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I. INTRODUCCION

1.- Aspectos generales

La enorme diversidad que se puede observar en la naturaleza a todos los niveles,
desde el genético hasta el ecosistémico, es probablemente el rasgo mas llamativo de la
biosfera (Wilson 1994). Con una variacion de tal magnitud y extension, con casi dos
millones de especies descritas en la actualidad, y un nimero desconocido pero sin duda
muy elevado de especies por describir (Mora et al. 2011, Telleria 2012), la idea de
detectar ciertas caracteristicas o patrones que puedan compartir todas ellas supone un
verdadero reto. Paradojicamente, es la propia variabilidad la que constituye tal vez el
rasgo compartido mas relevante, pues la variacion intraespecifica —continua o discreta,
sexual, ontogenética, social, ecologica, estacional o interpoblacional- es una
caracteristica comtin de todas las especies descritas hasta la fecha (Mayr y Ashlock
1991). En realidad, esta variacidon representa la base sobre la que se construye la
biodiversidad existente, pues son precisamente las diferencias intraspecificas las que se
correlacionan con la eventual aparicion de nuevas especies (aunque es interesante
sefalar que, por definicion, la especiacion se traducira, por lo menos a corto plazo, en
un aumento de la diversidad interespecifica y en una disminucion de la diversidad

intraespecifica media).

En consecuencia, y dada la importancia de la variacidon intraespecifica, no es de
extraiar que la comprension de los factores que causan la divergencia fenotipica entre
poblaciones (aislamiento geografico y genético, seleccion natural o sexual y/o
plasticidad fenotipica) sea uno de los principales temas de la biologia evolutiva. Desde
este punto de vista, las especies con linajes alopatridas bien diferenciados constituyen

modelos de estudio particularmente utiles y esclarecedores.

No es de extrafiar, por tanto, que el desarrollo mas importante en el estudio de la
variacion intraespecifica haya estado determinado por el auge que ha experimentado a
lo largo de las ultimas décadas la disciplina conocida como filogeografia, que consiste
en la descripcion y el andlisis de los procesos responsables de la distribucion y
estructura geografica de los linajes de genes dentro de una misma especie, o en especies
estrechamente emparentadas, y proporciona informacién relevante sobre los

movimientos, historia demogréfica y proceso de formacion de linajes, subespecies y
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eventualmente especies (Avise 1989). Asi, el estudio de las zonas de contacto (es decir,
de hibridacioén) entre los linajes genéticamente divergentes ha producido avances
significativos en la comprension de los mecanismos que gobiernan la evolucion del
aislamiento reproductivo (Burton y Hewitt 1985, Harrison 1993). Aunque la mayor
parte de las zonas hibridas que han sido estudiadas en profundidad afectan a linajes con
diferencias fenotipicas claramente apreciables asociadas a un cierto grado de aislamento
pre- o postcigotico (Burton y Hewitt 1989, Harrison 1993), los estudios filogeograficos
estan desvelando un ntimero creciente de zonas de contacto secundario entre linajes
profundamente diferenciados desde el punto de vista genético pero totalmente cripticos
desde el punto de vista morfologico, de forma que solo pueden distinguirse recurriendo
a los marcadores moleculares (Hewitt 2001). De hecho, en la mayor parte de los casos
no se sabe si existen barreras al flujo génico que puedan haber llevado a los linajes a
desarrollar diferencias sutiles en determinados aspectos de su morfologia, fisiologia o
comportamiento, a pesar de que esta informacion es importante para predecir la
trayectoria evolutiva de las zonas de contacto: coexistencia estable, reemplazo, mezcla o

diferenciacion (Burton y Hewitt 1989, Harrison 1993, Hewitt 2001).

Por otra parte, la comunidad cientifica reconoce desde hace ya un cuarto de siglo
que no se puede hacer biologia comparada, por lo menos a nivel interespecifico, sin
tener en cuenta la filogenia. En palabras de Felsenstein (1985), “(aunque seria deseable)
presentar un método simple y robusto que eludiera la necesidad de un conocimiento
detallado de la filogenia (...), no hay forma de solucionar el problema (...). Es
comprensible que los investigadores interesados en hacer biologia comparada se sientan
frustrados al oir que necesitan conocer con detalle las filogenias de los grupos con los
que trabajan, cuando esto es algo que en principio no les interesa demasiado. Sin
embargo, los esfuerzos para hacer frente a los efectos de la filogenia son ineludibles.
Las filogenias son coesenciales a la biologia comparada, y ésta no se puede llevar a

cabo sin tenerlas en cuenta”.

Es llamativo que, a pesar de que exactamente el mismo problema afecta a las
poblaciones o linajes dentro de una misma especie —que, de hecho, y al igual que las
especies, forman parte de una escala jerarquica de relaciones genealdgicas, por lo que
no pueden contemplarse como datos independientes extraidos de una misma

distribucion— escasean los estudios de evolucion fenotipica, a nivel interpoblacional,
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que tengan en cuenta las relaciones filogenéticas (o, para ser mas precisos,

filogeograficas) de modo explicito.

En cualquier caso, el potencial que tiene enmarcar los rasgos fenotipicos en un
contexto filogenético explicito se hace evidente no s6lo al nivel mas general del estudio
historico de la adaptacion a nivel macroevolutivo (Baum y Larson 1991, Dial y Grismer
1992), sino también a la hora de comprender los procesos de diferenciacion
responsables de la divergencia entre poblaciones de una misma especie; sélo sobre la
base de la informacion filogeografica suministrada por los marcadores moleculares es
posible distinguir qué papel juegan el aislamiento, la deriva y la seleccion natural en la
evolucion de las diferencias interpoblacionales (y, eventualmente, en la especiacion).
De hecho, hay varios trabajos que han adoptado este tipo de planteamientos con
resultados francamente prometedores (véase, no obstante, Niewiarowski et al. 2004).
Asi, Keogh et al. (2005) documentan la rapida evolucidon del tamafio corporal —con
ejemplos tanto de enanismo como de gigantismo— en poblaciones insulares del eldpido
australiano Notechis ater / scutatus, con una divergencia genética inferior en todos los
casos al 0.38% respecto de las poblaciones continentales mas cercanas, frente a la
hipdtesis alternativa de que la distribucion actual de las tallas adultas representa la
distribucion relicta de fenotipos ancestrales diferenciados antes de la insularizacion; la
rapida evolucion del tamano es claramente interpretable como una adaptacion a la talla

media de las presas disponibles.

Janzen et al. (2002) muestran que las subespecies “cldsicas”, basadas en la
morfologia, de las serpientes de jarretera (Thamnophis sirtalis) del oeste de
Norteamérica estan totalmente entremezcladas con los linajes revelados por los anélisis
de ADN mitocondrial, y extraen dos conclusiones interesantes: en primer lugar, su
invalidez taxonomica, ya que algunas poblaciones estan mds emparentadas con otras
morfologicamente “de otra subespecie” que con las de su propia subespecie; y, en
segundo lugar, que debe haber habido mucha convergencia en los rasgos morfoldgicos
(patrones de coloracion), lo que implica que la seleccion natural ha debido desempefiar

un papel importante.

Oufiero y Angilletta (2006) emplean cinco poblaciones de dos linajes diferentes
de Sceloporus undulatus para demostrar que en ambos linajes las poblaciones de

ambientes frios crecieron més y eclosionaron antes que las de ambientes célidos,
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presentando también huevos de mayor tamafio, aunque un experimento de
miniaturizacion puso de manifiesto que la mayor eficacia en el crecimiento era
independiente del tamafio del huevo; en conjunto, estos resultados sugieren evolucion

convergente de un patron de variacion contragradiente en los dos linajes.

Nunes et al. (2011) examinan la variabilidad morfolégica y genética en tres
subespecies de Timon lepidus (antes Lacerta lepida), hallando que el grado de
diferenciacion de la coloracion dorsal entre las subespecies es consistente con el nivel
de diferenciacion en el ADN mitocondrial. Ademads, descubren una variante del gen
Mcrl (involucrado en la sintesis de melanina) asociada al fenotipo con menor
proporcion de escamas dorsales negras (L. |. nevadensis, del sudeste peninsular) y

documentan un aumento de la proporcioén de escamas negras en direccion SE-NO.

Malhotra y Thorpe (2000) estudian la variacion genética y morfologica en Anolis
oculatus de Dominica (Antillas Menores) y encuentran dos linajes fuertemente
diferenciados que no concuerdan con la variacion en rasgos funcionalmente importantes
como la forma del cuerpo y la folidosis pero si con los patrones de coloracion, por lo
que sugieren que tanto el aislamiento como la seleccién natural han afectado a la
diferenciacion morfologica en esta especie. Recientemente, Glor y Laport (2012) han
comprobado que las cinco subespecies de Anolis distichus y las tres de A. brevirostris
de Reptiblica Dominicana, ademés de presentar despliegues gulares que difieren en
colorido y patrén (lo que es importante para el reconocimiento interespecifico),
presentan haplotipos mitocondriales con elevados niveles de divergencia (> 10%) y una
distribucion que concuerda fuertemente con la variacion fenotipica observada, lo que

justifica su elevacion al rango de especies distintas.

Sin embargo, el conjunto de trabajos que mejor documentan el potencial de las
aproximaciones moleculares al estudio de la variacién fenotipica entre poblaciones de
una misma especie es el desarrollado por el equipo de Erica Rosenblum (Rosenblum et
al. 2004 y 2010, Rosenblum 2005, 2006 y 2008, Rosenblum y Harmon 2011, Robertson
y Rosenblum 2009 y 2010) en el sistema conocido como White Sands, un campo de
dunas de yeso méviles que ocupa una extensién de 712 km® en la cuenca de Tularosa
(Nuevo México, EEUU), y cuya antigiiedad no supera los 6.000 afos. El color del
sustrato en la zona de arenas blancas contrasta dramaticamente con el color oscuro del

desierto circundante. Tres especies de lagartos, los frinosomatidos Holbrookia maculata
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y Sceloporus undulatus y el teido Aspidoscelis inornata (antes Cnemidophorus
inornatus) representan lineas evolutivas independientes que han desarrollado formas
palidas en las dunas cuya coloracion contrasta de forma igualmente dramadtica con los
tonos oscuros que se dan en el resto de su area de distribucion (Norris y Lowe 1964); se
trata, por tanto, de adaptaciones convergentes a un ambiente comun, cuya base genética
tiene origen —al menos para S. undulatus y A. inornata— en distintas mutaciones en la
secuencia de Mclr, un gen nuclear que codifica una proteina receptora involucrada en la
produccion de melanina en los vertebrados (Barsh 1996, Rosenblum et al. 2004). Estas
mutaciones tienen efectos moleculares que, de forma independiente en ambos casos,
conllevan la reduccion de la funcionalidad del receptor (en S. undulatus no se integra
bien en la membrana, mientras que en A. inornata la transmision de la sefal es
defectuosa), por lo que resultan en fenotipos convergentes de coloracion palida en

ambas especies (Rosenblum et al. 2010).

Los niveles de aislamiento entre las formas palidas y oscuras estimados con
ADN mitocondrial sugieren que la respuesta a la seleccion en cada una de las especies
es inversamente proporcional al nivel de flujo génico en cada una de ellas (Rosenblum
2006); H. maculata, la especie con mas estructura genética y con una distribucion mas
parcheada, es la que mas diferencia presenta entre las formas clara y oscura, mientras
que A. inornata, casi panmictica a escala regional, es la que presenta un nivel de
diferenciacion relativamente menor, ocupando S. undulatus una posicion intermedia.
Por tanto, y aunque la convergencia de las formas palidas refleja fuertes presiones de
seleccion a favor de la divergencia intraespecifica, la capacidad de adaptacion parece
modulada por los niveles de flujo, condicionados por las caracteristicas ecoldgicas y
demograficas de cada especie (Rosenblum 2006). Ademas, las tres especies suministran
ejemplos replicados de especiacion parapatrida en curso, con el interés afiadido de que
se encuentran en distintas etapas de este proceso; en conjunto, la estructura genética
sugiere que H. maculata esta proxima a completar la especiacion, S. undulatus se
encuentra en proceso de especiacion pero lejos de completarlo, y A. inornata se muestra

de momento incapaz de especiar (Rosenblum y Harmon 2011).

En referencia a la especiacion, es importante sefialar que las mutaciones del
Mclr y los cambios que tienen lugar en las formas palidas afectan también a otros
patrones de coloracion, incluyendo las manchas amarillas, naranjas, azules y verdes que

estos lagartos emplean como sefiales en las interacciones sociales (sistemas de
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apareamiento y territorialidad; Robertson y Rosenblum 2009 y 2010). Los machos
palidos resultan mas agresivos hacia los machos de su misma condicion (Robertson y
Rosenblum 2010) y cortejan més a las hembras palidas que a las oscuras (Rosenblum
2008). Ademas, un efecto colateral inesperado de los cambios de coloracion es que, en
el caso de S. undulatus, los machos palidos tienden a cortejar a los machos oscuros
debido a que el patron de manchas azules en los lados del vientre de estos ultimos es
muy semejante al de las hembras pélidas (Robertson y Rosenblum 2010). En cualquier
caso, el posible vinculo entre seleccion natural y sexual en los lagartos de White Sands
evidencia que una unica mutacion puede tener efectos importantes tanto para la

adaptacion como para las primeras fases de la especiacion.

2.- Los lagartos como modelo de estudio

Como ponen de manifiesto los ejemplos citados en el apartado anterior, los
lagartos (y, en general, los reptiles) constituyen modelos recurrentemente utilizados en
este tipo de estudios. Puesto que la variacion fenotipica depende conjuntamente de las
diferencias en los genotipos y de la variacion ambiental, parece razonable concluir que
las especies con elevados niveles de diferenciacion, resultado de episodios de
aislamiento geografico relacionados con una fuerte dependencia de las condiciones
ambientales y/o con una escasa capacidad de dispersion, se presenten a priori como
idoneas para estudiar el origen y mantenimiento de la diversidad fenotipica. En este
sentido, los reptiles (Clase Reptilia) constituyen un grupo que encaja a la perfeccion
dentro de este marco. La diversidad actual de este grupo de vertebrados, con 9.766
especies identificadas (segun la Gltima actualizacion de The Reptile Database, Uetz y
Etzold 1996), los situa junto con las aves como el grupo mas numeroso de vertebrados
terrestres. En particular, el orden Squamata (que engloba a los saurios, ofidios y
anfisbénidos) es con diferencia el principal responsable de esta diversidad representando
a mas del 96% de todos los reptiles actuales; el género Anolis, por poner solo un
ejemplo, es el mas rico en especies de todos los amniotas (Losos 2009), e incluye la

primera especie de reptil, A. carolinensis, cuyo genoma completo ha sido secuenciado

(Alfoldi et al. 2011).

Una de las caracteristicas que indudablemente mas ha condicionado la evolucion
y diversidad de los escamosos ha sido su condicion de ectotermos, que les ha conferido

ventajas indicutibles relacionadas sobre todo con los bajos requerimientos energéticos

6
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(Pough 1980), pero al mismo les ha impuesto una fuerte dependencia respecto de las
condiciones térmicas ambientales. Precisamente esta dependencia térmica tan acusada
es la que ha forzado a muchas especies de lagartos y lagartijas a buscar refugio en zonas
alternativas de clima favorable durante los periodos en los que las condiciones
climatoldgicas han sido adversas, como por ejemplo durante los episodios glaciares del
Cuaternario (Hewitt 1996, 1999). A lo largo de estos periodos, el avance de los
casquetes glaciares desde el norte de la region Paleartica obligd a las poblaciones de
lagartos y serpientes de Europa occidental a refugiarse en las peninsulas meridionales
del continente para poder sobrevivir, o en su defecto, en zonas bajas y mas térmicas
como los fondos de valle, lo que supuso la fragmentacion de muchas de ellas. El
aislamiento geografico y la escasa capacidad de dispersion propia de estos reptiles
provocaron la aparicion de diferencias genéticas entre las poblaciones geograficamente
separadas. Ademas, las dindmicas de contraccion y expansion de las poblaciones
durante los respectivos periodos glaciares e interglaciares contribuyeron a dejar una
herencia de profundas sefales filogeograficas en la estructura genética de muchas
especies, reforzando los procesos incipientes de divergencia, y en los casos mas
extremos, culminandolos con la especiacion. Asi, no es de extrafiar que las especies de
reptiles escamosos, en particular los lagartos, constituyan excelentes modelos para

combinar los estudios de filogeografia y especiacion (Camargo et al. 2010).

En particular, la Peninsula Ibérica ha protagonizado un papel mucho mas
complejo que el de mero refugio glaciar, o conjunto de refugios glaciares, para
numerosas especies de lagartos y lagartijas, promoviendo elevados niveles de
diferenciacion intraespecifica que se reflejan en la estructura filogeografica de varios
taxones actuales de distribucioén parcial o exclusivamente ibérica (Harris et al. 2002,
Carranza et al. 2006, Pinho et al. 2006, 2007a y 2008, Godinho et al. 2008, Renoult et
al. 2009, Fitze et al. 2011, Miraldo et al. 2011). En particular, ciertas caracteristicas de
la Peninsula han promovido la diversidad de habitats disponibles durante las épocas
glaciares, favoreciendo el aislamiento de las poblaciones durante las sucesivas
contracciones y expansiones geograficas a lo largo del Cuaternario. Entre tales
caracteristicas cabe destacar la presencia de varias cadenas montafiosas con una
orientacion este-oeste que amplia la variedad de microclimas disponibles, permitiendo
la supervivencia de las poblaciones mediante desplazamientos altitudinales que

rastrearian las condiciones favorables a medida que el clima se hace mas frio o mas
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calido (Hewitt 1996). Esta alternancia de valles y sierras, junto con su ubicacion
geogréfica entre Africa y Europa y la consecuente variedad climética, con claras
influencias mediterranea y atlantica y climas que van de subdesérticos a alpinos, hacen
del extremo sudoccidental de Europa un enclave idoneo para la proliferacion de refugios
glaciares, aislados unos de otros, que habrian dado lugar a procesos de diferenciacion
alopatrida en numerosas especies de lagartos, convirtiendo a la Peninsula Ibérica en un

auténtico reservorio de diversidad y endemicidad (Arnold y Burton 2007).

Sin embargo, y como ya se ha mencionado antes, las diferencias (filo)genéticas
no suponen la tnica fuente de variacion para la diversidad fenotipica observable en los
saurios, como demuestran las comparaciones entre poblaciones de una misma especie,
genéticamente muy parecidas entre si pero fenotipicamente muy diferenciadas como
consecuencia de la adaptacion a ambientes distintos a lo largo de, por ejemplo, un
gradiente altitudinal (Iraeta et al. 2006 y 2013, en comparacion con los resultados del
Capitulo 5 de esta memoria). En general, cabe esperar que la importancia relativa de los
efectos (filo)genéticos sea mayor en el caso de las aproximaciones interespecificas,
mientras que los efectos ambientales deberian imponerse a nivel de las comparaciones
entre poblaciones de una misma especie. Por tanto, uno de los marcos mas interesantes
para estudiar los efectos combinados de ambos tipos factores, y su papel a la hora de
explicar el origen y mantenimiento de la diversidad fenotipica, es precisamente el
situado en el limite entre lo interespecifico (patrones de macroevolucion relacionados
con la divergencia entre especies) y lo intraspecifico (procesos microevolutivos entre
poblaciones de una misma especie; Corl et al. 2010). En la practica, esto se puede llevar
a cabo utilizando como modelo para las comparaciones interpoblacionales especies que
combinen una distribucion amplia, que cubra una gama lo suficientemente variada de
condiciones ambientales distintas, con una estructura filogeografica bien definida,
incluyendo linajes diferenciados durante un tiempo suficientemente largo. En este
sentido, la presencia de poblaciones sometidas a diferentes condiciones ambientales y
con niveles apreciables de divergencia entre las mismas es, como ya se ha mencionado,

un fendmeno bastante frecuente en las especies ibéricas de lagartos y lagartijas.

3.- Las variables de interés: estrategias vitales y patrones de coloracion

Los rasgos fenotipicos susceptibles de estudio abarcan un nimero casi ilimitado
de caracteres morfologicos, fisioldogicos y comportamentales, por lo que es necesario

8
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seleccionar so6lo algunos de ellos. Para esta memoria, se ha optado por centrar nuestra
atencion en dos tipos de rasgos: los relacionados con las estrategias vitales sensu lato
(Capitulos 3 y 4), y el patron de coloracion dorsal (Capitulo 6), muy variable en esta
especie y posiblemente relacionado con la cripsis y la estrategia antidepredatoria. Se
trata, por tanto, de caracteres fenotipicos muy vinculados a los dos componentes basicos
de la eficacia biologica: éxito reproductor en el primer caso, y supervivencia en el

segundo.

Estrategias vitales.- Las estrategias vitales pueden ser definidas como conjuntos de

rasgos coadaptados que determinan cuanta energia destina un organismo a la
reproduccion, frente a las demandas competidoras de mantenimiento y crecimiento, y
como esa inversion reproductiva se divide entre propagulos individuales (Stearns 1992,
Roff 1992). Estas combinaciones de rasgos se suponen ajustadas al ambiente por
seleccion natural. Por ejemplo, los modelos tedricos predicen que, incluso una vez que
los recursos destinados a la reproduccion se han fijado, la seleccion natural puede
todavia dar forma al reparto de esa inversion en pocos propagulos grandes o muchos
propagulos pequetios (Lack 1954, Sinervo y Licht 1991, Stearns 1992). Pues bien, los
reptiles escamosos representan modelos excelentes para el estudio de la evolucion de las
estrategias vitales, ya que las dos principales consecuencias de la ectotermia terrestre,
los bajos requerimientos energéticos y la termorregulacion comportamental, han tenido
consecuencias evolutivas importantes (Shine 2005). Por ejemplo, las hembras gravidas
pueden manipular las temperaturas de incubacién, bien reteniendo los huevos en el
oviducto (una opcidén que acorta los tiempos de incubacion y puede desembocar en la
evolucion del viviparismo), bien seleccionando los sitios de puesta (Shine y Harlow
1996, Iraeta et al. 2007). Ademas, los reptiles, que a diferencia de aves y mamiferos no
ven su tamano corporal constrefiido por las restricciones que la conservacion del calor
impone a los endotermos, son capaces de producir propagulos pequefios en grandes
cantidades (Shine 2005). Esto promueve un ajuste dindmico de las estrategias vitales a
los ambientes locales, que puede ser el resultado de la plasticidad fenotipica (causada
por la variacion geografica en factores tales como las temperaturas disponibles o la
abundancia de alimento) o de la adaptacion a regimenes selectivos geograficamente
variables (Sinervo y Adolph 1989, Adolph y Porter 1993, Iraeta et al. 2006). Esta
flexibilidad ha generado una enorme cantidad de variacion intraespecifica, lo que ha

dado lugar a un aumento del niimero de estudios enfocados en el nivel de la poblacion;
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en esta linea se sitian, con el complemento de la informacion filogeografica subyacente,

los resultados de los Capitulos 3 y 4.

Patrones de coloracién y cripsis.- Los patrones de coloracion de los animales ejercen

una fuerte influencia sobre numerosos aspectos de su comportamiento social,
antidepredatorio y termorregulador (Cooper y Greenberg 1992). Debido a que la
coloracion 6ptima puede ser distinta para cada una de estas funciones, y puede variar en
el espacio y en el tiempo, la coloracion dominante en cada poblacion debe ser
contemplada como un compromiso adaptativo moldeado por la seleccion. En particular,
y aunque en el Capitulo 4 se aborda otro aspecto del fenotipo también relacionado con
la estrategia antidepredatoria (la velocidad de carrera y estrategia de escape de los
juveniles), nos hemos centrado en la funcidon criptica de la coloracién dorsal. Asi, llama
la atencién la variabilidad de la coloracion dorsal en muchas especies de lagartos de
distintos continentes y varias familias. En particular, cabe destacar la aparicion de
disefios rayados muy similares en especies filogenéticamente distantes (Figura 1.1), lo
que sugiere convergencia adaptativa causada por presiones selectivas semejantes; entre
tales presiones, la mas ubicua es el riesgo de depredacion por depredadores diurnos
orientados visualmente, dada la importancia de los lagartos como presas potenciales

para numerosas especies sobre todo de aves (Martin y Lopez 1990).

Figura 1.1. Disefios rayados evolucionados de forma independiente en distintas familias de
lagartos: de izquierda a derecha, el escincido Plestiodon (antes Eumeces) fasciatus; el teido
Aspidoscelis (antes Cnemidophorus) sexlineata; y el lacértido Acanthodactylus erythrurus.

