir de la qual obtenen els primers del promotor (Z31369.1)

- Una seqiiencia del promotor de I'MCIR que han amplificat (JF800648.1)

- Dues seqiiencies de 'MCIR de Podarcis lilfordi extretes de Buades et al.

(2013): una de Cabrera (JX126623) i una de Dragonera (JX126628).

A partir de I'alineacid anterior es van dissenyar un conjunt d’encebadors (Taula
7) amb els quals es preveia que s’obtindria un fragment d'uns 600-700 pb. La qualitat
dels encebadors fou analitzada amb el programa NetPrimer.

Taula 7. Encebadors per a I’amplificacio del promotor de 'MCIR.

FPmcltMD  CTGCAGGTCCTTCTGGACTC gggghegh@dambady i Habibizad

R Pmclr TGCAGGTTCCGGTTTTTGACAAT modificat de Buades et al. (2013)

Les condicions i reactius per a 1'amplificacio foren els segiients (Muhaghegh-
Dolatabady i Habibizad 2014). En un volum total de PCR de 25 pl:

- Aigua: 19,875 ul

- Tampo 10x: 2,5 ul

- dNTPs: 0,625 ul

- Primer Forward/Reverse: 0,25 ul/ 0,25 ul

- Taq polimerasa Dynazyme: 0,5 ul

- ADN:1ul80ng
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Les condicions de la PCR:

- 95°C5minuts

- 30 cicles de:
* 95°C 45 segons
= 63 °C* 30 segons
= 72°C30segons

- 72°C 10 minuts

* Com que no es va obtenir amplificacid, es va ampliar el rang de temperatura dels 40 °C fins als
62 °C, en intervals de 2 °C.

Com a conseqiiéncia de no obtenir resultats, posteriorment es varen dissenyar
nous encebadors, després de comprovar la seva qualitat al NetPrimer:

- F1 Pmclr: 5- CTGCNGGTCCTTCTNGANTC -3’
- F2Pmclr: 5- TACCTGTCTGCCTCTCTTGA -3’

- F3 Pmclr: 5- CAGGAGACTGGAGAGGTTC -3’

- R1Pmclr: 5- GGTTCCGGTTTTTGACAATGG -3’

En base a la temperatura de melting (Tm) dels encebadors es van repetir les
amplificacions a diverses temperatures d’annealing: 55 °C, 58 °C i 63 °C, amb les
combinacions d’encebadors segtients: i) Primer F i R1, ii) Primer F1 i R, iii) Primer F1 i
R1, iv) Primer F2 i R, v) Primer F2 i R1, vi) Primer F3 i R i vii) Primer F3 i R1.

Es va analitzar el producte de les PCRs anteriors, amb gels d’agarosa a 1'l %
tenyits amb bromur d’etidi.

Amb la combinacié d’encebadors F3 i R, es va observar un lleuger smear a les
mostres Evl i All. Per aquesta rao es va repetir la mateixa PCR ampliant el rang de la
Ta d’annealing (amb un increment de 2 °C): 47-57 °C. A continuacid, es visualitzaren els
resultats en gels a I'l % d’agarosa. Es van purificar les mostres: Evl a 55 °C, i A11 a 55
°C i 49 °C. El kit emprat fou el MSB® Spin PCRapace (Invitek GMBH, Berlin,
Alemania). Posteriorment, es van quantificar amb el NanoVue Plus™ (GE Healthcare,
Chicago, EUA), i totes presentaven una puresa de 1'1,975.
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3.4. ESTUDI D’EXPRESSIO GENICA (ARNm)
3.41 Gen MCIR
3.4.1.1. Mostres

Es varen obtenir mostres de 21 individus de 3 poblacions de Podarcis lilfordi provinents
de les illes de 1’Aire (melanica), Rei (no melanica) i Moltona (melanica) i d'una poblacio
de l'especie Podarcis pityusensis de Formentera localitzada a Punta Trocadors (no
melanica). Totes les mostres per a aquest estudi foren recollides entre 1'agost i el
novembre del 2015. Addicionalment, i amb la finalitat de posar a punt la metodologia
d’extraccio, 3 mostres de 1'especie P. lilfordi procedents d’individus estabulats a la UIB,
foren cedides pel Dr. Andreu Rotger. Totes les mostres eren melaniques i procedents
de I'illa Moltona (Mallorca) (Taula 8 i Figura 45).

Taula 8. Mostres emprades per a I’analisi de I’expressié de I'MCIR.

Podarcis pityusensis Punta Trocadors Formentera 3
Rei Menorca 7
Podarcis lilfordi Aire Menorca 4
Moltona Mallorca 7

Per tal de preservar la qualitat i la integritat de ’ARN, les diferents passes del
maneig del teixit han de ser controlades acuradament per evitar al maxim la
degradacio per 'accié de les RNAses (Pérez-Novo et al. 2005). Cal destacar que hi ha
mostres que havien de venir d’altres illes per correu i algunes d’elles durant el mes
d’agost amb altes temperatures. Es va optar per la utilitzacié de vials de 5 ml de
RNAlater™ (Qiagen), ja que els reactius presents en aquest kit penetren en el teixit i
permeten estabilitzar totes les molecules d’ARN i evitar la seva degradacié durant
'extraccié del teixit animal, la seva manipulacio i el posterior trasllat al laboratori de la
Universitat. A més, el RNAlater™, ens dona l'opcié de conservar les mostres a un
congelador de -20 °C i el teixit es pot descongelar i tornar a congelar, fet que facilita el
seu manteniment i ts al laboratori.
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A l'hora de posar el teixit en els vials s’ha de tenir en
compte la quantitat de teixit que es posa al tub per tal que el
RNAlater protegeixi tot el teixit; la proporcié ha de ser de 10x (10
ul de RNAlater per mg de teixit). Com a maxim, es poden posar
0,5 g de teixit (Figura 46). Quan s’obtenia la mostra directament
al camp s’havia de fer de forma orientativa, i es va seguir el
criteri d’intentar posar un maxim de 0,4 g (aproximadament
entre 12 i 18 discs, tenint en compte la variacié en funcidé del
diametre de les coes i d'una amplada de tall de 0,5 cm). Tot el

procés es va procurar la maxima
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Figura 45. Coloracio6 dels
individus  melanics i no
melanics. a) Melaniques
(poblacié de Moltona), b) No
melaniques (poblacié de Rei).
Fotografies: Barbara Terrasa i
Valentin Pérez Mellado.

Figura 46. Vials de
RNA later.

rapidesa.
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La temperatura va ser un factor important
a considerar donat que segons el manual del
fabricant, les molécules es mantenen en bones
condicions durant 24 h a 37 °C, durant 7 dies a
una temperatura compresa entre 18-25 °C i 4
setmanes entre 2-8 °C. Per aix0, era molt
important mantenir al maxim unes baixes
temperatures mitjancant geleres portatils. Per
conservar totes les mostres de forma definitiva
es va fer a -20 °C, sempre amb un pas previ
d’incubacio6 tota la nit a 2-8 °C.

3.4.1.2. Extraccio ARN

Préviament a 'inici de les extraccions al laboratori es va destinar una zona exclusiva i
descontaminada per treballar amb ARN, per evitar qualsevol tipus de contaminacio
creuada amb ADN i/o contaminacid de la zona de treball amb RN Ases.

La descontaminacié del material es va fer seguint les passes indicades a
continuacio (Ishikawa 1977):

a) Es va netejar el material amb SDS a 'l % i posteriorment es va passar amb
aigua milliQ.

b) Després es va passar tot el material amb etanol al 100 %.

c) El material es va cobrir totalment amb una dissolucié de peroxid d’hidrogen
(H202) al 3 % durant un minim de 10 minuts.

d) Per finalitzar, tot el material es va passar amb aigua DEPC; i una vegada eixut
ja es va poder utilitzar.

L’extraccio de I’ARN de les mostres es va fer mitjancant el RNeasy Midi kit
(Qiagen), que es caracteritza per treballar amb tubs de 15 ml i amb extraccions de teixit
amb un rang d’entre 130-250 mg (amb un volum d’ARN extret de 150 ug-1 mg en 250
ul de volum eluit).

Aquest kit permet obtenir molecules d’ARN majors a 200 nucleotids. Gracies a
aquesta seleccié en funcié de la longitud, s’obté una major mostra d’ARNm, i
s’eliminen els ARN inferiors a 200 nucleotids com I’ARNTr 5,8S, I'’ARNr 55 i ARNt, que
representen entre un 15iun 20 % de I’ARN total (Manual RNeasy Midi/Maxi 09/2010).

Amb la finalitat que els resultats fossin comparables era necessari partir del
mateix volum de mostra (Huggett ef al. 2005), i aquesta fou, a més, fragmentada en
bocins el més petits possible, per facilitar el procés d’homogeneitzacié i ruptura de la
mostra. La proteccié que dona el RNAlater ens va permetre realitzar aquests processos
a temperatura ambient.
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10.

11.

12.
13.

El protocol a seguir per a ’extraccié d’ARN fou el segiient:

Als 0,15 g de mostra pesats, es van afegir 4 ml del tampo RLT (reactiu que
intervé en el trencament i homogeneitzaci6 del teixit). Al tampo previament se li
va afegir 40 pl de B-mercaptoetanol, agent reductor que desnaturalitza les
RNAses mitjancant ponts disulfits i destruint la seva estructura, essencial per a
la correcta funcionalitat de I'enzim). Després es va homogeneitzar amb 'aparell
Ultra-turrak T8 (Ika-Werke). Es feien entre 3-5 tandes de 15 segons a una
poténcia d’entre 6-8 (essent 8 la maxima potencia de l'aparell), s’intercalaven
tandes de 15 segons de descans per evitar que l'aparell s’escalfés. El nombre de
tandes va dependre de la mida inicial dels fragments.

Després es van afegir 65 ul de proteinasa K i es van posar les mostres al bany
durant 20 minuts a 55 °C.

Es van centrifugar les mostres durant 10 minuts a 4000 g a 22 °C (centrifuga
refrigerada Sigma 2 16K).

A continuacio, es va recollir el sobrenedant i es va posar a un tub nou de 15 ml.
Després de la centrifugacio se sol formar un precipitat i una capa molt fina per
sobre el sobrenedant. Cal intentar no agafar qualsevol de les dues coses anteriors
ja que interfereixen negativament en la qualitat del I'extraccié. Es important
anotar el volum de sobrenedant recollit a cada mostra.

Posteriorment, es va afegir 0,5 V d’etanol absolut en funcié del sobrenedant
recollit a I'anterior pas. Per acabar, es va agitar invertint o pipetejant, en cap cas
es pot centrifugar.

En la segiient pas es van recollir 4 ml, com a maxim, de la mescla anterior i es va
dipositar al tub amb columna proporcionat pel kit.

Durant 5 minuts es va centrifugar i es va descartar el flow-through (o FT). El FT
corresponia a la fase liquida que passa a través del filtre.

Es va realitzar una digestié amb DNasa (RNase-free DNase, Qiagen)

a. S'afegiren 2 ml del tampd RW1 (té la funcié de netejar la columna) i es va
centrifugar durant 5 minuts. L'FT es va descartar.

b. Es va preparar una mescla amb: 20 pul de DNAsa dins 140 pl del tampd
RDD per cada mostra. El tamp¢ ajuda a la digestié de ’ADN i garanteix
que ’ARN es mantingui unit a la membrana de la columna. Es va deixar
actuar durant 15 minuts a temperatura ambient.

c. Esvan afegir 2 ml del tampd RW1 i es va deixar reposar 5 minuts.

d. Per acabar, es va centrifugar durant 5 minuts i es va descartar el FT.
Després es va afegir 2,5 ml del tampd RPE (s’empra per netejar la columna) i es
va centrifugar 2 minuts. Es va descartar el FT.

Posteriorment, es va afegir 2,5 ml del tampo RPE i es va centrifugar 5 minuts. El
FT es va descartar.

El filtre es va posar a un tub nou de 15 ml i s’hi afegi 250 pl d’aigua DEPC
(volum segons el kit) i es va deixar actuar durant 1 minut.

Per eluir I'ARN de la membrana es va centrifugar durant 3 minuts.

Finalment, es van repetir els passos anteriors, 11 i 12, utilitzant els 250 pl eluits,
aixi concentrarem més la mostra.
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Una vegada extret 'ARN de les mostres es va conservar sempre a -80 °C per
evitar qualsevol tipus de degradacio.

3.4.1.3. Quantificacid i analisi de qualitat

Per a la quantificaci6 de 'ARN, es va emprar l'aparell NanoVue Plus™ (GE
healthcare). Per a cada una de les mostres s'utilitzava un volum de 2 ul. L’aparell
d’espectrofotometria, també ens aporta la puresa de cada mostra (Fleige i Pfaffl 2006).

Per poder analitzar la qualitat de I’ARN extret, també es realitzaren gels
d’agarosa a I'l % amb TAE a I'l % tenyits amb bromur d’etidi. Per a una correcta
visualitzacié es van preparar 100 ng de cada mostra i amb el corresponent volum de
tampo de carrega (la proporcid era d’1 ul de tampd per cada 4 ul d’ARN). Abans de
preparar la mescla anterior, 'ARN es va posar 10 minuts a 70 °C al termoblock i,
posteriorment, es va refredar 3 minuts en gel per desnaturalitzar I’ARN (segons els
protocols de Thermo Fischer).

La visualitzacié dels gels es feia a través de l'aparell MiniBis Pro (DNR Bio-
Imaging Systems). Com a marcador es va utilitzar I'hyperladder d'1 kb (Bioline), el qual
parteix d"una banda de 200 pb fins arribar a les 10.037 pb. Una mostra d’ARN de bona
qualitat necessaria per a les posteriors analisis d’expressié hauria de presentar dues
bandes majoritaries, les quals corresponen als dos ARN més abundants: 285 i 18S. En el
nostre cas, tenien uns 1.300 pb i de 700 pb, respectivament. Segons Sambrook i Russell
(2001), els ARNm obtinguts son d"una qualitat excepcional quan la proporci6 del 28S és
el doble del 18S. En qualsevol cas no s’hauria d’observar smear, ni tampoc una banda
molt gran, situada a la part superior del gel, que indica contaminacié d’ADN (Ishikawa
1977). Aquesta es pot observar a la Figura 47.

18S
28S

Figura 47. Gels d’agarosa on es pot observar ’absencia (esquerra) i la preséncia (dreta) de
contaminacié d’ADN genomic.
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3.4.1.4. Digesti6 ADN

La utilitzaci6 de DNAses en el procés d’extraccié no va ser suficient per eliminar la
contaminacié genomica, inclds quan no s’apreciava banda als gels d’agarosa, es
detectava contaminacié a la PCR quantitativa (qQPCR).

Habitualment per eliminar completament I’amplificacié de ' ADN genomic a la
qPCR es dissenyen els primers flanquejant els introns, de tal manera que "’ADN
genomic amplificat és un fragment molt més llarg que I’ARN, ja que sols correspon a la
regid codificant (Figura 48). Pero en el nostre cas el gen MCIR, no conté cap intro, i
aquest pas limitant és impossible de dur a terme, per tant, i amb la finalitat d’evitar que
I’ADN interferis en les analisis posteriors es va afegir una passa intermedia de digestio
d’ADN, previa a la retrotranscripcio.

Intro Intré
ADNg Ex6 2

— —

-

—

amplico PCR

G Figura 48. Esquema per dissenyar
els encebadors per la qPCR que
amplicé gRT-PCR _| l_ permetrien evitar l’amplificacio

d’ADN genomic.

A fi de minimitzar errors experimentals i assegurar un volum de la mostra
similar (Huggett et al. 2005), es feia servir la mateixa quantitat d’ARN en totes les
mostres, 100 ng. A més, de cada tanda d’extraccid se seleccionava una mostra de forma
aleatoria, de la qual, es feia un duplicat que serveix de control de contaminacié d’ADN.

Per a la digesti6 d’ADN es va utilitzar la DNase I amplification grade (Sigma
Aldrich) i el procediment fou el segtient:
1. Es van preparar tubs de PCR:
a. 100 ng d’ARN en 8 ul d’aigua
b. Esva afegir 1 ul de tampo 10x
c. Esvaafegir 1 ul de DNase I amplification grade 1 unit/pl
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2. De forma suau es va mesclar, mai vortejar (la DNase I és molt sensible i es

desnaturalitza molt facilment amb forces fisiques) i es va incubar la mescla
durant 15 minuts a temperatura ambient.

3. Es va afegir 1 ul de la solucié6 STOP (dissolucié d’EDTA a 50mM, la qual
inactiva la DNase I, unint-se als ions de calci i magnesi).

4. Posteriorment, es va incubar la mostra a 70 °C durant 10 min., d’aquesta
manera es desnaturalitzen tant les cadenes de la DNase I com ’ARN.

5. A continuacid, es van deixar les mostres en gel.

6. Finalment, seguint les indicacions del manual de la DNase I, les mostres ja
estaven preparades per realitzar directament el seglient pas de
retrotranscripcio.

3.4.1.5. Retrotranscripcio (pas d’ARN a ADN(c)

Per a la realitzacié d’aquest pas es va emprar el kit All-in-one cONA Synthesis SuperMix
(Biotool). Les mostres estaven compostes per tots els ARN superiors a 200 pb, segons el
kit d’extracci6 RNAeasy midi kit, per0 per a l'analisi d’expressid genica sols es
quantifiquen els ARNm. All-in-one cDNA Synthesis SuperMix, va permetre aquesta
seleccio gracies a la utilitzacié de: All-in-one oligos (dT) i ‘random primers’.

Reactius per a cada mostra:
1. ARN total/ARNm (entre 5-500 ng)
2. 2 pl de 5x qRT SuperMix*
3. Aigua sense ARN fins a 10 ul

* En el cas de la mostra control es van afegir 2 pl de la 5x No RT Control Mix. Per la qual cosa
que qualsevol amplificacié d’aquesta mostra en la qPCR, indicaria presencia de contaminacié
genomica.

Protocol de retrotranscripcié realitzat al termociclador SimpliAmp (Applied
Biosystems-Life Technologies):

1. 10 minuts a 25 °C

2. 30 minuts a 42 °C

3. 5minuts a 85 °C

Una vegada finalitzat el procés, les mostres es van conservar a -20 °C.
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3.4.1.6. Analisi d’expressio génica

La PCR quantitativa en temps real (QRT-PCR) va ser el metode utilitzat per quantificar
I'expressié genica. Aquesta tecnica és la més adequada ja que és la més sensible i fiable,
sobretot per gens amb poca expressid, ARN degradat i amb mostra de teixit limitant
(Pfaffl 2006). Es va realitzar I’analisi d’expressi6 a I’aparell LightCycler 480 (Roche).

Per a l'estudi s’empra la p-actina (ACTB) com a gen de referencia (o housekeeping
gene), el qual serveix com a control intern ja que s’expressa de forma constitutiva.

Els primers utilitzats foren els segiients (Fulgione et al. 2015):
MCIR:
Forward: 5- TGGAGACCCTCTTCATGCTTCT-3’
Reverse: 5'- GCTGCAGATCAGCATGTCCA-3’
ACTB:
Forward: 5'- GATCTGGCACCACSCCTTCT-3’
Reverse: 5'- TCTTTTCTCTGTTGGCTTTGG-3’

Les condicions i les diferents fases del termociclador utilitzades foren les
indicades a continuacié (Fulgione et al. 2015 i Manual SYBR® Premix Ex Taq™ II de
TAKARA):

a) Mix per la PCR (volum final de 20 ul):

- Aigua 6,4 ul

- SYBR® Premix Ex TaqTM II 2x 10 ul

- Primer Forward (10 uM) 0,8 ul

- Primer Reverse (10 uM) 0,8 ul

- ADN*2 ul

* si la mostra motlle (template) és ADNc es recomana emprar quantitats inferiors a 100 ng i, no
hauria de representar més d’un 10 % del volum final de la PCR.

b) Condicions al termociclador:
1. Preincubacio: 95 °C 30 segons
2. Amplificacio (x 45 cicles):
d. 95°C 15 segons
e. 60°C 30 segons
f. 72°C 20 segons
3. Corba de fusi6 o melting':
g. 95°C 5 segons
h. 65°C1 minut
i. 97 °C de forma continua
4. Refredament: 40 °C 30 segons

! Les corbes de fusio o melting curves permeten saber si s’ha generat un sol producte de
PCR o pel contrari n’hi ha hagut més. Els fluorocrom utilitzat, el SYBR Green, s'uneix i
emet fluorescencia quan esta unit a la doble cadena d’ADN. En canvi no emet
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fluorescencia en estar lliure o unit a una cadena simple d’ADN. Per aixo, al final de
I’amplificacié es realitza el pas 3, on a mesura que s’'incrementa la Ta, les cadenes
d’ADN es van separant i la fluorescéencia va disminuint progressivament. La Ta de
fusi6 o melting de qualsevol producte de PCR és caracteristic (depen de la longitud, de
la proporcidé GC, entre d’altres). A la Figura 49, es pot observar com es va obtenir un
sol pic, que indicaria un producte de PCR especific.

Melting Peaks

7,69k

6,99k

6,201

5591

4,891

ence (465-510)

4,191

349t

2,79t

~(d/dT) Fluorescs

2,09t

139t

0,69t

-0,009{

ACTB, mostres melaniques

ACTB, mostres no melaniques

MCIR, mostres melaniques

MCIR, mostres no melaniques

OEECOn

Controls negatius

Figura 49. Corbes de fusié obtingudes.

Calculs de I'expressio relativa del gen

La quantificacio relativa es basa en la comparacié de I'expressio del gen d’estudi a les
mostres analitzades en funcié de l'expressié d’aquest gen a una mostra control o
calibradora. I tots els valors d’expressid del gen d’estudi es normalitzen en funcié del
gen de referencia, el qual serveix com a control intern (Pfaffl 2006). Analitzarem
individus melanics enfront d’individus no melanics procedents de diferents poblacions
per intentar observar si hi havia diferenciacié d’expressio al gen d’estudi (o target gene)
MCIR. La mostra calibradora elegida fou la Ft4, individu no melanic de l'especie P.
pityusenis. Es realitzaren 2 repliques per a cada una de les mostres.