4.- El género Psammodromus y el caso de P. algirus en la Peninsula Ibérica

Probablemente por ser una de las regiones con mas diversidad de reptiles de toda
Europa (véase mas arriba), la Peninsula Ibérica ha sido tradicionalmente una de las
areas donde se ha estudiado mas intensamente la variacion genética y fenotipica de los

Squamata, particularmente en las numerosas especies de lagartos y lagartijas que
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alberga. En este sentido, su ubicacion geografica entre Africa y el resto del continente
europeo es una de las causas que han contribuido a que la Peninsula Ibérica sea
catalogada como un hotspot de biodiversidad. Por un lado, ha facilitado la entrada de
numerosos taxones de origen africano y/o mediterraneo en el continente europeo, como
por ejemplo, la lagartija colirroja Acanthodactylus erythrurus (Harris et al. 2004) y la
salamanquesa comun Tarentola mauritanica (Rato et al. 2010), y por otro, ha servido
para que muchas especies continentales de la herpetofauna europea encontraran refugio
durante las glaciaciones del Pleistoceno, un papel compartido con las otras peninsulas
meridionales (Balcanica y, en menor medida, Italica). Ademas, su compleja orografia ha
promovido numerosos fendémenos de aislamiento y diferenciacion genética (en muchos
casos anteriores a los derivados de los procesos glaciares) en diversas especies de
lagartos y serpientes, independientemente de su origen europeo o africano. Prueba de
ello es la diversidad de especies descrita para géneros como Iberolacerta (Crochet et al.
2004) o Podarcis (Kaliontzopoulou et al. 2011, Harris et al. 2002, Pinho et al. 2008,
Renoult et al. 2009), que en muchos casos ha supuesto la aparicion de endemismos
estrictamente ibéricos, o la marcada estructura genética que se ha documentado en otros
taxones como el lagarto ocelado Timon lepidus (Paulo et al. 2008, Miraldo et al. 2011,
Nunes et al. 2011), el lagarto verdinegro Lacerta schreiberi (Paulo et al. 2001, Godinho
et al. 2006a, 2006b, 2008, Stuart-Fox et al. 2009), o las dos especies europeas del
género Psammodromus, la lagartija cenicienta Psammodromus hispanicus (Fitze et al.

2011) y la lagartija colilarga P. algirus (Carranza et al. 2006).

En particular, la diversidad intraespecifica presente en este tltimo género, tanto
fenotipica como genética, solo se ha comenzado a revelar en los tltimos afios. El género
Psammodromus forma junto con Gallotia, endémico del archipiélago canario, la
subfamilia Gallotiinae, un tax6n monofilético que constituye el grupo hermano de los
restantes Lacertidae (Fu 2000, Mayer y Pavlicev 2007, Arnold et al. 2007), y que consta
por tanto de los lacértidos menos emparentadas con el resto de lagartos y lagartijas de la
Peninsula Ibérica y del continente europeo (y, en realidad, de todo el Viejo Mundo). El
origen geografico de Psammodromus es incierto, pero su estrecho parentesco con los
Gallotia de las Islas Canarias y la distribucion de las actuales especies del género a
ambos lados del Estrecho de Gibraltar (en el Magreb y la Peninsula Ibérica) implican un
origen ibérico o norteafricano. Tradicionalmente se ha considerado que el género

Psammodromus consta de cuatro especies bien delimitadas (Figura 1.2): P. algirus
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(presente en la Peninsula Ibérica, sur de Francia y Norte de Africa), P. hispanicus (en la
Peninsula Ibérica y sur de Francia), y las especies africanas P. blanci (en Marruecos,
Argelia y Tnez) y P. microdactylus (endémica de Marruecos). No obstante, un reciente
estudio con datos filogenéticos, fenotipicos, geograficos y ambientales ha evidenciado
la existencia de tres linajes filogeograficos dentro de P. hispanicus (Fitze et al. 2011), lo
que ha derivado en un posterior trabajo taxondémico que propone elevar los tres clados a
la categoria de especie (escindiendo asi la especie original en P. occidentalis, P.
hispanicus y P. edwarsianus, Fitze et al. 2012). También en el caso de P. algirus se han
descrito dos nuevas especies ibéricas, P. jeanneae y P. manuelae (Busack et al. 2006),
aunque dichas especies han sido puestas en tela de juicio (Carretero et al. 2011). Por lo
tanto, la sistematica del grupo esta siendo objeto de revision en la actualidad, y la
prevision es que lo seguira siendo en un futuro proximo, sobre todo si se tiene en cuenta
el auge de los trabajos multidisciplinares que combinan datos genéticos y fenotipicos
con objeto de esclarecer los procesos responsables del origen, mantenimiento y
evolucion de la diversidad en la frontera no siempre clara entre los niveles intra- e

interespecifico.

Figura 1.2. Las cuatro especies tradicionales del género Psammodromus: de izquierda a
derecha, P. algirus, P. hispanicus, P. blanci y P. microdactylus.

4.1. ;Por qué Psammodromus algirus?

Para este trabajo se ha escogido como modelo de estudio la lagartija colilarga
Psammodromus algirus, el lacértido mas comun y ampliamente extendido en la region
mediterranea de la Peninsula. Se trata de una lagartija asociada a los bosques abiertos y
orlas arbustivas forestales (Diaz y Carrascal 1991) que, aunque no alcanza la talla de los
lagartos, es una de las lagartijas mas grandes de la Peninsula Ibérica, pudiendo llegar a
alcanzar longitudes cabeza-cloaca (LCC) de hasta 93 mm en los ejemplares de mayor
tamafo. Al igual que otras especies de lacértidos, P. algirus presenta un marcado

dimorfismo sexual (Mellado y Martinez 1974, Diaz 1993), manifestado sobre todo por
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el tamafio y la coloracion nupcial de la cabeza, que siempre es mas grande y colorida en

los machos que en las hembras. Existen diversas razones por las que la lagartija

colilarga se perfila como un modelo idéneo para el estudio de la variabilidad:

Area de distribucién extensa: P. algirus est4 presente en toda la region norte del
Magreb (Marruecos, norte de Argelia y noroeste de Tunez), en casi toda la
Peninsula Ibérica (de la que solo falta en la franja mas septentrional
eurosiberiana) y en la costa sureste de Francia hasta el Roédano (Figura 1.3), y
posee poblaciones insulares tanto en la Peninsula Ibérica como en el Norte de
Africa. A nivel ibérico, solamente el lagarto ocelado (Timon lepidus) y las
lagartijas ibéricas (Podarcis spp.) poseen una distribucion de igual o mayor
extension que P. algirus, pero en el primer caso las abundancias son mucho
menores, incluso considerando la baja detectabilidad de los lagartos (Diaz et al.
2006) y en el segundo, ademdas de tratarse de varios linajes que pueden
representar especies distintas todavia por delimitar (Harris et al. 2002, Pinho et
al. 2006, 2007b, 2008, Renoult et al. 2009), las preferencias de habitat causan un

patrén de distribucion mucho més parcheado.

Figura 1.3. Distribucion mundial de Psammodromus algirus. No se incluyen las recientes
introducciones antropicas en la isla de Mallorca.

Elevadas densidades de poblacién que facilitan la captura de individuos y la

obtencion de muestras suficientes para el estudio de la diversidad poblacional.
En determinadas localizaciones del Sistema Central pueden superar los 100

ejemplares adultos por hectarea (Gil Costa 1992, Salvador y Veiga 2001).
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- Amplio rango altitudinal inversamente relacionado con el rango latitudinal, pues

llega hasta los 2.500 m en el Atlas marroqui, 1.500 m en los Pirineos y el
Sistema Central y 800 m en Francia (Carretero et al. 1997, Monasterio et al.
2011). En la Peninsula Ibérica, el rango altitudinal de P. algirus abarca desde
zonas situadas al nivel del mar hasta los 2.400 m en Sierra Nevada. Dado que los
gradientes bioclimaticos asociados con la altitud ejercen un efecto pronuciado
sobre la biologia de los saurios (véanse por ejemplo, para el caso de las tasas de
crecimiento posnatales —uno de los rasgos que mas influyen sobre las estrategias
vitales de los saurios— Sinervo 1990, Grant y Dunham 1990, Sorci et al. 1996,
Rohr 1997, Sears 2005; o, para P. algirus, Diaz 1997, Iracta et al. 2006, 2008 y
2013), esta amplia distribucion altitudinal, combinada con la informacion
filogeografica, suministra las presiones selectivas ambientales para establecer
hipdtesis sobre evolucion convergente o paralela, inercia (filo)genética y/o

diferenciacion ancestral.

- Diversidad de hébitats: siempre que haya suficiente cobertura arbustiva (Diaz y

Carrascal 1991), la lagartija colilarga puede habitar en encinares y pinares con
sotobosque, en jarales, robledales, pinares, coscojares, espartales, arenales,
vegetacion de ribera e incluso habitats muy modificados por el hombre como
margenes de caminos o cultivos. Se trata, por tanto, de una especie bastante

generalista en comparacion con otros lacértidos de la Peninsula Ibérica.

Conjuntamente, el amplio rango de distribuciéon y las notables densidades
poblacionales de P. algirus resultan elementos que desde un punto de vista practico
convierten a la lagartija colilarga en una especie muy util para cualquier tipo de estudio,
ya que se puede encontrar en casi cualquier localidad y puede llegar a ser muy
abundante, lo que facilita obtener los tamafios de muestra requeridos. Asi, no es de
extrafiar que la lagartija colilarga se pueda considerar la especie de lacértido mas
facilmente observable en las areas forestales del territorio peninsular. Por otro lado, la
diversidad de hébitats que ocupa esta especie ha debido influir en la aparicién de
diferencias fenotipicas entre sus poblaciones, mds aun si tenemos en cuenta el papel ya
mencionado de la Peninsula Ibérica como promotor de la divergencia genética y de la
diversidad fenotipica. De hecho, varios trabajos, algunos de los cuales se exponen en los

siguientes apartados, han empleado a la lagartija colilarga como modelo de estudio, ya
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sea para describir la estructura genética de sus poblaciones o para documentar

diferencias poblacionales en rasgos morfoldgicos y/o reproductivos.

4.2. Estudios de filogeografia y diversidad genética

En una primera aproximaciéon para determinar el origen y estructura
filogeografica de P. algirus, Busack y Lawson (2006) realizaron un estudio con
muestras de Espana y Marruecos en el que emplearon como marcadores moleculares las
secuencias parciales de los genes mitocondriales citocromo b, ND2 y ND4, y diversas
alozimas. Tras observar mayores niveles de diferenciacion en las muestras marroquies
que en las espanolas, los autores concluyeron que P. algirus debié surgir en el
continente africano y colonizar la Peninsula Ibérica hace 2.98-3.23 Ma, mientras que las
poblaciones ibéricas del norte y del sur debieron separarse hace 1.40-1.54 Ma. Este
primer estudio derivo en otro trabajo de cardcter taxonomico (Busack et al. 2006) que
combinaba la informacidn genética del anterior con analisis morfologicos, concluyendo
que la diferenciacion de las poblaciones de P. algirus del norte y del sur de la Peninsula
Ibérica hacia recomendable elevarlas a la categoria de especies. De este modo
describieron P. manuelae de Manzanares el Real (Madrid) y P. jeanneae de 25.6 km al
NE de Facinas (Cadiz). Ademads, los autores compararon los rasgos morfologicos
empleados para describir estas dos nuevas especies con los de otras poblaciones de

lagartija colilarga procedentes de zonas mas orientales.

De forma independiente a estos trabajos, Carranza et al. (2006) realizaron otro
estudio filogeografico de P. algirus con muestras tanto de su area de distribucion ibérica
(Espafia y Portugal) como norteafricana (Marruecos, Argelia y Tunez). El analisis de las
secuencias parciales de los genes mitocondriales citocromo b, ARNr 12S y ARNr 16S
demostr6 que P. algirus consta de dos linajes filogeograficos diferenciados en la
Peninsula Ibérica hace aproximadamente 3.6 Ma: un primer grupo con una distribucion
estrictamente ibérica (confinado a la mitad oriental de la Peninsula) y otro que aparece
tanto en la Peninsula Ibérica (en la mitad occidental) como en todo el norte de Africa.
De este modo, los autores concluian que P. algirus tuvo un origen ibérico, y que tras su
escision en los dos linajes occidental y oriental, parte del primitivo linaje occidental se
extendid posteriormente al continente africano (hace aproximadamente 1.9 Ma, es decir,
después de la reapertura del Estrecho de Gibraltar tras la crisis salina del Mesiniense),

probablemente a través de una colonizacion transmarina.
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Por otra parte, Pina Martins (2007) analiz6 muestras ibéricas y de Marruecos con
secuencias de los genes mitocondriales citocromo b, ARNr 12S, ARNr 16S y ND4. En
general, las metodologias empleadas arrojaron una informacion similar a la reportada
por Carranza et al. (2006), apoyando la teoria de un origen ibérico de P. algirus. Sin
embargo, en base a los valores de diversidad nucleotidica y haplotipica, este autor
propuso la existencia de dos eventos migratorios a través del Estrecho de Gibraltar: una
primera colonizacién del continente africano desde la Peninsula Ibérica por parte del
clado oriental, que habria dado lugar a las poblaciones marroquies, y una posterior
reentrada en la Peninsula Ibérica de las poblaciones marroquies, que habria dado origen

a los clados ibéricos occidentales.

Por ultimo, y con un enfoque puramente metodologico, Bloor y Davila (2008)
describieron 8 loci de microsatélites para P. algirus tomando como muestra una
poblacion de Navacerrada (Madrid). Su objetivo inicial, avalado por unos niveles
aceptables de polimorfismo, fue desarrollar marcadores que pudieran ser empleados en
futuros estudios sobre las estrategias de apareamiento y los determinantes del éxito

reproductivo individual en poblaciones de lagartija colilarga.

4.3. Estudios de diversidad fenotipica

Como ya se ha mencionado antes, la lagartija colilarga ha servido como especie
modelo en multiples estudios sobre temas ecologicos y comportamentales, incluyendo
la termorregulacion comportamental (Carrascal y Diaz 1989, Diaz 1991, 1992, Diaz y
Cabezas-Diaz 2004), la ecologia trofica (Diaz y Carrascal 1990, Diaz y Carrascal 1993,
Diaz 1994), los factores reguladores de su distribucién y abundancia (Diaz y Carrascal
1991), la capacidad locomotora y estrategia de escape (Martin y Lopez 1995, 2001,
Pérez-Tris et al. 2004), las consecuencias de la autotomia caudal (Salvador et al. 1995,
Martin y Avery 1998) o de la fragmentacion del habitat (Diaz et al. 2000, 2005, Santos
et al. 2008, 2009, Telleria et al. 2011) y los efectos de las sefiales quimicas (Lopez et al.
2003, Martin et al. 2007) y de la coloracioén nupcial (Diaz 1993, Salvador et al. 1996,
1997, Martin y Forsman 1999, Martin y Lopez 1999, Lépez et al. 2003), incluyendo un
experimento cléasico (Salvador et al. 1996) en apoyo de la hipotesis de Hamilton y Zuk
(1982). No obstante, los resultados de estos trabajos se obtuvieron en base a individuos
procedentes de una sola localidad, sin ningun ejemplo de comparacion poblacional, lo

que sin duda alguna ha limitado el estudio de la diversidad fenotipica de P. algirus y
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también la generalizacion de los resultados obtenidos a todo el conjunto de sus

poblaciones.

A pesar de ello, si existen algunos trabajos que han conseguido documentar
diferencias poblacionales en diversos aspectos del fenotipo de la lagartija colilarga, la
mayoria de los cuales se han servido de la comparacion entre localidades relativamente
proximas entre si pero sometidas a condiciones ambientales distintas por efecto de las
diferencias en latitud y sobre todo altitud (véase mas arriba). Por ejemplo, al comparar
dos poblaciones de la provincia de Madrid situadas a diferente altitud (El Pardo, a 650-
700 m, y Morcuera, a 1.400-1.500 m) y por tanto con distinta calidad térmica, Diaz
(1997) hallé diferencias en las temperaturas corporales, la precision y efectividad de la
termorregulacion, y la capacidad locomotora predicha a partir de curvas de dependencia
térmica de la fisiologia. Sin embargo, un estudio posterior en laboratorio con las mismas
poblaciones (Diaz et al. 2006) no detectd diferencias en el rango térmico preferido por
las lagartijas de ambas localidades, a pesar de existir plasticidad fenotipica,
documentada por el hecho de que en ambas localidades se detectaron diferencias
significativas de caracter estacional (entre los meses de mayo y julio), con los rangos
preferidos pivotando estacionalmente en torno al valor fisiolégicamente 6ptimo para la

velocidad de carrera (Bauwens et al. 1995).

Examinando un gradiente ambiental similar con las poblaciones de El Pardo y
Navacerrada (otra localidad de montafa, a unos 1.200 m de altitud, menos térmica pero
mas productiva que la localidad de llanura), un experimento de trasplante reciproco
permitio a Iraeta et al. (2006) discriminar las fuentes de variacion responsables de las
diferencias en diversos rasgos reproductivos y de estrategias vitales, como el tiempo de
incubacion, el tamafio de los juveniles al eclosionar y la tasa de crecimiento. El
resultado mas resefiable de este estudio fue precisamente el relativo a la velocidad a la
que crecian los juveniles P. algirus, influenciada tanto por el entorno de crecimiento
(reflejando un primer componente de variacion ambiental) como, en menor medida, por
la poblacion de origen (indicando un segundo componente genético). Una prolongacion
de este trabajo (Iraeta et al. 2008) detecté las mismas fuentes de variacidén para las
diferencias en las tasas de actividad antes de la hibernacion, las tasas de supervivencia y
las caracteristicas de las puestas de ambas poblaciones. Estos dos trabajos fueron los
primeros en documentar la existencia de variacion contragradiente, que se produce

cuando la distribucion de los genotipos a lo largo de un gradiente ambiental hace que
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los efectos genéticos sobre el fenotipo se opongan a los ambientales, dando lugar a una
disminucién de la varianza fenotipica a lo largo del gradiente o incluso a que la
covariacion entre ambiente y fenotipo sea de signo opuesto al de la variacién genética
(Levins 1968, 1969). El mismo resultado, completado con una aproximacion
experimental de entorno comun y extendido al conjunto de las estrategias reproductivas
de estas dos poblaciones, permitio a Iraeta et al. (2013) concluir que, en efecto, los
genotipos que codifican para crecimiento rapido y tamafio grande de los juveniles se
dan en la localidad de llanura (Iraeta et al. 2006), cuya baja productividad origina un
crecimiento lento y un tamafio corporal menor, al menos en el caso de las hembras. Asi,
las hembras de montafia, aprovechando la mayor disponibilidad de recursos asociada a
unos niveles de precipitacion mas elevados, alcanzan tallas mayores que les permiten
poner mas huevos (Fitch 1970, Pincheira-Donoso y Tregenza 2011) y, gracias a su
mayor fecundidad, conseguir una mayor abundancia (Diaz 1997). Es mas, si se asume
que la estrategia de montana representa el estado ancestral, lo que tiene sentido
suponiendo que las poblaciones de lagartijas del centro de Espafia quedaran confinadas
a los fondos de valle durante la ultima glaciacion, con condiciones mésicas similares a
las de las sierras actuales, entonces cabe argiiir que las caracteristicas de la poblacion de
llanura —huevos y juveniles grandes y tasas de crecimiento elevadas— sean adaptaciones
recientes para una mejor supervivencia de los propagulos bajo la dura sequia estival de

los ambientes mediterraneos de llanura.

Con otro objetivo distinto, el de comprobar el potencial de variacion de las
estrategias vitales de P. algirus en el limite septentrional de su area de distribucion
ibérica, Diaz et al. (2007) compararon los principales rasgos reproductivos de dos
poblaciones situadas en el ntcleo (El Pardo, Madrid) y en la periferia (Lerma, Burgos)
de su area de distribucion, encontrando diferencias en todas las variables estudiadas
(frecuencia de segundas puestas, peso medio del huevo, tamafio de la puesta y tiempo de
incubacioén); estas diferencias fueron interpretadas en funcion de las adaptaciones de

cada poblacion a las condiciones ambientales locales.

Por ultimo, Carretero (2002) realiz6 un estudio comparado de la coloracion de P.
algirus en tres poblaciones de Catalufia, encontrando cierto grado de diferenciacion
poblacional y dimorfismo sexual en diversos rasgos, muchos de los cuales a su vez
estaban correlacionados con el tamafio corporal. Sin embargo, los resultados mas

destacables de este trabajo fueron los relativos al patron de coloracion de la garganta y
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su distribucidon por sexos en las poblaciones estudiadas al NE de Espafia (gargantas
amarillas en machos y hembras, con algo de rojo en las escamas infralabiales de los
machos), que diferia totalmente del presente en las poblaciones del centro de la
Peninsula (gargantas rojo-anaranjadas en los machos, sobre todo en los de mayor
tamafio y probablemente de mas edad, y gargantas amarillas en las hembras de mayor
tamafo). Asi mismo, este autor destaca que la presencia de una linea vertebral oscura o,
mas en general, el patron de coloracion rayado, aunque no es la norma en las
poblaciones de P. algirus de otras regiones de la Peninsula (Barbadillo 1999),
caracteriza a las poblaciones de ambientes esteparios y arenales costeros. De esta forma,

anticipa el patron general que se documenta y discute en el Capitulo 6 de esta memoria.

4.4. Contexto del presente estudio

En vista de la revision bibliografica del apartado anterior, es claro que hasta
ahora muy pocos estudios han combinado datos genéticos y de diferenciacion fenotipica
entre poblaciones de P. algirus (algo que si se ha intentado para P. hispanicus, una
especie mucho menos abundante y de distribucién mas parcheada; véase Fitze et al.
2011). Como excepcion, cabe mencionar los trabajos de Busack y Lawson (2006) y
Busack et al. (2006); sin embargo, las limitaciones metodoldgicas de estos estudios han
impedido obtener una soluciéon consensuada acerca de la historia evolutiva de las
poblaciones de lagartija colilarga y de su situacion en la actualidad. En lo referente al
trabajo de Busack y Lawson (2006) hay que destacar el cardcter poco representativo del
conjunto de poblaciones de P. algirus muestreadas en Europa y Africa (solo cuatro
localidades en Espafia y cinco en Marruecos; véase la Figura 1 de Busack y Lawson
2006), el escaso numero de individuos analizados (un total de 14 ejemplares para datos
de ADN mitocondrial, 25 para alozimas y 8 con datos de ambos marcadores) y el escaso
soporte de los arboles filogenéticos obtenidos. En consecuencia, la posterior descripcion
de P. manuelae y P. jeanneae como especies distintas de P. algirus (Busack et al. 2006)
parece una decision precipitada, o al menos merecedora de una revision mas detallada
con un mayor numero de ejemplares y localidades, ya que los analisis de Busack y
Lawson (2006) podrian no haber captado con suficiente precision la estructura

filogeografica de las poblaciones de P. algirus.

Por otro lado, y por lo que concierne a los estudios comparados sobre historia

natural de P. algirus, en los pocos casos en los que se incluyen dos poblaciones distintas
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(Traeta et al. 2006, 2008, 2010, 2011, 2012 y 2013, Diaz 1997, Diaz et al. 2006 y 2007),
los unicos resultados relativos a aspectos genéticos son los de los experimentos de
entorno comun (common garden), que permiten distinguir las fuentes de variacion
ambientales y genéticas, y que normalmente han asumido que los posibles efectos
genéticos sobre el fenotipo son el resultados de procesos locales de adaptacion. En
particular, Iraeta et al. (2006) controlaron los efectos familiares en un experimento de
trasplante reciproco entre dos localidades de llanura y de montafia y demostraron que,
independientemente de su origen, y aunque el crecimiento medio fuera mayor para los
juveniles procedentes de puestas de llanura, los juveniles criados en el ambiente de
montafia crecian mas deprisa y alcanzaban un mayor tamafio que sus medio-hermanos

criados en el ambiente de llanura.