Els calculs es van basar en la comparacio6 dels valors Cp (crossing point o punt de
creuament) o Ct (threshold value o valor umbral) a un nivell constant de fluorescencia
(Pfaffl et al. 2004). Aquests valors van indicar el nimero de cicle a partir del qual la
fluorescencia generada superava el llindar de deteccié de la fluorescéncia i eren
inversament proporcionals al nivell d’expressid original del gen d’interes (Qiagen
resources).
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Els resultats obtinguts pel LightCycler480 foren exportats a un document
Microsoft excel, per calcular, posteriorment, les diferencies d’expressid genica. Per
realitzar els calculs es van aplicar els segilients models matematics:

a) 2 -AACT (Livak i Schmittgen 2001), on

AACT = (Cttarget - Ctreferéncia)TimeX - (Cttarget - Ctreferéncia)TimeO

en el nostre cas, es van considerar les mostres no melaniques com a Time 0 i les mostres
melaniques com el Time X. Els resultats de 1'expressié genica es van presentar en fold
change (FC). Els valors obtinguts es varen normalitzar en funci6 del gen de referencia
(en el nostre cas la ACTB), i relatius a una mostra control o calibradora.

b) Relaci6 (ratio) d’expressid relativa (Pfaffl 2001), on, a diferencia de la férmula

anterior es tenen en compte les eficiencies de les PCR del gen d’estudi i el de referencia.
I la seva equaci6 correspon a:

(E taT‘get) ACP target(COntTOl— sample)

E ACP ref control— sample
( 1€f) € ( )

Per calcular l'eficiencia de les qRT-PCR es va realitzar una recta patrd per a
cada un dels gens analitzats: ACTB (gen de referencia o reference gene) i MCIR (gen
d’estudi o target geme). L’eficiencia varia en funcié del procediment seguit a cada
laboratori degut a I'ts especific de cada aparell, reactius, primers, etc. Es va emprar la
mostra R5, individu no melanic de la poblacié de Rei, P. lilfordi. La recta patrd es va
basar en 6 dilucions i 4 repliques de cada una d’elles.

Una vegada obtinguts els resultats es va analitzar si seguien una distribucié
normal amb el test de Shapiro-Wilk (indicat per un mida mostral <30). La variable amb
una distribucié normal (la ACTB) es va analitzar amb la t Student dels grups melanics i
no melanics. Mentre que la variable quantitativa que no seguia una distribucié normal
(MCIR), per aix0 es va analitzar emprant proves no parametriques, Mann-Whitney. Els
calculs estadistics es van realitzar utilitzant el paquet estadistic SPSS (SPSS v11.0, SPSS
Inc., Chicago).

3.4.2 Gen agouti

Amb la finalitat de coneixer la seqiiencia del gen agouti, es va obtenir una alineacid
amb les seglients mostres de la base de dades GenBank:
- Una seqtiencia de '’ ARNm de I'especie Gekko japonicus (XM015413402).
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- Una seqiiencia de I’ARNm de I'especie Anolis carolinensis (XM008110003).

Una vegada feta I'analisi i la revisi6 amb el NetPrimer, es van dissenyar els
seglients encebadors (fragment amplificat de 80 pb aprox.; cal remarcar que la longitud
recomanada per amplicons de qPCR és d’entre 50-150 pb):

Forward ASIPrnaF: 5- GAAGWTAAGYAGGAAAGARG -3
Forward ASIPrnaF1: 5- GAAGWTAAGYAGGAAAGARGC -3’

Reverse ASIPrnaR: 5’- GCCCARGTAGSCACACAG -3’

Per a un volum de 25 pl de PCR, els reactius per a l'amplificacid foren els
seglients (reactius de la casa Bioline):

- Aigua: 18,2 ul

- Tampd 10x: 2,5 ul

- MgCl: 1,75 ul

- dNTPs: 1 ul

- Primer Forward/Reverse: 0,25 pl/ 0,25 ul

- Taq polimerasa: 0,05 ul

- ADN:1ul20ng

Les condicions de la PCR:

- 94 °C 4 minuts

- 35 cicles de:
* 94°C30segons
» gradient* 30 segons
= 72°C1 minut

- 72°C 5 minuts

* Gradient es refereix a queé es van fer amplificacions de les mateixes mostres amb un rang
ampli de temperatures:

- Pels encebadors F i R de 46-56 °C

- Pels encebadors F1i R de 48-58 °C.

Les mostres emprades per aquest estudi foren dos individus de cada una de les
poblacions indicades a la Taula 9.

Taula 9. Poblacions emprades per a I’amplificacié de I'agouti.

Podarcis pityusensis Punta Trocadors Formentera
Rei Menorca

Podarcis lilfordi Aire Menorca
Moltona Mallorca

Es va dur a terme la comprovacié de I'amplificacié en gels d’agarosa al'l % i al
2 %, tenyits amb bromur d’etidi. A cap dels gels es va obtenir una tnica banda,
especifica pel gen agouti, amb la qual cosa no es va realitzar la qPCR.
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3.4.3 Exoma-ARNseq

Per detectar I'existencia d’expressid diferencial entre individus melanics i no melanics
a l'especie P. lilfordi es varen capturar 3 individus de l'illa de Moltona (amb un fenotip
melanic) i 3 individus de Dragonera (amb fenotip no melanic). Per tal de disposar de
mostres amb una bona qualitat es van recollir amb un permis de la Conselleria
d’Agricultura, Medi Ambient i Territori, Govern de les Illes Balears (permis CEP
56/2013). L’empresa Lifesequencing de Valéncia va ser I'encarregada de realitzar la
seqiienciaci6 massiva.

3.4.3.1. Extraccié i obtencio dels pools
Es van emprar 250 mg del teixit de la coa de cada un dels 6 individus i el RNeasy
Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen) per a I’obtencié de I’ARN. Una vegada extret I'’ARN es
va analitzar la seva puresa i integritat amb el Bioanalitzador EXPERION (BIO-RAD).
Cal comentar que totes les mostres eren d’una bona qualitat ja que mostraven un valor
de RIN (RNA Integrity Number) superior a 8 i una puresa adequada.

Previament al pas de realitzacié dels pools, les mostres d’ARN foren netejades
emprant kit RNA Mini spin clean up (Qiagen). Posteriorment, es van realitzar dos pools,
un per a cada un dels fenotips (melanic i no melanic), els quals contenien els ARN dels
3 individus de cada tipus.

3.4.3.2. Obtenci6 de les llibreries d’ARN i seqiienciaci6

Es va construir una llibreria mitjangant el seqiienciador Ion Torrent per a cada un dels
pools a partir del kit Ion total RNA-Seq v2, seguint I'informe Ion Total RNA-Seq Kit v2
User Bulletin (més concretament s’empra 'apartat: Preparing 300-base-read RNA libraries
for sequencing on the Ion PGM™ System). Abans de l'amplificacié clonal ambdues
llibreries es van quantificar amb el Bioanalitzador Agilent 2100 (Agilent Technologies
Inc, Palo Alto, California). Després es realitza I'emulsio PCR (emPCR) amb el kit Ion
PGM Template OT2 400 seguint les condicions del fabricant.

La seqiienciacid de les llibreries es va realitzar a Lifesequencing SL
(Lifesequencing, Valencia, Spain) amb el xip Ion 318 v2 al Personal Genome Machine
(PGM (IonTorrent™, Lifetechnologies) emprant el kit Ion PGM Sequencing 400 seguint
el protocol que corresponia (Publicaci6 numero MANO0007242, Revisid 2.0,
Lifetechnologies).

3.4.3.3. Bioinformatica
Control de qualitat de les lectures
Les lectures es van netejar amb el programa Cutadapt v 1.3 (Martin 2011), que elimina
els adaptadors de la seqiienciacié. Durant aquest procés (conegut com trimming) es
descarten les lectures no informatives (empty reads) i les seqiiéncies amb baixa qualitat
(Q < 20). Posteriorment, les seqiiencies es visualitzen amb el programa FASTQC versio
0.10.1.
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Transcriptoma de referencia

Es va intentar emprar com a genoma de referencia el d’Anolis carolinensis
(AAWZ00000000), pero malauradament no es van trobar regions comunes. Per tant, les
lectures d’ambdues llibreries es van unir i assemblar emprant I’Abyss v. 1.3.6. per tal
de formar el transcriptoma de referencia. Els transcrits foren anotats emprant el
programa BLAST2GO v 2.8. (Conesa et al. 2005).

Analisi de I'expressio diferencial

Cada lectura es va alinear amb el transcriptoma de referencia emprant el programa
TopHat v 2.0., seguint les condicions estandard (Kim et al. 2013). Les diferencies
d’expressio entre el grup del fenotip melanic i el no melanic es va fer a partir del
programa limma (pertanyent al paquet Bioconductor R). I finalment, el programa
BLAST2GO v 2.8. (Conesa et al. 2005) es va utilitzar per etiquetar la funcio de tots els
grups de gens importants amb diferencies d’expressio.
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CAPITOL 1

GENETICA DEL MELANISME A LES
PODARCIS BALEARS

Variability of the MCIR gene in melanic and non-melanic
Podarcis lilfordi and Podarcis pityusensis from the Balearic
Archipelago

J. M. Buades, V. Rodriguez, B. Terrasa, V. Pérez-Mellado, R. P. Brown, ]J. A.
Castro, A. Picornell, M. M. Ramon

PLo0S One (2013) 8(1): e53088
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Melanism in insular lizards: No differential MCI1R gene
expression but differences in metabolic rate and inflammatory
response detected by transcriptome analysis

J. M. Buades, B. Terrasa, V. Pérez-Mellado, R. P. Brown, A. Pérez-Cembranos, J.

A. Castro, A. Picornell, M. M. Ramon

Comparative Biochemistry and Physiology Part B:
Biochemistry and Molecular Biology
(enviat)
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En aquest capitol es reuneixen dos treballs relacionats amb el gen MCIR. S’estudia
aquest gen en base a un destacat nombre de publicacions que el relacionen amb la
presencia d’'individus melanics a diferents especies. Les especies d’interes en ambdos
estudis son 2 especies del genere Podarcis presents a les Illes Balears: Podarcis lilfordi i P.
pityusensis, les quals tenen diverses poblacions melaniques i les no melaniques
presenten una gran variabilitat de coloracions.

En la primera investigacid es va posar a punt I’amplificacié de la major part del
gen MCIR (720 pb), obtenint-ne la seqiiencia d'un total de 73 individus de diverses
poblacions de les dues especies abans esmentades. Per a I'estudi també es van emprar
mostres d’altres especies de Podarcis: P. tiliguerta (3) i P. filfolensis (1). A més a més,
s’analitzen totes les mutacions observades per tal d’identificar si alguna d’aquestes esta
relacionada amb la presencia d’individus melanics.

En altres publicacions es van trobar evidencies de que canvis en l'expressié
podien ser els responsables de determinades pigmentacions com el melanisme. Per
aixo, es van recollir 21 noves mostres de poblacions amb individus melanics junt a
altres poblacions no melaniques, analitzant-se de totes elles els possibles canvis en els
nivells de ’ARN transcrit del gen MCIR.

Es va analitzar el conjunt de tot 'exoma, a través del transcriptoma i a partir de
tres individus procedents de Moltona (melanics) i d’altres tres de sa Dragonera (no
melanics) per a poder coneixer si hi havia canvis d’expressi6 i/o rutes metaboliques
alterades que donessin suport a la condicié melanica.
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Variability of the MCIR gene in melanic and non-melanic Podarcis lilfordi
and Podarcis pityusensis from the Balearic Archipelago

J. M. Buades, V. Rodriguez, B. Terrasa, V. Pérez-Mellado, R. P. Brown, J. A. Castro, A.
Picornell, M. M. Ramon

Abstract

The association between polymorphism at the MCIR locus and colour variation
was studied in two wall lizard species (Podarcis lilfordi and P. pityusensis) from the
Balearic archipelago. Podarcis lilfordi comprises several deep mitochondrial lineages,
the oldest of which originated in the Pliocene, while much shallower mitochondrial
lineages are found in P. pityusensis. Here, we examined whether specific substitutions
were associated with the melanic colouration found in islet populations of these
species. Homologous nuclear sequences covering most of the MCIR gene were
obtained from 73 individuals from Podarcis populations, which were assigned to
melanic and non-melanic groups (the entire gene was also sequenced in six selected
individuals). MtDNA sequences were also obtained from these specimens to allow
comparison. MCIR showed greater polymorphism in P. lilfordi than in P. pityusensis.
However, we observed no substitutions that were common to all melanic individuals
across the two species. The only significant association was detected in the 681Int of
MCIR sequence gene, but this was a synonymous A/G mutation with A alleles being
more abundant in melanic populations. In addition, there were no associations
between the main dominant phenotypes (green and brown, blue and yellow spots and
ventral colour) and synonymous or non-synonymous substitutions in the MCIR gene.
There was no statistical evidence of selection on MCIR. This study suggests no
relationship between MCIR polymorphism and colour variation in Balearic Podarcis.

Key words: Balearic Islands, colour pattern, evolution, MCIR gene, melanism,
Podarcis.

Short running head: The MCIR gene and melanism in Balearic Podarcis.

89



RESULTATS %" >

Introduction

Although environmental stimuli can contribute to colour variation within species, most
of this variation appears, to be genetically controlled (Hubbard et al. 2010). Molecular
analyses are starting to reveal mutations associated with melanism in wild
populations. In some birds and mammals, melanism seems to be associated with
amino acid substitutions in the melanocortin-1 receptor (MCIR, a gene known to
control the synthesis of melanin by melanocytes (Robbins et al. 1993; Takeuchi et al.
1996). The agouti-melanocortin 1 receptor pathway is a ligand receptor pair that
modulates the amount and type of pigment -red/yellow pheomelanin or brown/black
eumelanin- produced by melanocytes. Genetic subtypes of mcr genes (of which MCIR
is one) have high structural similarity. The majority of them seem to have originated
before the divergence of ray-finned fishes and tetrapods, early in vertebrate evolution
(Schioth et al. 2005). The main structural properties of these genes have remained
remarkably conserved over a period of at least 400 million years (Schioth et al. 2005).
Gain-of function and/or deletion mutations in the MCIR locus are well recognized
causes of melanism (Anderson et al. 2009). For example, a deletion in the MCIR gene
explains melanism in squirrels (McRobie et al. 2009). In birds, Guo et al. (2010) reported
abundant polymorphism in the MCIR gene which was associated with black plumage
in chicken. Different mutations in the MCIR gene also explain the brown phenotype in
the cavefish, Astyanax mexicanus (Gross et al. 2009).

Recently, several studies have addressed the MCIR gene and colour
polymorphism in amphibians and reptiles. Three independent MCIR mutations
(His*®Tyr, Thr'”’lle, and Val'*®Ile) are responsible for blanched coloration of lizards on
the gypsum dunes of White Sands, New Mexico. They are associated with melanin
production in the species Holbrookia maculata, Aspidoscelis inornata and Sceloporus
undulates (Rosenblum et al. 2010). Although the same gene contributes to light
phenotypes in these White Sands populations, the specific molecular mechanisms
leading to reduced melanism production appear to be different. In contrast, sequence
variation in MCIR does not explain melanism in the widespread amphibian Rana
temporaria (Herczeg et al. 2010) nor does it appear to be involved in dorsal colour
adaptations in two sympatric species of sand lizards (Liolaermus) that inhabit the south
eastern coast of South America (Corso et al. 2012) or colour pattern in the Uta lizards
(Micheletti et al. 2012). Some authors consider blue colouration to be a form of
melanism in reptiles (Raia et al. 2010). However the blue abdominal skin seen in several
lizards is a sexually dimorphic trait that is more pronounced in males (Bagnara et al.
2007) and is attributed to eliciting a behavioural response in the observer (Parker 1998).
Recently, an association between MCIR variants and colour phenotypes, described as
prevalence of brown scales, in the European ocellated lizard, Lacerta lepida (Timon
lepidus) has been described (Nunes et al. 2011).

The genus Podarcis is one of the most diverse and abundant reptile groups in
southern Europe, with more than 20 currently recognized species (Harris i Arnold
1999; Arnold et al. 2007). Eisentraut (1954) appears to have been the first researcher to
describe insular melanism in Mediterranean Podarcis from Capri Island. Melanic
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lizards and darker individuals in general, were thought to be associated with older
island populations (Kramer 1949; Eisentraut 1949, 1954).

Two endemic species of Podarcis inhabit the Balearic Archipelago: Podarcis
lilfordi in the Eastern Gymnesic Islands group (Mallorca, Menorca, Cabrera and their
coastal islets) and Podarcis pityusensis in the Western Pityusic group (Ibiza, Formentera
and coastal islets). Phylogenetic analyses have showed geographical structuring of
mtDNA among insular populations of P. lilfordi with four main intraspecific lineages,
the first of which diverged some 2.6 Ma (Brown et al. 2008; Terrasa et al. 2009).
Divergence within P. pityusensis is more recent with the main Ibiza and Formentera
clades sharing a common ancestor around 1 Ma ago (Brown et al. 2008; Terrasa et al.
2009).

Eisentraut (1949) described melanic populations of P. lilfordi from the islands of
Aire (Menorca), and Foradada (Cabrera archipelago), as well as in Podarcis pityusensis
from Bleda Plana (Eisentraut 1954). He hypothesized that dark phenotypes were
induced by a higher consumption of plant material. In contrast, Kramer (1949)
suggested an evolutionary explanation: dark colouration/melanism conveyed adaptive
advantages through protection from harmful ultraviolet radiation, while enhancing
heat absorption during colder days. Later, Hartmann (1953) proposed that mutations
that caused melanism originated before the coastal islets were separated from the main
islands. The high degree of phenotypic variation (body size and colouration) among
coastal islets is now well-established (Pérez-Mellado i Salvador 1988). Several coastal
islets host melanic populations of P. lilfordi, while a smaller number of islets also host
melanic or very dark populations of P. pityusensis.

The purpose of the present paper was to investigate the putative association
between polymorphism at the MCIR locus and colour phenotype in Podarcis from the
Balearic Islands and therefore establish whether specific substitutions were associated
with the melanic colouration of these populations.

Materials and methods

Samples

A sample of 72 individuals from the genus Podarcis was analyzed (Table 1). These
were: 1) 46 Podarcis lilfordi from 13 islands and islets corresponding to 7 light insular
forms and 6 dark/melanic insular forms (from Mallorca, Menorca and Cabrera), 2) 22 P.
pityusensis from 14 populations (from Ibiza and Formentera) with only two
dark/melanic insular populations, 3) three Podarcis tiliguerta (from Corsica, France), and
4) one P. filfolensis (from Comino, Malta). The lizards from Corsica and Comino are
light insular forms. A Podarcis sicula MCIR sequence was also available (Genbank:
GU225767). Insular lizard populations were selected so that the most extreme
phenotypes were included. All specimens were captured with official permits from
national and regional organisms and the lizards released at the point of capture.
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Pigmentation variation

Variation in pigmentation of the Balearic populations was classified from previous
descriptions (Salvador i Pérez-Mellado 1984; Pérez-Mellado i Salvador 1988). Several
colour characteristics were noted (within-islet variation was negligible for these
characteristics). They included the presence of brown, black, green on the dorsum,
dark/light ventral colouration and the presence of blue, yellow and orange spots
(Table 1).

Table 1. Colour patterns of the different lizard populations. Melanic
populations are indicated in bold.

CABRERA Cabrera X X Brown X X X
ARCHIPELAGO | Foradada x Black x X X
Dragonera X X Brown X X X
El Toro X Brown X X
'§ Colomer x Black X X
S MALLORCA ;
= Guardia x Black x X X
g Moltona x Black «x X X
E Malgrats X x Black X X X
;2 Addaia X Green x X X
Binicodrell X X Brown X X X X
MENORCA Rei X X Brown X X X
Sanitja X X Brown X
Aire X x Black x X X X
Alga X X Brown X X
Bosc x x x Green x X X X
Conillera X X Green x X X X X
Dau Gran x x Green x x X X X
3 Eivissa X X Green X X X
S IBIZA Green-
0 Espartar X X X X X X X X X
2 Brown
:‘? Espalmad G
2 spalmador X X reen X X
0
3 S. Josep x x x Green X X X X
R Bleda Plana x Black X X
é Escull Vermell x Black x X X
Cap Barberia x x x Green X X X X
P.Trocadors X X Brown X X X
FORMENTERA
Sa Pujada x x x Green X X X X
St F. Xavier X X Green x X X X X
Foradada X X Brown X X X
Podarcis tiliguerta Padodell X X Brown X X X
Stramari X X Brown X X X
Podarecis filfolensis ~ Comino X X x Brown x X X X
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DNA extraction, amplification and sequencing

DNA was extracted during previous conservation genetics projects that were aimed at
identifying the mtDNA diversity within these lizards to underpin conservation
strategies by the Balearic Islands Autonomous Government (Salvador i Pérez-Mellado
1984; Pérez-Mellado i Salvador 1988). A 720 bp fragment of MCIR gene was amplified
with the forward primer MCIR-PF 5-GGCNGCCATYGTCAANAACCGGAACC-3
and the reverse primer MCIR-PR 5-CTCCGRAAGGCRTAAATNATGGGGTCCAC-3’
(modified from Pinho et al. 2010). A second pair of primers was designed from the
Podarcis sicula sequence to obtain the complete MCIR sequence (944 bp). The forward
primer was 5-ATGTCTGTGCCATCACCCCT-3" and the reverse primer was 5'-
GGTTCCGGTTCTTGACAATGGCNGCC-3'. The same PCR conditions were used for
both sets of primers.

PCR reactions were performed in 25 ul volumes with 80 ng DNA, 1x PCR
Buffer, 0.4 mM dNTPs, 0.3 uM of each primer and 0.5 units of DNA polymerase. PCR
conditions were: 5 min at 92°C, 35 cycles of 30 s at 92 °C, 30 s at 56 °C, 90 s at 72 °C; 5
min at 72 ‘C. PCR products were purified using the Invitek MSB® Spin PCRapace
(Invitek GMBH, Berlin, Germany). Both heavy and light strands were sequenced on an
automated ABI 3130 sequencer using a Big Dye® v3.1 Cycle sequencing kit (Applied
Biosystems, Foster City CA, USA). Sequence data have been deposited at the GenBank
data library under accession numbers JX126622-]X126693.

The following partial mitochondrial genes were also amplified using PCR and
sequenced: 125 rRNA, cytochrome b (two regions obtained separately), control region
and an 800 bp (ND) fragment that included part of the ND1 gene, three tRNA genes,
tRNAT, tRNASr and tRNAMet and part of the ND2 gene. The total length of
mitochondrial sequence analyzed for each animal was 2370 bp. We sequenced
individuals from P. pityusensis (GenBank access EF694768, EF694794, EF694817,
EF990552, EU006717, JX852045, JX852048, JX852051-JX852053, JX852055, JX852057-
JX852059, JX852063, JX852066, JX852081, JX852091, JX852093-JX852094, ]JX852099,
JX852104, JX852118, JX852120, JX852122-JX852123, JX852125, JX852127, JX852129), from
b. tiliguerta (GenBank access JX852110-JX852111, JX852113-JX852114, ]JX852116-
JX852117, JX852139-JX852141) and P. filfolensis (GenBank access JX852109, JX852112,
JX852115, ]X852138). Previously published P. lilfordi sequences (Terrasa et al. 2009) have
also been used in this study.

Haplotype phases for MCIR were resolved for heterozygotic individuals using
DnaSP software v5.10 (Librado i Rozas 2009) which implements an algorithm from the
program PHASE (Stephens et al. 2001; Stephens i Donelly 2003; Stephens i Scheet 2005).
The same software was used to obtain estimates of sequence diversity and compute the
nucleotide diversity at synonymous, nonsynonymous, and silent sites, following Nei
and Gojobori (1986). Neutrality was tested with Tajima’s D test (Tajima 1989) and Fu’s
F test (Fu i Li 1993) using DnaSP (Librado i Rozas 2009).

A MCIR haplotype network was constructed using the program TCS v.1.21
(Clement et al. 2000) to examine whether or not melanism was associated with the
overall MCIR genealogy. TCS creates a network using statistical parsimony
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(Templeton et al. 1992; Templeton i Sing 1993). The probability of parsimony for linking
haplotypes was set at the 95% level.

Phylogenetic trees were obtained using Bayesian inference on the haplotypes
(MrBayes v.3.1.2 (Huelsenbeck i Ronquist 2001). Two MCMC samplers were run in
parallel (4 chains each, temp parameter set at 0.2) starting from a random tree for
1.3x10° generations (samples recorded every 100 generations). In both sampling runs,
stationarity of the Markov Chain was determined by stable split-standard deviations
and stable sampled log likelihood values. The posterior sample of trees that followed
burn-in were combined into a majority-rule consensus tree and used to estimate
posterior node probabilities.

Results

Population colour classifications are shown in Table 1. Non-Balearic island specimens
were similarly classified. Assignment of the 27 Balearic populations to melanic and
non-melanic sets is shown in Table 1. Within the melanic group (8 populations);
Foradada, Guardia, Moltona, Aire and Escull Vermell islands show blue spots. Melanic
individuals from Aire and Malgrats populations also show brown dorsal spots and
blue ventral ocelli. The non-melanic group comprises 19 populations. In this group, the
most dominant dorsal colour is green (10 populations); followed by brown (8
populations). The presence of black, blue and/or yellow spots is less common. In
general, non-melanic populations have light ventral colour.

The 720 bp MCIR sequence provided 146 haplotypes, corresponding to 45
segregating sites, across P. lilfordi, P. pityusensis, P. filfolensis and P. tiliguerta specimens.
The observed changes are displayed against the P. sicula reference sequence (Table 2).
There were 32 synonymous and 13 nonsynonymous substitutions. We show the
locations of nonsynonymous substitutions on the MCIR protein (Figure 1).
Substitutions which encode for different amino acids are V881, V92E, V92L, D116N,
1139V, F146L, M202V, Q210H, C250W, F255C, T263S, C272S, and A296P, mostly
corresponding to the transmembrane domain of the protein.

Two C-T transitions at sites 483 and 696 are specific to P. tiliguerta, and they
represent synonymous substitutions: Val'®' and Thr?2. Two similar changes at sites 568
and 594 are present in Podarcis filfolensis. These changes correspond to Leu' and Ile!*s.

Six sites (318, 329, 402, 405, 795 and 879) are divergent between P. sicula and P.
lilfordi, P. pityusensis, P. filfolensis and P. tiliguerta. The T-C transition at site 329 is the
only non-synonymous change. However, sites 318, 402 and 405 are not variable in P.
filfolensis. Two populations of P. lilfordi (Addaia and Binicodrell) did not show
substitutions at site 318. Thirty-nine sites within the MCIR gene fragment were
variable within one (or more) of the insular populations of the Balearic Archipelago.
Three sites in the MCIR sequence could be considered potential mutational hot spots
(SNPs): ¢.390A>R, ¢.645C>Y and ¢.804C>Y positions.
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We tested for associations between MCIR variants and colour categories. First,
we examined whether any specific changes in the sequence were associated with
melanic phenotypes. No substitutions were common to all melanic individuals. A
contingency table test was used to analyze possible associations between each
polymorphic positions and the melanic phenotype. The only significant deviation
association was detected in the 681Int (x?=25.17, P<0.001) but this was an A/G
synonymous change. Alleles containing an A were more abundant in melanic
populations.

[MCTR PROTEIN
[Non synonymous changes 0000 .........O.... ..0.......
@,

Podarcis lilfordi Podarcis pityusensis

. Dragonera . Cabrera Q Eivissa . Sa Pujada
Binicodrell

@ Ro El Toro @ Bosc @ Espalmador

Alga

O El Toro . Moltona O Alga Punta Trocadors
Guardia Escull Vermell

© Malgrats O Espartar

Figure 1. MCIR amino acid substitutions detected in P. lilfordi and P. pityusensis,
and their locations relative to the cell membrane (modified from Garcia-Borron et
al. (2005)). Melanic populations are indicated in bold.

The DNA network results are shown in Figure 2. The melanic populations of
Foradada, Colomer, Guardia and Moltona (P. lilfordi) share some common
synonymous changes at Thr''' and Ser?”. However, these substitutions are not shared
with the P. lilfordi from Aire and Malgrats, or Escull Vermell and Bleda Plana melanic
populations of P. pityusensis.

We also examined whether substitutions in the first 210 bp of the gene might be
associated with melanism by sequencing the entire MCIR gene for a smaller group of 6
individuals from three melanic (Moltona, Guardia and Malgrats) and three non-
melanic (Cabrera, Dragonera and Formentera (P. Trocadors)) islets. Sequences were
compared to P. sicula sequence and seven substitutions were detected. Six of them were
found in all populations and were synonymous: Pro', Pro?, Asn?*, Leu®, Phe® and
Lys®. One non-synonymous change, G41D, was detected (Figure 1). However, this
caused an amino acid substitution that had no effect on protein charge. This
substitution was observed in the melanic populations from Moltona and Guardia but
not in the melanic population from Malgrats. The initial 210 base pairs of the MCIR
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sequence exhibited no deletion / insertion that may involve a change in the reading
frame of the MCIR protein. There were no associations between phenotype categories
(green and brown, blue and yellow spots and ventral colour) and the observed amino
acid or synonymous substitutions in the MCIR gene.

Binicodrell O ‘ ORei (OAddaia
Aire
B|n|codrell J
. Aire
Bleda plana
Escull vermell
3 £ Aire (Olbiza  Formentera
Formentera ] ] 0 . _ Espartar
Espartar \
) Formentera \ )
(OUBinicodrell 0 Colomer
. ragonera
Bosc(J
y scull vermell Q

\ Dragonera

Malgrats Dragonera,
s Dragonera) Malgrats,
O Formentera, Cabrera, Moltona
OAiga Malgrats \ Espartar Espartar
Foradada
Foradada, Colomer, Guardia
Malgrats, Binicodrell, Guardia, Moltona -, -
biza ® Rei, Cabrera, Foradada Foradadaj
Foradada,
S Moltona, Ibiza,
Espertes Alga ofmentera Conillera Cabrera
O Formentera Malgrats Dragonera
Formenlerao/ —
Cabrera Cabrera
Formentera Cabrera Alga Foradada
Cabrera

Figure 2. Network showing relationships among MCIR haplotypes observed in Balearic
populations. Alleles from melanic populations are represented as black circles, and non-melanic
populations as white circles. Alleles that were found in both melanic and nonmelanic
populations are represented as grey circles.

Gene diversity and selective effects

The mitochondrial gene tree that was inferred for the same individuals is shown in
Figure 3. The tree is concordant with the two species and also shows clear island
phylogeographical patterns within species. Both melanic and non-melanic populations
were found in the three main mtDNA lineages in P. lilfordi but were only detected
within a single mtDNA lineage in P. pityusensis. The MCIR gene tree shows low
posterior support for some nodes. However, splits in the tree do not correspond to
melanic/non-melanic population divisions. Unlike the mtDNA tree, the major split
within the tree does not correspond to the two species.
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Table 2. Synonymous and nonsynonymous (in bold) changes. Melanic populations are
underlined.

Change positions (according to P. sicula)

180 C
210 G
258 G
261 C
262 G
274 G
275 T
298 C
318 T
329 T
333C
346 G
351C
375 C
390 A
402 T
405T
415 A
438 C
441 C
445T
480 C
483 C
492 C
540 C
568 C
594 C
604 A
629 G
645 C
681 G
684 G
696 T
726 C
729 G
735 C
750 C
764 T
787 A
795 G
804 C
814 T
879 A
885 C
886 G

G G G G G
A A/G A/G
G/C
C/T T C/T C/T
A/G
T
A/T CIT
C/T C/T
cC Cc C ¢JTC C C C C C C C Cc C Cc C cC C Cc cCc cC
c cCCcCCcCccecececececcecc cC CCcCcccccc
C/T C/TCT T T
AIG
C/T C/TC/T C/T C/T C/TC/T
C/T C/T C/T C/T
A/GA/G G G A/G G A/G G A/G A/G G A/GA/IGG G G G G A/G G A/GA/G G
cccccccceccecceccecceccecceccceccecocececeoc cCc CcCCcCcCcccC
c cccccccceccccoccecceccceccocecoceoc c CcCcccc
AlG AIG G
G/C
T T C/T /T
C C/T C CJTC/TC/T C
T C/T C/T
T
C/T
G/CG/C G/C
C/T
C/T
AIG
G/C
C/T C/T C/T C/T C/T CTCT T /T C/T
A/G A A/GA/G A A
A/GA/G A
C/T
C/T
G/T
C/T T
G/C
G/T

T

G G

Cc C
Cc C
G A/G

¢grc¢c ¢c T CCCcCCccccccccecccccccecccecceccococggrceoc
C/TC/T C/T T C/TC/TC/TC/TC/T C/T

A/T

T C/T

c c¢ccccccccccccccccccccccccccececeoc

C/T C/T

C/T

C/T C/TC/T
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Table 3 shows the diversity estimates for the mclr gene and the mtDNA. Both
loci have greater diversity in P. lilfordi than in P. pityusensis. Also, the melanic insular
populations are less diverse than the non-melanic ones.

No statistically significant signature of selection was detected using Tajima’s D
test (Tajima 1989). Values were slightly negative, with the exception of P. lilfordi and
non-melanic groups that present slightly positive D values for mtDNA. The results
from Fu’s and Li’s tests (Fu i Li 1993) were similar, except in the case of the non-
melanic group (for the MCIR gene), for which F statistic is negative, and significant at
5% (P<0.05).

Discussion P muratis
B E————
P tiliguerta
Substitutions in the MCIR gene of P fitfolensis
endangered Balearic Island Podarcis
lizards do not appear to be related to Addaia
either melanism or other components of ooaret
the considerable colour pattern variation |_Re|
among islands. ragonera
5
Recent studies on pigmentation N e g
genes and their functions have provided o
evidence that pigment gene function is
largely conserved across vertebrate taxa ||
and can influence adaptive coloration, Cabrera
often in predictable ways (Hubbard et al.
2010). The MCIR gene is highly
conserved among vertebrates and has a Cabrera
relatively simple genetic structure, Ibiza
which has facilitated its identification in Dau Gran
a diversity of taxa, including lizards. The Sepaimader
majority of these studies try to associate es 2
a punctual non-synonymous sequence ,z::emera g
change with a discrete colour Espalmador S
polymorphism, and in some case . o
identical mutations at homologous 2::,,:,:"
positions in diverse taxa can lead to the 0.01 e
same or similar phenotypes (Hubbard et Posterior Probability
al. 2010).

Figure 3. The mtDNA consensus tree inferred
The MCIR gene is polymorphic by Bayesian inference. Melanic P. lilfordi / P.
in the studied populations. We found 45 pityusensis populations are highlighted in
variable positions with respect to the black. Circles are placed on nodes in which
published MCIR gene sequence of P.  posterior probabilities were 20.9.
sicula and three of these positions could
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be considered as hot spots due to their high mutation frequency. As expected under
neutral evolution, synonymous changes are most numerous but thirteen substitutions
encode for different amino acids, and most of them correspond to the transmembrane
domain of the protein. Much of the genetic diversity in mclr appears to reflect the
patterns observed in the mtDNA, which have been interpreted in terms of the
historical biogeography of these species (Brown et al. 2008; Terrasa et al. 2009). For
example, P. lilfordi shows much greater genetic diversity (in both loci) than P.
pityusensis. Previous mtDNA analyses showed that was likely to have originated from
ancient isolation on the major islands of Mallorca, Menorca and Cabrera during the
Pliocene (Brown et al. 2008; Terrasa et al. 2009).

Nunes et al. (2011) detected two associations between MCIR variants and
ecologically relevant phenotypes in the European ocellated lizard Lacerta lepida, a
genus related to Podarcis. The first is a non-conserved and derived substitution (T162I)
associated with the presence of brown scales (“nevadensis” phenotype), while the
second substitution (S172C) was associated with the presence of black scales in both L.
l. lepida and L. I. iberica. However, they did not detect mutations associated with the
higher proportion of black in L. . iberica. Here, the nucleotide positions 162 and 172
were not variable among the very polymorphic populations of Podarcis.

With some exceptions (Anderson et al. 2009) melanism is also associated with
substitutions at the MCIR locus in a variety of mammals and birds, including domestic
(Kijas et al. 1998; Kerje et al. 2003) and wild species (Nachman et al. 2003). In this case
structural mutations (deletions) are seen as responsible for the melanic phenotype.
Melanic populations of Podarcis lilfordi and Podarcis pityusensis showed no deletions in
the MCIR gene sequence. The unique substitutions that we have observed in the
melanic populations: Foradada, Colomer, Guardia and Moltona (P. lilfordi), are
synonymous changes at Thr''' and Ser?”. However, the P. lilfordi Aire and Malgrats
island populations, and the P. pityusensis Escull Vermell and Bleda Plana island
populations, are melanic, but do not share these substitutions. It is therefore very
difficult to believe they play a role in melanism in any of these species.

The presence of a dark phenotype has been hypothesized to be a relict character
in cordylic lizards (Daniels et al. 2004). It has also been suggested that it may be subject
to selection due to its impact on thermoregulation in the genus Podarcis (Kramer 1949).
Given the low prevalence of melanism in other Podarcis, it seems unlikely that
melanism is the ancestral condition for these species. If we assume that the mtDNA
branching pattern reflects the true species/population history then the most
parsimonious explanation is that the ancestral condition is the non-melanic colour seen
in most other Podarcis from which melanism has evolved several times within the
Balearic Podarcis clade. Furthermore, we did not detect evidence of selection in melanic
populations.

It therefore appears that other loci are involved in lizard coloration. For
example, agouti signaling protein (ASIP) is important in melanin synthesis and
multiple mutations in this gene are associated with colour variation. However,
compared with MCIR, far fewer studies have been carried out on wild populations and
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also the molecular changes associated with colour are different, both coding and
regulatory regions have been implicated. To date, agouti-like sequences have not been
reported in reptiles. In addition to melanin pigments, animal coloration can involve

carotenoid pigments and pterins, but the genetic mechanisms involved in these
pathways are poorly understood (Hubbard et al. 2010).

Table 3. Genetic diversity parameters based on MCIR gene sequences (720 bp) and mtDNA
(2370 bp). The melanic individuals belong to P. lilfordi and P. pityusensis insular populations.

lil)I;r I R (gzggg) 3.634 (gzggf) 12420 12370 [ 36 154 23 (823?2) 47.535 (82832) 0.929n  1.271ns
pi tI; R LT (g:(g)fi) 3.050 (g:gg‘ll) 0163 -0324 |21 45 17 (gzzzg) 9.533 (g:gg‘ll) -0.943%  -1.386m
sgif;s 8 12 6 (g:(g)gz) 4.464 (g:ggi) 0178 0025 [ 4 259 3 (gzgii) 136500 (g:ggg) s 0595
Melanic | 44 22 18 (gzgg% 3.476 (gzggf) 10297 1143 18 202 10 (gzzgg) 56.451 (gzggé) -0.244r  1.1430
mI(:IIZ?IiC 92 34 43 (g:(g)g% 3.582 (g:ggi) 1493 -1.972* [39 226 30 (gzzz) 78.260 (g:gg;) 1591 14240

N= number of sequences: S= number of segregating sites; h= number of haplotypes; Hd= haplotype diversity; K= number of
pairwise differences; Pi= nucleotide diversity; D= Tajima’s D (1989); F= Fu’s F and Li's F (1993); SE= standard error (indicated in
parentheses).

s not significant, * P<0.05

Balearic Island Podarcis lizards exhibit a wide variety of colour variants, with
morphs ranging from completely melanic to quite light-coloured individuals, and with
green-brown pigmentation being the most frequent. Sequencing of the MCIR gene in
individuals with different morphological phenotypes has not revealed a clear
correlation between mutations and/or deletions and these different colour morphs.
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Melanism in insular lizards: No differential MC1R gene expression but
differences in metabolic rate and inflammatory response detected by
transcriptome analysis

J. M. Buades, B. Terrasa, V. Pérez-Mellado, R. P. Brown, A. Pérez-Cembranos, J. A.
Castro, A. Picornell, M. M. Ramon

Abstract

Squamates exhibit a remarkable variety of colours patterns, including
melanism. The melanogenesis pathway involves a large number of genes, but one of
the most important is the Melanocortin-1 receptor (MCIR). Melanism-associated
mutations have been described in the coding region of this gene, as well as in
associated regulatory regions. Some populations of the Balearic island lizards Podarcis
lilfordi and P. pityusensis are melanic but a previous study found no relationship
between MCIR SNPs and melanism in these species. Here, mRNA expression levels of
MCIR in tail tissue were examined in melanic and non-melanic) of Balearic Podarcis
lizards. MCIR expression was not found to be higher in melanic phenotypes. Two
libraries (corresponding to melanic and non-melanic lizards) were analysed using
IonTorrent sequencing technology. A total of 91 genes showed differential gene
expression between melanic and non-melanic individuals (P < 0.005), of which 46 genes
gave non-redundant values. A total of 33 genes were up-regulated (highly expressed in
non-melanic samples) and 13 were down-regulated. We detected over-expression in
non-melanic individuals in two groups of genes: i) the antigen processing via MHC II
gene, and ii) two genes associated with Wnt signalling functions, both of which
indicated a reduced inflammatory response in melanic compared with non-melanic
individuals. Melanic individuals also showed evidence of higher metabolic rates (more
expression for regulation carbohydrate transport, ATPase activity and fat cell
differentiation) which could be potentially linked with changes in energy budget.
Despite finding differences in expression, our study was unable to reveal major
insights into the genetic basis of melanism in these island lizards.

Key words: differential gene expression, MCIR, melanism, P. lilfordi, P. pityusensis,
transcriptome profile.

Short running head: Melanism: Transcriptome and MCIR expression.

101



RESULTATS %" >

Introduction

Chromatic variation is one of the most perceptible phenotypic traits in animals. Lizards
and snakes present a wide range of colour patterns due to a complex pigmentary
system (Saenko et al. 2013; San-Jose et al. 2013). This has often been interpreted as
examples of adaptive evolution associated with habitat, behaviour, reproductive
strategies and speciation (Cooper i Greenberg 1992; Vercken et al. 2007; Olsson et al.
2013).

Colour variation can be due to several causes. Associations between
environmental variation and the presence of melanin-based colour polymorphism due
to local adaptation have been examined by many studies (e.g., see review by Trullas et
al. 2007; Roulin et al. 2008). Differences in blacks/browns/whites/yellows and reds are
generally due to differences in underlying pigmentation with differential deposition of
reddish-brown pheomelanin and black/grey eumelanin pigments being particularly
important (Majerus 1998).

Melanocortin-1 receptor (MCIR) plays an important role in inducing eumelanin
production and blocking the production of pheomelanin and therefore may be very
important in cases of melanism (Fontanesi et al. 2009). In contrast, agouti signaling
protein (ASIP) has the opposite effect. Some studies have suggested, without direct
evidence that lineages generally referred to as reptiles do not produce pheomelanin
(Grether et al. 2004; Rosenblum et al. 2004). However this idea has recently been
rejected as substantial amounts of this pigment have been detected in Hermann’'s
Tortoise (Roulin et al. 2013). Mutations in the coding region of the MCIR gene, or
differential gene expression in its production or that of their ligands (MSH,
melanocyte-stimulating hormone) or antagonists (ASIP), are therefore potential causes
of melanism in reptiles (Steiner et al. 2007; Fulgione et al. 2015).

Changes in reptile colouration may be due to processes such as the production
of melanin mediated by testosterone, and stress condition. However in some lizards,
variation colouration has been linked to the MCIR gene (Rosenblum et al. 2004;
Manceau et al. 2010; Kronforst et al. 2012). Nevertheless, the relationship between
genetic changes (mutation and/or regulation) and variability in patterns of colouration
are still largely unexplored. In birds, significant melanism-associated mutations have
been described in the coding region of the MCIR locus, such as nonsynonymous
mutations and INDELs (insertion-deletion), as well as in regions that regulate
expression of MCIR (McRobie et al. 2009; Guo et al. 2010; Zhang et al. 2013). Recently
other type of processes have been suggested to explain the presence of melanism in
squamates, based on the composition of their dermal layer (Kuriyama et al. 2013, 2016).
These studies found only melanophores in melanic skink and snake species, whereas
normal phenotypes exhibit three types of chromatophore: xanthophores, iridophores
and melanophores.

There are two sister species of the lizard genus Podarcis in the Balearic
archipelago: Podarcis lilfordi and Podarcis pityusensis. Melanic populations were first
described in the 1930s (Eisentraut 1949). For example, well-known melanic populations
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include P. lilfordi, from the islets of Aire (Minorca) and Foradada (Cabrera archipelago)
and P. pityusensis from the islets of Bleda Plana and Escull Vermell (Ibiza Island).
Different hypotheses have been forwarded to explain the existence of dark phenotypes.
These include: 1) the inheritance of melanism as an ancestral condition, 2) high
consumption of vegetable matter and 3) protection from ultraviolet radiation (Kramer
1949; Eisentraut 1954).

In a previous study we employed a candidate gene approach but found no
association between SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) within the MCIR locus
and melanism in these species (Buades et al. 2013). Here we attempted to extend this
investigation by investigating MCIR expression profiles. Transcript profiling is a
powerful approach for identification of genes expressed in various tissues, including
skin. Although this approach has been used in commercial species (Tae-Hun et al. 2006;
Fan et al. 2011; Zhang et al. 2015) very few studies (as Kingsley et al. 2009; Fulgione et al.
2015) have used it to examine differences between natural populations of melanic and
non-melanic individuals. We analyzed differences in transcriptome profiles between
melanic and non-melanic Podarcis, using RNA sequencing. Both approaches will
provide novel insights into differences in gene expression associated with black skin
colour.