5.- Objetivos especificos

Dentro de este marco conceptual, el objetivo de esta memoria es investigar los
factores que han influido en el origen y el mantenimiento de la diversidad fenotipica en
P. algirus, incluyendo el aislamiento geografico en refugios plio-pleistocénicos
separados y, en relacion con los efectos ambientales, los procesos de adaptacion local
y/o plasticidad fenotipica. Por motivos logisticos relacionados con el muestreo y el
esfuerzo de captura, en este estudio nos centraremos exclusivamente en las poblaciones
ibéricas de P. algirus; ademas, y en funcion de la informacion disponible sobre los
niveles de variabilidad genética (Carranza et al. 2006, Pina Martins 2007), parece que
los procesos mas interesantes desde el punto de vista evolutivo han tenido lugar en la
Peninsula. Asi, las poblaciones africanas solo serdn empleadas en los analisis
filogeograficos preliminares de orientacion sobre todo taxondmica, pero no en los
analisis fenotipicos. Sin embargo, para el conjunto de poblaciones ibéricas trataremos
de reunir y combinar datos filogeograficos, genéticos y fenotipicos con los siguientes

objetivos:

- Esclarecer la sistematica de Psammodromus algirus. El mantenimiento o no de

P. manuelae y P. jeanneae como especies validas y distintas de P. algirus
requiere examinar las relaciones de parentesco de las dos especies propuestas (a
ser posible utilizando sus holotipos, paratipos o topotipos) con poblaciones del
resto del area de distribucion de la lagartija colilarga, tanto en Iberia como en el
Magreb.
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Proponer una historia filogeografica en base a marcadores de ADN mitocondrial,

tratando de identificar los principales linajes y/o clados estableciendo hipotesis
acerca de los mecanismos que han podido originar la diferenciacion ancestral en
esta especie y los procesos de expansion que hayan podido experimentar sus
poblaciones. Para ello se hace necesario un muestro mas completo que el
empleado en trabajos anteriores. Asi mismo, y con objeto de definir la situacion
actual de flujo (vs. diferenciacién) entre poblaciones y/o filogrupos, es
recomendable contar no sélo con datos de ADN mitocondrial sino también con

informacion de marcadores nucleares (por ejemplo microsatélites).

Documentar los niveles en los que se manifiesta la diversidad fenotipica en esta

especie, enfatizando especialmente, como ya se ha dicho, las estrategias vitales
(life histories: tamafio de las hembras, huevos y juveniles, tiempo de incubacion,
tamafio de puesta, tasa de crecimiento) y la coloracion dorsal, aunque sin
despreciar algunos otros rasgos como la velocidad de carrera o la estrategia de

huida.

Evaluar el grado de ajuste fenotipico al ambiente, tratando de interpretar la

variacion fenotipica observada en términos de adaptacion o, en su caso,
plasticidad, relacionandola con gradientes ambientales de temperatura,

precipitacion, productividad, etc.

Para cumplir estos objetivos hemos estructurado nuestro estudio en distintos

capitulos:

En el Capitulo 2 aprovecharemos la publicacion de los estudios filogeograficos

con Psammodromus algirus (Carranza et al. 2006, Busack y Lawson 2006) y la

posterior descripcion de P. manuelae y P. jeanneae (Busack et al. 2006) para revisar la

taxonomia de esta especie en base a datos moleculares. Trataremos de combinar toda la

informacion genética disponible, afiadiendo datos inéditos de poblaciones del centro de

la Peninsula Ibérica, para comprobar si los dos linajes definidos por Carranza et al.

(2006) coinciden de forma abrupta o gradual en el centro peninsular, asociar los taxones

descritos por Busack et al. (2006) con los grupos filogeograficos existentes y evaluar su

validez taxondmica en base a las relaciones de parentesco dentro de P. algirus.
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El Capitulo 3 estard dedicado a investigar la variabilidad existente en los rasgos
reproductivos de las poblaciones ibéricas de P. algirus, y comprobar en qué medida
dicha variabilidad se encuentra determinada por la diferenciacion de los linajes
mitocondriales descritos en el capitulo anterior. Para ello, analizaremos los datos
climatoldgicos y las principales variables asociadas con las estrategias reproductivas
(como el tiempo de incubacion, el peso del huevo o la fecundidad relativa, entre otros)
en quince poblaciones de los linajes ibéricos, para tratar de interpretar la variacion
observada en un contexto filogeografico y de correlacion con los gradientes

ambientales.

En el Capitulo 4 disefiaremos un experimento para comprobar las respuestas de
los dos linajes mitocondriales a idénticas condiciones de incubacion en el laboratorio,
con el objetivo de investigar la posible adaptacion de los dos grupos a distintos niveles
de temperatura y humedad durante la etapa embrionaria. Para conseguir tal objetivo,
capturaremos hembras gravidas de cuatro poblaciones (dos del linaje occidental y dos
del linaje oriental, siendo en ambos casos una localidad mesomediterranea y la otra
supramediterranea), incubaremos los huevos bajo tratamientos cruzados de temperatura
y humedad, y mediremos diversos aspectos de la viabilidad y morfologia de los
juveniles para comprobar el posible efecto de estas dos variables ambientales sobre la

fitness de las lagartijas en la etapa post-natal.

El Capitulo 5 tratard de profundizar en la estructura genética de las poblaciones
ibéricas de P. algirus mediante un muestreo mas completo y exhaustivo, con el empleo
de dos tipos de marcadores genéticos: secuencias de ADN mitocondrial (para describir
la historia, extension y complejidad de los principales filogrupos —linajes y clados— del
Capitulo 2) y datos de microsatélites (para investigar la existencia de flujo génico entre
las poblaciones). Prestaremos especial atencion a la situacion actual de la zona central
de la Peninsula, dadas las evidencias acerca de su papel como zona de contacto
secundaria entre los dos linajes mitocondriales, y trataremos de interpretar las causas

historicas y ecologicas que pueden dar razoén de los patrones de flujo existentes.

Finalmente, el Capitulo 6 investigard la distribucion geografica del patron de
coloracion dorsal de P. algirus, su grado de asociacion con los clados descritos en el
Capitulo 5, y su aspecto funcional relacionado con la capacidad criptica de las lagartijas

frente a posibles depredadores aéreos. Disefiaremos experimentos para evaluar los
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tiempos de deteccion de lagartijas con distintos fenotipos (“rayado” vs. “no rayado”) en
entornos propios y foraneos, con fotografias tomadas de forma realista en el campo y
presentadas posteriormente a un grupo de observadores humanos. Los resultados nos
permitirdn discutir la evolucién de los fenotipos mapeando su distribucion sobre los
clados definidos por la antigua sefal filogenética y considerando su papel como

adaptacion encaminada a disminuir el riesgo de depredacion.
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I1. Capitulo 2

Nuevos datos sobre la filogeografia de Psammodromus algirus:

implicaciones sistematicas

Este Capitulo reproduce integramente el siguiente manuscrito:

Verdu-Ricoy, J., Carranza, S., Salvador, A., Busack, S.D., Diaz, J.A. (2010).
Phylogeography of Psammodromus algirus (Lacertidae) revisited: systematic
implications. Amphibia-Reptilia 31: 576-582.
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Nuevos datos sobre la filogeografia de Psammodromus algirus:

implicaciones sistematicas

Resumen. Se han estimado mediante secuencias de genes mitocondriales las relaciones
filogeograficas y de parentesco entre un amplio niimero de poblaciones de Psammodromus
algirus de la Peninsula Ibérica y del Norte de Africa, incluyendo las recientemente descritas
P. jeanneae y P. manuelae. Esta base de datos ampliada confirmé la presencia de dos
linajes mitocondriales divergentes en la Peninsula Ibérica, uno oriental y otro occidental,
cuyas distribuciones estan separadas por una estrecha zona de contacto a lo largo del centro
de la Peninsula. El holotipo y un paratipo de de P. jeanneae, y dos topotipos de P.
manuelae, representan respectivamente los clados sur y norte del linaje occidental,
convirtiendo a P. algirus en un taxon parafilético. Esto, unido al bajo nivel de subestructura
en alozimas y ADN mitocondrial dentro de las poblaciones occidentales, hace aconsejable
no mantener a P. jeanneae y P. manuelae como especies validas, por lo que estos nombres

quedan relegados a sinénimos de P. algirus.

Introduccion

Desde su descripcion original en 1758, Psammodromus algirus ha sido
considerada una especie inica y monotipica en la Peninsula Ibérica y el Norte de Africa.
Sin embargo, recientemente Carranza et al. (2006) demostraron que en Iberia P. algirus
estd constituida por dos clados definidos a partir de secuencias de ADN mitocondrial,
uno oriental y otro occidental. Trabajando de forma independiente a Carranza et al.
(2006), Busack y Lawson (2006) observaron diferenciacion en el ADN mitocondrial y
en alozimas entre poblaciones ibéricas del norte y del sur, y describieron P. manuelae
de Manzanares el Real (Madrid) y P. jeanneae de 25.6 km al NE de Facinas (Cadiz) en
base a un analisis morfologico (Busack et al. 2006). En este analisis utilizamos
secuencias de ADN de siete genes mitocondriales y aprovechamos una muestra mayor y
mas fiable de especimenes, incluyendo el holotipo y un paratipo de P. jeanneae, asi
como dos topotipos de P. manuelae, para revisar la filogeografia de P. algirus en la
Peninsula Ibérica. Esta base de datos ampliada nos permite inferir las relaciones
genéticas entre las poblaciones de P. algirus, P. manuelae y P. jeanneae a lo largo de
gran parte de su area de distribucion ibérica y revisar la taxonomia del grupo, con

especial referencia al estatus de P. manuelae y P. jeanneae.
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Material y métodos

Se secuencid un total de 104 individuos de 68 poblaciones, incluyendo muchas
muestras empleadas por Carranza et al. (2006) y Busack y Lawson (2006), el holotipo y
un paratipo de Psammodromus jeanneae (E232055 y 232056, respectivamente), dos
topotipos de P. manuelae (E232060 y 232062) y 32 especimenes de 16 poblaciones que
no se habian muestreado previamente (Figura 2.1). Un ejemplar de Psammodromus h.
hispanicus de Encinasola (Huelva) y otro de P. h. edwarsianus de la Sierra de Baza

(Granada) sirvieron como grupos externos (siguiendo a Carranza et al. 2006).

El ADN se extrajo a partir de aproximadamente 40 mg de tejido empleando el
Kit BioSprint 15 DNA® de Qiagen y siguiendo el protocolo del fabricante. El ADN
obtenido se inspecciond visualmente mediante migracion en geles de agarosa y se
cuantificoé con un espectofotdémetro NanoDrop. Las amplificaciones fueron realizadas en
un volumen total de 50 pul con 1x buffer de reaccion, 2 mM de MgCl,, 0.4 uM de cada
primer, 0.2 mM de cada dNTP, 1.25 U de Go-Taq Flexi DNA polimerasa (Promega), y
3 pl del ADN previamente extraido (50-100 ng). Un fragmento de 709 pares de bases
(pb) del gen mitocondrial de la cuarta subunidad de la NADH deshidrogenasa (ND4) y
de los genes adyacentes ARNt™ (histidina, 68 bp), ARNt>" (serina, 67 bp) y ARNt"*"
(leucina, 48 bp) se amplificd usando los primers ND4 y Leu (Arévalo et al. 1994). Las
condiciones de PCR consistieron en un paso de desnaturalizacion de 3 minutos a 94 °C,
seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion durante 30 segundos a 94 °C, ligamiento de
primers durante 30 segundos a 54 °C y elongacion durante 40 segundos a 72 °C, con un
paso final de elongacion de 4 minutos a 72 °C. Los fragmentos de los genes
mitocondriales citocromo b (CytB, 300 pb), ARNr 12S (363 pb) y ARNr 16S (410 pb)
se amplificaron usando los primers cytbl y cytb2 (Palumbi 1996), 12Sa y 12Sb (Kocher
et al. 1989), y 16Sa y 16Sb (Palumbi 1996), respectivamente. Las condiciones de PCR
consistieron en un paso de desnaturalizacion de 5 minutos a 94 °C, seguido de 35 ciclos
de desnaturalizacion durante 30 segundos a 94 °C, ligamiento de primers durante 45
segundos a 48 °C y elongacion durante 1 minuto a 72 °C, con un paso final de
elongacion de 5 minutos a 72 °C. La efectividad de las PCR se cuantificé visualmente
tras la migracion de los productos de PCR en geles de agarosa. Los productos de PCR
fueron purificados mediante un proceso de limpieza con acetato de amonio y etanol y
secuenciados mediante el protocolo de secuenciacion ABI Prism Big Dye Terminator

Cycle en un secuenciador automatico ABI Prism 310 (Applied Biosystems).
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Figura 2.1. Localidades muestreadas. Los circulos negros representan al linaje occidental,
los circulos blancos representan al linaje oriental, y los circulos con ambos colores indican
las localidades en las que estan representados ambos linajes (las localidades tipo para P.
manuelae [8] y P. jeanneae [38] estan sefialadas con asteriscos). Clave de localidades:
ESPANA: TARRAGONA: (1) Tarragona. LERIDA: (2) Tartareu. HUESCA: (3) Ainsa.
ZARAGOZA: (4) El Frasno. ZAMORA: (5) Cabaiias de Tera. SEGOVIA: (6) Sotos de
Sepulveda. MADRID: (7) Navacerrada, (8) Manzanares el Real, (9) El Pardo, (10)
Aranjuez. GUADALAJARA: (11) Pioz. CUENCA: (12) Torrejoncillo del Rey, (13) Hoces
del Cabriel. CACERES: (14) Santiago del Campo, (15) Villuercas. TOLEDO: (16)
Espinoso del Rey. CIUDAD REAL: (17) Valdepeiias, (18) Solana del Pino. JAEN: (19)
Despefiaperros. ALBACETE: (20) Embalse de Fuensanta, (21) Embalse de Bayco.
MURCIA: (22) Morata, (23) Aguilas. ALMERIA: (24) Cabo de Gata, (25) Sierra Gador,
(26) Abrucena. GRANADA: (27) La Calahorra, (28) Cortijo del Ciprés, (29) Dehesa de los
Montes. MALAGA: (30) Malaga, (31) Marbella, (32) Sierra Bermeja, (33) Genaguacil,
(34) La Sauceda, (35) Rio Hozgarganta. CADIZ: (36) Castellar de la Frontera, (37) Getares,
(38) Facinas, (39) Barbate, (40) Cailos de Meca, (41) Medina Sidonia. SEVILLA: (42)
Lebrija, (47) Cafiada de los Pajaros, (48) Gelves, (49) Gerena. HUELVA: (43)
Matalascanas, (44) Bodegones, (45) El Portil, (46) Ayamonte, (50) Berrocal, (51) Linares
de la Sierra. BADAJOZ: (52) Oliva de la Frontera, (53) Tentudia, (54) Pallarés.
CORDOBA: (55) Doiia Rama, (56) Virgen de la Cabeza. MARRUECOS: (57) Tanger,
(58) Ued Lau, (59) Chefchaouen, (60) Jebala, (61) Bab-Berret, (62) Beni-Mellal, (63)
Boulemane, (64) Atlas medio, (65) Berkana. ARGELIA: (66) Tlemcen, (67) Sidi Fered,;.
TUNEZ: (68) Ain Draham.

28



Joaquin Verdu Ricoy Diversidad fenotipica en poblaciones ibéricas de lagartija colilarga

Los cromatogramas de todas las secuencias fueron editados con Sequencer (v.
4.2.2, Gene Codes). Una vez corregidas, las secuencias fueron alineadas de forma
independiente para cada gen con CLUSTALX (Thompson et al. 1997) bajo los
parametros por defecto del programa (penalizacion por apertura de hueco = 10;
penalizacion por extension de hueco = 0.2) y visualmente inspeccionadas con BIOEDIT
v.7.0.5 (Hall 2005). La incongruencia topoldgica entre las particiones fue examinada
utilizando el test ILD (incongruence length difference, Michkevich y Farris 1981; Farris
et al. 1994), mediante 10.000 busquedas heuristicas que se llevaron a cabo tras eliminar
todas las posiciones invariables de las bases de datos (Cunningham 1997). Para evaluar
la incongruencia entre bases de datos, usamos una proporcion reciproca de bootstrap del
70% o un umbral para probabilidades posteriores del 95% (Mason-Gamer y Kellogg
1996). Los conflictos topologicos se consideraron significativos si dos relaciones
distintas para el mismo conjunto de taxones (secuencias) gozaban ambas de soporte.
Los resultados de todos los tests indicaron que las distintas bases de datos no eran
incongruentes, por lo que se llevo a cabo un analisis global combinando los 7 genes
mitocondriales (ND4, ARNt™ ARNt>, ARNt**", CytB, 12S y 16S). Para muchas de
las muestras, sin embargo, no fue posible amplificar los genes 12S y 16S, por lo que se
elabor6 una base de datos mas amplia con un concatenado de secuencias mas pequefio

que incluia solo 5 genes mitocondriales (ND4, ARNt"™, ARNt>", ARNt*" y CytB).

Los arboles filogenéticos se construyeron usando métodos de maxima
verosimilitud (ML; Felsenstein 1981) y métodos bayesianos. El modelo mas apropiado
de evolucion de las secuencias se determind con jModelTest v.0.1.1 (Posada 2008)
empleando el criterio de informacion de Akaike (AIC). En los andlisis bayesianos cada
particion posee su propio modelo evolutivo; éstos fueron: HKY para ARNt'™S y
ARNt™", HKY+G para ARNt™ y 16S, GTR+G para ND4 y 12S, y GTR+I+G para
CytB. Los andlisis de ML fueron realizados con PhyML v.2.4.3 (Guindon y Gascuel
2003), con los parametros del modelo ajustados a los datos por maximizacion de la
probabilidad. En este caso, un unico modelo de evolucion de secuencia fue seleccionado
para cada uno de los concatenados (de 5 y 7 genes). En ambos casos, el mejor modelo
fue el GTR+I+G. La fiabilidad de los arboles obtenidos mediante ML fue evaluada con
un analisis de bootstrap de 1.000 replicaciones (Felsenstein 1985b). Los analisis

bayesianos se realizaron con MrBayes v3.0b4 (Huelsenbeck y Ronquist 2001; Ronquist

y Huelsenbeck 2003) para 2.5 x 10° generaciones, con una frecuencia de muestreo cada
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100 generaciones. Tras verificar que se habia alcanzado una situacion estacionaria en la
estimacion de los parametros y en los valores de probabilidad, y una vez descartados los
primeros 5.000 arboles en los andlisis de los dos concatenados, se obtuvieron dos
arboles de consenso independientes con los arboles restantes usando la regla de la
mayoria. La frecuencia de un clado particular en el arbol de consenso representa la
probabilidad posterior para ese nodo (Huelsenbeck y Ronquist 2001); solo los valores
iguales o mayores que el 95% se consideraron indicativos de un soporte significativo

(Wilcox et al. 2002).

Resultados y discusion

El test ILD indico que las 7 particiones de los genes (ND4, ARNt™, ARNt™,
ARNt™", CytB, 12S y 16S) no eran incongruentes (P = 0.23); los analisis de las
particiones independientes confirmaron que no habia conflictos topoldgicos (Mason-
Gamer y Kellogg 1996), de forma que se obtuvieron dos conjuntos independientes de
fragmentos de ADN mitocondrial que fueron combinados para su analisis posterior. El
primer conjunto incluyé un total de 1192 pb para ND4-ARNt"“-ARNt**-ARNt"*"-CytB
de 104 individuos, de los que 318 pb fueron variables y 236 informativos segin el
criterio de parsimonia. El segundo estuvo formado por 1965 pb de ND4-ARNt'"-
ARNE*-ARNt""-CytB-12S-16S de 46 individuos, de los que 459 pb eran variables y
319 pb informativos segln el criterio de parsimonia. Todas las secuencias actualmente
no disponibles en GenBank seran afadidas tras la publicacion (véanse las Figuras 2.2 y

2.3 para obtener informacion sobre la identificacion de los especimenes).

Los resultados de los analisis de maxima verosimilitud (ML) y bayesianos
aparecen ilustrados en la Figura 2.2 (ND4-ARNt"-ARNt*"ARNt**"-CytB) y en la
Figura 2.3 (ND4-ARNt"™-ARNt**-ARNt"*"-CytB-12S-16S). Todos los métodos
produjeron arboles con topologias muy similares para los concatenados. Los valores de
log-likelihood de los arboles obtenidos por ML para los combinados ND4-ARNt"™*-
ARN-ARNt""-CytB y para ND4-ARNt"S-ARNt>*"-ARNt""-CytB-12S-16S fueron

—5824.03 y —6584.01, respectivamente.

Estos datos confirman que Psammodromus algirus se compone de dos linajes

mitocondriales con buen soporte y reciprocamente monofiléticos (Carranza et al. 2006):
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Figura 2.2. Relaciones filogenéticas de Psammodromus algirus, P. jeanneae y P. manuelae
derivadas de analisis de maxima verosimilitud (ML) y bayesianos de ND4, ARNt"®
ARNtS, ARNt“" y CytB (véase el texto para mas detalles). Los numeros por encima y por
debajo de los nodos representan respectivamente el apoyo de bootstrap (>70%) para los
analisis ML y las probabilidades posteriores (>0.95) para los analisis bayesianos (no
mostrados en los nodos con politomias). Las lineas discontinuas indican longitudes de
ramas basales no proporcionales al nimero total de cambios. Se indican la identidad de los
individuos muestreados y, con nimeros en negrita, las localidades correspondientes segiin
la numeracion asignada en la figura 2.1.
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Figura 2.3. Estima de las relaciones de parentesco entre Psammodromus algirus, P.
jeanneae y P. manuelae derivada de analisis de maxima verosimilitud (ML) y bayesianos
de ND4, ARNt"™ ARNt*", ARNt"", CytB, 12S y 16S (véase el texto para mas detalles).
Los niimeros por encima y por debajo de los nodos representan respectivamente el apoyo
de bootstrap (>70%) para los analisis ML y las probabilidades posteriores (>0.95) para los
analisis bayesianos (no mostrados en los nodos con politomias), Las lineas discontinuas
indican longitudes de ramas basales no proporcionales al nimero total de cambios. Se
indican la identidad de los individuos muestreados y, con numeros en negrita, las
localidades correspondientes seglin la numeracion asignada en la figura 2.1.

un linaje oriental confinado a la Peninsula Ibérica, y un linaje occidental presente tanto
en la Peninsula Ibérica como en el Norte de Africa (Figuras 2.1, 2.2 y 2.3). Este nuevo
analisis, que incluye una muestra mayor y geograficamente mas representativa de
individuos, y un fragmento més amplio de ADN mitocondrial que el empleado por
Carranza et al. (2006), apoya firmemente al clado africano como grupo hermano del
linaje occidental ibérico. Los representantes ibéricos del linaje occidental estan

repartidos en tres grupos: un clado basal restringido a tres muestras de localidades
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meridionales (todas en la provincia de Malaga, cerca de la frontera con Cadiz), y dos
clados principales, uno noroccidental y otro sudoccidental (Figuras 2.2 y 2.3). La
colonizacién del continente africano tuvo lugar tras la diferenciacion entre los linajes
occidental y oriental en la Peninsula Ibérica, pero antes de la division de los clados

sudoccidental y noroccidental dentro del linaje occidental.

Los andlisis filogenéticos sitian de forma clara a los especimenes tipo de
Psammodromus jeanneae, procedente de 25.6 km al NE de Facinas (Cadiz), en el clado
sudoccidental del linaje occidental, y a los especimenes de P. manuelae procedente de
Manzanares el Real (la localidad tipo, 37 km al NO de Madrid) en el clado
noroccidental (Figuras 2.2 y 2.3). Si P. jeanneae y P. manuelae fueran, de hecho,
especies bien diferenciadas, P. algirus seria una unidad parafilética. Sin embargo,
dentro del clado occidental, cuyas poblaciones africanas se asocian al taxén P. algirus,
el nivel de subestructura genética es mucho menor que el que existe entre los clados
occidental y oriental (Carranza et al. 2006, Fitze et al. 2011 y resultados de este
capitulo), por lo que nuestros datos moleculares (Figuras 2.2 y 2.3) no apoyan a P.
jeanneae y P. manuelae como especies bien diferenciadas. En consecuencia, relegamos

estos taxones al estatus de sinonimos de P. algirus.