Material and Methods

Sampling

Lizards were caught by careful noosing.
Light finger pressure on the tail tips
caused tail autotomy. We were careful to
remove only a minimal amount of tail
tissue (not exceeding 8 mm) and lizards
were immediately released without
sampling if they showed any signs of
stress. All lizards were released at their
points of capture.

MCIR expression analysis

A total of 21 melanic and non-melanic
individuals from both P. pityusensis and P.
lilfordi (see Table 1) were analysed. The
melanic group included 11 individuals
from Moltona (7) and Aire (4) islands, the
non-melanic ~ group  included 10
individuals from Punta Trocadors,
Formentera) (3) and Rei, Menorca (7).
Typical  colouration  within  these
populations is shown in Figure 1.

Figure 1. Representative phenotypes of a)
melanic and b) non-melanic samples.

103



RESULTATS y >

Table 1. Samples analysed: phenotype and localization.

Punta

Podarcis pityusensis Trocadors Formentera 3 Non-melanic

Lo . Rei island Menorca 7 Non-melanic
Podarcis lilfordi Aire island Menorca 4 Melanic
Moltona islet =~ Mallorca 7 Melanic

After harvesting, tissues were immediately stored in RNAlater® Tissue Protect
Tubes (QIAGEN). Total RNA was extracted from tail tissue using an RNeasy® Midi Kit
(QIAGEN). The RNA concentration was estimated using Nanovue Plus (GE
Healthcare) and the quality of the samples was assessed with a 1% agarose gel, stained
with ethidium bromide. Prior to reverse transcription, samples were treated with
DNase I (Sigma-Aldrich) following manufacturer conditions. 100 ng of total RNA, was
converted by reverse transcription into cDNA using All-in-One ¢cDNA Synthesis
SuperMix (Biotool.com), according to the manufacturer’s standard protocol.

Real-time quantitative PCR (qPCR) was carried out on the LightCycler 480 Sys-
tem (Roche). The gene B-actin (ACTB) was used as an internal control, to normalize the
results of the MCIR gene expression. Primers used in qPCR were (Fulgione et al. 2015):
1)  For the target gene, MCIR: the forward primer was 5'-
TGGAGACCCTCTTCATGCTTCT-3* and the reverse primer was 5-
GCTGCAGATCAGCATGTCCA-3; and 2) for the reference gene, ACTB: the forward
primer was 5-GATCTGGCACCACACCTTCT-3" and the reverse primer 5'-
TCTTTTCTCTGTTGGCTTTGG-3. A fragment of 101pb of the target gene MCIR was
amplified. qPCR was performed in a final volume of 20 ul, with 2 ul of cDNA, 0.8 ul of
each primer (10 uM), 10 ul of SYBR Premix EX Taq TM II 2x (TaKaRa) and 6.4 ul of
sterile water. The PCR was initiated with a 30 s hold at 95 °C, followed by 45 cycles of
95 °C for 15s, 60 °C for 30 s, and 72 °C for 20 s.

After amplification, the samples were heated to 95 °C for 5 s, 65 °C 1 m and 97
°C and then cooled to 40 °C for 30 s to obtain the melting curve for the SYBR Green.
Each sample was analyzed in duplicate. No-RT and no-template controls were
included in all experiments.

To analyze MCIR expression, Ct values (threshold cycle) obtained from the
qPCR, were used. For each sample the average Ct was calculated between replicates of
the MCIR. We normalized average Ct values for target gene using the average Ct value
of the reference gene, ACTB. It should be noted that lower Ct values indicated higher
levels of gene expression. Relative quantification was conducted using the standard 2-
@ACh method (Livak i Schmittgen 2001) and the Pfaffl method (Pfaffl 2001) and
normalized expression values were measured relative to a non-melanic sample. PCR
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efficiencies were calculated using a 1:10 dilution series run in triplicate for each gene.
Fold change values in expression levels in melanic and non-melanic groups did not
approximate to a Normal distribution (Shapiro Wilk’s test: P < 0.05), and so a Mann-
Whitney test was used to compare medians between melanic and non-melanic groups
(SPSS v11.0, SPSS Inc., Chicago).

Exome analysis

Six P. lilfordi specimens, three of them melanic (N1, N2, N3 from Moltona Island) and
three non-melanic (C1, C2, C3 from Dragonera Island), were collected for this study.
250 mg of lizard tail tissue, for each individual and phenotype, were used for RNA
isolation (RNeasy® Fibrous Tissue Mini Kit, QTAGEN). RNA integrity was analysed
using an Experion Bioanalyzer (BIO-RAD). RIN values (only samples with RIN>8 were
selected) and OD 260/280 ratios for each sample are indicated in Table 2. RNA pools
were concentrated using the RNA Mini spin clean up kit (QIAGEN) in order to reach
the minimum amount to build the sequencing library.

Table 2. Characteristics of the analysed samples.

C1 1004.00 1.96 9.50
Non-melanic  C2 460.00 1.94 9.30
C3 1002.00 1.66 9.70
N1 842.06 2.03 9.00
Melanic N2 3429.03 2.04 8.60
N3 1878.06 2.03 9.70

RNA library generation and sequencing

One RNA library per pool was prepared using an Ion Total RNA-Seq Kit v2 following
the Ion Total RNA-Seq Kit v2 User Bulletin (“Preparing 300-base-read RNA libraries
for sequencing on the Ion PGM™ System”). Both libraries were quantified by an
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies Inc, Palo Alto, California) prior to
clonal amplification. Emulsion PCRs were carried out using the Ion PGM Template
OT2 400 kit as described in the manufacturer’s user guide. Library sequencing was
carried out in a Ion 318 Chip v2 on the Personal Genome Machine (PGM (IonTorrent™,
Lifetechnologies) at Lifesequencing S.L. (Lifesequencing, Valencia, Spain) using the Ion
PGM Sequencing 400 kit following the corresponding protocol (Publication Number
MANO0007242, Revision 2.0, Lifetechnologies).
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Bioinformatics

Read QC
Raw reads were cleaned by removing sequencing adaptors using the program
cutadpat version 1.3 (Martin 2011). This removed Empty reads and low quality
sequences (Q < 20). These reads were visualized prior and after the trimming process
using FASTQC version 0.10.1.

Reference Transcriptome
Clean reads from both libraries were mixed and assembled using Abyss version 1.3.6 in
order to build the reference transcriptome. Transcripts were annotated using
BLAST2GO version 2.8 (Conesa et al. 2005). The Anolis carolinensis genome,
AAWZ00000000, was used as reference, although no positive matches were found.

Differential expression analysis
Reads were individually mapped against the reference transcriptome using TopHat
version 2.0 (Kim ef al. 2013) with default parameters, and differentially expressed genes
were detected using the limma program from the Bioconductor R package. Functional
annotation of the relevant detected group of genes was carried out using BLAST2GO
version 2.8 (Conesa et al. 2005).
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Figure 2. qPCR amplification for MCIR and ACTB for melanic and non-melanic samples.

Results

MCIR expression analysis

The MCIR gene expression was analyzed by qPCR on RNAs from tissues of two
phenotypes: melanic and non-melanic. The housekeeping gene, ACTB, showed a
constitutive gene expression with a range of Ct values from 18.7-24.3. There were no
significant differences between melanic and non-melanic individuals. A lower number
of mRNA molecules were expressed by MCIR gene relative to the ACTB gene. Ct
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values ranged from 29.8-36.6 in non-melanic-samples and from 32-35.8 in the melanic

group (Figure 2).

The MCIR expression 2-(AACT) analysis indicated fold changes rank of 0.11-
1.55 in non-melanic individuals (mean =0.59), but a narrower interval for melanic

samples (0.03-0.44, mean=0.15) (Figure 3).
Similar results were obtained when relative
expression values were estimated using the
alternative methods described by Livak i
Schmittgen (2001) and Pfaffl (2001). Here, a
significant difference (P < 0.05) was found
between melanic and non melanic
individuals. =~ Non-melanic = specimens
showed higher, but more variable levels of
MCIR expression to melanic
samples (melanic tissue exhibits fewer
mRNA molecules from the MCIR gene).
Intraspecific differences in P. lilfordi,
present a wider rank of variation (FC value)
than interspecific differences between P.
lilfordi and P. pityusensis, indicating that the
greater variability in the expression in non-
melanic samples was not due to inclusion
of two different species.

relative

Exome analysis

0.8

Fold change

0.6

0.4

i

0.0 H

T
Melanics

T
Non Melanics

Figure 3. Box plots represent the median value
and the distribution of the fold-change value
for each group (SigmaPlot).

Two normalized cDNA libraries (melanic and non-melanic samples) were constructed

and analysed with Ion Torrent. The exome analysis used pool sequencing procedures

common in the literature (Fan et al. 2013;

Zhang et al. 2015). Accurate estimation

requires inclusion of many individuals (Schlotterer et al. 2014). Our study was clearly
limited in this sense due to the endangered nature of Balearic lizards.

Table 3. Reads information for each library.

Non-melanic 3819803.00 364.77 2536822.00 33.60
Melanic 4479952.00 330.00 3846865.00 14.20
TOTAL 8299755.00 6383687.00
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Collectively, more than 8,000,000 reads averaging 347 nt each were produced
(Table 3). The contig lengths ranged from 300 to 600 nt and from 200 to 400 nt, for
melanic and non-melanic groups, respectively (Figura 4). Reads with low quality
(<Q20), were discarded and non-degenerate positions (N) were found across all
amplified bases. A global de novo assembly was tested with different programmes, but
optimal results were obtained using ABYSS V1.3.6. For the melanic library, 3,846,865
reads were assembled, with an average length of 273 nt and for the non-melanic
library, 2,536,822 contigs were assembled with an average length of 257 nt (Table 4). A
small number of singletons were detected after the assembly. The singletons
represented single reads with insufficient overlap in the assembly and a length >200 nt.
Only contigs were used for annotation and all the singletons were discarded. The
cDNA sequences were annotated using BlastX, a protein reference database.

Table 4. Summary of the de novo assembly data.

Number of contigs 7457
Reads assembled 6383687
(76.91 %)
Average contig lengths (nt) 339
Number of singletons 73770
(1.16 %)
Average singleton length (nt) 251

Blast2GO analyses the relationship between the Gene Ontology (GO) terms and
metabolic pathways. The importance of a metabolic process or biological pathway is
determined by the number of identified genes and by their relative abundance ratio
considering the total number of genes involved in each pathway (Calduch-Giner et al.
2013). All of the different GO were assigned to three categories: biological process (BP),
cellular component (CC) and molecular function (MF).

A total of 91 genes had differential gene expression between melanic and non-
melanic individuals (with P-value < 0.05). Considering only non-redundant values, 46
differential GO were observed in non-melanic samples: 33 up-regulated and 13 down-
regulated. In the BP category, seventeen of 24 different terms were up-regulated and
seven down-regulated (indicating greater expression in melanic individuals). In the MF
category, seventeen terms are included: twelve are up-regulated and five are down-
regulated in non-melanic individuals. Fewer unigens (5) are differentially expressed in
the CC category. Of these, four are up-regulated and just one is down-regulated. For
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melanic and non-melanic samples, significantly different GO terms (determined by the
LOR (log odds ratio)) for each category are shown in Figure 5a and 5b.
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Figure 4. Distribution of the number of reads according to their length: a) Non-
melanic library and b) Melanic library.

Significant GO showing greater expression in melanic individuals and non-
melanic individuals are listed in Table 5. In melanic lizards they are involved in:
positive regulation of locomotion (GO: 0040017), determination of dorsal/ventral
asymmetry (GO: 0048262), regulation of glucose transport (GO: 0010827), ATPase
activity (GO: 0042625) and fat cell differentiation (GO: 0045444) for Biological Processes
(BP) and Molecular Function (MF) GO categories. More transcriptional activity was
detected in non-melanic individuals in response to stress (GO: 0006950), detection of
stimulus (GO: 0009582 and 0051606) for Biological Processes and receptor activity (GO:
0004872) for Molecular functions.

Despite ostensible differences, no differences were detected by the KEGG
(Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes) pathway analysis.

Discussion

The presence of melanic individuals is common in various animal species, including
reptiles. Genetic alterations (point mutations and/or indels) are responsible for dark
phenotypes in some groups, although the causes have not been detected in other
groups.

Recently, differential expression of RNA has been analysed using qPCR and
RNAseq by numerous studies in an attempt to explain different colour phenotypes. It
is well known that RNA expression data are highly dependent on timing and tissue.
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However little is known about the timing of melanin synthesis in squamata. Even
juvenile lizards have fully developed melanic colouration and so melanogenesis likely
occurs quite early during their development, with expression of relevant genes being
much-reduced in the adults we sampled. Despite this limitation, most published
studies (Saenko et al. 2013; Ducrest et al. 2014) are made on adult individuals. Here and
elsewhere, the use of lizard tails was obligatory because it offers a non-injurious tissue
sample. While this is not ideal, it does provide a sample of the dermal layer in which
colour differences are generated and similar analyses of tails have detected expression
differences between colour morphs of other lizards (Fulgione et al. 2015).

Other studies have investigated expression of alternative candidate genes,
especially those involved in the melanocortin pathway. Regulation of the ASIP gene
appears to be important in explaining differences between black and whiter-skinned
chickens (Zhang et al. 2013, 2015) but this does not seem to be the case in other species
(e.g. sheep: Pefagaricano et al. 2012). Primers for this gene were designed and tested in
our study but no amplification could be obtained and, similar to Bradley et al. (2013),
the causes were not apparent (i.e., it was not obviously due to primer sequences,
alignment, PCR conditions or low gene expression).

Some studies of squamata have carried out histology analyses and found
differences between normal colour individuals and melanic ones (Kuriyama et al. 2013,
2016). No related work appears to have been carried out on Podarcis, but this would be
interesting for future studies. It could help indicate the presence/absence of different
types of chromatophore and the search for genes implicated in melanism.

It is well known that cutaneous pigmentation is a complex genetic trait
involving more than 120 genes, among which MCIR plays a key role (Dessinioti et al.
2011). Differences in MCIR expression have not been observed in many species that
exhibit major differences in colouration (e.g. mice (Steiner et al. 2007), chickens (Zhang
et al. 2015), macaques (Bradley et al. 2013), raccoon dogs (Han et al. 2012), sheep
(Pefiagaricano et al. 2012). However Fulgione et al. (2015) found differential MCIR
expression among white, bright blue and dark blue phenotypes of the lizard Podarcis
siculus, suggesting that this may be important in this genus. Our current findings are
compatible with our previous study and now indicated that melanism in these Balearic
species is not due to differences in sequence or expression of the MCIR gene.
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Figure 5. Significantly different GO terms for each category expressed in: a) melanic samples
and b) non-melanic samples. The graphic indicates the number of unigenes included in each
non-redundant GO term. Categories are: Biological process (coloured in black and grey colour
scheme), molecular function (coloured/shadowed in blue colour scheme) and cellular
component (green colour scheme).
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Table 5. Differential gene expression in melanic and non melanic samples.

BP (Biological Process)

Positive regulation of locomotion GO: 0040017

Determination of dorsal/ventral asymmetry GO: 0048262

Carbohydrate transport GO: 0015749

Regulation of glucose transport GO: 0010827

Definitive hemopoiesis GO: 0060216

Fat cell differentiation GO: 0045444
MEF (Molecular Function)

ATPase activity GO: 0042625

Divalent 1no1jg<::1n1c cation transmembrane CO: 0072509

transport activity

Structural constituent of nuclear pore GO: 0017056
CC (Cellular Component)

Golgi cisterna GO: 0031985

BP (Biological Process)

Antigen processing via MHC class II GO: 0002504
Response to stress GO: 0006950
Sex differentiation GO: 0007548
Detection of abiotic stimulus GO: 0009582
Detection of stimulus GO: 0051606
Androgen receptor signaling pathway GO: 0030521
MEF (Molecular Function)
Wnt-protein binding GO: 0017147
Wnt-activated receptor activity GO: 0042813
Oxidoreductase activity GO: various
Ubiquitin-specific protease activity GO: 0004843
CC (Cellular Component)
SCF ubiquitin ligase complex GO: 0019005

Our exome analysis has detected genes that are relatively over-expressed in
either melanic or non-melanic individuals. Volumes of pharmacological, genetic and
evolutionary literature has been dedicated to understanding the underlying genetic
causes of colouration and other phenotypic attributes (i.e. Ducrest et al. 2008; Alho et al.
2010). Strong relationships between general phenotype and environmental conditions
have been observed previously (Roulin 2016). While these interactions cannot be ruled
out here, most of the insular Podarcis populations seem to be found in very similar
habitats. Roulin and Ducrest (2013) identified five hypotheses to explain the existence
of covariation between darker phenotypes and five other attributes: i) greater
resistance to stress, ii) a reduced inflammatory response, iii) better regulation between
food intake and energy expenditure, iv) more resistant to oxidative stress and v)
greater sexual activity. Relative to greater resistance to stress our results show over-
expression of stress-response genes involved in non-melanic individuals which does
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not support hypothesis (i). In contrast, over-expression in non-melanic individuals of
the antigen processing via MHC II gene and Wnt signalling genes (Wnt-protein
binding and Wnt-activated receptor activity), that control the regeneration in some
adult tissues, does support hypothesis (ii). Melanic individuals show evidence of a
higher metabolic rate (more expression for regulation carbohydrate transport, ATPase
activity and fat cell differentiation), which may support hypothesis (iii): regulation of
food intake versus energy expenditure. Running counter to this, a previous study
found a slightly lower mass-adjusted field metabolic rates in the melanic Aire
population of P. lilfordi relative to a non-melanic population of the same species
(Brown i Pérez-Mellado 1994), however this comparison was made during a single
short time-frame which might not be representative. Finally, we did not detect
differential expression of genes involved in resistance to oxidative stress (iv) or sexual
activity (v). Thus our exome analysis is indicative of a higher metabolic rate in melanic
individuals as well as an increased inflammatory response to exogenous antigens.

Conclusions

In summary, this study examines whether differential expression of genes could
explain intraspecific variation in melanism within the two species of insular Podarcis.
Expression of the MCIR gene was not found to be higher in our melanic phenotypes,
indicating that other genes related to the melanogenic pathway might be involved.
However, we did find differences in exome expression between melanic and non-
melanic individuals. Despite some limitations our study has enhanced understanding
of the transcriptome in lizards and potential differences in gene expression associated
with melanism through detection of differences in expression of metabolic rate and
inflammatory response associated genes. It represents a first step towards
understanding the complex melanogenesis process and the evolutionary processes that
have led to the occurrence of melanism within these species.
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CAPITOL 2

FILOGEOGRAFIA D’ALGUNES ESPECIES DEL
GENERE PODARCIS

Evolutionary history of Podarcis tiliguerta on Corsica and
Sardinia
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La filogeografia del genere Podarcis, el genere de reptils més abundant i divers de tota
la Mediterrania ha esta estudiada per diversos investigadors, pero resten per resoldre
problemes molt interessants. Per aix0 aquest capitol es centra en el coneixement de la

filogenia d’algunes especies del genere Podarcis com P. tiliguerta i P. liolepis. La majoria
d’estudis realitzats es basen en la variaci6 del genoma mitocondrial, donada la alta taxa
d’evolucio d’aquest marcador, el que el fa adequat per I'analisi de filogenies recents.
En aquest capitol es pretén ampliar les analisis amb marcadors nuclears, que presentin
elevades taxes de variacio.

En un primer treball s’estudia 'especie P. tiliguerta, de la qual es vol esbrinar si
sOn una unica especie o és realment un complex d’especies. Amb aquesta finalitat es
mostrejaren I'illa de Corsega i l'illa de Sardenya aixi com algunes de les illes i illots que
es troben al seu voltant.

Es presenta també un segon estudi amb les dades preliminars de I'analisi de
I'especie de Podarcis que viu a l'arxipelag de Columbretes, que actualment es suposa
que es pot tractar de P. liolepis. Per analitzar la filogenia de l'especie s’han agafat
mostres de les distints especies que conformen el complex P. hipanica junt amb altres de
P. muralis. Més concretament s’han obtingut els resultats de la variabilitat a gens
nuclears d"un total de 82 mostres.
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Evolutionary history of Podarcis tiliguerta on Corsica and Sardinia
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Delaugerre, J. A. Castro, A. Picornell, M. M. Ramon
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Abstract

Podarcis tiliguerta is a wall lizard endemic to the Mediterranean islands of Corsica and
Sardinia. Previous findings of high mtDNA and morphological diversity have led to
the suggestion that it may represent a species complex. Here, we analysed
mitochondrial and nuclear markers (mtDNA, 3110 bp; 6 nDNA loci, 3961 bp) in P.
tiliguerta sampled from thirty-two localities across Corsica and Sardinia.

We find much greater intraspecific genetic divergence than between sister species of
other Mediterranean island Podarcis, i.e., between P. lilfordi and P. pityusensis. We
detected three mtDNA clusters in Corsica (North, South-East and South-West) and
either two or three in Sardinia (North vs. South) depending on the clustering method.
Only one or two nDNA groups were identified within each main island (again,
depending on the method). A Bayesian time-calibrated multispecies coalescent tree
was obtained from mtDNA and provided statistical support for a Miocene origin of the
species (13.87 Ma, 95% HPD: 18.30-10.77 Ma). The posterior mean divergence time for
the Corsican and Sardinian lineages was 12.75 Ma ago (95% HPD: 16.94-9.04 Ma).

The results support the evolutionary distinctiveness of Corsican and Sardinian
populations and also indicate a lack of post-divergence migration despite periods of
contact being possible. Further to this, species delimitation analyses of Corsican and
Sardinian lineages provided statistical support for their recognition as distinct (sister)
taxa. Our results provide new insights into the biogeography of the Mediterranean
biodiversity hotspot, and contribute important findings relevant to the systematics and
evolution of this speciose lizard genus.

Key words: Podarcis tiliguerta, Lacertidae, Corsica and Sardinia Islands, mitochondrial
DNA, nuclear DNA, species tree

Running title: Evolutionary situation of Podarcis tiliguerta
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Introduction

Islands provide many of the world’s biodiversity hotspots. They continuously
generate new species with the term “speciation machines” having been coined to
describe this phenomenon (Rosenzweig 1995). These high speciation rates are
facilitated by specific island characteristics that lead to a wealth of ecological,
biogeographic and evolutionary processes. These include: natural fragmentation,
long term isolation, high altitudes creating habitat heterogeneity, complex intra-
island landscapes, and island emergence due to volcanism and eustatic sea-level
changes.

The Mediterranean basin was one of the first 25 Global Biodiversity Hotspots
to be named (Myers et al. 2000) and is characterized by substantial island diversity
(Fernandez-Palacios 2010). The Tyrrhenian region within the Mediterranean is
particularly diverse due to the influence of complex paleogeographical and historical
factors (Verlaque et al. 1997; Médail i Quézel 1999). It includes Sardinia and Corsica,
two of the largest and highest (1834 m and 2710 m, respectively), Mediterranean
Islands, which are separated by a strait of only 11 km. They contain high levels of
endemism including several hundred endemic plants. Geological history has
undoubtedly played a role in generating this diversity. A land bridge maintained the
connection between the islands and Europe (Meulenkamp i Sissingh 2003) until their
separation, completed 9 Ma ago (Alvarez 1972, 1974). This was subsequently lost
although connections between the Corsica-Sardinia archipelago and Europe and
North Africa were re-established through desiccation of the Mediterranean basin
during the Messinian Salinity Crisis (MSC; 5.96-5.33 Ma) (Krijgsman et al. 1999;
Duggen et al. 2003). Corsica and Sardinia have since been temporarily connected as a
result of more minor changes in sea level during glacial periods in the Pleistocene,
with the last contact being during the Last Glacial Maximum (LGM) (Grill et al. 2007).

The lizard genus Podarcis encompasses about 19 species and is widespread
across the Mediterranean. Podarcis tiliguerta is endemic to Corsica and Sardinia. It
exhibits a great intraspecific variability in morphological traits, especially colour
pattern and melanism, the latter found within populations from small islands away
from the main islands (Lanza 1972, 1976; Lanza i Brizzi 1974; Brizzi i Lanza 1975; Lanza
i Poggesi 1986; Arnold i Ovenden 2002). This variation has led to the description of
several microinsular subspecies (Lanza i Corti 1996; Corti i Lo Cascio 2002).
Morphological (Bruschi et al. 2006, 2010) and genetic studies, based on both allozymes
(Capula 1996) and mitochondrial sequences (Pinho et al. 2004; Harris et al. 2005; Podnar
i Mayer 2005), have evidenced the existence of two or possibly three divergent genetic
clusters within the Corsica-Sardinia archipelago. The underlying reasons for this
divergence remain unexplained, but its magnitude has led some authors to suggest
that P. tiliguerta might represent an insular species complex (Harris et al. 2005; Bruschi
et al. 2006). Similar findings have been documented for other Podarcis from much wider
geographic areas, e.g., P. hispanica, from the Iberian peninsula (Pinho et al. 2006) and P.
erhardii, from Greece (Poulakakis et al. 2003). Objective coalescent-based statistical
analyses of species delimitation may provide an important step towards robust
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assignment of new taxonomic units based on genetic groups within the putative
complex.

This study aims to provide the most detailed analysis of genetic variation of P.
tiliguerta to date, using both mitochondrial (mtDNA) and nuclear DNA (nDNA)
markers. We use these data to reveal new insights into the patterns and causes of the
genetic diversity. We examine two important aspects of the evolutionary history of P.
tiliguerta, namely the number of lineages and timing of divergence between these
lineages and from other Podarcis. In addition, we investigate the historical
biogeography of P. tiliguerta in relation to known physical changes in the region.

Material and methods

Sampling

Forty-one Podarcis tiliguerta were captured under license from 15 localities in Corsica,
13 localities in Sardinia (in May 2011) and four offshore islands and islets (September
2012) by noosing, with the aim of covering the main geographical regions (Figure 1
and Table 1). Tail-tips were removed and stored in 100% ethanol before releasing
individuals at sites of capture.

Figure 1. Sites at which Podarcis tiliguerta
were sampled in Corsica, Sardinia and
adjacent islands.

DNA Amplification and sequencing
A standard phenol-chloroform protocol was used for DNA extraction (Sambrook et al.
1989). Six non-overlapping mtDNA fragments were amplified and sequenced for each
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specimen containing sequences from the following genes: i) partial 125 rRNA, ii)
partial tRNAcw and partial cytochrome b (Cytb), iii) partial Cytb and partial tRN A, iv)
partial control region (CR), v) two partial subunits of the NADH dehydrogenase gene
and associated tRNAs (referred to as ND1, ND2, tRNAune, tRNAcm, and tRNAwmet) and
vi) partial 165 rRNA. Primers and amplification conditions are the same as those used
in our previous studies of Podarcis (Terrasa et al. 2009; Rodriguez et al. 2013, 2014) (see
Additional File 1), with the exception of the light strand primer (L14143; see
Additional File 1) for amplification of fragment (ii) (above) in the Sardinian specimens.
The 165 rRNA primers were obtained from Carranza et al. (1999).

Table 1. Localities and P. tiliguerta specimens sampled.

1  Bonifacio TCO1/17

2 Sartene TCO2

3  Filitosa TCO3

4  Sant Bastiano (Calcatoggio) TCO4

5  Les Chalanches (Piana) TCO5

6  Casa Vecchia (Calvi) TCO6

7  L’fle Rousse TCO7

8  Pietra Moneta TCOS

9 Corte TCO9/18

10 Vivario TCO10

11 Ghisonaccia TCO11/19

12 Ribba (San Cavino Di Carbini) TCO12

13 Casteddu d’Araghju (Lecci) TCO13

14 Chera (Sotta) TCO14

15 La Trinité (Bonifacio) TCO20/21
__ Sardinialsland 00000000000

16 Gallura TSA3

17 Romanzesu (Bitti Nuoro) TSA1

18 Dorgali (Nuoro) TSA11

19 Su Gologone (Oliena Nuoro) TSA10

20 Fonni TSA5

21 Flumendosa lake (Cagliari) TSA13

22 Costa Rei (Cagliari) TSA19

23 Villasimius (Cagliari) TSA12/18

24 Locanda dil Parco (foresta demaniale di TSA15

Montimannu, Villacidro)

25 Fluminimaggiore TSA20

26 Narbolia (Oristano) TSA17

27 Nuraghe Sorradile (Oristano) TSA2

28 Nuraghe Nuradeo TSA4
___ Sardinianislandsandislets

29 Foradada Island (Alghero Sassari) Tf1-3

30 Paduleddi islet (La Maddalena archipelago) Tp1-3

31 Stramanari islet (La Maddalena archipelago) Ts1

32 Molara Island TSAS8
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Six partial nuclear genes were sequenced: i) melanocortin-1 receptor gene
(MCIR), ii) recombination-activating gene 1 (RAGI), iii) apolipoprotein B gene
APOBE2S8, iv) lipoprotein gene BLCIL, v) transcription factor gene KIAA2018 and vi)
kinesin family member KIF24. Primers (Mayer i Pavlicev 2007; Portik et al. 2012; Buades
et al. 2013) are described in Additional File 1.

Sequencing of both strands of PCR products was carried out on an automated
ABI 3130 sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using a BigDye®
Terminator v. 3.1 Cycle sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
and edited and aligned using BioEdit v.7.0.5.2. (Hall 1999).

Analyses of genetic variability and structuring

DnaSP v.5.10.01 (Librado i Rozas 2009) was used to obtain basic genetic diversity
indices, test for neutrality and phase nuclear data. Potential recombination events were
assessed using the Pairwise Homoplasy Index (phi) test (Bruen et al. 2006)
implemented in SplitsTree v. 4 (Huson i Bryant 2006).

Relationships between nuclear DNA haplotypes were explored using statistical
parsimony networks, with a 95% connection limit (program: TCS v.1.21 (Clement et al.
2000)).

Analysis of molecular variance (AMOVA) (program: Arlequin v.3.1.1 (Excoffier
et al. 2005)) was used to examine genetic structuring between primary geographic
groups (Corsica vs. Sardinia and Sardinian islands).

Bayesian phylogeographical and ecological clustering (BPEC) (Manolopoulou et
al. 2011, Manolopoulou i Emerson 2012) was used to identify genetically distinct
geographical population clusters in Corsica and Sardinia. BPEC relies on parsimony in
order to reduce the number of candidate trees. Different haplotype trees and migration
events are explored through the Markov chain Monte Carlo (MCMC) sampler.
Migration events are assumed to occur when a haplotype (with or without a mutation
from its parent haplotype) migrates to a new geographical cluster. Locations were
specified as latitudes and longitudes recorded during fieldwork using a motion X-GPS
HD V21.0 Build 1737R (Fullpower Technologies Inc.). For each run, a strict parsimony
criterion was applied and the maximum number of migrations was 4. The MCMC
chain was run for 10 million iterations with 20,000 steps saved. Separate analyses were
performed on Corsica and Sardinia. A subsample of 1371 mtDNA sites were selected
for this analysis due to high levels of mtDNA divergence (saturation of third codon
positions and other regions were detected using an appropriate test (Xia et al. 2003; Xia
i Lemey 2009). The analysed sequence comprised: 125 rRNA (359 bp), CR (465 bp) and
Cytb codon positions 1 and 2 (548 bp). The geographical distributions of alleles were
similarly analyzed for each nuclear locus, independently.

For comparison, an alternative genetic clustering procedure implemented
within the program BAPS v.5.3 (Corander et al. 2003) was used to infer population
structure without reference to geographical location. It was applied to all nuclear
markers together, and to mtDNA alone. The number of clusters was determined and
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admixture analyses were executed to infer the ancestral source of the samples (without
priors on geographic location).

Species phylogeny, divergence times and species delimitation

The multispecies coalescent approach implemented in *BEAST v. 1.7.4 (Heled i
Drummond 2010; Drummond et al. 2012); was used to estimate divergence times and
phylogenetic relationship between specific mitochondrial lineages from the main
islands, Corsica and Sardinia (with surrounding islets). The method allows estimation
of divergence times while taking into account ancestral polymorphism. However, it
often suffers from problems associated with prior specifications (Heled i Drummond
2012) and achieving good mixing of the MCMC chain (particularly when multiple loci
are analysed). Also, the inclusion of several poorly informative nuclear markers could
have a substantial and potentially undesirable impact on the estimated divergence
times (Brown i Yang 2010). For these reasons, we included only mtDNA in the analysis.

Eight partitions were used to account for heterogeneity in sequence evolution
and suitable models for each partition were identified using jModeltest v.0.1.1 (Posada
2008) (AICc criterion, i.e., Akaike Information Criterion corrected for small samples).
We partitioned the sequence by grouping functionally similar sites from specific
regions as they should have similar properties (rates in particular). These were: i) 125
rRNA, ii) CR, iii) all tRNAs, iv) 1st and 2" codon positions of the ND1/ND2 sequences,
v) 3 codon position of ND1/ND2, vi) 1st codon position of Cytb, vii) 2°¢ codon position
of Cytb, viii) 3*1 codon position of Cytb, When the selected model was not available in
*BEAST, we used the most similar available model.

We included mtDNA from all P. tiliguerta samples together with homologous
sequences from two species that comprise a sister lineage to P. tiliquerta: P. lilfordi and
P. pityusensis (Arnold et al. 2007). Inclusion of these taxa allowed incorporation of a
time-calibrated node in the analysis (Brown et al. 2008; Rodriguez et al. 2013) (see
Additional File 2 for GenBank accession numbers). The age of the (P. lilfordi, P.
pityusensis) node on the population was constrained using the normal distribution N
(56.325, 0.0001), where 1 unit = 1Ma. The MSC is a well-known physical event in the
Mediterranean and ended with very rapidly rising sea levels after the opening of the
Mediterranean-Atlantic connection. Some studies have suggested that refilling of the
basin may have only taken only a few thousand years (Krijgsman ef al. 1999; Duggen et
al. 2003; Pierre et al. 2006). This would have separated the Gymnesic and Pityusic
Islands. Evidence from other studies (e.g., Martinez-Solano et al. 2004) indicates the
suitability of narrow time constraints on (Gymnesic, Pityusic) nodes. Refilling has been
dated at 5.33 Ma (Krijgsman et al. 1999) and given the deep intermediate channel
between the island groups and the evidence of a very rapid refilling of the basin, the
narrow normal distribution around a mean of 5.325 Ma would appear suitable.

A strict clock model was used in *BEAST (see Brown i Yang 2011), and the tree
prior was specified by a Yule process. The MCMC chain was run for 300 million
generations sampled every 10,000 steps. Tracer v. 1.5 (Rambaut i Drummond 2007)
allowed visual inspection of marginal posteriors. TreeAnnotator (BEAST package) was
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used to combine and analyse the posterior tree samples at stationarity (trees were
combined using the maximum sum of clade credibilities criterion).

Species delimitation was examined using three different approaches. First the
Bayesian Phylogenetics and Phylogeography program (BPP, v. 3.1) (Yang i Rannala
2010; Rannala i Yang 2013) was used to obtain posterior probabilities on specified
nodes. BPP implements a reversible jump Markov chain Monte Carlo (rjMCMC) to
search the parameter space that includes 0 population divergence and gene trees.
Analyses were performed with i) mtDNA, ii) nDNA and iii) all markers, to determine
the impact of mtDNA polymorphism on species delimitation. Gamma distributions (G)
with the following shape and different scale parameters were used to specify the
population size, 8s. G(1,10) 10G(1,10), 6s G(1,10) 10G(1, 2000), 65 G(1, 2000)
ToG(1, 10), 8s G(1, 2000) 1o G(1, 2000). The MCMC chain was run for 400,000 steps
(following a burnin of 20,000 steps), sampled every 20 steps. Each analysis was run
three times to confirm consistency between runs.

Two additional approaches of species delimitation analysis suitable for single
locus data (only mtDNA) were also tested. The Poisson Tree Processes model (PTP)
(Zhang et al. 2013) uses non-ultrametric phylogenetic trees and directly incorporates
the number of nucleotide substitution in the model of speciation using a Poisson
distribution to describe the probability that a substitution gives rise to a speciation
event. This method delimits species under the assumption that the number of
substitutions between species is considerably higher than within species. The branch
lengths of the input tree are supposed to be generated by two independent classes of
Poisson events, one corresponding to speciation and the other to coalescence. A bPTP
analysis (a recent version of the PTP that implements Bayesian support values to the
delimited species) was conducted on the bPTP web server (http://species.h-
its.org/ptp/). A phylogenetic tree inferred by IQ-Tree (Nguyen et al. 2015) was used as
input. The chain was run for 150,000 MCMC generations, 10% of samples were
discarded as burn-in and sampling interval was 100.

Finally GMYC (Pons et al. 2006; Fujisawa i Barraclough 2013), based on time-
calibrated ultrametric phylogenetic trees and using differences in branching rates to
infer species was applied. The input tree was generated in BEAST v1.8.2. (Drummond
et al. 2012) and the specifications were the same as the ones described above for the
*BEAST analysis (8 partitions, models, strict clock, time-calibration and tree prior/yule
process). Independent MCMC runs of 76 million steps were sampled every 10,000 steps
(10% of samples were removed as burn-in). The GMYC analysis was conducted using
this consensus tree and the single-threshold method within the SPLITS package (Ezard
et al. 2009) on R v 3.3.2 (Team 2016).
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Results

Mitochondrial DNA

A total of 3110 bp of mtDNA sequence was obtained (12S rRNA 392 bp, control region
497 bp, ND1 85 bp, ND2 510 bp, cyt b 929 bp (two fragments), tRNAs 256 bp, 16S
rRNA 431 bp). Sequences have been deposited in GenBank (for accession numbers see
Additional File 3). The concatenated sequence contained 646 polymorphic sites, giving
rise to 37 different haplotypes, which differed by a mean pairwise difference of 216.09
(£ 92.03). Indices of mtDNA diversity (Table 2; analyses without 165 rRNA sequences)
were higher in P. tiliguerta than corresponding values for related species (Terrasa et al.
2009; Rodriguez et al. 2013), while non-significant neutrality tests (Tajima 1989; Fu i Li
1993; Fu 1997; Fay i Wu 2000) supported neutral evolution.

Nuclear data

The nuclear loci analysed were: MCIR (720 bp), RAG1 (939 bp), APOBE28 (489 bp),
BLCIL (627-636 bp), KIAA2018 (644-659 bp) and KIF24 (497-518 bp). Sequences have
been deposited in GenBank (Additional File 3). Basic genetic diversity indices and
neutrality statistical tests (Tajima 1989; Fu 1997) are indicated in Table 3. The phi test
(Bruen et al. 2006) showed no statistically significant evidence for recombination in any
gene: MCIR (p = 0.164), APOBE28 (p = 0.369), KIAA2018 (p = 0.095), BLCIL (p = 0.467),
KIF24 (p =0.322), RAGI (p =0.193).
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Table 2. Diversity estimates for the concatenated mtDNA fragment in P. tiliguerta (without 16S rRNA sequences)
compared with others species of the Western Islands Group (P. lilfordi, P. pityusensis and P. filfolensis). Parameters for
Corsica and Sardinia P. tiliguerta were also estimated independently.

P. lilfordi 117 189 62 0.019:£0.005 45067 -1.129m  0.652 0.860ns -17.572ms 0.770rs
2(2382 bp)
P. pityusensis 73 90 60 0.004+0.001 9.083  -56.983** -2.432* -2.589* -25.341% -1.745*
5(2430 bp)
P.filfolensis 31 41 20 0.004£0.001 9.355  -4.097*  -0.681w -0.668™ -12.409** -0.325m
<(2533 bp)
P.tiliquerta 41 595 37 0.074+0.003 197.126 0.840™  1.419xs 1.425ms -12.209ms 0.792 s
(2681 bp)
Corsica 19 394 19 0.046:0.006 122.07 -1.030™  0.858m 0.671ns -77.263 s -0.043 s
Sardinia 22 38 18 0.051+0.009 137.36 4.241n  1.510ms 1.569 s -52.468 s 0.859 s

N=number of individuals sampled; V= variable position; h= number of haplotypes; K= average number of pairwise differences.
s not significant, *P<0.1; ** P<0.05; **P <0.001

a,b,c obtained from data in: a, Terrasa et al. (2009); b, Rodriguez et al. (2013); ¢, Rodriguez et al. (2014).
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Table 3. Diversity estimates for six nuclear exons in P. tiliguerta (length polymorphisms

are included in these analyses).

MCIR 720 39 47 56 0.006+0.0003  4.076  -0.133ns - 0.064ns
RAG1 939 38 70 52 0.015+0.0004 6.045 -0.424rs -0.086"s
APOBE28 489 37 47 41 0.006+0.0006 2961 -0.367~ -0.055"s
BLCIL 636 38 67 56 0.009+0.0006  5.544 -0.139~ -(0.052ns
KIAA2018 659 39 71 66 0.020+0.0006 13.000 -0.262rs -0.039ns
KIF24 518 34 75 55 0.021+0.0008 10.449 -0.491~ -0.078rs
Concatenated

Corsica | 3961 225 38 0.010+0.006 37.516 0.288ms - 0.083ns

(n=38)
Sardinia | 3961 244 39 0.010+0.003 38.063 0.353ms -0.076ns

(n=40)
P. tiliguerta | 3961 377 77 0.011+0.002 41.985 0.360ns -0.061rs

(n=78)

N ind.= number of individuals; V= number of variable position; N hap= number of haplotypes; K= average number of
pairwise differences; n= number of sequences resulted of phased data;
s not significant, * P<0.05

Length polymorphisms were detected in three nuclear genes, including STRs
(short tandem repeats) and INDELs (insertion-deletions). We briefly describe them
here. The KIAA2018 sequence contained a polymorphic microsatellite with a proline
repeat (CCT) ranging from 4-9. The (CCT); repeat was the most frequent (see
Additional File 4). Only three individuals showed an amino acid change within this
repeat. These were: i) two Sardinian samples TSA8 (CTT) and TSA18 (CYT) showed a
leucine substitution in the fifth repeat, and ii) the Corsica sample TCO9 showed eight
repeats with a threonine substitution in the final repeat. An STR was also observed
within the BLCIL sequence with a variable number of repeats for glutamine and
proline. The common structure was (Gln)s+ (Pro)s7 (Gln)s with the unique exception of
a Corsican sample (TCO2) that showed an histidine: (GIn)s4 (Pro)s (His) (Gln)s. Three
different INDELs were detected in KIF24 sequences: i) a 9 bp deletion (CATTTTGGT)
in specimen TSA5 and ii) a 12 bp insertion (AAGGACTTTGGG) in TSA1-3, TSA5,
TSA13 and Tf1-2, iii) 6 bp deletions (GAAAGC) in TCO6 and TCO10; and (AGAAAG)
in TCO9. Note that i) and ii) occurred only in Sardinia, while iii) occurred only in
Corsica.
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Genetic structure of the insular populations

The mtDNA variance was partitioned as 51.01 % (i.e., Fsr=0.51) between Corsica and
Sardinia (and offshore islands) and the remaining variance within these regions
(AMOVA analysis). BAPS analysis of the mtDNA locus defined five genetic clusters
(InL=-8303.607) (Figure 2A). The analysis distinguishes three Corsican groups: i) cluster
A includes lizards from the south-western region (TCO2-4), ii) cluster B includes
lizards from the south-east (TCO1, 12-14, 17, 20-21) and iii) cluster C includes lizards
from the north of Corsica (TCO5-11, 18-19). Two Sardinian clusters are identified:
cluster D includes specimens corresponding to localities in the south of the island
(TSA12-13, 15, 18-20) and cluster E contains P. tiliguerta from Sardinian islands and
islets (Molara Island, Foradada Island, Paduleddi Islet and Stramanari Islet) and from
the north of the main island (TSA1-5, 10-11, 17).

AMOVA of the nuclear loci indicated that 18.2 % (i.e., Fsr= 0.182) of the variance
occurred between Corsica and Sardinia (and offshore islands) with most of the
variance being within these regions. Only two genetic clusters were defined by a BAPS
analysis of concatenated nDNA (InL= -5640.911). The first included all Corsican
individuals, and the second included Sardinian and individuals from small islet
populations (Figure 2B). The TCS analysis indicated that two loci (APOBE28 and
MCIR) show star-like parsimony networks, with a main haplotype shared by Corsican
and Sardinian samples, and derived haplotypes belonging to both islands (Figure 3). In
contrast, RAG1 and BLCIL show compound star-like networks consisting of two
central haplotypes, corresponding to Corsica and Sardinia, separated by one
mutational step. Finally, the two other networks (KIF24 and KIAA2018) exhibit a clear
separation between Corsican and Sardinian samples, together with a much higher
differentiation between haplotypes (30 mutational steps). The KIAA2018 sequences
show greatest diversity of all nuclear loci analysed, characterised by 66 different

haplotypes.
A) Mitochondrial data

1.00

0.00 |

Corsica Island Sardinia Island and offshore islands
B) Nuclear data

Corsica Island Sardinia Island and offshore islands

Figure 2. Overall genetic structure inferred from A) mtDNA and B) concatenated
nuclear loci across the two main geographic regions used in this study. Mixture
analyses were estimated by BAPS software. In the bar plot, vertical bars represent
individuals and proportions of admixture, with colours corresponding to ancestral 127
sources.
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Figure 3. Nuclear haplotype networks for Podarcis tiliguerta.
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Mitochondrial haplotypes from Sardinia were assigned by BPEC to three
phylogeographic clusters with high posterior probabilities (>0.7) (Figure 4A), with
most likely ancestral locations being Gallura, Villasimius and Costa rei (see Figure 1
and Table 1). Three clusters were also obtained for Corsica (Figure 4A) with likely
ancestral locations being Sant Bastiano, Corte and Vivario (see Figure 1 and Table 1).
Low posterior cluster assignment probabilities were obtained for eight Corsican
haplotypes (~0.4-0.5), and one Sardinian (~0.5) haplotype. Geographical structuring in
Corsica corresponded to the north, south-east and south-west of the island, while in
Sardinia three geographical groupings were detected: i) north (with some offshore
islands), ii) south and iii) Foradada Island (Figure 4A). BPEC analyses of nuclear loci
assigned haplotypes to four phylogeographic clusters with generally high posterior
probabilities: two of them, in Corsica and two, in Sardinia (Figure 4B). However all
nuclear genes divide the main islands into northern and southern regions.