Nuestra mayor cobertura geografica, en relacion a la presentada por Carranza et
al. (2006) y por Busack y Lawson (2006), nos permite rechazar la hipotesis de una
variacion gradual en los haplotipos mitocondriales estudiados. Es mas: existen datos
que sugieren patrones de coloracion altamente divergentes en poblaciones de P. algirus
del centro de Espafa y en tres poblaciones nororientales (Carretero 2002). Si tales (u
otras) diferencias fenotipicas fueran consistentes con una escala geografica mas amplia,
el linaje oriental de P. algirus, o al menos parte de ¢l (Capitulo 6), podria representar
una especie diferente. En conjunto, la nueva informacion presentada en este capitulo
sugiere que debe haber mecanismos ecologicos y/o comportamentales que estén
contribuyendo a mantener la diferenciacion, dando como resultado una zona de contacto
relativamente estrecha entre poblaciones orientales y occidentales a lo largo del centro
de la Peninsula Ibérica (Figura 2.1). Resulta evidente que son necesarios nuevos datos,
incluyendo marcadores nucleares (Godinho et al. 2008) y nuevos analisis
morfométricos, para mejorar nuestra comprension de la variacion genética,
filogeografica y fenotipica entre y dentro de los linajes oriental y occidental de P.

algirus, especialmente en las zonas de contacto.
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III. Capitulo 3

Variacion intraespecifica de los caracteres reproductivos:

diferencias entre puestas, poblaciones y linajes

Este Capitulo reproduce integramente el siguiente manuscrito:

Diaz, J.A., Iraeta, P., Verdu-Ricoy, J., Siliceo, I., Salvador, A. (2012).
Intraspecific variation of reproductive traits in a Mediterranean lizard: clutch,
population, and lineage effects. Evolutionary Biology 39: 106-115.
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Variacion intraespecifica de los caracteres reproductivos:

diferencias entre puestas, poblaciones y linajes

Resumen. Los ectotermos terrestres ampliamente distribuidos de las peninsulas
meridionales europeas muestran patrones de subdivision (relacionados con el aislamiento
en refugios templados) que nos permiten evaluar la importancia relativa del linaje
filogeografico, la poblacion de origen y los efectos familiares como fuentes de variacion
para los rasgos de las estrategias vitales. Se capturaron hembras gravidas de 15 poblaciones
geograficamente separadas del lacértido Psammodromus algirus, una especie ampliamente
distribuida con un linaje oriental y otro occidental bien diferenciados. Se incubaron los
huevos bajo dos tratamientos de temperatura, uno constante (28 °C) y otro de temperatura
fluctuante (28 + 4 °C), y se examinaron los efectos del linaje, de la poblacion y de la puesta
sobre varios rasgos de las hembras, los huevos y los juveniles. El tiempo de incubacion fue
principalmente explicado atendiendo a las diferencias entre linajes, pero también estuvo
influenciado por diferencias entre poblaciones y entre hembras de una misma poblacion.
Dentro de cada linaje, la incubacion fue mas corta en los sitios mas frios y humedos, y para
un clima dado, fue mas corta para las poblaciones orientales que para las occidentales,
sugiriendo procesos de variacion contragradiente que habrian evolucionado de forma
independiente en los dos linajes. El tamafio de la hembra, el tamafio de la puesta y la
fecundidad relativa fueron principalmente explicados por las diferencias entre poblaciones,
un patréon que parece atribuible a las diferencias ambientales en productividad, ya que el
tamafio medio de las hembras estuvo correlacionado de forma positiva con un gradiente de
precipitacion creciente y temperatura decreciente. El tamafo de la puesta resulté depender
del tamafio de la hembra, aunque no exclusivamente, sugiriendo tanto efectos proximos de
las condiciones locales como diferencias intrinsecas entre las poblaciones. Las hembras de
sitios mas calidos y secos produjeron juveniles mas grandes. El peso medio del huevo
estuvo determinado principalmente por efectos familiares. Los huevos incubados a
temperaturas constantes eclosionaron antes que sus hermanos incubados a temperaturas
fluctuantes, un hecho que podria ser explicado considerando que en los ambientes
mediterraneos la tasa de desarrollo podria aumentar a menor velocidad por encima de la

temperatura media de incubacion que lo que decreceria por debajo de la misma.
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Introduccion

Las estrategias vitales pueden ser definidas como conjuntos de rasgos
coadaptados que determinan cuanta energia destina un organismo a la reproduccion,
frente a las demandas competidoras de mantenimiento y crecimiento, y coOmo esa
inversion reproductiva se divide entre propagulos individuales (Stearns 1992, Roff
1992). Estas combinaciones de rasgos se suponen ajustadas al ambiente por seleccion
natural. Por ejemplo, los modelos teéricos predicen que, incluso una vez que los
recursos destinados a la reproduccion se han fijado, la seleccion natural puede todavia
dar forma al reparto de esa inversidon en pocos propagulos grandes o muchos propagulos
pequeios (Lack 1954, Sinervo y Licht 1991, Stearns 1992). Si los juveniles sufren tasas
de mortalidad altas, la estrategia de producir mas propagulos de menor tamafo deberia
seleccionarse, mientras que en ambientes donde los juveniles de mayor tamafio poseen
una clara ventaja en la supervivencia, el tamafio medio de los propagulos deberia
aumentar, y el tamafio de la puesta disminuir (Sinervo 1990). En especies oviparas, otro
rasgo que posee consecuencias evolutivas importantes y que de hecho responde con
rapidez a los gradientes ambientales es el tiempo de incubacion, que tiende a acortarse
en climas frios hasta la eventual evolucion del viviparismo (Shine 1983, 2005;
Telemeco et al. 2010). Asi, la variacion en los rasgos reproductivos se encuentra
ampliamente distribuida, y abarca todos los niveles de organizacion biologica, desde
individuos a poblaciones, especies, y taxones superiores. Por tanto, es importante
cuantificar la cantidad relativa de variacidon que se asocia con cada uno de estos niveles,
y establecer qué parte de la misma es mas probable que represente efectos filogenéticos,

genéticos y/o ambientales.

Para conseguir este objetivo se pueden emplear varios procedimientos. En el
nivel interespecifico, el andlisis de la variacién fenotipica con métodos filogenéticos
comparados ha sido predominante en la bibliografia (Felsenstein 1985a, Harvey y Pagel
1991). Estos métodos nos permiten distinguir si la comparticion de rasgos reproductivos
similares se debe a una ancestria comin, o a convergencia adaptativa o plasticidad
(Felsenstein 1985a, Miles y Dunham 1992, Bauwens y Diaz-Uriarte 1997, Siliceo y
Diaz 2010). En el nivel intraespecifico, los experimentos de entorno comun (common
garden) y las aproximaciones de trasplante reciproco permiten discriminar entre fuentes
de variacion ambientales y fuentes de variacion intrinsecas (posiblemente genéticas) de

las poblaciones examinadas a la hora de explicar la variacion geografica de los
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fenotipos (Qualls y Shine 2000, Lorenzon et al. 2001, Iraeta et al. 2006). Ademas, la
reproduccion en cautividad de hembras capturadas en el campo permite estimar efectos
familiares dentro de las poblaciones. Por otro lado, las filogenias moleculares
intraespecificas, cada vez mdas comunes, aportan informacion sobre la historia
filogeografica de las poblaciones (Avise 1989), permitiéndonos investigar el papel de la

ancestria en la diferenciacion poblacional.

Los reptiles escamosos (Squamata) representan excelentes modelos para estudiar
la evolucion de las estrategias vitales porque dos de las principales consecuencias de la
ectotermia en el medio terrestre -la escasa demanda de energia y el comportamiento
termorregulador- han tenido grandes efectos evolutivos (Shine 2005). Por ejemplo, las
hembras reproductoras pueden manipular las temperaturas de incubacién ya sea
seleccionando sitios apropiados para depositar la puesta (Shine y Harlow 1996, Iraeta et
al. 2007) o reteniendo los huevos en desarrollo, lo que ha dado lugar a multiples
transiciones del oviparismo al viviparismo a lo largo de la evolucion del grupo.
Ademas, la ausencia de las restricciones que la conservacion del calor impone al tamafio
corporal de los endotermos, permite a los reptiles producir grandes cantidades de
propagulos que pueden llegar a ser muy pequefios (Shine 2005). Esto facilita una
dindmica sumamente activa de ajuste de las estrategias vitales al ambiente local, bien
como resultado de efectos proximos (como oportunidades térmicas o disponibilidad de
alimento), o bien bajo la forma de respuestas con una base genética a los regimenes
selectivos geograficamente variables (Ballinger 1983, Sinervo y Adolph 1989, Adolph y
Porter 1993, Ferguson y Talent 1993, Iraeta et al. 2006). Esta flexibilidad ha generado
una enorme cantidad de variacion intraespecifica, lo que ha llevado a un incremento en
el namero de estudios centrados en el nivel poblacional (por ejemplo, Adolph y Porter

1993, Forsman y Shine 1995a, Niewiarowski et al. 2004).

En este contexto, las especies de lacértidos que estdn ampliamente distribuidas
en las peninsulas mediterrdneas meridionales suministran una valiosa oportunidad de
comprender las causas de la variacion en los caracteres reproductivos. Las evidencias de
marcadores moleculares indican que las Peninsulas Ibérica, Itdlica y Balcanica
funcionaron como refugios para muchas especies durante la época de las glaciaciones
(Taberlet et al. 1998, Hewitt 1999). Los estudios de variacion genética han mostrado
patrones de subdivision relacionados con el aislamiento en refugios templados durante

las etapas glaciales, y expansiones demograficas y geograficas durante las etapas
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interglaciares (Taberlet et al. 1998, Hewitt 1999, Mila et al. 2000, Lessa et al. 2003).
Esta antigua diversificacion se combina con la escasa capacidad de dispersion de los
ectotermos terrestres, que deben adaptarse a las condiciones locales o rastrear las
distribuciones cambiantes de los habitats adecuados para ellos. Todo esto permite afadir
una fuente adicional de variacion a la hora de analizar la evolucion de sus estrategias

vitales.

En este estudio hemos capturado hembras gravidas de 15 poblaciones
geograficamente separadas de Psammodromus algirus, abarcando gran parte del area de
distribucion ibérica de la especie, y hemos recogido datos climdticos de estaciones
meteorologicas cercanas para enmarcar la variacion intraespecifica en el contexto de los
gradientes bioclimaticos que podrian contribuir a explicar dicha variacion. La variacion
en caracteres reproductivos se ha documentando para P. algirus: estudios recientes han
revelado efectos significativos de la fragmentacion del habitat en la inversion
reproductiva (Diaz et al. 2005), diferencias en caracteres reproductivos entre
poblaciones situadas en el nucleo y en la periferia del rango de distribucion de la
especie (Diaz et al. 2007), y variacidn en las tasas de crecimiento, el tamafio de puesta,
el tamafio medio de los huevos, la duracion de la incubacion y el tamafio al nacer entre

poblaciones cercanas situadas a diferente altitud (Iraeta et al. 2006, 2013).

Ademas, los datos moleculares muestran que P. algirus comprende dos linajes
de ADN mitocondrial bien diferenciados y separados por una estrecha zona de contacto
(Carranza et al. 2006, Capitulo 2), sugiriendo una divergencia ancestral reforzada por
algin tipo de aislamiento entre los mismos. Aprovechando todo este conocimiento
previo, examinamos las siguientes hipotesis: (1) puesto que las diferencias ambientales
son la principal causa de la variacion de las tasas de crecimiento, imponiéndose sobre
los efectos familiares (Iracta et al. 2006), esperamos que el tamafio corporal de las
hembras y los rasgos reproductivos asociados (por ejemplo, el tamafio de puesta; Brandt
y Navas 2011) estaran principalmente influenciados por las diferencias climaticas entre
poblaciones; predecimos que los efectos poblacionales se impondran sobre los
atribuibles a la ancestria (representados por las diferencias entre linajes), con
correlaciones positivas entre las medias poblacionales y las medidas de productividad
ambiental; (2) puesto que los propagulos mas grandes tendran una ventaja selectiva de
cara a la supervivencia en lugares en los que las condiciones para el crecimiento de los

juveniles sean pobres (Roff 1992, Johnston y Leggett 2002, Iracta et al. 2006, 2008),
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proponemos la hipotesis de que el tamafio del huevo (y de los juveniles al eclosionar)
variara entre poblaciones, haciendo que las medias poblacionales muestren
correlaciones negativas con la productividad ambiental, y (3) puesto que el tiempo de
incubacién es fuertemente dependiente de la temperatura (Iraeta et al. 2007) y puede
tener efectos importantes en la fecha de eclosion y por tanto en la eficacia biologica
(Warner y Shine 2007), proponemos la hipdtesis de que las lagartijas de sitios mas frios
mostrardn tiempos de incubacidn mas cortos para compensar las temperaturas de

incubacion mas bajas (Oufiero y Angilletta 2006, Diaz et al. 2007).

Material y métodos
Especie de estudio

Psammodromus algirus es un lacértido de mediano tamano (longitud cabeza-
cloaca [LCC] en el adulto: 60-90 mm; peso 6-16 g), heliotérmico e insectivoro, que vive
en zonas de bosque y matorral de la Peninsula Ibérica, la region costera suroriental de
Francia y el Noroeste de Africa (Arnold 1987, Diaz y Carrascal 1991). En el centro de
Espana, su rango altitudinal es aproximadamente 450 - 1.400 m. La hibernacion tiene
lugar desde octubre hasta febrero. El cortejo y las puestas ocurren entre abril y junio, y

los juveniles eclosionan entre agosto y septiembre (Veiga y Salvador 2001).
Sitios de estudio

Durante las primaveras de 2006, 2008 y 2009 se capturaron lagartijas adultas de
15 poblaciones a lo largo del rango de distribucion de Psammodromus algirus en
Espaina (Figura 3.1, Tabla 3.1). Las secuencias de genes de ADN mitocondrial, tal como
se ha indicado en la Introduccion, permiten distinguir dos linajes divergentes, uno
oriental y otro occidental, en la Peninsula Ibérica (Carranza et al. 2006), cuyas
distribuciones se encuentran separadas por una estrecha zona de contacto a lo largo del
centro de la Peninsula (Verdu-Ricoy et al. 2010). De nuestras 15 poblaciones, nueve
pertenecen al linaje oriental, cinco pertenecen al linaje occidental, y una (Villuercas)
posee haplotipos de ambos linajes (Figura 3.1). Para cada localidad, registramos la
latitud, altitud, temperatura y precipitacion medias durante el periodo activo de P.
algirus (marzo — octubre). Estos datos se obtuvieron de las estaciones mas proximas de

la red de la Agencia Estatal de Meteorologia de Espafia (AEMET).
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Figura 3.1. Poblaciones de P. algirus usadas en este capitulo. Zamora: Cabafias de Tera
(C). Burgos: Lerma (L). Zaragoza: El Frasno (F). Segovia: Sotos de Sepulveda (S). Madrid:
Navacerrada (N), El Pardo (EP), Aranjuez (A). Cuenca: Horcajada de la Torre (H), Hoces
de Cabriel (HC). Ciudad Real: Valdepefias (V). Badajoz: Pallarés (P). Almeria: Abrucena
(AB). Murcia: Morata (M). Jaén: Despefiaperros (D). Caceres: Villuercas (VI). Los circulos
negros representan poblaciones del linaje occidental de ADN mitocondrial, mientras que
los circulos blancos indican las localidades del linaje oriental. Villuercas (asterisco) posee
haplotipos de ambos linajes.

Mantenimiento de los adultos, huevos y juveniles

Todos los individuos capturados fueron transportados al Departamento de
Zoologia de la Universidad Complutense de Madrid, donde fueron pesados y medidos
(longitud cabeza-cloaca, LCC). Las lagartijas se colocaron en terrarios de paredes
blancas opacas (dos hembras y un macho por terrario) cubiertos de una malla verde para
prevenir escapes que permitia pasar la luz natural, y provistas de una teja y ramas secas
a modo de refugio. Los terrarios se rellenaron con tierra humedecida recubierta de
hojarasca. Una bombilla de 60 W fue suspendida en un extremo del terrario para crear
un gradiente fototérmico (entre 25 - 50 °C) que permitiera la termorregulacién dentro

del rango preferido de temperaturas (Diaz y Cabezas-Diaz 2004). A las lagartijas se les
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alimentd con grillos (Acheta domesticus) y larvas de escarabajo (Tenebrio mollitor)
espolvoreados con una vitamina comercial (ReptiVite ®) y un suplemento de calcio. A
todos los terrarios se les proporciond agua ad libitum. En esta especie, las hembras
gravidas ponen los huevos en cautividad sin ningin problema, al tiempo que su
inversion reproductiva refleja las condiciones ambientales experimentadas en el campo
durante las etapas iniciales de la vitelogénesis (es decir, cuando se produce la asociacion
fisiologica entre el tamafo de puesta, el tamafio del huevo y el peso de la puesta;
Sinervo y Licht 1991). Las hembras gravidas fueron revisadas diariamente para detectar
si habian puesto. Cuando una hembra realizaba una puesta era retirada del terrario y se
procedia a una cuidadosa busqueda de los huevos. Tras encontrar la puesta, los huevos
eran contados, pesados e individualmente colocados en botes de plastico cerrados de
150 ml rellenos de aproximadamente 35 g de vermiculita humedecida (8 g de agua por
cada 10 g de vermiculita, equivalente a -200 kPa; Tracy et al. 1978). Todas las puestas
tuvieron lugar entre el 19 de mayo y el 29 de junio, y las hembras fueron soltadas en sus

sitios de captura poco tiempo después de realizar sus puestas.

Utilizamos un disefio de puestas divididas para distribuir los huevos en dos
incubadoras (Friocell, Konigswinter, Alemania) ajustadas a una temperatura media de
28 °C, una de las cuales mantenia un tratamiento de temperatura constante (28 = 0.1 °C)
mientras la otra mantenia un ciclo térmico diario entre un valor minimo de 24 °C entre
las 0 y 6 horas, y un valor maximo de 32 °C entre las 10 y 16 horas (Figura 3.2). Este
disefio tenia como objeto examinar los efectos de la varianza de la temperatura en el
periodo de incubacion y rasgos fenotipicos de los juveniles de diferentes puestas,
poblaciones y linajes. Cuando la incubacion estaba a punto de terminar, los recién
nacidos eran buscados a diario, y se anotaba la duracion de la incubacion. Los juveniles
recién eclosionados fueron pesados, medidos (LCC) e individualmente marcados
mediante la amputacion de al menos dos falanges. Todas las lagartijas fueron liberadas

en su sitio de captura una vez que la manipulacion de laboratorio hubo terminado.
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Altitud  Latitud T P LCC Tamaiio Residuos Peso del Tiempo de Peso LCC Residuos Residuos
Poblacion (m) ©N) €C)  (mm) CP1 hembra de tamaiio de puesta huevo inculfacién juvenil juvenil LCC juvenil peso ju.venil .
(mm) puesta vs. LCC hembra (2 (dias) (2 (mm) vs. peso huevo  vs. LCC juvenil
4463 .8£0.8 -0.006 £ 0.178 0.43 £0.04 63+14 056+0.0 0.1+0. 0.017 £ 0.023 0.021 +0.06
Abrucena (AB) 1070 37.12 16.04 173.1 -0.437 73 ) > ) ) 7 123) 3 (323) 23) >3 (23) ? 7(23) 23) 0
Aranjuez (A) 504 40.00 1789 2496  -0726 67.2(;; 43 5.0(ﬂ2:)0.0 0.162(3;)0.170 0.34(36c)0.02 58.7(6ﬁ; 0.5 0.47(ﬂ6:)0.04 28.i6i) 0.5 -0.004(6i)0.020 -0.014(;)0.083
~ 1.3+5. A4+1. -0.094 £ 0. 42+0.04 S+l .58 +0.04 S5+0. .032 £0.021 .027 £ 0.062
Cabanas de Tera (C) 780 42.01 1430 2759 0.624 8 3(9) 3T 6 ) 6 0.09 (9)0 095 0 (48;) 0 39 (548) 30 5?48;) 0430 (548)0 § 003 (48;) 0 0.0 7(48;) 06
Horcajada (H) 943 4003 1700 3447 0312 77.5(6ﬂ; 7.6 7.4(15[)3.4 0.075(;0.214 0‘3%&5;).03 54‘(122)1.2 0.45(;55).04 28.(22;0.6 -0.02?;5)0.027 -0.04?;)0.077
Despenaperros (D) 592 38.37 18.10 259.5 -1.001 72'6(;; 4.8 - - - - - - - -
1.8+£3. +1.4 .084 £0.1 37+0. 4+12 A8 £0. 29.2+0. 012 +0. -0.066 + 0.
El Frasno (F) 740 4142 1586 2565 0.118 8 ig) 37 7 8(8) 0.08 (8)0 70 0 37(52;) 06 56 ) 0 8(52;) 05 29 (52)0 9 00 (52)0 03 0 06?52)0 087
. T £2. 6£0. -0.115+£0. 42 £ 0. 8 £ 1. 4 £0. S £0. -0.004 £ 0. 036 £ 0.
Hoces del Cabriel (HC) 720 39.54 1748 2774  -0438 72 (710)2 6 4 6(9)0 5 0 115(9)0 084 0 42(30;) 03 56 (830)1 4 0 541305) 04 29 (530)0 7 -0 004(130)0 028 0 036(305) 073
S+4. 2+1.6 0.153 +0.052 0.42+0.0 35+1. 0.51+0.07 28.6+1.0 -0.032+0.0 0.038 +£0.106
Lerma (L) 940 42.13 13.79 3475 1.238 80 5(6) 8 8 5) > ) 31) o 3 (531) 3 31) 7 31) 3(31) 3 31)
D+ 3. == A87 £ 0. 34 £0. 9+£1. 46 £0. 6+ 1. .001 £ 0. -0.061 £ 0.
Morata (M) 660 3759 1835 2179  -1.225 67 5(6)3 1 53(3)1 5 0 187(3)0 414 034211;) 04 57 (911)1 5 046(11;) 02 28 (611)1 0 0001(11;) 026 006211)0 083
8+2. O+1. .070 £ 0.12 34£0.02 8+1.4 A43+£0.02 274+0. -0.044 £0.02 -0.014 £ 0.
Navacerrada (N) 1230 40.72 1296 513.0 2.190 77 %6) 37 0(3) 0 0 070(3)0 0 0.3 (15;) 0 38 ?15) 0 3215;) 0 7 (15)0 700 (15)0 023 0.0 (15)0 059
. 81.5+3.7 7.7+0.5 0.049 +0.124 041+£0.07 624+17 0.53+£0.07 298+1.1 0.012+0.027 -0.012 +0.086
Pallarés (P) 600 38.06 19.10 331.6 -0.956 ) 6) ©6) (39) (39) (39) (39) (39) (39)
.8 £6. 2+£1. .008 £ 0. 42 £0. £ 1. S3£0. 2+£1. -0.010 £ 0. .035+0.
El Pardo (EP) 658 40,50 1849 2639  -0599 75 226) 64 6 2(5)1 1 0 008(5)0 223 0 42(25;) 06 61 (725)1 5 0 53(25;) 06 29 (225)1 1 -0 01?25)0 027 0 035(25;) 063
Sotos de Sepiilveda (S) 1042 4132 1411 3970 1379 78.1; 4.4 6.3(1:)0.5 -0.007(:30,096 0.4(21i7;).03 57.(3137:)1.6 O.S(T;;.OS 28.(211730.5 -0.03?;)0.017 0.051(1i7;).060
Valdepefias (V) 722 38.90 1808 2569 -0723 73.(2;; 4.3 4.3(1:)0.6 -0.167(;:)0.097 0.41(;0.06 62.?;:) 2.1 0.52(;)0.07 29.8(8i) 1.0 0.015(£8c)0.023 -0.036(§c)0.1 18
. .0+4. 9422 -0.089 £ 0.2 41 +0. VESE 54 +0. 29.6 £ 1. .006 + 0. .012£0.071
Villuercas (VI) 960 39.46 16.60 3253 0.243 77 ?10) 83 9(9) 0 089(9)0 87 0 (42;) 05 60 242) 3005 (42;) 0729 (642) >0 006(42;) 038 0.0 (42;) 07

Tabla 3.1. Altitud, latitud, temperatura media entre marzo y octubre (T), precipitacion total entre marzo y octubre (P), y caracteristicas reproductivas de las

hembras (media + desviacion tipica, con el tamafio muestral entre paréntesis) para las quince poblaciones estudiadas.
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34 Temperatura fluctuante

— — — Temperatura constante

Temperatura de incubacion (°C)

12 24 36 48 60 72
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Figura 3.2. Temperatura en funcion de la hora diaria en los dos regimenes (de temperatura
constante y temperatura variable) usados en este estudio segun un disefio de puestas
divididas (la mitad de los huevos de cada puesta a temperatura constante y la otra mitad a
temperatura variable).

Analisis estadisticos

Todas las variables medidas (tiempo de incubacion, peso del huevo, tamafio de
la puesta, LCC y peso corporal de las hembras y los juveniles) fueron transformadas
logaritmicamente para cumplir con los requisitos de los test paramétricos. La condicion
fisica de los juveniles fue estimada utilizando los residuos de la regresion del logaritmo
del peso corporal sobre el logaritmo de la LCC al eclosionar. De forma similar,
calculamos el tamafio de puesta relativo para las hembras (es decir, el tamafio de la
puesta ajustado por la LCC de la hembra) usando los residuos de la regresion del

logaritmo del tamafio de puesta sobre el logaritmo de la LCC.