Figure 4. Analyses of Bayesian phylogeographical and ecological clustering (BPEC): A)
using mtDNA or B) RAGI as example of nuclear DNA. Each coloured contour plot
indicates a different phylogeographical clusters. The contour plots are centred at the
‘centre’ of each population cluster, and the coloured regions show the radius of 50%
concentration contours around it. White arrows show the ancestral locations with the
highest posterior probability for each island.

Species phylogeny, divergence times and species delimitation

Preliminary gene tree analyses were performed on all individual loci prior to the
Bayesian multispecies coalescent analysis. These analyses ruled out the possibility that
b. tiliguerta was polyphyletic relative to the other closely related taxa that were
included (P. hipanica, P. guadarramae, P. virescens, P. liolepis, P. lilfordi, P. pityusensis, and
P. filfolensis) (data not shown).
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The species tree (Figure 5), based on mtDNA, provided a posterior mean for the
divergence of P. tiliguerta from (P. lilfordi, P. pityusensis) at 13.87 Ma (95% highest
posterior density, HPD: 18.30-10.77 Ma), and that for the divergence of Corsica and
Sardinia lineages, at 12.75 Ma (95% HPD: 16.94-9.04).

All BPP analyses supported the two species (Corsica, Sardinia) model (P=1.00)
irrespective of the prior specifications for 8sand Tg and whether mtDNA was included
or excluded from the analyses.

The trees obtained from the bPTP analysis (PTP-ML and PTP-sh) (excluding
outgroups) showed 11 groups with high posterior probabilities (= 0.91). Of the 11
clusters, 8 comprised only 1 sample. The GMYC approach detected 9 clusters within P.
tiliguerta with a total of 19 entities, excluding outgroups and with posterior
probabilities > 0.85. The different clusters detected by these two analyses corresponded
to different clades detected within Corsica and Sardinian islands, but none of these
groups comprised both Corsica and Sardinia individuals, further supporting species
delimitation of these two island forms. Additional information about PTP and GMYC
analyses is available on request.

Corsica SE E

3.69 Ma

Corsica N

8.61 Ma

.
Corsica SW E

P, tiliguerta

SardiniaN 2
and islands 2

I 10.56 Ma

Sardinia S

13.87 Ma

P pitvusensis

532 Ma

P litfordi

175 15 125 10 7.5 5 25 o

Figure 5. Mitochondrial populations tree chronogram estimated by *BEAST in P. tiliguerta. P.
lilfordi and P. pityusensis are used as outgroups. Grey bars correspond to the 95% highest
posterior density intervals for each divergence time.
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Discussion

The most striking finding is the high degree of genetic variability detected within the
taxon Podarcis tiliguerta. This has already been suggested by two previous studies that
analysed protein mobility and mtDNA (Capula 1996; Harris et al. 2005). Other insular
Mediterranean species, such as P. pityusensis, P. lilfordi or P. filfolensis show lower levels
of divergence, although they inhabit smaller islands. For exemple, the mean pairwise
differences for comparable mtDNA regions is more than four times higher than in P.
lilfordi, and is almost 22 times greater than in P. filfolensis or P. pityusensis. In addition,
intraspecific nDNA variability also appears to be greater P. tiliguerta than in other
Podarcis which confirms the extreme genetic diversity observed within this species
(Harris et al. 2005; Vasconcelos et al. 2006).

The high diversity is primarily accounted for by strong geographical
structuring with a deep, ancient divergence between Corsican and Sardinia lineages as
well as substantial within-island divergence. Early analyses of allozymes and short
mtDNA fragments indicated two genetic groupings: Corsica and Sardinia (Capula
1996; Harris et al. 2005). Subsequent analyses, with wider sampling, revealed three
mtDNA groups: two in Sardinia and one in Corsica (Podnar i Mayer 2005; Vasconcelos
et al. 2006). Here, we detect three geographically-structured mtDNA groups within
Corsica, corresponding to the north, south-east and south-west of the island. We also
detect two/three (depending on the analysis) spatial groupings of mtDNA within
Sardinia: one of which corresponds to the north of the main island and associated
smaller islands, while the other corresponds to the south.

As expected, the nuclear data detected fewer clusters. The BAPS analyses
revealed two groups: Corsica and Sardinia, while the slightly more sensitive BPEC
analyses revealed two additional clusters within each island. Bruschi et al. (2006)
studied P. tiliguerta using morphological characters and suggested hybridization was
occurring in southern Corsican populations due to introductions of individuals from
Sardinia which might contribute to these patterns. However, our nuclear and mtDNA
analyses found no evidence of this. Although some nuclear alleles were shared
between Corsican and Sardinian populations, the lack of any such patterns in the
mtDNA suggests that incomplete lineage sorting is the most likely cause.

The ancestral species node for P. tiliguerta was dated at 12.75 Ma (Fig 5; 95%
HPD: 16.94-9.04 Ma) confirming preliminary divergence time estimates (13 Ma)
(Oliverio et al. 1998). P. pityusensis and P. lilfordi are related species to P. tiliguerta,
including all them in the named “Western Islands group” (Harris i Arnold 1999). This
clearly predates the intraspecific divergence within: i) P. lilfordi which dates to the early
Pleistocene (Brown et al. 2008), ii) P. filfolensis which also diverged in the Pleistocene
(Rodriguez et al. 2014) and iii) P. pityusensis which diverged in the mid-late Pleistocene
(Rodriguez et al. 2013). The divergence time between Corsica and Sardinia far exceeds
the usual limits for distinct species within the Squamata (Hasbun et al. 2005; Pinho et al.
2007). Reciprocal monophylia between the islands was found for several loci, which
supports our detection of species delimitation (although not for all loci, as would be
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expected between distinct species). This, and the general concordance with and among
nuclear markers, explains why our species delimitation analysis provides such strong
support for separation of P. tiliguerta into two species. In a future study we intend to

provide formal (morphological and ecological) descriptions of these new taxa.

P. tiliguerta appears to have originated by allopatric speciation, from continental
ancestors that colonized the Corsica-Sardinia microplate. According to Arnold et al.
(2007), the Lacertini spread and diversified around 16-12 Ma BP (before present)
producing the ancestors of the present genera, so genus origin postdates the isolation
of the Corsica-Sardinia microplate from the Iberian plate (29 Ma). This indicates that
the ancestors reached it subsequently via the land bridge that it maintained with the
continent during its rotation. Later, the microplate split into two islands (15-9 Ma ago
(Alvarez 1972, 1974)) leading to isolation of the Sardinian and Corsican lineages,
concordant with our divergence time estimate. Since separation, the heterogeneous
orography of Corsica and Sardinia could have played an important role in determining
intraspecific diversity.

Conclusions

In summary, we analysed mtDNA and nuclear markers in P. tiliguerta and found high
genetic variability and a deep genetic structure, corresponding to deep Miocene
divergence between Corsica and Sardinia. In addition, we detected substantial within-
island divergence but were unable to relate it to any geological or other events in the
islands past. This study will motivate and contribute evidence to a taxonomic
reassessment of P. tiliguerta with respect to the Corsican and Sardinian forms.
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Additional File 1. Primers sequences used in amplification and sequencing.

12s rRNA

L1091
H1478

Control region

5-AAAAAGCTTCAAACTGGGATTAGATACCCCACTAT-3'
5- TGACTGCAGAGGGTGACGGGCGGTGTGT-3'

Kocher et al. (1989)

L15022 5-TACCCTTGCTCATAGCATAACTG-3'

H00292 5-GTCTTGTTGACTGTAATTAACCGATA-3' Terrasa et al. (2009)
ND1-ND2

L4178 5-CARCTWATACACYTACTATGAAA-3'

H4980 5-ATTTTTCGTAGTTGGGTTTGRTT-3’ Macey et al. (1998)

Cytochrome b (ii)

L14724 5-TGACTTGAARAACAYCGTTG-3'
H15175 5'- CCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3' Palumbi (1996)
114143 5-CGTTGTATTCAACTATTAAAAY-3' This paper
Cytochrome b (iii)
L15347 5-CATGAAACTGGATCAAACAACCC-3'
H15915 5'- GTCTTCAGTTTTTGGTTTACAAGAC-3' Fu (2000)
165 TRNA
16SL1 F 5-CCGTGCAAAGGTAGCATAATCAC-3'
16SH1 R 5-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT -3' Carranza et al. (1999)
RAGI
RAG-R1 5-AAAATCTGCCTTCCTGTTATTG-3'
RAG-fo 5-GAAAAGGGCTACATCCTGG-3' Mayer i Pavlicev (2007)
RAG-re 5-CCAGTTATTGCTTTTACAGTTC-3'
MCIR
MCIR-PF 5'GGCNGCCATYGTCAANAACCGGAACC-3'
MCIR-PR 5'CTCCGRAAGGCRTAAATNATGGGGTCCAC-3' Buades et al. (2013)
APOBE28
Fl1 5-TGCGGGAGGAATAYTTTGAS' Portik ef al. (2012) with little
R1 5 TCTATTCTRAGCTCTCCTTSRCGAA-3' modifications
BLCIL
F1 5-TGGATCCAKCCATGTTTGCTGGG-3' Portik ef al. (2012) with little
R1 5-GGCGTCTGCGGGGACTTGAG-3' modifications
KIAA2018
F1 5-CCCATCCYTACCTATGCAGCCATTA-3' Portik ef al. (2012) with little
R1 5-TGCCCAGCCATTTGTGATATGCTYTGA-3' modifications
KIF24
F1 5-AAACGTRTCTCCMAAACGCATCC-3' Portik ef al. (2012) with little
R1 5-GGCTGCTGRAAY TGCTGGTG-3' modifications
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Additional File 2. Podarcis spp analysed as outgroup in *BEAST analyses.

P. lilfordi Balearic Islands mtDNA: EF694760-62, EF694764-66, EF694771, EF694773-75,
(see Brown et al. (2008) EF694782, EF694785, EF694787-88, EF694799, EU(006728,
for locality details) EU006730, EU006734, EU006738, EU006743, EU006745, EU006753,

EU006756, EF694797, EF694799, EF694802, EF694805, EF694807,
EF694809-10, EF990517, EF990522, EF990525, EF990531, EF990536,
EF990540-41, EF990545-46, KC623944

P. Balearic Islands mtDNA: EF694768-69, EF694794-95, EU006725-26, EF694814-16,
pityusensis  (see Rodriguez et al. (2013) EF990552, EF694827-28, ]X852045-]X852108, JX852118-JX852137
for locality details)

*Sequences obtained from Brown et al. (2008), Rodriguez et al. (2013), Terrasa et al. (2009) and this paper.
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Additional File 3. Sample accession numbers for mitochondrial and nuclear gene.

TCO1 KM58868 KM58849 KM58818 KM58783 KM58760 KX237326 KX237290  KX237364 KX237401 KX237444 KX237247
TCO2 KM58869 KM58850 KM58819 KM58784 KM58761 KX237327 KX237291  KX237365 KX237402 KX237445-6 KX237248
TCO3 KM58870 KM58851 KM58820 KM58785 KM58762  KX237328 KX237292  KX237366 KX237403-4  KX237447-8 KX237249
TCO4 KM58871  KM58852 KM58821 KM58786 KM58763  KX237329  KX237293  KX237367 KX237405 KX237449-50  KX237250
TCO5 KM58872  KM58853 KM58822 KM58787 KM58764 KX237330 KX237294  KX237368 KX237406 KX237451-2 KX237251
TCO6 KM58872  KM58854 KM58823 KM58788 KM58764 KX237331 KX237295  KX237369 KX237407 KX237453-4  KX237252-3
TCO7 KM58873  KM58855 KM58824 KM58789 KM58765 KX237332 KX237296  KX237370 KX237408 KX237455-6 KX237254
TCO8 KM58874  KM58855 KM58825 KM58790 KM58766 KX237333 KX237297  KX237371  KX237409-10  KX237457-8 KX237255
TCO9 KM58875 KM58856 KM58826 KM58791 KM58767 KX237334 KX237298  KX237372 KX237411 KX237459 KX237256
TCO10 KM58876  KM58857 KM58827 KM58792 KM58767  KX237335 KX237299  KX237373 KX237412 KX237460-1  KX237257-8
TCO11 KM58877  KM58858 KM58828 KM58793 KM58768 KX237336 KX237300  KX237374 KX237413 KX237462-3 KX237259
TCO12 KM58868 KM58859 KM58829 KM58794 KM58769 KX237337 KX237301  KX237375 KX237414 KX237464-5 KX237260
TCO13 KM58878  KM58859 KM58829 KM58795 KM58769 KX237338 KX237302  KX237376 KX237415 KX237466-7 KX237261
TCO14 KM58868 KM58859 KM58829 KM58796 KM58782  KX237339 KX237303  KX237377 KX237416 KX237468-9 KX237262
TCO17 KM58868 KM58860 KM58830 KM58797 KM58770  KX237340 KX237304  KX237378 KX237417 KX237470-1 KX237263
TCO18 KM58879  KM58856 KM58831 KM58798 KM58771  KX237341 KX237305  KX237379 KX237418 KX237472 -
TCO19 KM58877  KM58861 KM58828 KM58799 KM58768 KX237342 KX237306  KX237380 KX237419 KX237473 -
TCO20 KM58868 KM58849 KM58818 KM58800 KM58769 KX237343 KX237307  KX237381 KX237420 KX237474-5 KX237264
TCO21 KM58868 KM58860 KM58832 KM58815 KM58770 KX237344 KX237308  KX237382 KX237421 KX237476-7 KX237265
TSA1 KM58880 KM58862 KM58833 KM58801 KM58772  KX237345 KX237309  KX237383 KX237422 KX237478-9  KX237266-7
TSA2 KM58881  JX852111 KM58834 KM58802 KM58773  KX237346  KX237310  KX237384 KX237423-4 KX237480 KX237268-9
TSA3 KM58880 KM58862 KM58835 KM58803 KM58772  KX237347 KX237311  KX237385 KX237425-6  KX237481-2  KX237270-1

TSA4 KM58881  JX852111 KM58836 KM58804 KM58773  KX237348 KX237312  KX237386 - KX237483-4 KX237272
TSA5 KM58882  JX852111 KM58837 KM58805 KM58774  KX237349 KX237313  KX237387 KX237427 KX237485 KX237273-4
TSA8 KM58880 KMb58867 - KM58813 KM58775  KX237357 KX237314  KX237388 KX237436 KX237497 -

TSA10 KM58881  JX852111 KM58838 KM58806 - - - - - - -
TSA11 KM58883 KMb58863  KMb58839 KM58807 - - - - - - -
TSA12 KM58884 KMb58864  KM58840 KM58808 KM58776  KX237350 KX237315  KX237389 KX237428 KX237486-7 KX237275

TSA13 KM58886 KMb58864  KMb58841 KM58809 - KX237351 KX237316  KX237390 KX237429 KX237488-9  KX237276-7
TSA15 KM58885 KMb58865 KM58842 KM58810 KM58777  KX237352  KX237317  KX237391 KX237430 KX237490 KX237278
TSA17 KM58881  JX852111 KM58834 KM58802 - KX237353  KX237318  KX237392 KX237431-2 KX237491 KX237279

TSA18 KM58884 KMb58864  KM58843 KM58811 KM58776  KX237354 KX237319  KX237393 KX237433 KX237492-3 KX237280
TSA19 KM58884 KMb58864  KM58843 KM58811 KM58776  KX237355 KX237320  KX237394 KX237434 KX237494-5 -
TSA20 KM58885 KMb58866  KM58844 KM58812 KM58778  KX237356 KX237321  KX237395 KX237435 KX237496 KX237281

Tpl JX852117  JX852111 KM58847 KM58817 KM58779  KX237358  JX126692  KX237397 KX237441 KX237498 KX237287
Tp2 JX852117  JX852111 KM58847 KM58817 KM58779  KX237359  KX237322  KX237398 KX237442 KX237499 KX237288
Tp3 JX852117  JX852111 KM58847 KM58817 KM58779  KX237360 KX237323  KX237399 KX237443 KX237500 -

Tf1 JX852116  JX852110 KM58845 KM58816 KM58781  KX237361  KX237324 - KX237437 KX237502 KX237282-3
Tf2 JX852116  JX852110 KM58846 KM58814 KM58781  KX237362  JX126691 KX237400 KX237438 KX237503 KX237284-5
T£3 JX852116  JX852110 KM58845 KM58814 KM58781 - KX237325 - KX237439 KX237504 KX237286

Tsl JX852117  JX852111 KM58848 KM58817 KM58780 KX237363  JX126693 KX237396 KX237440 KX237501 KX237289
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Additional File 4. STRs observed in KIAA2018 gene (664 bp) included a proline repeat
(CCT motif). The number of repeats ranged 4 to 9 (12 bp to 27 bp).

TSA1 6-9 TCO1 6-6
TSA2 6-6 TCO2 7-8
TSA3 79 TCO3 6-8
TSA4 79 TCO4 6-9
TSA5 7-7 TCO5 47
TSA12 6-9 TCO6 6-7
TSA13 6-9 TCO7 5-7
TSA15 6-6 TCO8 5-8
TSA17 7-7 TCO9 8-8
TSA18 79 TCO10 79
TSA19 6-9 TCO1l 78
TSA20 6-6 TCOI12 56

TCOI13 67

[SHARAISIANdsanausIeieN TCO14 57
TSA8 9-9 TCO17 57
Tpl 7-7 TCO18 77
Tp2 7-7 TCO19 77
Tp3 7-7 TCO20 68
Tsl 8-8 TCO21 48
Tfl 8-8
T2 9-9
Tf3 8-8
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Additional information not included in the publication

Additional Figure 1. P. tiliquerta tree using concatenated nuclear genes and estimated
with *BEAST. P. lilfordi, P. pityusensis, P. filfolensis and I. galani were used as outgroups.
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Preliminary results of the phylogenetic analysis of the
Columbretes archipelago

Introduction

Columbretes archipelago consists of a group of small islets located in the
Mediterranean Sea being their area of approximately 19 ha (Castilla et al. 2005). These
uninhabited islets are relatively close to Castellon (Comunitat Valenciana) and Ibiza
(Balearic Islands), 51 and 100 km, respectively (Castilla et al. 1998a). The geological
origin of this archipelago is dated between 1-0.3 Ma ago which corresponds to the
period after Pleistocene volcanic episodes (Aparicio et al. 1991; Juan et al. 2004). Their
formation is a consequence of the Mediterranean Cenozoic volcanism.

These islands have not always been isolated from the mainland according to
some authors (Castilla et al. 1998b), because during the last glaciations, in particular the
Wiirm (mid and low Pleistocene), the Mediterranean Sea level dropped approximately
120 m. The channel between the Iberian Peninsula and the Columbretes appears to
have a depth of approximately 90-100 m, and hence both territories are likely to have
been connected.

The archipelago comprises four different groups of islets (Figura 1): i) Grossa
(13 ha), Mascarat, Senyoreta and Mancolibre, ii) Ferrera (1.5 ha), Espinosa, Bauza,
Valdes and Navarrete; (3) Foradada (1.6 ha), Lobo (0.5 ha) and Méndez Nufiez; (4)
Carallot (0.1 ha), Cerquero, Churruca and Baleato (Castilla i Bauwens, 1991).

Figura 1. Columbretes archipelago.
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In general, the archipelago has remained uninhabited (except for lighthouse
keepers who were present from 1855 until 1975). Some islands (Foradada, Ferrera and
Bergantin) were used for military exercises that used live ammunition and it is
important to highlight their notorious effects on the flora and fauna of the islands.
Some examples of the military impact has been the extermination of vipers and
dramatic reduction of scorpions, burning natural vegetation and the introduction of
domestic species as pigs, rabbits, cats and goats. Fortunately, in 1988, the islands of the
Columbretes were declared a natural reserve and in 1990, their marine surroundings
were considered as marine reserve. Consequently, the conservation and preservation
of endemic species was the main goal (Castilla i Bauwens 1991). The extant terrestrial
vertebrate fauna consists of some breeding bird species (Falco eleonorae, Larus audouinii,
Hydrobates pelagicus, etc.) and the endemic lizard recently named Podarcis liolepis atrata
(Salvador i Carretero 2016).

The ancestor of all Columbretes Podarcis may have arrived on the islands from
the mainland 20000 years ago during the last glaciation (Wiirm) (Castilla et al. 1998b).
The species is present on only four small islets of the archipelago (Grossa, Mancolibre,
Foradada and Lobo, all sampled in this study) due to the small extension and limited
food resources on the rest of the islets (Castilla i Bauwens, 1991; Castilla 2000). The
conservation status of this endemic species is still not defined due following its recent
taxonomic change, although it was considered vulnerable for the national institutions.
It is important to highlight the fragmentation of the different populations, the reduced
habitat and the low number of individuals, characteristics that make this species
susceptible to extinction (Castilla et al. 2006; Roca 2016).

The individuals from Columbretes archipelago have no clear taxonomic
designation; firstly, they were considered part of the Podarcis hispanica complex (P.
hispanica atrata) and as independent species Podarcis atrata (Castilla et al. 2008). Recently
the hispanica complex has been divided into different species, one of them named P.
liolepis. It has been suggested that Columbretes Podarcis may be best considered as a
subspecies of P. liolepis (Renoult et al. 2010, Geniez et al. 2014). Due to the deep
restructuration, that has affected the systematic of several taxon of the P. hispanica
complex in the last years. More analysis are required to clarify the status of the
endemic lizard from the Columbretes.

Renoult et al. (2010) studied different populations from across the distribution
of P. liolepis and obtained important discordance between mitochondrial markers,
nuclear markers and morphological characters in populations from the Valencia
region. They also observed a high number of admixed individuals for the lineages P.
liolepis, P. hispanica sensu stricto and Columbretes Podarcis. These three groups could
correspond to different clades within the same species (Santos 2014).