A menos que se indique de otra manera, los datos fueron analizados usando
modelos generales lineales. Para repartir la variacion en rasgos fenotipicos entre las
diferentes fuentes de variacion (es decir, linaje, poblacion y puesta) empleamos analisis
de la varianza encajados. Este procedimiento, que fue la primera aproximacion
estadistica para los estudios comparativos interespecificos (Harvey y Mace 1982), fue el
elegido aqui porque otros métodos mds convencionales como los contrastes
independientes (Felsenstein 1985a) o la autocorrelacion filogenética (Cheverud et al.
1985) requieren que las unidades sujeto de analisis tengan una historia filogenética que

represente las relaciones jerarquicas de descendencia y parentesco, y este supuesto
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puede no cumplirse cuando hay flujo génico sustancial entre las unidades, como puede
ser el caso en los analisis intraespecificos. Mds alin, nuestros datos genéticos nos
permiten obtener una filogenia para haplotipos de ADN mitocondrial (Verdu-Ricoy et
al. 2010) pero no de poblaciones (que pueden contener varios haplotipos mas o menos
diferenciados). De este modo, empleamos ANOVAs encajados apoyandonos en dos
supuestos: (1) hubo una divisién antigua (aproximadamente hace 3.6 Ma) entre los
clados oriental y occidental que han mantenido su identidad genética desde ese
momento (Carranza et al. 2006, Verdu-Ricoy et al. 2010); y (2) el flujo génico es por
definicion mas probable dentro de las poblaciones que entre ellas. Para evaluar los
efectos de la temperatura de incubacion usamos analisis de la varianza de medidas
repetidas, utilizando la puesta como unidad muestral. Para cada puesta, comparamos el
valor medio de los juveniles incubados a una temperatura constante de 28 °C con los de
los juveniles incubados bajo un régimen de temperatura fluctuante. Para evitar trabajar
con tamaios de muestra demasiado pequeiios, mezclamos los datos de ambos
tratamientos de temperatura a la hora de analizar los efectos de la puesta, la poblacion y
el linaje sobre los rasgos de los juveniles. Esto convierte nuestros andlisis en
conservadores, ya que los efectos potenciales de temperaturas constantes frente a
fluctuantes estan confundidos en el término error. Las variables geograficas y
meteorologicas fueron reducidas a un unico factor usando un Analisis de Componentes
Principales (ACP). No se obtuvieron huevos viables de la unica puesta realizada por
hembras de Despefiaperros. Como consecuencia, esta poblacion fue omitida en todos los
analisis concernientes a variables reproductivas. De forma similar excluimos Villuercas,
la poblacion con ambos tipo de haplotipos de ADN mitocondrial, de todos los analisis

en los que se utiliza el linaje usado como factor de clasificacion.

Resultados

Los ANOVAs anidados (Tabla 3.2) con los datos mostrados en la Tabla 3.1
revelaron diferencias significativas entre hembras, anidadas en poblaciones, para todos
los rasgo examinados en los propagulos (tiempo de incubacién, peso del huevo, LCC al
eclosionar, condicion corporal —peso ajustado por LCC- de los juveniles, LCC de los
juveniles ajustada por el peso del huevo). También hubo variacion significativa entre

poblaciones, anidadas en linajes, para todos los rasgos de los propagulos a excepcion
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del peso del huevo (para el cual la Gnica fuente de variacion importante fue entre las
hembras de una determinada poblacion). De forma similar, los rasgos de las hembras
(LCC, tamano de puesta, y tamafio de puesta ajustado por la LCC) diferian
significativamente entre poblaciones de un determinado linaje. Sin embargo, los efectos
de linaje solamente fueron significativos para el tiempo de incubacion, explicando el
45% del total de la varianza entre sitios (Tabla 3.2). Las diferencias de tamafio de puesta
entre las poblaciones fueron en gran medida, aunque no exclusivamente, atribuibles a
diferencias en el tamafio corporal de las hembras (ANCOVA: efecto de poblacion: Fi, 53
=1.99, P = 0.044; LCC de hembra: F; 53 = 38.33, P < 0.001; comparar con el efecto de

poblacion mostrado en la Tabla 3.2).

K g.l P % var

Peso del huevo

Linaje 0.85 1,11 0.375 1.66

Poblacion 1.52 11,54 0.151 21.39

Hembra 4278 54,263 <0.001 69.08
Periodo de incubacién

Linaje 14.09 1,11 0.003 45.37

Poblacion 24.62 11,54  <0.001 35.43

Hembra 2.84 54,263  <0.001 7.06
LCC al eclosionar

Linaje 0.58 1,11 0.462 241

Poblacion 8.19 11,54  <0.001 45.67

Hembra 5.44 54,263  <0.001 27.39
Residuo LCC juvenil - peso del huevo

Linaje 0.26 1,11 0.623 1.05

Poblacion 11.33 11,54 <0.001 45.32

Hembra 2.81 54,263  <0.001 19.63
Residuo Peso - LCC de los juveniles

Linaje 1.94 1,11 0.191 3.19

Poblacion 2.11 11,54 0.035 18.05

Hembra 5.55 54,263 <0.001 41.94
LCC de la hembra

Linaje 3.07 1,11 0.108 11.71

Poblacion 4.45 11,54  <0.001 41.97
Tamaiio de puesta

Linaje 0.87 1,11 0.371 3.91

Poblacion 5.19 11,54  <0.001 49.4
Fecundidad relativa (residuo Tamaifio de puesta - LCC

Linaje 0.31 1,11 0.589 0.91

Poblacion 2.39 11,54 0.017 32.44

Tabla 3.2. ANOVAs encajados para los rasgos de propagulos y hembras. Para los
propagulos, las fuentes de variaciéon son hembra anidada en poblacién, poblacién anidada
en linaje, y linaje mitocondrial (oriental frente a occidental). Para las hembras, las fuentes
de variacion son poblacion anidada en linaje y linaje.
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Los analisis biogeograficos utilizando como datos las medias poblacionales
arrojaron algunos resultados interesantes. Todas las variables geograficas y
meteorologicas se combinaron en un unico Componente Principal (CP1; véase la Tabla
3.3) que podria ser interpretado como un gradiente bioclimatico de productividad en la
region mediterranea de la Peninsula Ibérica, otorgando puntuaciones mayores a las
localidades situadas a mayor latitud o elevacidon, con mayores niveles de precipitacion y
menor temperatura durante el periodo de actividad de las lagartijas. Estos valores
estuvieron negativamente correlacionados con los residuos de la LCC al eclosionar
sobre el peso del huevo (r = -0.639, n = 14, P = 0.014), indicando que para un tamafio
de huevo dado, los recién eclosionados son de mayor tamafio en los sitios mas calidos y
secos. El tamafio corporal de las hembras era mayor en los sitios més frios, himedos y
presumiblemente mas productivos (correlacion entre las puntuaciones de las localidades
sobre el componente principal CP1 y la LCC media de las hembras: r = 0.566, n = 15, P
= 0.028). En promedio, las localidades del linaje oriental eran més aridas que las del
linaje occidental (media + desviacion estandar de los niveles de precipitacion entre
marzo y octubre; linaje oriental: 264.8 + 55.2 mm; linaje occidental: 356.3 + 102.2 mm;
Fi.12 = 4.88, P = 0.047), y las hembras del linaje occidental eran un poco mas grandes
que las del linaje oriental (linaje oriental: 74.0 = 5.1 mm; linaje occidental: 79.0 + 2.4
mm; Fy 2 = 4.11, P = 0.065). Como era de esperar, los tamafios de puesta fueron
mayores para aquellas poblaciones con hembras mas grandes (correlacion entre el
tamafio medio de la puesta y la LCC de la hembra: r = 0.792, n = 14, P = 0.001), y el
compromiso entre tamafio de puesta y tamafio del juvenil se hizo evidente al nivel de
poblacion: el peso del huevo, el peso del juvenil y su LCC al eclosionar estuvieron
correlacionados negativamente con los residuos del tamafio medio de puesta sobre la
LCC de la hembras (todas las r < -0.6 y todas las P < 0.02). Finalmente, el tiempo de
incubacion (Figura 3.3) fue el rasgo reproductivo mejor predicho por la combinacion de
factores historicos (linaje de ADN mitocondrial) y ecologicos (CP1). Para cada linaje, la
duracion de la incubacion decrecié a medida que la puntuacion sobre CP1 aumentaba
(es decir, la incubacién fue mas corta en sitios mas frios y productivos; ANCOVA: Fy o
=12.27, P = 0.0057), y para un clima, resultd6 mas corta para las poblaciones del linaje
oriental que para las del linaje occidental (ANCOVA: F; 1o =15.91, P =0.0026; véase la
Figura 3.3). Juntas, estas dos variables explicaron el 67.3% de la varianza en los
tiempos medios de incubacion (Fz,;0 = 10.3, P = 0.004). El régimen de incubacion no

tuvo efectos sobre la LCC, el peso ni la condicion de los juveniles (todas las P > 0.14),
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pero si que afectd al tiempo de incubacion. Para cada puesta, la duracion de la
incubacién fue mds corta bajo un régimen de temperatura fija que bajo un régimen de
temperatura fluctuante (ANOVA de medidas repetidas dentro de puestas con los datos
mostrados en la Figura 3.4: F; g5 = 62.06, P < 0.001), y dicha diferencia fue levemente
mayor, juntando todos los datos de un linaje dado, para las puestas occidentales que

para las orientales (interaccion de régimen de temperatura x linaje: Fi¢5 = 4.84, P =

0.031).

CP1
Latitud 0.712
Altitud 0.819
Temperatura -0.937
Precipitacion 0.807
Autovalor 2.707
Varianza 0.677

Tabla 3.3. Andlisis de Componentes Principales con las variables climaticas reflejadas en
la Tabla 3.1, mostrando los factores de carga (todas las P < 0.003), el autovalor y el
porcentaje de varianza explicada para el primer componente obtenido.
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Figura 3.3. Duracion del tiempo de incubacion en funcion de (1) un gradiente climatico
que otorga valores elevados a sitios con temperaturas mas bajas y niveles mas bajos de
precipitacion, elevacion y/o latitud (véase la Tabla 3.1); y (2) linaje de ADN mitocondrial.
Véase la Figura 3.1 para los simbolos de las poblaciones y los linajes.
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Figura 3.4. Duracion de la incubacion (media + intervalo de confianza al 95%) en funcién
del régimen de incubacion (régimen constante vs. fluctuante) y del linaje mitocondrial.

Discusion

Nuestros datos muestran una variacion intraespecifica sustancial en todos los
caracteres reproductivos examinados (tamafo de la hembra, tamafio de la puesta,
fecundidad relativa, peso medio del huevo, LCC al eclosionar, condicion fisica de los
juveniles y tiempo de incubacidn) en todos los niveles jerarquicos considerados. En este
apartado, discutimos las implicaciones de nuestros resultados para las hipdtesis
presentadas en la Introduccion, con especial referencia a la importancia relativa del
linaje, la poblacién y la puesta como fuentes de variacion de los rasgos reproductivos, y
dentro del contexto de algunas de las presiones selectivas que son caracteristicas de los

ambientes mediterraneos.

En relacion a nuestra primera hipotesis, las diferencias interpoblacionales, que
ya han sido documentadas antes para caracteres reproductivos tanto de lacértidos (Du et

al. 2005a, Iraeta et al. 2006, Diaz et al. 2007, Wang et al. 2011) como de otras familias
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de lagartos (Sears y Angilletta 2003, Radder 2006, Du et al. 2010a), fueron la fuente de
variacion principal para el tamano de puesta y la fecundidad relativa. Conviene destacar
que las diferencias interpoblacionales fueron también importantes para la LCC de las
hembras, con un 54% de varianza explicada; de esta cifra, aproximadamente el 12% es
atribuible a diferencias entre los linajes oriental y occidental, mientras que el 42%
restante se asocia a diferencias entre las poblaciones de un mismo linaje. Este patron de
variacion estuvo causado muy probablemente por las diferencias ambientales en
productividad, ya que el tamafio medio de la hembra estuvo positivamente
correlacionado con las puntuaciones de las localidades en un gradiente que va de menos
a mas precipitacion y de mas a menos en temperatura, y las poblaciones del linaje
occidental presentaron tanto hembras més grandes como valores de precipitacion mas
elevados que las poblaciones del linaje oriental. Un estudio reciente ha demostrado que
en los lagartos de la familia Tropiduridae el tamafio corporal de las hembras se relaciona
con un componente climatico de precipitacion, que es probablemente un correlato de la
produccion primaria; puesto que el tamafio de la puesta depende del tamafio de la
hembra, la productividad parece ejercer un efecto indirecto sobre el tamafio de la puesta
(Brandt y Navas 2011). De forma similar, nuestros datos muestran que el tamafo medio
de la puesta depende principalmente, aunque no solo, de la LCC de la hembra,
sugiriendo tanto un efecto proximo de las condiciones locales que influirian sobre la
LCC materna como un papel relativamente menor de las diferencias intrinsecas, quizas
genéticas, entre poblaciones. Un experimento previo de trasplante reciproco (Iraeta et al.
2006) entre dos poblaciones del linaje occidental incluidas en este estudio (El Pardo y
Navacerrada) demostrd que el tamaio y la tasa de crecimiento de los juveniles estaban
influenciadas por la localidad de origen de la madre, lo que significa que las diferencias
de las poblaciones pueden reflejar una diferenciacion genética (Du et al. 2005a, Iracta et
al. 2006, Buckley et al. 2010). Sin embargo, estos rasgos estaban determinados en
primera instancia por el entorno del crecimiento, puesto que la localidad de montafia
(que producia fenotipos de crecimiento mas lento) proporcionaba mas comida y
permitia a los juveniles crecer mas rapido y alcanzar tamafios mayores (Iraeta et al.
2006). Si estos efectos persisten en el tiempo, pueden generar diferencias en la LCC
materna y en el tamafo de puesta entre poblaciones como las reflejadas en nuestro
estudio (pero véase Buckley et al. 2007), dando lugar a patrones paradigmaticos de
variacion contragradiente en la evolucion de las estrategias reproductivas (Iraeta et al.

2013).
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El tamafio del juvenil, que vari6 de forma significativa entre poblaciones y
hembras pero no entre linajes (Tabla 3.2), fue mayor en las localidades mas secas y
calidas, confirmando asi nuestra segunda hipdtesis. Estudios previos con ésta y otras
especies de lagartos han encontrado patrones similares de juveniles mayores en sitios
mas calidos, mas secos o situados a menor latitud o altitud (Sinervo 1990, Iraeta et al.
2006, Diaz et al. 2007). Sin embargo, el patron opuesto de juveniles mas grandes a
mayor altitud o latitud también ha sido descrito (Oufiero y Angilletta 2006,
Niewiarowski y Angilletta 2008, Du et al. 2010a, b), indicando una ventaja para las
crias mas grandes en ambientes mas frios debido a limitaciones térmicas que afectarian
a las oportunidades para encontrar, ingerir y asimilar el alimento (Adolph y Porter 1996,
Sears y Angilletta 2003). No obstante, nuestros datos sugieren una explicacion
alternativa que puede ser importante para comprender las estrategias vitales de las
lagartijas en ambientes mediterraneos, en los que las escasas precipitaciones durante el
verano y las limitaciones troficas asociadas pueden seleccionar bajos niveles de
actividad, limitar las tasas de crecimiento de los juveniles, e incrementar asi la ventaja
para la supervivencia de los juveniles de mayor tamafio bajo condiciones de falta de
alimento y/o en afios con sequia (Ferguson y Fox 1984, Sinervo y DeNardo 1996, Sears
y Angilletta 2003, Iraeta et al. 2006, 2008). Esto es consistente con la hipdtesis de que
la produccion de propagulos relativamente grandes es una respuesta adaptativa a la baja
disponibilidad de alimento (Lack 1954) o, mas generalmente, que un cambio hacia
propagulos mayores mejorard la eficacia biologica parental en ambientes donde las
condiciones para el crecimiento y/o la supervivencia de los juveniles son pobres (Roff
1992, Johnston y Leggett 2002). Tal patrén puede tener dos explicaciones, ambas
consistentes con nuestros datos. La primera es la diferenciacion de las poblaciones, con
diferencias genéticas favoreciendo un mayor tamafo de las crias en habitats pobres, y la
segunda es una respuesta plastica adaptativa por parte de las hembras, ya sea directa o a

través de efectos maternos (Bernardo 1996, Johnston y Leggett 2002).

Por otro lado, nuestra segunda hipoétesis fallo en su prediccion de que el peso del
huevo y la condicion corporal de las crias (es decir, el peso corporal ajustado por la
LCC) debian diferir entre poblaciones, ya que éstos fueron los tnicos rasgos de los
propagulos para los cuales los efectos de la poblacion fueron no significativos o muy
pequetios. En cambio, estos rasgos se vieron afectados principalmente por las

diferencias entre puestas de una determinada poblacion (es decir, efectos familiares),
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quizas debido a los efectos intercorrelacionados del tamano de la hembra, el tamafio de
la puesta y el parentesco entre hermanos o semihermanos. En cualquier caso, la gran
cantidad de varianza entre puestas (relativa a la varianza error) condujo a los efectos

familiares a tener prioridad sobre las restantes fuentes de variacion para estos rasgos.

En relacion a nuestra tercera hipdtesis, solo obtuvimos un apoyo parcial para la
misma, ya que la correlacion entre el tiempo de incubacion y la temperatura ambiente
fue altamente significativa solo tras controlar por los efectos del linaje. De hecho, el
tiempo de incubacion fue la Unica caracteristica reproductiva para la cual todas las
fuentes de variacion fueron importantes, incluyendo la divergencia entre los linajes
oriental y occidental (Tabla 3.2: aproximadamente el 45% del total de la varianza vino
explicado por ese efecto). De esta manera, nuestros datos muestran que el efecto de la
diferencia entre estos antiguos linajes, que debieron separarse después de la apertura del
Estrecho de Gibraltar (Carranza et al. 2006), se imponen sobre los jerarquicamente
inferiores efectos de poblacion y hembra (35 y 7% de varianza explicada,
respectivamente). Para cada linaje, las diferencias interpoblacionales estuvieron
principalmente relacionadas con influencias climaticas, porque a idénticas temperaturas
en el laboratorio, los periodos de incubacion fueron mdas cortos para las lagartijas de
sitios mas frios y humedos. De esta manera, el patréon observado revela variacion
contragradiente, porque en el laboratorio el periodo de incubacion aumenta a medida
que la temperatura de incubacion decrece (Iraeta et al. 2006, 2007). Resultados
similares se han descrito previamente para poblaciones de Sceloporus undulatus que
experimentan diferentes temperaturas ambientales por vivir a diferentes latitudes o
altitudes (Oufiero y Angilletta 2006, Niewiarowski y Angilletta 2008, Du et al. 2010a).
Sin embargo, es importante apuntar que la variacion contragradiente se manifiesta en
nuestros datos solo después de controlar por los efectos de linaje, lo que sugiere con
fuerza que ha evolucionado independientemente en ambos linajes. Si estos patrones
paralelos en las respuestas de las poblaciones tienen una base genética, pueden haber
sido moldeados por presiones selectivas que favorezcan periodos de incubacion mas
cortos para compensar el crecimiento embrionario relativamente mas lento en ambientes
mas frios (Oufiero y Angilletta 2006); ademas, la mayor disponibilidad de alimento
produciria un crecimiento post-natal mas rapido en tales ambientes, y esto podria tener
mas peso que los costes de eclosionar antes o con un tamafio menor (Iraeta et al. 2006).

La razon por la que los huevos orientales eclosionan antes que los occidentales sigue

52



Joaquin Verdu Ricoy Diversidad fenotipica en poblaciones ibéricas de lagartija colilarga

siendo desconocida, aunque podria estar relacionada con las diferencias en la
disponibilidad de agua para las crias en desarrollo, dado que la precipitacion fue la
unica variable ambiental que diferia de forma significativa entre el linaje occidental
(mas humedo) y el oriental (mas seco). Por ltimo, merece la pena mencionar que los
huevos incubados a una temperatura constante de 28 °C eclosionaron antes de lo que lo
hicieron sus hermanos incubados a temperaturas fluctuantes de 28 + 4 °C,
particularmente en el caso de las puestas de las hembras de poblaciones occidentales
(Figura 3.4). Esto resulta sorprendente porque estudios previos han mostrado que para
una media térmica determinada, la incubacion se acorta a medida que la varianza se
incrementa en el escincido de ambientes alpinos Bassiana duperreyi (Shine y Harlow
1996, Du y Shine 2010). Estos autores argumentan que en dicha especie existe una
relacion exponencial entre la tasa de desarrollo y la temperatura, lo que implica que un
determinado incremento térmico ejerce un efecto mayor en el desarrollo que una
reduccion térmica de la misma magnitud. Aunque no poseemos datos, podemos
especular que el patron opuesto podria ocurrir en P. algirus, una especie mediterranea
en la que las hembras seleccionan sitios para la puesta con una temperatura media > 26
°C y con una menor varianza que la disponible al azar (Iraeta et al. 2007). Por lo tanto,
si la tasa de desarrollo se incrementa a una velocidad menor por encima de la
temperatura media de incubacién de lo que decrece por debajo de la misma, entonces el
efecto neto de incrementar la varianza térmica serd retrasar el desarrollo. Nuestros
resultados, por tanto, indican la necesidad de llevar a cabo estudios para determinar la
dependencia térmica de la embriogénesis (absorcion de la yema, tasa metabolica, ritmo
cardiaco, etc; Storm y Angilletta 2007, Oufiero y Angilletta 2010, Du y Shine 2010)
bajo temperaturas de incubacidon constantes y fluctuantes en ésta y otras especies de

lagartos de climas mediterraneos calidos y secos.
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IV. Capitulo 4

Respuestas fenotipicas a las condiciones de incubacion en
Psammodromus algirus: un experimento con poblaciones

ecologicamente diferenciadas de dos linajes filogeograficos

Este Capitulo reproduce integramente el siguiente manuscrito:

Joaquin Verdu-Ricoy, J., Iraeta, P., Salvador, A., Diaz, J.A. Phenotypic responses
to incubation conditions in ecologically distinct populations of the lizard
Psammodromus algirus: a tale of two phylogeographic lineages. Enviado a
Biological Journal of the Linnean Society.
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Respuestas fenotipicas a las condiciones de incubacion en
Psammodromus algirus: un experimento con poblaciones

ecologicamente diferenciadas de dos linajes filogeograficos

Resumen. La escasa capacidad de dispersion y la condicién ectotérmica de los reptiles
escamosos (Reptilia: Squamata) ha generado patrones complejos de estructura
filogeografica que pueden afiadir un componente de “inercia (filo)genética” en la
sensibilidad térmica o hidrica de sus embriones. En este estudio presentamos los resultados
de un experimento con cuatro poblaciones del lacértido Psammodromus algirus en las que
evaluamos los efectos de la temperatura de incubacion (24 vs. 32 °C), el contenido en agua
del sustrato de incubacion (10 vs. 80%), el linaje filogeografico (oriental vs. occidental) y la
poblacion de origen (con localidades a mas o menos altitud en cada uno de los dos linajes)
sobre diversos rasgos fenotipicos de los huevos y los juveniles. Las hembras occidentales
fueron mas grandes y realizaron puestas mayores y mas pesadas que las orientales. El
tiempo de incubacion fue mucho mayor a baja temperatura, se incremento ligeramente con
la humedad y fue mas corto para las hembras de las localidades de mayor altitud que para
las de llanura. Los huevos incubados a 24 °C produjeron juveniles mas largos y pesados y
con colas mas cortas que los incubados a 32 °C. Los juveniles del linaje occidental y los
incubados a 32 °C sobrevivieron mejor hasta los 30 dias que los juveniles orientales y los
incubados a 24 °C; la menor tasa de supervivencia (58%) correspondi6 a los juveniles de la
poblacion oriental de llanura incubados a 24 °C. Puesto que los juveniles incubados a 32 °C
crecieron mas rapido, a la edad de 30 dias habian compensado su desventaja inicial de
tamaio, y a la edad de 37-47 dias ya eran mayores que los incubados a 24 °C. El nimero de
sprints por carrera fue menor para los juveniles orientales que para los occidentales, que
recorrieron distancias totales mas largas que los orientales. Asi, nuestros resultados indican
que aunque la temperatura de incubacion fue la principal fuente de variacion fenotipica, no
todos sus efectos fueron evidentes en el momento de la eclosion. Esto es asi porque los
juveniles incubados a altas temperaturas eclosionaron mas pequefios, pero sobrevivieron
mejor y crecieron mucho mas rapido durante el primer mes de vida. Ademads, también
detectamos diferencias entre los linajes en la sensibilidad térmica de los embriones, con un
grupo occidental mas tolerante a la incubacion a bajas temperaturas. Puesto que el linaje
oriental ocupa areas mas calidas y secas que el occidental, sugerimos que tales diferencias
pueden haber limitado la expansion del linaje oriental en el borde occidental de su area de

distribucion.
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Introduccion

Los reptiles escamosos representan sistemas modelo excelentes para el estudio
de la evolucion de las estrategias vitales, ya que las dos principales consecuencias de la
ectotermia terrestre, los bajos requerimientos energéticos y la termorregulacion
comportamental, han tenido consecuencias evolutivas importantes (Shine 2005). Por
ejemplo, las hembras reproductivas pueden manipular las temperaturas de incubacion,
bien seleccionando sitios apropiados para la puesta (Shine y Harlow 1996, Iraeta et al.
2007) o bien reteniendo los huevos en desarrollo en el oviducto, lo que acorta los
tiempos de incubacién y puede conducir a la evolucion del viviparismo. Ademas, la
libertad respecto de las restricciones que la conservacion del calor corporal impone al
tamafo de los endotermos permite a los reptiles producir propagulos pequeiios en
grandes cantidades (Shine 2005). Esto promueve un ajuste dindmico de las estrategias
vitales (life-histories) a los ambientes locales, que puede ser el resultado de efectos
proximos (como las temperaturas disponibles o la abundancia de alimento) o de
adaptacion a regimenes selectivos geograficamente variables (Sinervo y Adolph 1989,
Adolph y Porter 1993, Iraeta et al. 2006). Esta flexibilidad ha generado una enorme
cantidad de variacion intraespecifica, lo que ha conllevado un incremento en el nimero
de estudios enfocados en el nivel de la poblacion (Niewiarowski et al. 2004, Diaz et al.

2012; véase el Capitulo 3).

Ademas, la escasa capacidad de dispersion de los reptiles, combinada con su
condicion ectotérmica, es probablemente la responsable de las cominmente complejas
estructuras filogeograficas de sus poblaciones, especialmente en dreas conocidas por
haber servido como refugios durante los avances glaciares del Pleistoceno, durante los
cuales la distribucion de la herpetofauna se ha visto probablemente limitada a las zonas
costeras y/o de menor altura de las peninsulas meridionales del continente europeo
(Gomez y Lunt 2007). Esto deberia afiadir un componente de “inercia (filo)genética”
(Hewitt 2000) a las estrategias vitales de los escamosos y a la plasticidad de sus
estrategias reproductivas en respuesta a la variaciéon ambiental en factores clave como la

temperatura o el contenido en agua del suelo.

Puesto que los eventos tempranos en el desarrollo individual pueden tener mas
impacto que los tardios en el fenotipo adulto (Qualls y Shine 1998), los efectos

ambientales se suponen especialmente importantes cuando actiian sobre el desarrollo
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embrionario. Asi, el papel de factores ambientales como la temperatura o la humedad
(Deeming y Ferguson 1991, Ji y Brana 1999) en la modulacion de la variacion
fenotipica parece mayor cuando una gran parte del desarrollo ocurre fuera del cuerpo
materno, como ocurre en las especies oviparas (Elphick y Shine 1998). Es bien sabido
que la temperatura es un condicionante fundamental de la velocidad de las reacciones
metabolicas propias del desarrollo embrionario (Qualls y Shine 1998), y que por tanto
determina en buena medida la duracion de la incubacion (Shine y Harlow 1996, Oufiero
y Angilletta 2006, Parker y Andrews 2007, Monasterio et al. 2011), y también que los
sustratos himedos permiten a los huevos de céscara fina de los reptiles incrementar su
masa y volumen durante la incubacion por medio de la absorcion de agua (Packard
1991, Ji y Du 2001). Como consecuencia, los efectos térmicos e hidricos han sido
ampliamente estudiados en los lagartos y serpientes (Deeming 2004), en los que la tasa
de desarrollo (Sinervo y Adolph 1994), el éxito de eclosion (Van Damme et al. 1992,
Angilletta et al. 2000), y el tamafio, forma (Shine et al. 1997, Elphick y Shine 1998,
Qualls y Shine 2000), sexo (Bull 1980, Janzen y Paukstis 1991), capacidad locomotora
y comportamiento (Van Damme et al. 1992) de los juveniles eclosionados, se ven
fuertemente influidos por las condiciones de incubacion. Es mas, en algunos casos la
variacion en la temperatura y humedad produce efectos a largo plazo que persisten a lo
largo del desarrollo postnatal y pueden afectar a la eficacia biologica (Elphick y Shine

1998).

Sin embargo, y como cabria esperar, las respuestas de los lagartos a las
condiciones de incubacion son extremadamente diversas. Aunque las temperaturas altas
generalmente reducen los tiempos de incubacion, su impacto sobre el éxito de eclosion
es mucho menos predecible; dependiendo de la especie, la incubacion en ambientes
calidos puede incrementar (Telemeco et al. 2010), no afectar (Parker y Andrews 2007),
0 mas comunmente presentar efectos deletéreos sobre el éxito de eclosion (Ji y Brana
1999, Angilletta et al. 2000). Otros rasgos que también pueden exhibir respuestas
diferentes a la temperatura dependiendo de las especies son el tamafio del juvenil (Shine
y Harlow 1996, Elphick y Shine 1998, Telemeco et al. 2010, Rodriguez-Diaz et al.
2010) y la capacidad locomotora (Elphick y Shine 1998, Qualls y Shine 1998, Brana y
Ji 2000). Es interesante sefialar que también se han documentado respuestas variables a
las condiciones de incubacion a nivel intraespecifico, habiéndose detectado diferencias

entre las poblaciones de una misma especie en la dependencia térmica del éxito de
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eclosion (Niewiarowski y Angilletta 2008), el periodo de incubacion (Qualls y Shine
1998, Du et al. 2010a), el tamafio del juvenil (Sears y Angilletta 2003, Caley y
Schwarzkopf 2004, Buckley et al. 2010, Du et al. 2010a, b) o la tasa de crecimiento
(Oufiero y Angilletta 2006, Niewiarowski y Angilletta 2008). Asi, los estudios
intraespecificos ofrecen una excelente oportunidad para evaluar el ajuste causal y
funcional entre la variacion fenotipica y los factores ambientales, particularmente
cuando las poblaciones de una especie se distribuyen a lo largo de gradientes
ambientales y exhiben algun grado de divergencia genética como resultado de eventos

pasados de diferenciacion (Avise et al. 1998, Diaz et al. 2012).

En este contexto hemos disefiado un experimento con una especie ibérica comin
y ampliamente distribuida de reptil escamoso, el lacértido Psammodromus algirus, para
evaluar los efectos del ambiente de incubacion (variacion en la temperatura y humedad),
del linaje filogeografico (oriental vs. occidental, véase mas abajo) y de la poblacion de
origen (con dos réplicas por linajes, una poblacion mas de llanura y otra de mayor
altitud, con las diferencias de clima y productividad que esto implica) sobre diversos
rasgos fenotipicos de los huevos y juveniles que pueden estar relacionados con la
eficacia bioldgica de los individuos. Con este proposito, capturamos hembras gravidas
de cuatro poblaciones diferentes y las mantuvimos en un ambiente comun hasta que
realizaron las puestas. Los huevos fueron asignados aleatoriamente a uno de los cuatro
tratamientos de temperatura y humedad (temperatura alta vs. baja x humedad alta vs.
baja) usando un disefio de puestas divididas, y medimos los rasgos fenotipicos en el
momento de la eclosiéon (tiempo de incubacién, morfologia del juvenil, éxito de
eclosion), tras un mes de desarrollo postnatal (morfologia del juvenil, tasas de
crecimiento, supervivencia) y unos pocos dias después (capacidad locomotora). Para
situar nuestro experimento en su apropiado contexto filogeografico, es importante
comentar que la Peninsula Ibérica se caracteriza a escala global por presentar un
gradiente climatico de temperatura y precipitacion que la atraviesa en direccion NO-SE,
con areas mas humedas y templadas en el noroeste, y areas mas célidas y secas en el
sureste (Ninyerola et al. 2005). Ademas, estudios anteriores sobre esta especie han
revelado una antigua estructura filogeografica, con dos linajes de ADN mitocondrial
que corresponden a las areas occidentales y orientales de la Peninsula Ibérica (Carranza

et al. 2006, Verdu-Ricoy et al. 2010, véanse los Capitulos 2 y 5).
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Mas concretamente, las preguntas especificas que nos planteamos son:

1. (Ejercen algun tipo de efecto los niveles de temperatura y humedad durante el
desarrollo embrionario sobre el éxito de eclosion, el tamafio o la condicion de

los juveniles de P. algirus?

2. En caso afirmativo, ;cuanto duran esos efectos? ;Muestran las puestas de
distintos linajes mitocondriales o de distintas poblaciones respuestas diferentes
a las condiciones de incubacién? O, alternativamente, ;podemos generalizar los
efectos observados de los factores ambientales sobre la variacion fenotipica a

otras poblaciones de la misma especie?

3. (Cual es la importancia relativa de estas fuentes de variacion? ;Hasta qué punto
pueden ayudar a comprender la actual distribucion de los linajes

filogeograficos?

Material y métodos

Especie de estudio

Psammodromus algirus es un lacértido de mediano tamafio (longitud cabeza-
cloaca [LCC] en el adulto: 60-90 mm; peso 6-16 g), heliotérmico e insectivoro, que vive
en zonas de bosque y matorral de la Peninsula Ibérica, la region costera suroriental de
Francia y el Noroeste de Africa (Arnold 1987, Diaz y Carrascal 1991). El periodo de
actividad se extiende desde marzo hasta octubre; El cortejo y las puestas ocurren entre
abril y junio, y los juveniles eclosionan entre agosto y septiembre (Veiga y Salvador
2001). El tamafio de puesta comprende un rango de entre 3 y 12 huevos, y la fecuencia

de puestas varia entre una y dos por afo.

En base a las secuencias de genes de ADN mitocondrial, es evidente la
estructura filogeografica para esta especie (Carranza et al. 2006), que estd formada por
dos linajes divergentes, reciprocamente monofiléticos, uno oriental y otro occidental en
la Peninsula Ibérica, cuyas distribuciones estan separadas por una estrecha zona de
contacto a lo largo del centro de la Peninsula (Verda-Ricoy et al. 2010, Diaz et al. 2012,

véanse los Capitulos 2 y 3).
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Mantenimiento de los adultos

Las lagartijas adultas se capturaron en mayo de 2011 en cuatro localidades
diferentes (Tabla 4.1): El Pardo, un sitio de llanura del linaje occidental; Navacerrada,
una poblacion montana del linaje occidental; Aranjuez, una localidad de llanura del
linaje oriental, y Torrejoncillo, una poblacion a elevada altitud del linaje oriental.
Merece la pena comentar que nuestras cuatro poblaciones comprenden practicamente
todo el rango altitudinal de esta especie en el centro de Espafia, que se sittia entre 450 y

1.400 m sobre el nivel del mar.

Debido a que la deteccion de foliculos ovaricos desarrollados o de huevos
oviductales por palpacion del vientre no fue siempre posible, se capturaron tanto
hembras como machos para asegurar el éxito reproductivo en el laboratorio. Todos los
individuos se transportaron en el mismo dia de captura al Departamento de Zoologia
(Universidad Complutense de Madrid) y se colocaron en terrarios de paredes blancas y
opacas rellenos de tierra humedecida recubierta de hojarasca. Una bombilla de 60 W fue
suspendida en un extremo del terrario para crear un gradiente fototérmico (entre 25-50
°C) que permitiera la termorregulacioén dentro del rango preferido de temperaturas (Diaz
et al. 2006). También se dispuso luz UV. A las lagartijas se les alimentd con grillos
(Acheta domesticus) espolvoreados con una vitamina comercial y un suplemento de
calcio. Todos los terrarios fueron provistos de alimento y agua ad libitum. Una vez en el
laboratorio, se midié (LCC), pes6 y marcé individualmente (mediante la amputacion de

una o dos falanges) a todas las lagartijas.

Mantenimiento de los huevos y juveniles

Las hembras gravidas fueron revisadas diariamente para detectar si habian
puesto. Las puestas tuvieron lugar entre el 19 de mayo y el 1 de julio (una puesta por
hembra, entre 3 y 9 huevos por puesta). Una vez detectados, los huevos de cada puesta
eran cuidadosamente separados, contados y pesados (con una precision de £ 1 mg).
Cada uno de los huevos (n = 198) se coloco en un bote de plastico cerrado de 150 ml
relleno de aproximadamente 35 g de vermiculita humedecida. Se asigndé cada huevo a
uno de los cuatro posibles tratamientos de un disefio factorial con dos niveles de
temperatura y otros tantos niveles de humedad. Los tratamientos de humedad se
establecieron afiadiendo 1 6 8 g de agua por cada 10 g de vermiculita (de aqui en

adelante, 10% y 80% de humedad, respectivamente). Para establecer los tratamientos de
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temperatura, los huevos se distribuyeron en dos incubadoras (Friocell, Konigswinter,
Germany) ajustadas a una temperatura constante de o bien 24 o bien 32 °C. Se trat6 de
conseguir un disefio balanceado de puestas divididas (split-clutch) distribuyendo los
huevos de una misma puesta de la forma mas equitativa posible entre los tratamientos.
De cualquier modo, y debido a que el tamafio de puesta fue casi siempre > 4 (solo una
de 33 puestas estuvo formada por solo 3 huevos), pudimos asignar al menos un huevo
de cada puesta a cada uno de los cuatro tratamientos experimentales. Se ha propuesto
que tanto la media como la varianza de la temperatura de incubacién pueden influir
sobre los rasgos de los juveniles (Shine y Harlow 1996, Du y Ji 2006), lo cual
restringiria la extrapolacion de los resultados de experimentos de incubacidon con
temperatura constante a las condiciones que se dan en la naturaleza (Shine et al. 1997).
Sin embargo, los regimenes térmicos constantes vs. fluctuantes no ejercen efectos
significativos sobre los rasgos morfologicos de los juveniles de P. algirus, aunque
pueden producir diferencias en los tiempos de incubacion (Capitulo 3). Se seleccionaron
temperaturas experimentales de 24 y 32 °C asumiendo que estos valores representan los
extremos opuestos del rango térmico por debajo y por encima de la temperatura de
incubacion optima descrita para P. algirus (es decir, 26-28 °C; Iraeta et al. 2007,
Monasterio et al. 2011), con 24 °C actuando como un umbral critico bajo el cual la
reproduccion se ve comprometida debido a una excesiva prolongacion de la incubacion

(Monasterio et al. 2011).

Cuando la incubacion estaba a punto de terminar, los recién nacidos eran
buscados a diario. Una vez encontrados se pesaron (con una precision de + 1 mg),
midieron (LCC y longitud de la cola, con una precision de £ 1 mm) y se colocaron
individualmente en cajas de plastico (225 mm longitud x 140 mm anchura x 150 mm
altura) con bombillas de 60 W, lamparas UV y una teja para refugiarse. A todos los
individuos se les concedieron las mismas oportunidades de alimentacién (3 grillos
pequefios por dia) durante los 30 primeros dias de vida. El agua se dispuso ad libitum.
Para estimar las tasas de crecimiento postnatal, se midi6 a todos los individuos de nuevo
a la edad de 30 dias. También se estim6 el alimento ingerido contando el niimero de
grillos consumidos cada dia y calculando el promedio para esos 30 dias. Tras el periodo
de un mes de suministro controlado de alimento, se transportaron a otra habitacion
donde pudieron alimentarse ad libitum, bajo condiciones naturales de iluminacion y

temperatura (es decir, sin ninguna fuente adicional de luz o calor).
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Capacidad locomotora

La capacidad locomotora de los juveniles se midi6 aproximadamente 10 dias
después del final del periodo de crecimiento, es decir, a una edad de 40.4 + 1.2 dias
(media + desviacion tipica, rango = 37-47). Antes de cada carrera, los juveniles
experimentales se colocaron en una incubadora a 32° C durante 30 minutos, para evitar
los efectos confundidores de las diferencias en la temperatura corporal. Tras ello, cada
lagartija se liberd en una pista de carreras de 240 x 30 x 40 cm, con suelo acorchado
para asegurar la traccion, dividida en secciones de 15 cm, y se la obligd a correr
acercando la mano a las extremidades posteriores hasta que se encontraba exhausta y se
negaba a seguir corriendo. Aunque la capacidad de carrera de cada juvenil fue evaluada
una sola vez, la experiencia previa con esta especie indica que las medidas de la
capacidad locomotora utilizando este tipo de protocolo producen niveles aceptables de
repetibilidad (Pérez-Tris et al. 2004, Iraeta et al. 2010). Todas las carreras se grabaron
con una camara (Sony Handycam DCR-SR57E) a 25 fotogramas/s, y los videos
resultantes fueron examinados para determinar el nimero de sprints durante la carrera y
la velocidad y distancia recorrida en cada sprint. Se definié un sprint individual como
cualquier desplazamiento entre dos paradas sucesivas en una carrera. Se descartaron los
sprints extremadamente cortos (aquellos con una distancia recorrida < 15 c¢cm) y los
demasiado lentos (aquellos con > 8 fotogramas para cubrir una seccion de 15 cm). La
velocidad se midio (en cm/s) contando el nimero de fotogramas empleados en recorrer
cada distancia conocida y transformandolos en unidades de tiempo. Estimamos la
velocidad media y la distancia media recorrida para cada carrera como los valores
medios de todos sus sprints, y definimos la velocidad maxima y la distancia maxima de
una carrera como la velocidad del sprint mas rapido y la distancia recorrida en el sprint
mas largo, respectivamente. La distancia total de una carrera se estim6 como la suma de
todas las distancias recorridas. La LCC, la longitud de la cola y el peso corporal de los
juveniles se midieron tras cada carrera. Al término de los experimentos, todos los
adultos y juveniles fueron liberados en sus localidades de captura y en las de sus

madres, respectivamente.
Analisis estadisticos

Las tasas de crecimiento, estimadas tanto para la LCC como para el peso

corporal, se calcularon usando la expresion In (medida a los 30 dias / medida en el
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momento de la eclosion) / 30, en dias ', que refleja el incremento proporcional diario en
tamafio o peso (Sinervo 1990). Los andlisis estadisticos se realizaron con los modulos
de Analisis log-linear y Modelos Generales Lineales (GLM) del paquete estadistico
Statistica 7.0 (Statsoft, Inc. 2004), tras haber comprobado los requisitos de los tests
paramétricos y, en su caso, haber transformado logaritmicamente las correspondientes
variables. Para los andlisis de los rasgos de las hembras (LCC, tamafio de puesta, peso
de puesta, peso medio del huevo) empleamos el linaje mitocondrial como factor fijo y la
poblacion (anidada dentro del linaje) como factor aleatorio. Para los andlisis de los
rasgos de los huevos y los juveniles, los principales efectos fueron los de la puesta
(anidada dentro de poblacion, y ésta dentro de linaje) y la poblacion (anidada dentro de
linaje) como efectos aleatorios, y el linaje mitocondrial, la temperatura y la humedad
como factores fijos. Cuando se consider6 apropiado, se incluyeron también variables
predictoras continuas como covariables en los modelos. No se estimaron las
interacciones dobles que implicaran a algin factor aleatorio, ni tampoco las
interacciones triples para evitar una sobreparametrizacion de los modelos. El uso de la
poblacion como factor aleatorio dejo pocos grados de libertad para evaluar los efectos
del linaje, convirtiendo por tanto nuestros analisis en conservadores, pero también nos
permitio generalizar nuestras conclusiones acerca de los efectos de la incubacion y las
diferencias entre poblaciones. Puesto que en muchos casos tales diferencias fueron
consistentes para ambos linajes (por ejemplo, medias mayores para las poblaciones a
baja altitud tanto en el linaje occidental como en el oriental), se asumi6 que estaban
asociadas a un gradiente que opone las condiciones xéricas de baja altitud a las
condiciones mas humedas y productivas de altitudes mayores. Hemos demostrado
previamente que tal gradiente es importante para las estrategias reproductivas de esta
especie (Diaz 1997, Iraeta et al. 2006, 2013, Diaz et al. 2012, véase el Capitulo 3). Sin
embargo, preferimos tratar a la poblacion como factor aleatorio en un disefio anidado en
vez de tratarla como factor fijo en un disefio de dos vias (linaje oriental vs. occidental x
altitud baja vs. elevada) en aras de una mayor capacidad de generalizacion, incluso con
el coste asociado de una pérdida de poder estadistico. Esta es también la razén por la
que no aplicamos la correccion secuencial de Bonferroni a nuestros multiples test
estadisticos (véase Moran 2003 para una discusion relacionada de los argumentos en
contra de este tipo de correccion en los estudios ecoldgicos). Los datos se muestran

como media + 1 error estandar.
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Resultados
Rasgos reproductivos de las hembras

En nuestra muestra, las hembras del linaje occidental fueron méas grandes que las
del linaje oriental (Tabla 4.1), sin diferencias significativas entre las poblaciones de un
mismo linaje (modelo mixto de ANOVA; linaje: F; 201 = 70.78, P = 0.013; poblacién
anidada en linaje: Fy 29 = 0.38, P = 0.689). El tamafio de puesta fue ligeramente mayor
para las hembras occidentales que para las orientales (linaje: Fi 200 = 28.03, P = 0.034),
una diferencia que fue principalmente atribuible a su mayor tamafio (modelo mixto de
ANCOVA con LCC como covariable; linaje: Fy 523 = 5.25, P = 0.068; LCC: F, 25 =
7.14, P = 0.012). No hubo diferencias entre los linajes en el peso medio del huevo (F;,
201 = 3.87, P = 0.187). Sin embargo, para una LCC y tamafio de puesta dados, las
hembras occidentales pusieron huevos mas pesados que las orientales (ANCOVA con
LCC y tamafio de puesta como covariables; linaje: F; 2197 =5.28, P =10.031; LCC: F o7
=21.69, P < 0.0001; tamano de puesta: F; »7; =26.57, P < 0.0001). Como resultado, la
inversion reproductiva total (es decir, el peso de la puesta) fue mayor para las hembras
del linaje occidental (F;, 202 = 174.65, P = 0.005) incluso después de controlar por su
mayor tamaiio (ANCOVA con LCC como covariable; linaje: F; 695 = 10.40, P = 0.015;
LCC: Fy,23=33.42, P <0.0001).

Linaje Occidental Oriental

Poblacién El Pardo Navacerrada Aranjuez Torrejoncillo
Latitud (° N) 40.511 40.726 40.016 40.035
Longitud (° E) -3.755 -4.023 -3.586 -2.599
Altitud (m) 658 1230 594 943

P (mm) 263.9 513.0 249.6 344.7

T (°C) 18.49 12.96 17.89 17.00

N 9 7 9 8
LCC (mm) 80.11+1.36 79.71 £ 1.74 71.22 £1.09 73.00 £ 1.85
N° de huevos 6.7+0.3 7.7+0.5 49+04 50+04
Peso de los huevos (g) 0.44 +0.01 0.41 £0.02 0.40 +0.02 0.40 +£0.03
Peso de la puesta (g) 2.95+0.17 3.14+0.18 1.92+0.13 1.96 £0.14

Tabla 4.1. Datos geograficos y climaticos de las localidades empleadas en este estudio
(latitud, longitud, altitud, y precipitacion [P] y temperatura media [T] entre marzo y
ocutbre), linaje mitocondrial de cada poblacion y datos reproductivos (media + error tipico)
de las hembras estudiadas.
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Tiempo de incubacion y éxito de eclosion

El tiempo de incubacion se prolongd drasticamente en el tratamiento de baja
temperatura (Tabla 4.2: F; 143 = 20437.89, P < 0.0001), y aumento ligeramente en el de
elevada humedad (F;, 143 = 5.92, P = 0.016). Los linajes no difirieron en sus tiempos
medios de incubacidén, pero en ambos linajes los huevos de las poblaciones mas
elevadas eclosionaron antes que los de poblaciones situadas a menor altitud (poblacién
como factor aleatorio anidado dentro de linaje: F» 2916 = 15.95, P < 0.0001). Los demas
efectos e interacciones no fueron significativos. En general, el éxito de eclosion fue
elevado (91.4%), sin diferencias significativas entre linajes, poblaciones o tratamientos

de humedad o temperatura.

Rasgos morfoldgicos de los juveniles en el momento de la eclosion

El tamafio del juvenil (LCC) mostr6 una fuerte dependencia de la temperatura de
incubacion; los huevos incubados a 24 °C produjeron juveniles mas grandes (Tabla 4.2:
Fi 143 = 168.75, P < 0.0001). La longitud de la cola mostr6 el patrén opuesto: las
lagartijas incubadas a 32 °C eclosionaron con colas mas largas que las incubadas a 24 °C
(F1, 143 = 15.53, P = 0.00013). Dentro de ambos linajes, las lagartijas de las poblaciones
de llanura mostraron colas mas largas que las de poblaciones situadas a mayor altitud
(F2,29.16 = 5.07, P = 0.0013). Los juveniles de las poblaciones de llanura tendieron a ser
mas grandes que los de las poblaciones a mayor altitud (F», 2910 = 3.23, P = 0.054) para
todos los tratamientos de temperatura y humedad, excepto para la comparacion entre las
dos poblaciones orientales a 24 °C y 10% de humedad. Los demas efectos e

interacciones no fueron significativos.