Many questions are still unsolved so more studies are needed to understand the
differentiation between the lizard species endemic to Columbretes and its sister taxa
from the mainland (Iberian Peninsula). The main aim of this study is to provide new
phylogenetic information using both mitochondrial (mtDNA) and nuclear DNA
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(nDNA) markers. Analyses using both markers including individuals from different
populations will contribute to improve the knowledge of the origins of the
Columbretes Podarcis and therefore reveal new insights into their biogeographical
history, allow more concrete taxonomic proposals to be made and consequently
provide important information for conservation bodies.

Materials and methods

Sampling

Lizards were caught by careful noosing in their natural habitats. We were careful to
remove the minimal amount of tail tissue. After removal, the tissue was immediately
stored in 100 % ethanol. All lizards were released at the same point of capture. In total,
eighty-two individuals from different Podarcis species were captured. Samples and
their locations are described in Table 1 and Figure 2.

DNA Amplification and sequencing

A standard phenol-chloroform protocol was used for DNA extraction (Sambrook et al.
1989). Six partial nuclear genes were amplified and sequenced for the samples: i)
melanocortin-1 receptor gene (MCIR), ii) recombination-activating gene 1 (RAGI), iii)
apolipoprotein B gene APOBE2S, iv) lipoprotein gene BLCIL, v) transcription factor
gene KIAA2018 and vi) kinesin family member KIF24. Primers are described in our
previous work (Buades et al. 2013; Rodriguez et al. 2017).

The following six non-overlapping mtDNA fragments were obtained for each
specimen: i) partial 12S rRNA, ii) partial tRNAcw and partial cytochrome b (Cytb), iii)
partial Cytb and partial tRNAm, iv) partial control region (CR) and v) two partial
subunits of the NADH dehydrogenase gene and associated tRNAs (referred to as ND1,
ND2, tRNAr1,, tRNAan, and tRNAwme). Primers and amplification conditions are the
same as those used in our previous studies of Podarcis (Terrasa et al. 2009; Rodriguez et
al. 2013, 2014, 2017).

Both strands of the PCR products were sequenced and carried out on an
automated ABI 3130 sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using a
BigDye® Terminator v. 3.1 Cycle sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), and edited and aligned using BioEdit v.7.0.5.2. (Hall 1999).

Phylogeny analysis
Preliminary phylogenetic trees for both markers were estimated using the Neighbor-
Joining method (Saitou i Nei 1987) in MEGA7 (Kumar et al. 2016) and run for 10.000

bootstrap replicates.
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Table 1. Species and localizations of the sampled populations.

1  Senda del Oso MOP1 15 Tiermes (Soria) HT1

2 Gravita (Ria Villaviciosa) MGV1 15 Rio Pedro (Soria) HP2

3  Villaviciosa MLL1-2 16 Burjassot HB2

4 San Celorio MSS1 17 Don Benito HD1

5  Pendueles MPN1 18 Aranjuez HVA1-4

6 San Vicente Barquera MVB1 19 Golondrina HGG1-5

7 Puerto San Glorio MPG2-5 20 Fuenfria HGF, HGF5,
8 Cervera (Pisuerga) MSP1-5 HGF1-2

9  Pirineus PM2-11, PM13-15 21 DPedrezuela HVP2-5

10 La Pinilla MLP1, MLP3 22 Los Santos (Salamanca) HS1

22 Cabrerizos (Salamanca) HC1

11  Grossa (Columbretes) AB1, AB3-AB5, AB7, 22 Mogarraz (Salamanca) HM3
AB13, AB33, AB44 23 LaBafia HN1

11 Foradada (Columbretes) AF2

11 Lobo (Columbretes) AO3 24 Podarcis bocagei HN2
12 Finatge Pefiagolosa HF9 La Bafia

12 San Juan de Pefiagolosa HJ2-4 25 Iberolacerta galani HNO
12 Penagolosa HPCS8 La Bana

13  Pirineus PL3, PL36, PL60

14 Sazajarra HL1

Podarcis hispanica O  Podarcis Iinln'pl's* Podarcis bocagei A podarcis muralis ©  Iberolacerta galani &

Figure 2. Localizations of the lizards sampled all in the Iberian peninsula.

142



RESULTATS

Preliminary results

Sequences of both molecular markers are still in preparation to be deposited in
GenBank.

MtDNA
In this analysis we obtained a total fragment of 2389 pb from 125 rRNA (383 bp), CR
(506 bp), ND1 (62 bp), ND2 (415 bp), Cytb (813 bp) (two fragments), tRNAs (210 bp).

Nuclear DNA

The length of the partial nuclear loci studied were: MCIR (711 bp), RAGI (939 bp),
APOBE28 (489 bp), BLCIL (497-609 bp), KIAA2018 (611-687 bp) and KIF24 (559 bp).
STRs were found in two of these nuclear genes (BLCIL and KIAA2018). The KIAA2018
sequence contained a polymorphic microsatellite with a proline repeat (CCT) ranging
from 5-10. The (CCT) repeat was the most frequent. The partial sequence of the BLCIL
also present an STR with a variable number of repeats for glutamine and proline. The
common structure of this microsatellite was (Gln)s (Pro)s9 (Gln)s with the unique
exception of one sample (PM2) from the species P. muralis that contained an histidine:
(GIn)s (Pro)s (His).

Phylogeny trees
The preliminary trees for mtDNA and nDNA are shown in Figure 3. These preliminary
analyses used only a few individuals of the sampled species.

The nDNA phylogenetic tree was obtained from all concatenated nuclear loci
(3865 pb). This tree groups the Columbretes samples within the same lineage as P.
liolepis from the Iberian Peninsula. They are not separated into two different taxonomic
groups, possibly due to the poor resolution of the nuclear markers. The other species of
Podarcis analysed also are grouped in independent clades and with well statistical
support: Podarcis of the Balearic Islands form a taxonomic group (0.99), P. muralis
(0.98); and clades slightly less supported are: P. virescens (0.74) i P. guadarramae (0.73).

The mtDNA tree is broadly similar with the nDNA tree. The main difference is
that mtDNA separates the lineage containing P. liolepis into two primary groups, one
containing Iberian Peninsula populations and one containing Columbretes archipelago
populations (unlike the nuclear markers). The following species are, like in the nDNA
tree, in a separated group and well supported (0.99 in all species): P. guadarramae, P.
virecens, P. muralis, and the Balearic species: P. lilfordi i P. pityusensis.

Although we have to consider that these are only preliminary results and more
samples and more robust analyses are required, we can conclude that they are in
accordance with a recent taxonomic proposal that the Podarcis from Columbretes is
most closely related to P. liolepis.
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Figure 3. Phylogenetic trees obtained from the analysis of mtDNA (left) and nDNA (rigth).
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El procés de canvi evolutiu ha despertat I'interés de nombrosos investigadors al llarg

de la historia; en els seus inicis en base a 1'observacié de les diferencies dins i entre
especies. Els trets morfologics (forma, color i també de comportament) foren la base a
partir de la qual es basaven els coneixements sobre el canvi evolutiu. Posteriorment ja a
mitjans del segle passat, es varen desenvolupar les tecniques moleculars com a eines
fonamentals per a la biologia evolutiva. Aquestes varen representar un canvi important
en la forma d’estudiar i analitzar 1'evolucio. A la decada dels 60, les proteines i la seva
variacio foren els primers marcadors emprats i poc després, a finals dels 70, ja es varen
desenvolupar les tecniques per analitzar els primers polimorfismes d’ADN, en base als
distints patrons de restriccid. L'tis de I’ADNmt va sorgir amb forca a la decada dels 80,
i ha estat i segueix essent encara avui en dia, una de les principals molecules per a
'estudi de la variacid genetica de les poblacions (Avise i Bowen 1994).

L’ADN mitocondrial té diverses caracteristiques entre les que podem destacar
que: i) és de facil obtencié i amplificacid en part degut a I'elevat nombre de copies que
tenen les cellules; ii) en general, els gens mitocondrials es troben conservats en
animals; iii) presenta una alta taxa de variacid, iv) no presenta recombinaci¢ (Galtier et
al. 2009) i v) té una herencia materna a la majoria d’especies. Aquests trets han facilitat
que tingui una amplia utilitzacié en diverses arees de la biologia evolutiva, essent
molt util per analitzar estructures poblacionals aixi com les relacions entre diferents
especies. En definitiva, ha permes establir relacions filogenetiques a distints nivells
taxonomics: entre poblacions, especies i també a nivells superiors (Bermingham i
Moritz 1998).

La informacié obtinguda mitjancant els polimorfismes de restriccié era
limitada, per aix0 els primers estudis en base a la seqilienciacié de "’ADNmt
representaren una important font de coneixement, ja que es disposava de fragments
seqlienciats amb una certa llargaria, els quals tenen una elevada variabilitat en la
seqliencia i també en la seva longitud. Per exemple, la descripcid dels primers
encebadors (Kocher et al. 1989) obtinguts a partir de l'alineacié de seqiiencies de
mosques, granots i mamifers, permeten amplificar regions dels gens Cytb, la regio
control i el 125 ARNr en un bon nombre d’espécies animals; i un altra set
d’encebadors universals (Folmer et al. 1994), per un fragment de 710 pb de la subunitat
1 citocrom C oxidasa (COI), permet "amplificacié d’11 filums diferents d’invertebrats
amb l’objectiu d’obtenir seqiiencies informatives per als estudis filogenetics.

Conjuntament amb una extensissima utilitzacié de les seqiiencies de I’/ADNmt
podem observar l'aparicié d’alguns treballs que qiiestionen el seu s com a unic
marcador molecular. Per exemple, Harrison (1989), comenta que en la majoria de casos
els resultats obtinguts en base a aquesta molecula sén coincidents amb els resultats
previs realitzats amb marcadors morfologics, de comportament o al-loenzims. Pero
també remarca que hi ha un nombre considerable d’estudis amb resultats discrepants
que l'autor relacionaria amb: i) una introgressio diferencial de ' ADNmt i/o ii) amb
I'extincié a l'atzar de llinatges mitocondrials en una poblacié amb un antecessor
polimorfic. Per una altra banda, Avise (1998), també apunta que ' ADNmt és un tnic
locus, donat que s’hereta de forma tnica i no presenta recombinacio, per tant, només
reflecteix una petita part de la informaci6 genealogica; aixi i tot, fins a finals del segle
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passat ha estat la principal molecula emprada en estudis filogenetics (que representa
més del 80 % dels marcadors emprats en aquests estudis). En la mateixa linia es troba
Godinho et al. (2008), el qual exposa que encara que s'emprin tecniques rigoroses i

sofisticades que combinin filogenia, coalescéncia i demografia, entre altres, I’ADNmt
és un factor limitant. Els resultats del seu treball en Lacerta schreiberi indiquen que 1'ts
de diferents tipus de marcadors moleculars (més concretament, 16 loci nuclears) és
més adequat per estudiar segons quin tipus de processos complexes (com son el de
fragmentacio, expansié i mescla), ja que emprant només ADNmt aquests no foren
detectats. Renoult et al. (2009), apunta un aspecte interessant ja que compara els
resultats filogenetics obtinguts a partir de marcadors morfologics (24), mitocondrials
(regid control amb un fragment de 460 pb) i nuclears (8 STR i B-fibrinogen de 350 pb)
del complex P. hispanica. Els autors analitzen les diferencies trobades de la segiient
forma: primer de tot estudien si hi ha discrepancies taxonomiques entre
caracteristiques morfologiques i I’ADNmt. Efectivament, en troben diversos casos, i a
continuacio, ho comparen amb els resultats aconseguits amb 1’ADNn). També
consideraren que si els patrons filogenetics obtinguts amb ADNmt i ADNn sén
coincidents, les discrepancies amb els trets morfologics no eren unitat filogenetiques
com a tal, sind que eren degudes a adaptacions locals o a una major plasticitat
fenotipica. Mentre que si el marcador discrepant era ’ADNmt (enfront de ’ADNn i
els trets morfologics), aquest fet indicaria una introgressi6 o presencia incompleta de
llinatges de ' ADNmt d'una especie respecte d'una altra.

Aixi pareix evident que els estudis filogeografics basats en un tnic marcador
(tant mitocondrial com nuclear) sols mostren una petita part de la historia evolutiva
d’un grup taxonomic o poblacid, fet que pot donar lloc a interpretacions erronies ja
que els gens poden tenir taxes de mutacio diferents o també mostrar una historia
evolutiva diferent (Patwardhan et al. 2014). Per una banda I’ADN mitocondrial sols
reflecteix ’evolucié de la via materna, mentre que els nuclears, per la seva banda, s’ha
de considerar que pateixen efectes de la pressi¢ de la seleccid. Per tant, necessitariem
el conjunt de diversos loci per poder comprendre un procés evolutiu complex, loci
geneticament independents amb una funcionalitat diversa per tal d’evitar associacions
funcionals (Amrine-Madsen et al. 2003). Aixi doncs, diversos autors (Avise 1998,
Bermingham i Moritz 1998, Patwardhan et al. 2014, entre altres) consideren que en un
futur s’hauria de tendir a utilitzar diversos marcadors moleculars, i incrementar 1'is
dels nuclears i no exclusivament de ' ADNmt. Aquests nous marcadors moleculars
son indispensables per contrastar resultats previs i aportar una major resolucid
(Amrine-Madsen et al. 2003). Com a exemple, I'estudi realitzat (Magri et al. 2006) a
faigs (Fagus sylvatica) indica que 1'Gs de diferents marcadors moleculars poden
desafiar resultats anteriors mostrant noves perspectives en la historia d’aquesta
especie.

Cal indicar que no tots els marcadors sén adequats per estudis filogenetics, ni
tampoc tots els marcadors son adequats per a qualsevol grup d’organismes
(Patwardhan et al. 2014). L'Gs de diversos marcadors aporta una major robustesa si
tots coincideixen en els resultats filogenetics, pero també aporta un major coneixement
de la historia evolutiva dels grups taxonomics estudiats quan aquests sén discordants
(Renoult et al. 2009).
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Algunes de les caracteristiques que haurien de complir els marcadors ‘ideals’

serien: i) gens d'una sola copia (ADNmt i marcadors nuclears) séon més adients que els
de copia madltiple; ii) gens facils d’alinear (un mateix gen pot presentar diferents
longituds entre diversos grups taxonomics al presentar insercions o delecions, la qual
cosa complica la seva alineacid); iii) taxa de substitucié optima, ja que gens amb una
elevada taxa de mutaci6é podrien saturar-se degut a 1’elevat nombre de substitucions;
iv) disponibilitat d'uns encebadors especifics pel marcador molecular; i v) nivell de
variacio no molt alt degut a que en aquesta situacié no mostraria un ancestre real
(Patwardhan et al. 2014).

Al llarg del temps s’han emprat diversos marcadors nuclears, entre els quals
destacarem els segiients:

- Gens nuclears ribosomals: ’ARN ribosomal es considera un dels marcadors
més bons ja que és universal i esta format tant per dominis conservats com
d’altres variables. Aquests gens en general presenten una taxa d’evolucid
lenta i son adequats per a estudis filogenetics d’especies distants: i) 16S
ARNI: el gen amb una longitud d’uns 1.550 pb té regions conservades i
variables, i representa l'eix principal en estudis taxonomics en bacteris; ii)
55 ARNr: molecula d'uns 120 pb emprada per filogenies encara que el seu
Us ha estat criticat degut a la seva poca longitud ja que els llocs informatius
son molt limitats; i iii) 285 ARNr: té una longitud d'uns 811 pb
(Patwardhan et al. 2014).

- Microsatel'lits/STR: sén seqiiencies de repetici6 amb un alt grau de
polimorfisme. Ara ja fa quasi 25 anys que foren descrits (Bruford i Wayne
1993) i tenen un paper molt important en els estudis genetics poblacionals
(Zhang i Hewitt 2003).

- INDELS: representen informacio filogenetica a tenir en compte, encara que
la majoria de metodes bioinformatics no solen valorar correctament els
buits que generen les seves alineacions, ja que en la majoria de metodes son
ignorats o es consideren ambigus (Zhang i Hewitt 2003).

- Introns: aquestes regions geniques no codificants tenen una menor pressio
selectiva (que els exons) i per tant, sén més variables (Yang et al. 2007), fet
que els fa tutils com a marcadors evolutius per estudis poblacionals o
especies molt properes i per a la seva amplificacio es dissenyen els primers
en els exons adjacents, ja que sén regions conservades (Lessa 1992; Igea et
al. 2010). Cal remarcar que no tots els introns sén aptes per filogenies, ja
que pel fet de presentar una gran diversitat de taxes evolutives, alguns
estan molt conservats (es creu que degut a la seva implicacié en certes
funcions) i d’altres sén molt variables i inclouen grans reordenacions
genomiques. Es coneix l'increment en el seu ts en estudis filogeneétics,
sobretot en organismes relacionats (Matthee et al. 2007). A continuacio,
alguns exemples: en aus (Armstrong et al. 2001; Birks i Edwards 2002;
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Weibel i Moore, 2002), en rossegadors (DeBry i Seshadri 2001) i en plantes
(Howarth i Baum 2002).

- Exons nuclears o NPCL (Nuclear Protein Coding Loci): pel fet de ser regions
codificants sén seqiiencies altament conservades i, per tant, adequades per
fer filogenies entre grups distants. La seva menor variabilitat facilita el
disseny d’encebadors per a la seva amplificacié i posterior alineament
(Thomson et al. 2010). Encara que també presenten alguns inconvenients
com la presencia de qualque intré dins la seva seqiiencia (fet que pot
dificultar I'amplificacié o alineament), juntament amb la impossibilitat de
detectar gens paralegs o gens de families properes (la qual cosa pot
provocar I'obtencié d’una filogenia erronia) (Townsend et al. 2008).

Encara que en els darrers anys hi ha una major disponibilitat de marcadors
nuclears, la majoria dels estudis filogenetics es basen tinicament en ADNmt. Pocs sén
els estudis que comparen el temps de divergencia obtingut amb diferents gens
nuclears de I'obtingut amb ADNmt (Mulcahy et al. 2012). A finals de la decada dels 90,
pocs treballs apostaven pels gens nuclears com a marcadors moleculars degut a
dificultats tecniques i la necessitat que tinguin una alta taxa de mutaci6 i una baixa
recombinacid (Avise 1998). Hare (2001) descriu dues caracteristiques que limiten el
seu us en la filogeografia: la presencia de recombinacié impedeix la reconstruccié
d’arbres i la baixa taxa de mutaci6 redueix el nombre de polimorfismes informatius
donant lloc a una baixa resolucié. Per exemple, 1'tis dels introns es veia condicionat pel
seu major temps de coalescencia i la seva evolucio reticulada degut a la recombinacié
(Bermingham i Moritz 1998).

Saint et al. (1998) també destaquen el reduit nombre d’exons nuclears descrits
pero en el seu cas, posa un exemple, el C-mos. S’analitza la idoneitat d’aquest gen com
a candidat per estudiar relacions filogenetiques, ja que es caracteritza per ser de copia
Unica i no tenir introns. L’estudi demostra que no només és adequat per establir
relacions filogenetiques entre i dins diferents families d’escamosos, sin6 també per
contrastar els resultats obtinguts en altres marcadors moleculars.

Per tant, les seqiiencies més adequades per a estudis d’organismes propers son:
gens amb una taxa de canvi lent, ja que s'empren per grups bastants diferents, i
regions no codificants de ’ADNmt que son per estudis de diferents individus d’una
poblacio (Patwardhan et al. 2014). Si ens centrem en la utilitat dels nuclears, Hare
(2001), els considera adequats (juntament amb altres marcadors d’evolucio6 rapida) per
processos evolutius recents. En altres estudis (i.e. Saint et al. 1998) es fa referencia a
I'tis d’aquests marcadors per separacions intermedies (d’entre 50-300 Ma).

A continuacid s’exposen alguns estudis filogenetics recents on ja es veu una
tendencia al canvi en els marcadors moleculars emprats.

Barley et al. (2010), a través de 14 gens nuclears, aconsegueixen resoldre (amb
un gran suport) diversos nodes, que fins al moment no estaven gens clars, de la
filogenia de les tortugues. Aquest estudi demostra la gran utilitat d’emprar diferents
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loci (en un nombre minim i amb una suficient variabilitat) en estudis filogenetics

complicats i I'efectivitat dels marcadors nuclears en separacions recents. Wiens et al.
(2012) analitza la filogenia del grup escamosos (grup en que s’han realitzat nombrosos
estudis evolutius) emprant 161 especies i 44 gens nuclears (aprox. uns 33.700 pb), el
major conjunt de dades conegut fins aquell moment. Posteriorment, Pyron et al. (2013),
també a escamosos, mostra com en els darrers 10 anys la filogenia del grups ha anat
variant degut a Iis en al¢a dels marcadors moleculars. Aquest estudi analitza la
filogenia en base a 12 gens (7 nuclears i 5 mitocondrials que sumen 12.896 pb) a 4.161
especies. Altres grups d’organismes, com les plantes, han vist resolta part de la seva
filogenia gracies a les aportacions dels gens nuclears, per exemple a 91 especies
d’angiospermes, que representen 46 ordres (Zhang et al. 2012).

Un article recent (Garcia-Porta et al. 2017) mostra com gracies als marcadors
moleculars la subespecie Pristurus rupestris rupestres del genere dels dragons (Gecko),
que es creia era una Unica subespecie en realitat podrien ser 14 especies diferents
segons els resultats d’aquest estudi filogeografic. Son especies morfologicament molt
similars i ha estat 'tis de dos gens mitocondrial (ARNr 12S i Cytb) i 4 nuclears (MCIR,
RAGI, RAG2 i C-mos) que ha revelat que en realitat és un complex. Aquest fet ajudara
a adequar les politiques de conservacié de I'especie.

Tots aquests estudis estan realitzats en els darrers 7 anys i tenen en comt que
empren més gens nuclears que mitocondrials en les seves analisis. Aquesta tesi intenta
evidenciar el paper que tenen els gens nuclears com a marcadors moleculars per
estudis evolutius dins el genere Podarcis. En el nostre cas s’han emprat, més
concretament, diferents exons com una bona eina per aprofundir en la historia
evolutiva de diferents especies d’aquest genere: MCIR, RAG1, APOBE28, BLCIL,
KIAA2018 i KIF24.

Historia evolutiva de P. tiliguerta

L’especie Podarcis tiliguerta ha mostrat a estudis filogenetics previs (en base a trets
morfologics i altres amb ADNmt) una gran diversitat, la qual cosa indica la possibilitat
que es tractés d'un complex d’especies. Per aix0, era necessari un major
aprofundiment en el coneixement de la seva estructura mitjangant gens mitocondrials
i gens nuclears. Els resultats del nostre estudi, que inclou ambdds marcadors, també
indiquen la presencia d'una alta variabilitat, més elevada que la detectada en altres
especies properes de Podarcis. Donada la manca d’informacid a altres especies només
es van poder comparar dades del MCIR amb P. lilfordi i P. pityusensis. Aquestes
especies presenten valors de diversitat (k) de 3,63 i 3,05 respectivament, mentre que P.
tiliquerta en té 4,08.