Los juveniles incubados a 80% de humedad fueron mas pesados que los
incubados a 10%, y los incubados a 24 °C fueron mas pesados que los incubados a 32
°C (humedad: F; 143 = 12.31, P = 0.0006; temperatura: F; 143 = 5.93, P = 0.016). Tras
controlar por los efectos de la temperatura, la humedad, y el peso inicial del huevo
(como un indice de la inversidn materna), los juveniles de las puestas de las poblaciones
de llanura fueron mas pesados que los de las poblaciones situadas a mayor altitud
(ANCOVA con el peso del huevo como covariable; poblacion anidada dentro de linaje:

F3, 3302 = 8.68, P =0.0009; peso inicial del huevo: F; 14,=10.49, P =0.0015).
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El Pardo (linaje occidental)

Navacerrada (linaje occidental)

Aranjuez (linaje oriental)

Torrejoncillo (linaje oriental)

24°C 32°C 24°C 32°C 24°C 32°C 24°C 32°C
Tiempo de incubacion (dias) 10% 885+09(13) 479+0.6(16) 844+09(13)  454+05(11)  81.8+0.6(11)  429+04(9)  794+0.6(10)  40.5+0.6(10)
80%  88.9+0.7(15)  48.0+03(11)  85.1+06(13)  463+0.7(12)  832+08(9)  42.7+03(9)  793+05(9)  40.9+0.2(10)
Peso corporal  (g) 10% 0.54+0.02(13) 0.54+0.01(16) 048+0.02(13) 049+0.01(11) 0.49+0.02(11) 048+0.03(9) 0.47+0.03(10) 0.43 +0.03 (10)
80% 0.57+0.01(15) 0.54+0.02(11) 050+0.01(13) 049+0.02(12) 0.51+0.02(9) 051+£0.02(9)  048=0.02(9)  0.48+0.02 (10)
LCC o (mm) 10% 29.6+0.5(13)  27.9+03(16)  28.7+04(13)  268+04(11) 284403 (11)  269+05(9)  28.5+0.5(10)  26.0=0.8 (10)
80% 302+02(15) 27.9+03(11)  289+03(13) 268+03(12)  29.1+£04(9)  272+05(9)  287+0.5(9)  26.5+0.4 (10)
Longitud cola o (mm) 10% 505+ 1.1(13)  524+14(16) 494+1.1(13) 51.5+06(11)  502+1.0(11)  543+15(9)  46.1+1.8(10)  50.6+2.2(10)
80%  532+1.0(15)  53.8+12(11)  49.1+0.6(13)  489+15(12)  522+14(9)  53.7+£1.1(9)  489+1.0(9  51.4+0.9(10)
Alimento ingerido (grillos/dia)  10% 2.0+ 0.1 (13) 2.0+0.1(16) 2.1+ 0.1 (10) 1.7+0.1(11) 1.6 £0.2 (7) 2.0+0.1(9) 1.7+0.1(8) 1.6+ 0.2 (9)
80%  2.0+0.1(14) 2.0+0.1(11) 2.3+0.1(10) 1.8+£0.1 (11) 20+0.1(4) 2.0+0.1(8) 1.6 £0.1 (5) 1.7+0.1(9)
Peso corporal 3 (g) 10% 0.83+0.05(13) 0.90+0.04(16) 0.77+0.03(10) 0.74+0.04 (11)  0.55+0.05(7) 0.75+0.05(9)  0.56+0.05(8)  0.52+0.05 (9)
80% 0.89+0.02(14) 0.92+0.03(11) 0.84+0.03(10) 0.73+0.02(11) 0.67+0.06(4) 0.72+£0.05(8) 0.56+0.04(5)  0.60+0.03 (9)
LCC 3, (mm) 10% 339+05(13)  343+0.7(16)  32.1+04(10)  324+0.6(11)  31.1+0.6(7)  324+06(9)  31.1£0.6(8) 29.7+0.9 (9)
80% 34.9+03(14)  34.6+03(11)  33.7+£05(10)  32.0+05(11)  32.0+£08(4)  32.9+04(8)  31.8+04(5) 31.4+ 0.6 (9)
Longitud cola 3y (mm) 10% 638+1.7(13) 67.6+18(16)  604+1.4(10) 62.0+13(11)  59.9+2.1(7)  652+29(9)  54.6+3.0(8) 60.1+2.9 (9)
80% 656+ 1.1(14)  694+1.6(11)  629+14(10) 602+25(11)  61.8+18(4)  664+1.8(8)  58.8+1.8(5) 63.2+2.0 (9)

Tabla 4.2. Tiempo de incubacion de los huevos y datos fenotipicos de los juveniles de P. algirus (peso corporal, LCC y longitud de la cola, en el
momento de la eclosion [t = 0] y después de un mes de desarrollo postnatal [t = 30], y tasa de alimentacion) en funcion del linaje mitocondrial, la
poblacion y el tratamiento de incubacion (temperatura y humedad). Los datos se presentan como media + error tipico, con el tamafio de muestra entre

paréntesis.
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Supervivencia y crecimiento

Un andlisis log-linear con los datos de los juveniles clasificados en funcion del
linaje, la temperatura, la humedad y la supervivencia hasta los 30 dias (%> de maxima
verosimilitud = 4.53, g.1. = 10, P = 0.921) mostré que los juveniles del linaje occidental
tuvieron mayores indices de supervivencia que los del linaje oriental (Figura 4.1: el
96% de los juveniles occidentales sobrevivieron, frente a un 79.7% de los orientales;
asociacion parcial: x* = 11.32, g.1. = 1, P = 0.0008) y que la supervivencia fue mayor
para los juveniles incubados a 32 °C que para los incubados a 24 °C (un 95.5% de los
juveniles incubados a 32 °C sobrevivieron, frente a un 82.6% de los incubados a 24 °C;
asociacién parcial: x*=7.14, g.1. = 1, P = 0.0075). Aunque la supervivencia a 24 °C fue
menor en Torrejoncillo (76.5%) y especialmente en Aranjuez (57.9%) que en
Navacerrada (90.1%) y El Pardo (96.4%), no se encontrd ninguna interaccion triple
significativa (todas las P > 0.35), probablemente debido a la baja tasa de mortalidad
global en nuestro experimento (solo 19 de 174 juveniles, el 10.9%, murieron durante el

primer mes de vida).
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El Pardo (W) Navacerrada (W) Aranjuez (E) Torrejoncillo (E)

Figura 4.1. Tasa de supervivencia hasta los 30 dias de los juveniles de P. algirus de cuatro
poblaciones distintas en funcion de la temperatura de incubacion. W y E se refieren,
respectivamente, a los dos linajes de ADN mitocondrial: occidental y oriental.
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Los juveniles incubados a 32 °C crecieron en promedio un 50% mas rapido
durante el primer mes de vida que los incubados a 24 °C (Figura 4.2, tasa de crecimiento
en LCC: Fy, 117 = 54.17, P < 0.00001). Estas diferencias permanecieron altamente
significativas después de controlar por los efectos de la tasa de alimento ingerido,
estimada como el nimero medio de grillos consumidos por dia (ANCOVA con la tasa de
ingestion de alimento como covariable; temperatura: F; 156 = 88.24, P < 0.00001;

alimento ingerido: F; 1;6=61.93, P <0.00001). Las lagartijas occidentales tuvieron tasas

0.008 1 1 24°C

Temperatura de incubacion
P Em32°C

0.006

0.004

—

0.002 A

Crecimiento relativo en LCC (dias 1)

0.000

0.020 -
0.016 - I
0.012 1
0.008 1

0.004 -

Crecimiento relativo en peso (dias 1)

0.000

El Pardo (W) Navacerrada (W) Aranjuez (E) Torrejoncillo (E)

Figura 4.2. Tasas de crecimiento durante los primeros 30 dias de los juveniles de P. algirus
de cuatro poblaciones distintas en funcion de la temperatura de incubacion. W y E se
refieren, respectivamente, a los dos linajes de ADN mitocondrial: occidental y oriental.
Arriba se muestra la tasa de crecimiento en longitud cabeza-cloaca (LCC) y abajo se
muestra la tasa de crecimiento en peso.
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de alimentacion marginalmente mayores que las orientales (Tabla 4.2), especialmente
cuando se incubaron a baja temperatura (interaccion linaje x temperatura: F; 117 = 4.42,
P = 0.038). Las tasas de ganancia de peso fueron mayores para las lagartijas
occidentales que para las orientales (Figura 4.2: F; 226 =25.77, P = 0.028), y en el caso
de los individuos orientales, fueron mayores para las lagartijas incubadas a 32 °C que
para las incubadas a 24 °C (interaccion linaje x temperatura: F; ;17 = 5.46, P = 0.021).
Sin embargo, las lagartijas occidentales, y las incubadas a 32 °C, siguieron ganando
peso mas rapido que las lagartijas orientales y que las incubadas a 24 °C,
respectivamente, una vez controlados los efectos del alimento ingerido (ANCOVA con
el alimento ingerido como covariable; linaje: F; 249 = 37.07, P = 0.016; temperatura: F;

116 = 15.26, P = 0.00016; alimento: F; 116=221.22, P <0.00001).

Puesto que los juveniles incubados a 32 °C crecieron mas rapido que los
incubados a 24 °C (tanto en LCC como en peso), tras un mes pudieron compensar su
desventaja inicial en tamano, por lo que el tratamiento de temperatura no tuvo efectos
signficativos en la LCC o el peso corporal a la edad de 30 dias (todas las P’s > 0.25).
Sin embargo, algunos de los demas efectos presentes en el momento de la eclosion aliin
fueron evidentes a los 30 dias. Asi, los juveniles de un mes de edad de las poblaciones
de baja altitud fueron mayores (Tabla 4.2: F5 3353 = 7.92, P = 0.0015) y mas pesados
(F2, 3371 = 7.40, P = 0.0022) que los de las poblaciones elevadas, y los juveniles
incubados a 80% de humedad fueron mas largos (F», 117 = 7.59, P = 0.0068) que los
incubados a 10%. La longitud de la cola fue la inica variable para la cual los efectos de
la temperatura presentes al eclosionar fueron todavia aparentes tras un mes: los
juveniles incubados a 32 °C mostraron colas mas largas que los incubados a 24 °C (F;,
117 = 28.89, P = 0.0003). De nuevo, los juveniles de poblaciones de llanura tuvieron

colas mas largas que los de las poblaciones elevadas (F;, 3300 = 7.36, P = 0.0023).
Capacidad locomotora

Las carreras tuvieron lugar entre 37 y 47 dias tras la eclosion (media + error
estandar = 40.4 £ 0.1). A esa edad, los juveniles de las poblaciones de llanura siguieron
siendo mas largos, mas pesados y con colas mas largas que aquellos procedentes de las
poblaciones de mayor altitud, y los juveniles incubados a 80% de humedad siguieron
siendo mas largos que los incubados a 10% (analisis no mostrados). Sin embargo, es

importante destacar que la mayor tasa de crecimiento de los juveniles incubados a 32 °C
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El Pardo (linaje occidental)

Navacerrada (linaje occidental)

Aranjuez (linaje oriental)

Torrejoncillo (linaje oriental)

24°C 32°C 24°C 32°C 24°C 32°C 24°C 32°C
Peso corporal (g) 10%  0.87+0.07(10)  0.96+0.04(15)  0.77+0.03 (8) 0.81 +0.05 (9) 0.62+0.06(5)  0.82+0.05(6)  0.62+0.04(7)  0.73+0.07 (5)
80%  0.93+0.04 (11) 1.00+£0.03(9)  0.8940.06(6)  0.75+£0.02(10)  0.69+0.05(4)  0.79+0.08(6)  0.58+0.02(3)  0.72%0.05(7)
LCC (mm) 10%  34.8+0.7(10) 35.9+0.5(15) 33.0+ 0.4 (8) 33.4+0.7 9) 322404 (5) 342+ 0.8 (6) 32.0+ 0.6 (7) 32.6+ 0.8 (5)
80%  35.6+0.4 (11) 36.6+ 0.4 (9) 3424 0.6 (6) 32.7+0.4 (10) 32.840.9 (4) 348+ 1.0 (6) 31.7+0.3 (3) 33.4+ 0.8 (7)
Longitud dela cola (mm) 10%  65.8+2.4(10) 70.5+ 1.6 (15) 63.6+ 1.3 (8) 64.9+1.3 (9) 63.842.6 (5) 67.3+3.2(6) 58.7+2.2(7) 68.2+3.5(5)
80%  67.8+1.3(11) 71.4+0.9 (9) 63.8+ 1.5 (6) 62.2+2.8 (10) 64.3+2.3 (4) 68.8 2.5 (6) 58.3+0.9 (3) 67.4+2.3(7)
Nimero de sprints 10%  4.1+0.6(10) 6.7+ 0.8 (15) 6.0+ 1.0 (8) 58+0.5 (9) 42408 (5) 57+ 1.2(6) 3.140.3(7) 6.0+ 1.2 (5)
80%  4.5+0.6(11) 8.7+ 1.1(9) 43+1.0(6) 6.2+ 0.9 (10) 43+0.8 (4) 3.7+0.7 (6) 3.5+1.0(4) 50+ 0.8 (7)
Velocidad media (cm/s)  10%  78.1+4.5(10) 86.4+3.7 (15) 77.5+2.6 (8) 79.7+2.4(9) 79.1+ 7.1 (5) 81.1+4.0 (6) 69.7 2.7 (7) 85.5+2.6 (5)
80%  79.0+3.2(11) 79.143.9 (9) 85.5+ 4.7 (6) 82.7 + 2.8 (10) 82.7+ 6.5 (4) 80.9 + 3.2 (6) 76.1 1.9 (4) 75.0 3.6 (7)
Velocidad maxima (cm/s)  10%  92.3+4.6 (10) 102.5 4.5 (15) 90.2 + 4.1 (8) 91.5+3.9(9) 90.6 + 9.4 (5) 95.4+ 7.4 (6) 78.7+3.7(7) 104.2 £ 6.0 (5)
80%  91.2+3.3(11) 94.7 +5.7 (9) 103.7 7.7 (6) 97.4 +3.9 (10) 96.4+ 6.3 (4) 91.3+ 6.1 (6) 83.8+3.2(4) 85.4+ 4.6 (7)
Distancia media (cm) 10%  50.3+5.6(10) 354+4.5(15) 30.7+4.0 (8) 343+3.2(9) 359+ 5.6(5) 34.4+6.2 (6) 40.9 +3.6 (7) 33.0+4.5(5)
80%  41.7+5.0(11) 30.6+ 2.0 (9) 50.1+10.8(6)  35.1+5.6(10) 42.3 8.4 (4) 31.0+5.3 (6) 494+ 7.7 (4) 27.5+£32(7)
Distancia maxima (cm) 10%  75.5+8.7(10) 50.3+5.7 (15) 43.9£3.6 (8) 52.7+5.2(9) 56.0+128(5)  51.8+10.2(6) 56.7+ 8.0 (7) 524492 (5)
80%  67.9+8.9(11) 58.4+5.1 (9) 76.8 +20.2 (6) 53.1+9.1(10) 713+16.0(4)  48.0+108(6) 623+108(4)  413+8.7(7)
Distancia total (cm) 10% 2060 £46.4 (10) 221.1+322(15) 169.6+20.4(8)  193.7+17.6(9)  149.6+345(5) 170.7+£22.1(6) 1283 +17.5(7) 203.2+55.4(5)
80% 1753 +21.5(11)  253.7+£262(9)  188.3+£350(6) 1955+282(10) 179.8+43.0(4) 119.0+388(6) 170.0+483(4) 132.9+20.8(7)

Tabla 4.3. Variables fenotipicas (peso corporal, LCC y longitud de la cola) y de capacidad y estrategia locomotora a una edad aproximada de 40 dias (véase el
texto para mas detalles) de los juveniles de P. algirus en funcion del linaje mitocondrial, la poblacién y el tratamiento de incubacion (temperatura y humedad).
Los datos se presentan como media + error tipico, con el tamafio de muestra entre paréntesis.



Joaquin Verdu Ricoy Diversidad fenotipica en poblaciones ibéricas de lagartija colilarga

les permiti6 sobrecompensar su menor tamaio al eclosionar y superar los valores de
LCC (Tabla 4.3: Fy g4 = 12.75, P = 0.0006) y de peso corporal (F; g4 = 10.82, P =
0.0015) de los juveniles incubados a 24 °C.

El ntimero de sprints por carrera fue mayor para los juveniles occidentales que
para los orientales (F;, s44 = 33.58, P = 0.0016) y para los juveniles incubados a 32 °C
que para los incubados a 24 °C (F; g5 = 7.84, P = 0.0063), aunque estos resultados
fueron principalmente atribuibles a los efectos de las diferencias en tamafio corporal
(ANCOVA con LCC como covariable; linaje: F; 231 = 0.26, P = 0.657; temperatura: F;
g3 =3.21, P=10.077; LCC: F, g3 = 8.56, P = 0.004). La velocidad media de los sprints
no mostré diferencias entre linajes, poblaciones o tratamientos de temperatura o
humedad (analisis no mostrados). La velocidad maxima fue también similar para las
poblaciones anidadas dentro de linajes, o los tratamientos de temperatura y humedad,
aunque las lagartijas occidentales fueron marginalmente mas rapidas que las orientales
(F1, 3.0 = 10.63, P = 0.045). En promedio, las lagartijas incubadas a 24 °C mostraron
distancias por sprint mas largas que las incubadas a 32 °C (F;, ss = 8.38, P = 0.0048);
esto compenso su menor numero de Sprints e hizo que el tratamiento de temperatura no
tuviera efectos significativos en la distancia total recorrida en la carrera (F; gs = 0.459, P
= 0.500). Por otro lado, las distancias recorridas en los sprints fueron similares para las
lagartijas occidentales y orientales (F; 244 = 0.219, P = 0.678), y como consecuencia de
ello, los juveniles occidentales, que realizaron mas Sprints por carrera, recorrieron

mayores distancias totales que los orientales (F; 692, = 53.34, P =0.0002).

Discusion

Encontramos diferencias en las respuestas fenotipicas a la variacion
experimental de la temperatura de incubacién y de la humedad del sustrato de
incubacién entre 1) los linajes filogeograficos y 2) las poblaciones del mismo linaje
enfrentadas a diferentes condiciones ambientales. Estas respuestas causaron efectos a
corto y largo plazo en diversos rasgos relacionados con la eficacia biologica, como el
tamafio corporal, la tasa de crecimiento, la capacidad locomotora o incluso la
supervivencia de los juveniles. En esta seccion trataremos de integrar todos estos
resultados, interpretandolos desde un escenario adaptativo que pueda explicar la

evolucién y mantenimiento de los patrones obervados de variacion fenotipica.
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En lo referente a la inversion reproductiva de las hembras adultas, nuestros
resultados apoyan y extienden otros hallazgos previos (véase el Capitulo 3) que
demuestran que las hembras de ambientes mas humedos y productivos alcanzan
mayores tamafos, y como consecuencia ponen mas huevos, que sus congéneres de
localidades mas aridas y menos productivas (Iracta et al. 2006, 2013, Diaz et al. 2012).
Sin embargo, en nuestro estudio este efecto fue evidente al comparar los linajes
filogeograficos (con las hembras occidentales siendo mas grandes y poniendo mas
huevos que las orientales), pero no al comparar las poblaciones de un mismo linaje
situadas a distinta altitud, a pesar de que las diferencias altitudinales han sido el
principal foco atencidon en estudios previos acerca de esta especie (Iraeta et al. 2008,
2013). Por otra parte, en el Capitulo 3 hemos visto que la comparacion de un elevado
nimero de poblaciones de ambos linajes no fue capaz de revelar diferencias entre
linajes en el tamano medio de puesta, probablemente debido a un elevado componente
de varianza intrapoblacional (Diaz et al. 2012). Asi, parece razonable concluir que el
tamafio de puesta, como componente fundamental de la fecundidad, estd influenciado
directa o indirectamente (a través de diferencias en el tamafio corporal de las hembras)
por las diferencias ambientales en la productividad, las cuales pueden operar a
diferentes escalas espaciales (diferentes elevaciones, zonas bioblimaticas occidentales
vs. orientales) y pueden eventualmente traducirse en diferencias intrinsecas entre los
linajes. La mayor productividad de las poblaciones occidentales esta apoyada, en una
escala biogeografica mas amplia, por los mayores niveles de precipitacion registrados
entre marzo y octubre en las localidades occidentales (Diaz et al. 2012, véase el
Capitulo 3), y es consistente con la existencia de un amplio gradiente ambiental que
recorre la Peninsula Ibérica desde el noroeste, mas hiimedo y frio, hasta el sureste, mas

calido y seco (Ninyerola et al. 2005).

Ademas del tamafio de puesta, también hubo diferencias en el peso medio del
huevo y en el peso de la puesta, siendo mayor el peso medio de los huevos en las
hembras occidentales que en las orientales (tras controlar por los efectos del tamafio de
la hembra y de la puesta). Como resultado, la inversion reproductiva total (es decir, el
peso de la puesta) fue también mayor para las hembras occidentales, puede que
indicando unas peores condiciones ambientales para las poblaciones del linaje oriental;
un impacto negativo de las condiciones ambientales adversas en el rendimiento

reproductivo ha sido demostrado en situaciones de fragmentacion del habitat (Diaz et al.
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2005). Se podria argumentar que nuestros resultados podrian estar sesgados debido a
diferencias entre los linajes en la frecuencia de segundas puestas. Sin embargo, hemos
documentado con anterioridad una frecuencia mas alta de segundas puestas en una
poblacion occidental de llanura (El Pardo) que en una poblacion oriental cercana al
limite septentrional de la distribucion de la especie (Diaz et al. 2007), lo que sugiere que

no existe tal sesgo.

A tenor de lo esperado, los tiempos de incubacién fueron dependientes de la
temperatura, con duraciones mas cortas a altas temperaturas. La humedad tuvo un
efecto mucho mas pequefio, pero atn significativo, en la duracién de la incubacion: los
niveles altos de humedad retrasaron la eclosion aproximadamente un dia, especialmente
a bajas temperaturas de incubacion. Esto es interesante porque implica que los menores
tiempos de incubacion registrados en las poblaciones de altitud elevada, en donde la
temperatura es menor y la humedad del suelo es mayor, sugieren que la variacion
contragradiente relacionada tanto con la temperatura como con la humedad ha
evolucionado de forma independiente en los dos linajes (Diaz et al. 2012, véase el
Capitulo 3). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los linajes
en la duracion media de la incubacion, a pesar de los menores niveles de precipitacion
de las localidades orientales en comparacion con las occidentales. Este resultado, que
contrasta con analisis previos basados en un muestreo mas amplio de poblaciones (Diaz
et al. 2012, Capitulo 3), probablemente se encuentre relacionado con una baja potencia
estadistica (solamente dos poblaciones por linaje, con un alto componente de variacion
entre poblaciones debido a diferencias en los tiempos medios de incubacion atribuibles
a los efectos del clima). También merece la pena comentar que nuestros datos no
consiguieron confirmar que los huevos occidentales estuvieran peor adaptados que los
orientales a condiciones de incubacion mas secas, quizas porque un 10% de agua es
todavia mas humedo que el umbral fisiolégicamente limitante para la eclosion (pero
véase Booth 2004). Esto viene apoyado por el hecho de que el éxito general de eclosion
fue incuestionablemente alto (91.4%), sin diferencias significativas entre linajes,

poblaciones o tratamientos de incubacion.