Els diferents loci nuclears estudiats en aquesta especie mostren diferents grups,
entre 1 i 2 clades per illa. Es important remarcar que independentment del tipus
d’analisi assajada sempre se separen els individus de l'illa de Corsega dels de
Sardenya, la qual cosa indica que s’hauria de revisar la taxonomia de 1'especie P.

151



DISCUSSIO GENERAL %’" ~

tiliguerta, ja que podrien correspondre a dos taxons independents (a falta d’estudis
més exhaustius amb caracteristiques morfologiques). Si es comparen els resultats

obtinguts dels gens nuclears amb els del mitocondrial podem observar que el nombre
de grups trobats és inferior (entre 5-6 clasters en total). Aquestes diferencies trobades
entre els dos marcadors es justifiquen amb la major variaci6 de 'ADNmt i en
conseqiiéncia la presencia d’'un major nombre de canvis. Cal recordar que els nuclears
emprats corresponen a fragments d’exons i, per tant, en ser codificants, la seva
variabilitat esta més limitada.

L’arbre filogenetic obtingut amb tots els nuclears concatenats (Additional
Figure 1 de la informacio suplementaria no publicada de I'article) realitzat amb altres
especies (P. lilfordi, P. pityusensis, P. filfolensis i Iberolacerta galani) data la separacié de
I'especie P. tiliguerta de les Podarcis de les Illes Balears en aproximadament 11,73 Ma
(amb un rang de 6,9-20,9 Ma) amb una gran robustesa (P=1). Per una altra banda la
separacio dels llinatges de Corsega del de Sardenya seria de fa uns 9,66 Ma
aproximadament (5,35-18,72 Ma), node també ben suportat (P=1). La comparacié amb
la datacio obtinguda amb I’ADNmt que fou 13,87 i 12,75 Ma, respectivament, indica
molta similitud i ambos resultats son concordants amb les estimacions geologiques
d’uns 9-15 Ma per a les illes de Corsega i Sardenya (Alvarez 1972, 1974). Aixi doncs,
els resultats observats per ADNn i ADNmt sén molt coincidents tenint en compte les
diferents taxes evolutives, i a més, estan d’acord amb el registre geologic, la qual cosa
dona un fort suport a la datacio.

Les especies P. pityusensis, P. lilfordi i P. filfolensis se suposa que estan
estretament relacionades amb P. tiliguerta, ja que totes elles formen part del grup
anomenat ‘Illes de I'Oest’ (Harris et al. 1999). La separacid del tronc principal i, per
tant, I'origen de cadascuna d’aquestes especies, és la segtient: P. lilfordi es data en el
Plistoce Inferior (Rodriguez et al. 2014), P. filfolensis també es calcula que es va separar
durant el Plistoce (Rodriguez et al. 2013), mentre que 'origen de P. pityusensis s’estima
que es va produir durant el Plistoce Mitja-Superior. L’origen de P. tiliguerta i, fins i tot,
la separacio6 entre les poblacions de Corsega i Sardenya, supera de forma notoria els
valors estimats de separaci6 detectats entre distintes especies dels escamosos (ordre
Squamata) (Hasbun et al. 2005; Pinho et al. 2007). A aquest fet s’hi ha d’afegir que en els
diferents loci s’ha evidenciat l'existencia de monofilia reciproca entre les illes, fet
corroborat amb la majoria de resultats obtinguts amb els distints metodes de
delimitacié d’especies. Com a conseqiiéncia d’aquests resultats, la separacié de P.
tiliguerta en dues especies apareix com un fet ben suportat encara que en propers
estudis s’intentara aportar més informacié (morfologica i ecologica) per poder
descriure aquests nous taxons.

L’aparici6 de l'especie P. tiliquerta sembla ser deguda a un procés d’especiacio
al'lopatrica a partir d’ancestres continentals que van colonitzar la microplaca que
aleshores formaven Corsega i Sardenya. Estudis previs (Arnold et al. 2007)
suggereixen que els Lacertini es diversificaren fa uns 12-16 Ma i generaren els ancestres
dels generes actuals, per tant I'origen del genere €s posterior a la separacié primerenca
de la microplaca de Corsega i Sardenya de la placa Iberica (29 Ma). Aquest fet indica
que els ancestres accedien durant la rotacié de la microplaca de Corsega i Sardenya a
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través de les connexions terrestres que hi havia entre la placa i el continent.

Posteriorment la placa es va dividir en dos, aproximadament fa uns 9-15 Ma, cosa que
provoca la separacié dels llinatges de Corsega dels de Sardenya, valors que
coincideixen amb els obtinguts en els nostres resultats (fa uns 9,66 Ma). Des de la
separacio de les dues illes la principal causa de diversitat intraespecifica trobada es
creu que es degut a la presencia d’'una orografia molt heterogenia a les illes de
Sardenya i especialment a Corsega.

Melanisme en P. lilfordi i P. pityusensis

L’existencia d’una elevada variabilitat en la coloracié és un fet recurrent en un gran
nombre de grups taxonomics, sobretot en vertebrats. Aquesta diversitat també present
a reptils, estudiada des d’un punt de vista evolutiu (Gabirot et al. 2014), s’ha proposat
com a exemple d’adaptacions a I'habitat, adaptacions de comportament, estrategies
reproductives i, fins i tot, d’especiacié (Cooper i Greenberg 1992; Vercken et al. 2007;
Olsson et al. 2013). El complex sistema pigmentari que tenen els llangardaixos i les
serps s’ha relacionat a través de diferents aproximacions amb la important diversitat
fenotipica que presenten (Saenko et al. 2013; San-Jose et al. 2013).

La presencia d’individus melanics és un fet comt en moltes especies,
caracteristica que també apareix en un considerable nombre de poblacions de
sargantanes. Més concretament en el cas del genere Podarcis de I'arxipelag balear es
van descriure per primera vegada poblacions melaniques a la deécada del 1930
(Eisentraut 1949). S’han formulat hipotesis que relacionarien l'existencia d’aquests
fenotips: i) en funcié de la dieta, veient-se afavorits per un major consum de materia
vegetal, ii) per a una major proteccio enfront dels rajos ultraviolats i iii) amb "herencia
com a una caracteristica ancestral (Kramer 1949; Eisentraut 1949, 1954). Encara que
estimuls ambientals poden contribuir a la variacié de coloracid, cal dir que la major
part pareix tenir una base genetica (Hubbard et al. 2010). La genetica d’aquest fenotip
ha estat estudiada per molts autors i no sembla tenir una explicacié comuna en tots els
casos ja que esta causat per diferents gens i diferents tipus de mutacions.

De tots els gens involucrats en el tret melanic, mutacions en el gen MCIR, han
esdevingut bones candidates per a la seva explicacid, per exemple, el melanisme en
aus s’ha relacionat amb la preséncia de mutacions no sinonimes i INDELs en aquest
gen (McRobie et al. 2009; Guo et al. 2010; Zhang et al. 2013); i diversos estudis a
llangardaixos també han relacionat aquest gen amb la variacidé de coloraci6
(Rosenblum et al. 2004; Manceau ef al. 2010; Kronforst ef al. 2012). Aquest gen també es
troba entre els que s’han implicat en la diversitat de coloracid, i presenta diverses
caracteristiques que faciliten el seu estudi, com per exemple: una estructura genomica
senzilla (sense introns); una alta conservaci6 entre els vertebrats, fet que ajuda en el
moment de dissenyar primers i conseglientment amplificar-lo. Per aix0, la majoria
d’estudis se centren en la deteccid de mutacions puntuals (no sinonimes) que es
relacionen amb polimorfismes de color. Grups taxonomics diferents amb mutacions a
llocs homolegs produeixen fenotips iguals o similars (Hubbard et al. 2010). Per
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exemple, Nunes ef al. (2011) varen relacionar dues mutacions a Lacerta lepida T1621 i
5172C amb les coloracions marronoses i negroses respectivament. Aquestes posicions
s’han analitzat a les dues especies de Podarcis, pero els individus no mostren variacid,
independentment de la coloracié i de I’especie analitzada.

En les especies de sargantanes de les Illes Balears hi ha nombroses poblacions
melaniques tant a la sargantana balear P. [ilfordi com a l'eivissenca P. pityusensis.
Aquest gen nuclear MCIR ha resultat ser polimorfic a les poblacions d’ambdues
especies, pero el polimorfisme trobat no es relaciona amb la presencia d’individus
melanics a les Podarcis endemiques de les Illes Balears ja que cap de les substitucions
trobades sén compartides per tots els individus melanics analitzats. Cal comentar que
sols vam trobar una associacié significativa a la posicié 681 on hi havia un canvi
sinonim G/A (essent A més abundant a les poblacions melaniques); com que no
implicava canvis en la proteina dificilment podria ser l'explicacié del melanisme.
Altres dues mutacions que compartien algunes poblacions melaniques de P. lilfordi
(Foradada, Colomer, Guardia i Moltona) sén dos canvis sinonims situats a la proteina
a les segiients posicions: Thr''! i Ser?””. Encara que, les poblacions també melaniques
d’Aire i Malgrats, de l'especie P. lilfordi, juntament amb Escull vermell i Bleda plana
de P. pityusensis, no presenten aquests canvis. Fet que fa poc probable que aquests
canvis es relacionin amb el melanisme en qualsevol de les dues especies. En alguns
mamifers i aus (tant poblacions salvatges (Nachman et al. 2003) com domestiques
(Kijas et al. 1998; Kerje et al. 2003)), el melanisme s’ha relacionat amb delecions, pero
pel contrari no es varen detectar canvis estructurals a les dues especies de Podarcis
estudiades. Tampoc es va trobar relacio entre els canvis detectats en aquest marcador i
els altres principals fenotips observats a les nostres mostres.

Per a ser un gen nuclear codificant mostra un destacat grau de polimorfisme a
les poblacions d’aquest estudi, ja que s’han trobat 45 posicions variables respecte de P.
sicula. De les posicions anteriors, tres es podrien considerar hotspots degut al seu alt
grau de variabilitat. Els canvis sinonims sén més nombrosos, fet esperable amb una
evolucio neutral; pero, aixi i tot, 13 substitucions (la majoria d’elles es localitzen al
domini transmembrana de la proteina) sén no sinonimes i codifiquen per aminoacids
diferents.

La presencia d’'individus melanics ha tingut diverses explicacions, com que és
un caracter antic que prové de llangardaixos del genere Cordylus (Daniels et al. 2004), o
que ha estat afavorit per la seleccio al genere Podarcis degut als seus efectes
termoreguladors (Eisentraut 1954). Perod pel contrari al que aquestes teories
suggereixen, el melanisme no pareix que sigui una caracteristica ancestral ja que la
historia poblacional obtinguda amb I’ADNmt indica que la condici6 ancestral seria la
no melanica, la qual és la més comuna a la resta de Podarcis, i per tant, el melanisme
hauria sorgit en diferents ocasions dins els clades de les Illes Balears. Finalment, cal
remarcar que tampoc s’ha trobat efecte de la selecci6 a les poblacions melaniques.

Encara que 'ambient pot influir en la variacié del color, sembla que la major
part esta controlada geneticament (Hubbard et al. 2010). En el nostre cas, sembla que
els responsables genetics de la variacid de fenotip no serien canvis genomics a 'MCIR.
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Donat que mutacions puntuals o reordenacions en el MCIR no semblen ser les
responsables del melanisme, vam analitzar si canvis en l'expressio d’aquest gen
podrien estar involucrades en la condicié melanica.

En els darrers anys diversos estudis han analitzat 1’expressié diferencial d’ARN
a través de qPCR i RNAseq. Se coneix que els estudis en base a nivells d”ARN depenen
del teixit i el temps o moment de les analisis, encara que es té poca informacié de com
aquests factors afecten la sintesi de melanina als escamosos. El procés de melanogenesi
aparentment es produeix a l'inici del desenvolupament, ja que els individus juvenils
son totalment melanics. Malgrat la limitacié d’informacio que es té al respecte, i que els
gens implicats pugin estar menys expressats en individus adults, la majoria d’estudis
en reptils es realitzen en adults i amb mostres de coa. Per exemple, podem destacar
Fulgione et al. (2015) que varen obtenir una expressio diferencial entre individus
melanics i no melanics a l'especie P. sicula. Contrariament a aquests estudis previs, no
s’han trobat nivells més elevats de I’ARNm del gen MCIR individus melanics de les
poblacions de P. lilfordi i P. pityusensis. Els nostres resultats estan en concordanca amb
I'estudi previ fet amb aquestes especies de Podarcis i dels quals es pot concloure que
canvis d’expressio o en la seqiiencia de I’MCIR no sén responsables de la presencia del
melanisme.

La pigmentaci6 és un procés complex en que intervenen més de 120 gens, entre
els quals destaca la importancia del gen MCIR (Dessinioti et al. 2011). Pero tal com
ocorre amb nosaltres, tampoc s’han trobat diferencies d’expressi6 en estudis d’especies
com: ratolins (Steiner et al. 2007), pollastres (Zhang et al. 2015), macacos (Bradley et al.
2013), cans viverrins (Nyctereutes procyonoides) (Han et al. 2012) o ovelles (Pehagaricano
et al. 2012).

Cal considerar altres causes de la presencia d’individus melanics. Per exemple
algunes investigacions a escamosos troben diferencies histologiques entre individus
melanics i no melanics. Els autors d’aquests treballs (Kuriyama et al. 2013, 2016) troben
els tres tipus de cromatofors (xantofors, iridofors i melanofors) als individus no
melanics, enfront dels individus melanics que sols presenten un tnic pigment, els
melanofors. Encara que no s’hagi trobat cap estudi similar en el cas concret del genere
Podarcis, seria interessant aprofundir en el tema en futurs treballs ja que podria ajudar a
obtenir nous gens candidats per a l'estudi del melanisme. I per una altra banda es
troben els resultats obtinguts per Gabirot et al. (2014), els quals es basen en l'estudi de
diferents fenotips de tres poblacions de P. hispanica, i les relaciona amb diferencies
adaptatives en funcié del seu habitat i caracteristiques climatologiques. Els autors
observen com les poblacions que viuen a habitats amb un clima més fred, presenten
una coloracié dorsal més obscura, i per tant, connecten el melanisme amb efectes
termoreguladors (s’encalenteixen de forma més rapida i mantenen la temperatura
durant més temps). També és coincident el fet que aquestes poblacions més obscures es
troben en un habitat amb un terreny més fosc, aixi es mimetitzen amb el seu entorn i
poden evitar els depredadors. Per una altra banda, la coloracié ventral (presenten
tonalitats de groc, vermell i taronja) estaria lligada a 1’alimentacio, segons els autors, ja
que un dels pigments (els carotenoides) s’obtenen directament de la dieta. Pero també
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es pot considerar un caracter sexual secundari ja que depen del nivell hormonal i al fet
de presentar dimorfisme sexual.

Estudiar el perfil d’expressié és una potent eina per poder identificar els gens
que s’expressen en diferents teixits (entre els quals trobem la pell). Encara que cal
comentar que la majoria d’investigacions que estudien la diferencia d’expressi¢ entre
individus melanics i no melanics estan realitzades en especies comercials (Tae-Hun et
al. 2006; Fan et al. 2011; Zhang et al. 2015) i molt poques empren poblacions naturals
(Kingsley et al. 2009; Fulgione et al. 2015). Per aix0, amb els resultats negatius en relacié
a I'expressio del gen MCIR, vam plantejar 1'estudi de I'expressio de tot 'exoma on es
varen detectar gens amb una expressié diferencial a les mostres melaniques i no
melaniques.

Diverses investigacions han intentat relacionar la base genética de la coloracio6
amb d’altres caracteristiques (per exemple, Ducrest et al. 2008; Alho et al. 2010).
Sobretot cal destacar el treball de Roulin i Ducrest (2013), en el qual identifiquen una
certa relacié entre fenotips obscurs i cinc caracteristiques: i) una major resistencia a
l'estres, ii) una resposta inflamatoria reduida, iii) una millor regulacio entre la ingesta i
l'energia gastada, iv) una major resistencia a I'estres oxidatiu i v) una major activitat
sexual. En els nostres resultats s’observa en les sargantanes no melaniques una major
expressio dels gens implicats en la resposta a l'estres, fet que no coincideix amb el cas
i). En canvi, si que s’observa el cas ii) en que els individus melanics tenen una major
resposta inflamatoria, en el nostre cas concret hi ha una major expressié del gen antigen
processing via MHC II i dels gens Wnt signalling (Wnt-protein binding i Wnt-activated
receptor activity). Els individus melanics també mostren una major taxa metabolica (fet
relacionable amb el punt iii) el qual fa referencia a la ingesta i energia consumida) quan
presenten una elevada activitat ATPasa, una major diferenciacié de cel-lules grasses i
una major regulacid en el transport de carbohidrats. Cal comentar que, per altra banda,
no s’han trobat diferencies d’expressio en gens implicats en els dos darrers punts que
afecten a l'estres oxidatiu i a l'activitat sexual. Per tant, resumint l'obtingut, els
individus melanics emprats per a I’estudi de I'exoma presenten una major expressio de
vies relacionades amb una major taxa metabolica i un increment en la resposta
inflamatoria enfront d’antigens exogens.

En conjunt, aquests resultats (en base a canvis en la seqiiencia i d’expressio de
I’MCI1R) ens farien arribar a la conclusié que altres loci estan implicats en la coloracié
d’aquestes especies, com per exemple 'agouti. Se coneix que aquest gen esta implicat
en la sintesi de melanina i mutacions en la seva seqiiencia es relacionen amb variacions
de coloracié. Pero al contrari del que passa amb 'MCIR, pocs estudis es coneixen en
poblacions salvatges en aquest gen, i també cal remarcar que els canvis moleculars
relacionats amb el color son diferents (posant en relaci6 tant regions reguladores com
codificants). La seva complexa estructura amb diversos introns intercalats entre els
exons, dificulta la seva amplificaci6 i posterior analisi. Actualment, les bases de dades
no tenen registrades seqiiencies d’aquest gen dins la familia Lacertidae; i les disponibles
de l'ordre Squamata, son ARNm ‘predicted’ d’un Anolis, un Gekko i tres serps de
diferents families. Estudis d’expressio amb el gen agouti s’han relacionat amb
diferencies de coloracio6 en pollastres (Zhang et al. 2013, 2015), pero pel contrari no s’ha
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trobat relacio en altres especies com les ovelles (Penagaricano et al. 2012). En el nostre
cas es va intentar estudiar el gen a nivell genomic i d’expressié sense aconseguir
amplificar el gen en cap dels dos casos. Tal i com comenten Bradley et al. (2013), les

causes que impossibilitaren amplificar I’ARNm no estan clares ja que hi ha diversos
factors que hi intervenen: la seqiiéncia dels primers, ’alineament, les condicions de la
qPCR o la baixa expressio del gen.

Endemés del gen agouti implicat en el metabolisme de la melanina, la coloracié
en els animals pot relacionar-se amb altres tipus de pigments com carotenoides i
pterines, encara que manca molta informacid de les rutes metaboliques implicades i els
seus mecanismes genetics (Hubbard et al. 2010). A més a més, els nous metodes de
seqiienciaci6 massiva permetran obtenir molta informacié de la qual es podran
extreure noves dianes d’estudi per a esclarir la base del melanisme a les dues especies
endemiques de les Illes Balears (P. lilfordi i P. pityusensis).
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En relacié a la genetica del melanisme podem afirmar que els canvis
sinonims i no sinonims detectats en el gen MCIR, a les poblacions de les
especies endemiques P. lilfordi i P. pityusensis, no estan correlacionats amb
el fenotip melanic.

Els resultats ens indiquen que el melanisme no es pot considerar una
caracteristica ancestral, sind que ha sorgit en diferents moments a les
distintes poblacions de Podarcis de les Illes Balears, per tant, es tractaria
d’una convergencia evolutiva.

Les variacions en la seqiiéncia de 'MCIR tampoc no es poden lligar a cap
altra coloracio (dorsal o ventral) present als individus estudiats.

A nivell d’expressié genica no s’han observat canvis significatius en
I'expressio del gen MCIR, mesurats mitjangant qPCR entre individus
melanics i no melanics en les Podarcis endemiques de les Illes Balears.

Mitjangant l'analisi completa de l’exoma hem detectat diferencies
d’expressio en distints gens entre els individus melanics i no melanics a P.
lilfordi i P. pityusensis.

Es interessant destacar que els individus melanics tenen: a) una major
expressio de vies que estan implicades en la resposta inflamatoria (gen
antigen processing via MHC 1I, Wnt-protein binding i Wnt-activated receptor
activity); b) una major taxa metabolica (pel fet de tenir una elevada activitat
ATPasa, una major diferenciacié de cellules grasses i una major regulacié
en el transport de carbohidrats).

Per la seva banda, els individus no melanics mostren un increment en gens
relacionats amb l'estres.

S’ha implementat la seqiienciacié de 6 exons nuclears corresponents als
gens (RAG1, MCIR, APOBE28, BLCIL, KIAA2018, KIF24). La seva aplicacié
a la filogeografia de P. tiliguerta posa de relleu una gran diversitat
intraespecifica, molt superior a la detectada en especies properes com P.
lilfordi o P. pityusensis.

El node originari de P. tiliguerta es pot datar en aproximadament 11,73 Ma.
Posteriorment, s’ha evidenciat amb un fort suport estadistic una clara
separacio de les poblacions de Sardenya de les de Corsega, datant-la en 9,66
Ma, la qual cosa concorda amb els resultats obtinguts amb I’ADNmt i dins
el rang obtingut amb les datacions geologiques. Aquesta separacid posa en
evidencia la necessitat d’una revisié taxonomica per identificar els dos
llinatges com a especies diferenciades.
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Dins cadascuna de les illes, les poblacions es troben estructurades en un
minim de dos grups principals. En relacié a la variabilitat intrainsular
I’ADNmt defineix més grups que no pas ’ADNn.

Les poblacions insulars de Podarcis de les illes Columbretes, segons les
analisis preliminars, formarien part de la nova especie Podarcis liolepis, i es
troben filogeneticament molt properes a les mostres procedents de
Penyagolosa.

Podem concloure que l'estudi filogenetic a partir de 6 nuclears (MCIR,
RAGI1, BLCIL, APOBE28, KIAA2018 i KIF24) és una bona eina molecular i
juntament amb el mitocondrial ofereixen resultats més consistents.
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