La incubacion a 24 °C produjo juveniles mas grandes con colas mas cortas que
los incubados a 32 °C. Una correlacion negativa entre la temperatura de incubacion y el
tamafio corporal se ha documentado para ésta y otras especies (Shine y Harlow 1996,

Elphick y Shine 1998, Brafia y Ji 2000, Monasterio et al. 2011), y podria ser debida a
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los tiempos de incubacion mas largos a bajas temperaturas, que permitirian a los recién
eclosionados alcanzar mayores tamafos a pesar de sus tasas de desarrollo mas bajas. Es
un hecho conocido el que las altas temperaturas acortan la incubacion y aceleran el
metabolismo (Deeming 2004), pero el balance entre estos dos procesos y sus efectos
combinados sobre el tamafo del juvenil no se han documentado con tanta claridad, con
diferentes estudios en varias especies mostrando que los juveniles incubados a bajas
temperaturas pueden ser mas pequeiios (Telemeco et al. 2010, Rodriguez-Diaz et al.
2010), similares (Qualls y Shine 1998, Booth et al. 2000, Du et al. 2005b, Parker y
Andrews 2007, Buckley et al. 2010), o mas grandes (Shine y Harlow 1996, Elphick y
Shine 1998, Brana y Ji 2000, Monasterio et al. 2011) que los incubados a temperaturas
mas altas. En nuestro caso, parece que el acortamiento de la incubacion superd los
efectos del incremento en el metabolismo, ya que el tamafio decreci6 a temperaturas
altas, aunque este efecto desaparecié al cabo de un mes (véase mas abajo), lo que
significa que la supuesta correlacion con la eficacia bioldgica es, en el mejor de los

casos, efimera.

Es interesante destacar que las lagartijas incubadas a altas temperaturas, y las
procedentes de poblaciones de llanura, independientemente de su linaje, eclosionaron
con colas mas largas que sus congéneres incubadas a baja temperatura o provenientes de
poblaciones a mayor altitud. Las colas de los lagartos pueden tener funciones
relacionadas con el cortejo, el almacenamiento de grasa, la defensa o la locomocion
(Vitt et al. 1977), pero la autotomia caudal, o la habilidad para perder la cola en
respuesta al ataque de un depredador, es probablemente su uso mas extendido (Bellairs
y Bryant 1985, Bateman y Fleming 2009), representando una de las principales tacticas
antidepredatorias en especies de mas de la mitad de las familias de lagartos (Downes y
Shine 2001). Méas aln, la autotomia de la cola es especialmente importante como
mecanismo antidepredatorio para los juveniles porque sus capacidades locomotoras no
estan plenamente desarrolladas. Comparados con los adultos, los juveniles permiten un
acercamiento mayor de los depredadores, emplean mas tiempo en encontrar refugio y es
mas probable que permanezcan visibles (Whiting et al. 2003). A consecuencia de ello,
tener colas mas largas puede ayudar a incrementar su supervivencia. Nuestros datos son
consistentes con este escenario, dados los rasgos que producen lagartijas con colas
largas. En primer lugar, los juveniles eclosionaron con colas més largas cuando fueron

incubados a altas temperaturas, que pueden ser interpretadas como indicativas de la
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actividad tras la eclosion y el aumento del riesgo de depredacion asociado (Rose 1981).
En segundo lugar, los juveniles tuvieron colas més largas en los habitats mediterraneos
de baja altitud, en donde las lagartijas se han de enfrentar a riesgos de depredacion mas
altos, a juzgar por sus frecuencias mas altas de autotomia en la naturaleza (Iraeta et al.
2012), quizas atribuibles a una menor disponibilidad de refugios en este tipo de hébitats
(Iraeta et al. 2010). Méas aun, los habitats de llanura poseen en promedio temperaturas
mas elevadas, lo que puede resultar en condiciones de incubacion més calidas (tanto en
el oviducto como después de la puesta) que pueden contribuir a producir juveniles con

colas mas largas.

Los juveniles fueron mas pesados al proceder de huevos incubados a alta
humedad y/o a baja temperatura, probablemente como consecuencia de una mayor tasa
de absorcion de agua y de un desarrollo mas largo. De forma similar, los juveniles de
las poblaciones de llanura fueron mas pesados que los de poblaciones situadas a mayor
altitud tras controlar por los efectos de la temperatura, la humedad y el peso del huevo.
Estos efectos fueron en gran medida independientes del tamafio corporal, indicando que
los embriones tuvieron un mayor contenido en algua y/o una mejor condicion fisica,
aspectos que pueden resultar decisivos a la hora de hacer frente a las duras condiciones

estivales de las llanuras xéricas mediterraneas (Iracta et al. 2006, 2008).

Después de 30 dias bajo condiciones de entorno comun, los juveniles incubados
a altas temperaturas crecieron marcadamente mas rapido que los incubados a baja
temperatura (Qualls y Andrews 1999). Este resultado, ademas, no pudo ser explicado
por diferencias en la tasa de alimento ingerido, puesto que el nimero medio de grillos
consumidos no varié entre tratamientos de temperatura. Por tanto, debemos asumir
diferencias bioquimicas o metabolicas, que permitirian a los juveniles incrementar la
eficacia digestiva o disminuir el gasto metabdlico (Sears 2005), para explicar el patron
observado. De hecho, los modelos tedricos predicen que la temperatura de incubacion
puede afectar al coeficiente de conversion de energia durante el desarrollo embrionario
(Angilletta et al. 2000), con periodos de incubacion mas largos traduciéndose en un
mayor gasto metabolico debido a los mayores costes de mantenimiento durante el
desarrollo (Booth et al. 2000). Todos estos efectos conducirian en ultima instancia a los
juveniles incubados a alta temperatura a alcanzar a sus hermanos incubados a baja

temperatura a pesar de que éstos nacieran mas grandes.
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La aparente ventaja de los juveniles incubados a 32 °C parecio ser un efecto
duradero en el tiempo, como indica el hecho de que durante el corto intervalo (de
aproximadamente 10 dias) entre el final del experimento de crecimiento y la evaluacion
de la capacidad locomotora, en el que las lagartijas fueron mantenidas bajo condiciones
estandarizadas pero mas “naturales”, los juveniles incubados a alta temperatura fueron
capaces de sobrepasar a los incubados a baja temperatura, compensando de este modo
su aparente mal inicio. Ademads, esto refuerza la idea de que el mayor tamafio al
eclosionar de los juveniles incubados a baja temperatura fue mas bien un resultado
colateral de una eclosion retardada que un rasgo fenotipico verdaderamente ventajoso,
como se pudo confirmar por el menor nimero de juveniles incubados a baja
temperatura, especialmente aquellos del linaje oriental, que sobrevivieron hasta la edad
de 30 dias (véanse Elphick y Shine 1998, y Qualls y Andrews 1999, para resultados
similares). Como corolario, nuestros datos enfatizan la necesidad de monitorizar durante
un periodo de tiempo lo suficientemente prolongado las consecuencias de los
tratamientos de incubacion sobre los fenotipos postnatales, ya que los fenotipos al

eclosionar pueden resultar engafiosos (Metcalfe y Monaghan 2001, Radder et al 2007).

Puesto que las tasas de crecimiento no mostraron diferencias entre los
tratamientos de humedad, se puede concluir que los efectos de la humedad sobre el
tamafio corporal, aunque menores que los de la temperatura, tuvieron consecuencias
fenotipicas mas duraderas, y por tanto no deberian descartarse como poco importantes,
ya que los huevos incubados al 80% de humedad produjeron juveniles que tras un mes
de crecimiento eran todavia mas grandes que aquellos incubados al 10% de humedad.
De nuevo, no se pudo confirmar que los juveniles occidentales estuvieran peor
adaptados que los orientales a condiciones mas secas de incubacidn, puesto que no se
encontré ninguna interacciéon entre los efectos del linaje y los del tratamiento de
humedad. Esto refuerza la idea de que un 10% de contenido en agua en el sustrato de
incubacién puede ser suficiente para las necesidades fisiologicas de los huevos,

embriones y juveniles de esta especie mediterranea.

En general, el periodo de crecimiento postnatal apoy6 la conclusion de que los
juveniles occidentales estuvieron en mejor condicién que los orientales a una edad de 30
dias, ya que sobrevivieron mejor, comieron mas grillos (sobre todo los juveniles
procedentes de huevos incubados a baja temperatura) y ganaron peso mas rapidamente,

incluso tras controlar por los efectos de la ingestion de alimento. Curiosamente, se
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encontrd una interaccion marginalmente significativa entre los efectos de la temperatura
de incubacion y el linaje en la cantidad de alimento consumido; esa interaccion habria
sido mayor si hubiéramos considerado las tasas de ingestion de alimento de aquellos
individuos —principalmente de origen oriental incubados a baja temperatura— que
murieron antes de alcanzar la edad de 30 dias. Combinadas, todas estas lineas de
evidencia sugieren que los embriones y juveniles de esta especie encuentran dificultades
en el desarrollo cuando son incubados a baja temperatura (Monasterio et al. 2011),
especialmente si pertenecen al linaje oriental. Esta respuesta diferencial a las
condiciones ambientales durante la incubacion puede también contribuir a crear una
“frontera fisioldgica” para la expansion de las hembras orientales, lo cual podria
explicar el aparente aislamiento entre ambos linajes, aunque tal frontera podria cambiar
rapidamente bajo el actual contexto de cambio climatico (Chamaillé-Jammes et al.

2006).

Las diferencias entre las poblaciones de un mismo linaje fueron todavia
evidentes tras un mes de crecimiento postnatal, puesto que las lagartijas de llanura
fueron mayores (confirmando asi la tendencia no significativa detectada en el momento
de la eclosidon), mas pesadas y con colas mas largas (Tabla 4.2). Tales diferencias,
presumiblemente de naturaleza adaptativa, son consistentes con hallazgos previos que
han documentado los mayores tamafios y las tasas de crecimiento mas rapidas bajo
condiciones de entorno comun de los juveniles occidentales provenientes de ambientes
mediterraneos aridos (Iraeta et al. 2006, 2013). La sugerencia de que estos rasgos hayan
sido modelados por la seleccion natural se encuentra apoyada por el hecho de que este
patrén geografico aparezca de forma convergente tanto en las lagartijas orientales como
en las occidentales (Capitulo 3 y resultados de este capitulo). De forma Ilamativa, todos
estos efectos (es decir, el que los juveniles de zonas a menor altitud sean mas largos,
pesados y con colas mas largas que los de poblaciones situadas a mayor altitud) y
aquellos relativos a la humedad (que los juveniles incubados a 80% de humedad sean
mas pesados que los incubados a 10% de humedad), eran todavia validos al comienzo
de las carreras, cuando las lagartijas habian permanecido una media de 10 dias bajo
condiciones estandarizadas pero mas semejantes a las “naturales” en época otonal, es

decir, con oportunidades limitadas para la termorregulacion.

Una limitacion obvia de nuestro enfoque es que no hemos sido capaces de

identificar sitios naturales de puesta en esta especie, y por tanto carecemos de cualquier
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tipo de informacion acerca de las condiciones de incubacidon en el campo (pero véase
Valladolid y Gonzélez-Fernandez 2003, y Pleguezuelos et al. 2004). Se sabe que las
hembras de los reptiles oviparos pueden manipular los fenotipos de sus crias mediante
la seleccion cuidadosa de las caracteristicas ambientales de los sitios de puesta (Shine y
Harlow 1996, Kolbe y Janzen 2002, Blouin-Demers et al. 2004, Iracta et al. 2007, Reedy
et al. 2013). Por lo tanto, la seleccion del sitio de puesta puede tamponar en gran medida
las diferencias ambientales. Sin embargo, esto implicaria que las hembras de localidades
menos idoneas (por ejemplo, las localidades frias a mayor altitud, o las zonas mas secas
a baja altitud) emplearian mas tiempo y energia buscando sitios de puesta con la

combinacion Optima de temperatura y humedad para la incubacion de sus huevos.

No se encontraron diferencias en la capacidad locomotora (es decir, en la
velocidad de los sprint) entre linajes, poblaciones, o tratamientos de temperatura o
humedad. Asi, nuestros resultados apoyan la rigidez evolutiva de la fisiologia térmica
(Hertz et al. 1983, Crowley 1985, Van Damme et al. 1990), sugiriendo que la
dependencia térmica de la velocidad de sprint ha evolucionado con independencia de
las condiciones de incubacion y es resistente a los cambios direccionales. Sin embargo,
estos resultados deberian ser considerados con cautela, dado que fueron obtenidos en
experimentos de laboratorio, y puede que no reflejen el comportamiento de las lagartijas

en el campo (Irschick y Garland 2001, Losos et al. 2002, Irschick et al. 2005).

Por otro lado, si se encontraron diferencias en la estrategia de huida. De nuevo,
los efectos de la temperatura fueron claros, puesto que los juveniles de ambos linajes
incubados a 32 °C realizaron un mayor nimero de Sprints mas cortos que los incubados
a 24 °C. Mas sorprendente fue el efecto del linaje, ya que los juveniles occidentales
realizaron mas sSprints, pero no mas cortos, que los orientales; el resultado global fue
que la distancia total recorrida, que podria interpretarse como un indice valido de
resistencia locomotora, fue mayor para los juveniles occidentales que para los
orientales. Estudios previos han mostrado que en el iguanido Sceloporus occidentalis,
los juveniles meridionales corren mas rapido y muestran mayor resistencia que los
septentrionales. Sin embargo, la ingenieria alométrica ha demostrado que solamente las
diferencias en resistencia, pero no en velocidad, siguen siendo significativas tras
eliminar de forma experimental la influencia del tamafio corporal (Sinervo y Huey
1990). Esto contrasta con nuestros resultados, puesto que en nuestros analisis los efectos

significativos tanto de la temperatura de incubacion como del linaje filogeografico
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desaparecieron tras controlar los efectos del tamafio corporal, enfatizando asi la
importancia ecologica del tamafio corporal como un rasgo asociado con la eficacia
bioldgica (Sinervo et al. 1992) y modulado por la inversion materna (Iraeta et al. 2013),
la temperatura de incubacion, y el ambiente de crecimiento (Iraeta et al. 2006), aunque
una adecuada confirmacion de los efectos del tamafio corporal sobre la fisiologia y la
eficacia biologica (Arnold 1983) requeriria manipular experimentalmente dicho tamafio

(Sinervo y Huey 1990, Sinervo y Licht 1991, Sinervo et al. 1992).

Se podria argumentar también que las lagartijas occidentales tuvieron mayores
niveles de resistencia, y corrieron marginalmente mas radpido que las orientales, porque
la estrategia de huida de estas Ultimas podria basarse mas en la cripsis que en la
capacidad locomotora (Bauwens y Thoen 1981, Iraeta et al. 2010). Si la probabilidad de
que un animal sea depredado depende primeramente de si es detectado o no por un
depredador, mas que de la rapidez con la que puede escapar (Schwarzkopf y Shine
1992), la capacidad locomotora y la resistencia seran selectivamente menos importantes
en habitats con una estructura de vegetacion mas abierta y parcheada. En tal caso, y
asumiendo una cobertura mayor de las formaciones arbustivas y herbaceas y una menor
cobertura forestal en los hébitats orientales (lo que viene apoyado por el desarrollo de
un patrén rayado de coloracion dorsal presuntamente evolucionado para incrementar la
cripsis, véase el Capitulo 6), las lagartijas orientales no necesitarian correr tan rapido
y/o distancias tan largas como las occidentales porque podrian y deberian permanecer

mas cerca de los refugios (Iraeta et al. 2010).

En resumen, nuestros resultados muestran que la temperatura de incubacion fue
la principal fuente de variacion fenotipica para los recién eclosionados y juveniles de P.
algirus. Sin embargo, no todos los efectos de la temperatura de incubacion fueron
evidentes al eclosionar, porque los juveniles incubados a alta temperatura, aunque mas
pequetios que los incubados a temperaturas menores, fueron capaces de sobrevivir
mejor y crecer mas rapido durante el primer mes de vida. Ademas, también detectamos
diferencias entre los linajes filogeograficos en la sensibilidad térmica de sus embriones
durante la incubacién, siendo el linaje occidental mas tolerante a la incubacién a
temperaturas bajas. Dado que el linaje oriental ocupa areas mas secas y calidas y se ve
mas severamente afectado por las bajas temperaturas de incubacion, sugerimos que tales
diferencias pueden haber limitado la expansion del linaje oriental hace regiones ibéricas

mas occidentales.
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V. Capitulo 5

El uso de marcadores nucleares revela la existencia de flujo génico

entre linajes mitocondriales del lacértido Psammodromus algirus
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El uso de marcadores nucleares revela la existencia de flujo génico

entre linajes mitocondriales del lacértido Psammodromus algirus

Resumen. La utilizacion de distintos marcadores es una metodologia cada vez mas
empleada en los estudios de ecologia molecular. Por un lado, los analisis con ADN
mitocondrial son utiles para descubrir la historia y posibles patrones filogeograficos de una
especie. Por otro lado, marcadores con elevadas tasas de mutacion, como los microsatélites,
permiten estimar los niveles de flujo génico entre poblaciones en periodos de tiempo mas
recientes. En este estudio aprovechamos la informacion de secuencias mitocondriales y
siete loci de microsatélites para identificar distintos niveles de estructura poblacional en
Psammodromus algirus. El analisis de 318 secuencias mitocondriales de 36 poblaciones
ibéricas produjo 60 haplotipos distintos, agrupados en dos linajes principales: un linaje
occidental con dos clados situados al SO y NO de la Peninsula Ibérica (W1 y W2,
respectivamente) y un linaje oriental con tres clados, el primero restringido al SE (E1), el
segundo distribuido por casi toda la mitad oriental (E2) y el tercero en el centro de la
Peninsula (E3) con una distribucion alopatrida respecto al anterior. La topologia de la red
de haplotipos, los analisis de mismatch distribution y las estimas de R, apoyaron la idea de
que los clados del norte (W2, E2 y E3), pero no los del sur (E1 y W1), tienen la estructura
tipica de poblaciones en expansion demografica. Sin embargo, los microsatélites de una
submuestra de 9 poblaciones pusieron de manifiesto un patréon distinto al del ADN
mitocondrial, con un grupo de poblaciones en el centro de la Peninsula caracterizado por
presentar elevados niveles de flujo y por incluir poblaciones con haplotipos de los clados
W2 y E3, asi como la unica poblacion detectada con haplotipos de ambos linajes (W1 y
E3). Por otra parte, la aparicion sintdpica de haplotipos E2 y E3 fue la tinica situaciéon de
mezcla geograficamente verosimil que no se detectd en nuestros muestreos. La hipotesis
que proponemos para explicar este patron filogeografico es que el clado E3, tras haberse
diferenciado en algun refugio pleistocénico del interior peninsular, se habria expandido al
retirarse los hielos hasta establecer contacto por el norte y el oeste, puede que en época
reciente, con poblaciones de los clados W1y W2. Por el este y el sudeste, sin embargo, su
expansion se veria frenada por la interrupcion del tipo de habitat “occidental” al que se
habrian adaptado sus poblaciones, lo que viene apoyado por el hecho de que algunas de sus
respuestas ecologicas, y en particular el patréon de coloracion dorsal relacionado con la
cripsis (Capitulo 6), se parecen mas a las lagartijas occidentales que al clado E2. Nuestros
resultados ponen de manifiesto la necesidad de utilizar distintos marcadores para
comprender la historia evolutiva y situacion actual de las especies, asi como la importancia
del habitat como modulador del contacto secundario y convergencia fenotipica entre
poblaciones de distintos filogrupos que se han adaptado a ambientes similares (W2 y E3), o

de la divergencia entre clados del mismo filogrupo (E2 y E3) adaptados a habitats distintos.
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Introduccion

La filogeografia trata de identificar los procesos historicos responsables de la
distribucion actual de los taxones analizando la estructura espacial de las genealogias
obtenidas a partir de secuencias genéticas, sobre todo mitocondriales (Avise 2000).
Probablemente, su contribucidon mas conocida consista en facilitar la ubicacion de las
areas en las que residieron las especies durante (y entre) los periodos frios del
Cuaternario, denominadas habitualmente “refugios glaciares”. En Europa, dichos
refugios estuvieron localizados en las peninsulas meridionales del continente, en
particular la Ibérica, la Balcanica y, en menor medida, la Italica. En efecto, desde los
trabajos pioneros de Hewitt (1996, 1999), numerosos estudios han documentado la
colonizaciéon del NO de Europa a partir de refugios localizados en la Peninsula Ibérica
para una amplia variedad de taxones que incluyen, por citar s6lo algunos ejemplos,
mamiferos como el corzo Capreolus capreolus (Vernesi et al. 2002), el raton de campo
Apodemus sylvaticus (Michaux et al. 1998, 2003) o el topillo agreste Microtus agrestis
(Jaarola y Searle 2002), aves como el pinzéon Fringilla coelebs (Griswold y Baker
2002), reptiles como el galapago europeo Emys orbicularis (Lenk et al. 1999), anfibios
como el sapo corredor Bufo calamita (Beebee y Rowe 2000), y plantas como la hiedra
Hedera ssp. (Grivet y Petit 2002), los robles (especies caducifolias del género Quercus,
que por su propension a hibridar han sido estudiadas como un tnico conjunto: Quercus
pyrenaica Willd., Q. faginea Lam., Q. canariensis Willd., Q. robur L., Q. petraea
[Matt.] Liebl., y Q. pubescens Willd.; véanse Olalde et al. 2002, Petit et al. 2002a y
2002b) o la encina Quercus ilex L./ Q. rotundifolia Lam. (Lumaret et al. 2002).

No obstante, la Peninsula Ibérica no se ha limitado a servir de refugio meridional
a numerosas especies durante los eventos glaciares del Cuaternario, sino que ha
protagonizado un papel mucho mas complejo, promoviendo elevados niveles de
diferenciacion intraespecifica, un fendmeno que puede verse reflejado en la estructura
filogeografica de numerosos taxones actuales de distribucion parcial o exclusivamente
ibérica (Alexandrino et al. 2002, 2007, Godinho et al. 2008, Miraldo et al. 2011). En
particular, ciertas caracteristicas de la Peninsula han facilitado la presencia de un
escenario heterogéneo en cuanto a la diversidad de habitats disponibles durante las
épocas glaciares, lo cual habria favorecido el aislamiento de las poblaciones durante las
sucesivas contracciones y expansiones geograficas a lo largo del Cuaternario. Entre

tales caracteristicas cabe destacar la presencia de varias cadenas montafiosas con una
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orientacion este-oeste que potencia al maximo el abanico de microclimas disponibles,
permitiendo la supervivencia de las poblaciones mediante desplazamientos altitudinales
que permitirian rastrear las condiciones mas favorables a medida que el clima se hace
mas frio o mas céalido (Hewitt 1996). Esta alternancia de valles y sierras, junto con su
ubicacion geografica entre Africa y Europa y la consecuente variedad climatica, con
claras influencias mediterranea y atlantica y climas que van de subdesérticos a alpinos,
hacen de la Peninsula un enclave idoneo para la proliferacion de numerosos refugios
glaciares, aislados unos de otros, que habrian dado lugar a procesos de diferenciacion
alopatrida en numerosas especies vegetales y animales. De hecho, en su revision de
2007 Gomez y Lunt no encuentran ningun ejemplo de un muestreo detallado a escala
peninsular que haya puesto de manifiesto la existencia de un tnico refugio, lo que les
lleva a sugerir que la presencia de multiples refugios es un fendmeno generalizado que
refleja episodios de vicarianza similares, y se traduce en patrones filogeograficos
concordantes, para numerosos taxones de la flora y fauna ibéricas (Lumaret et al. 2002,
Petit et al. 2002a y 2002b, Garcia-Paris et al. 2003, Martinez-Solano 2004, Martinez-
Solano et al. 2004).

Por otra parte, estos procesos de diferenciacion en refugios distintos han debido
producirse de forma particularmente intensa en aquellos taxones cuya escasa capacidad
de dispersion o cuya estricta dependencia de ambientes favorables hayan podido
favorecer su aislamiento geografico, restringiendo el flujo génico entre poblaciones
(Gomez y Lunt 2007). En este sentido, los reptiles terrestres constituyen un grupo
idoneo para los estudios filogeograficos, debido a que combinan una escasa capacidad
de dispersion con una estrecha dependencia de las condiciones ambientales, ya que, en
su condicion de ectotermos (Pough 1980), suelen asociarse a los climas mas calidos y
secos, y no pueden vivir bajo condiciones en las que la termorregulacion estd
seriamente comprometida. Asi, durante el avance de los glaciares su distribucion debid
quedar relegada a los extremos meridionales de las peninsulas, convirtiendo a éstas en

auténticos reservorios de diversidad y endemicidad (Arnold y Burton 2007).

Sin embargo, hasta hace no mucho la mayoria de los estudios filogeograficos
sobre reptiles ibéricos se han centrado en especies con una distribucioén disyunta en el
oeste y noroeste y en los sistemas montafiosos del centro de la Peninsula (Paulo et al.
2001, Godinho et al. 2006a, 2006b, 2008, Pinho et al. 2007a), tal vez por la ventaja que

supone trabajar con modelos en los que las poblaciones a comparar presentan
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distribuciones alopatridas. S6lo recientemente han comenzado a aparecer trabajos en los
que se aborda el estudio de especies de distribucion amplia en la region mediterranea de
la Peninsula (Carranza et al. 2006, Fitze et al. 2011, Miraldo et al. 2011), a pesar de que
son éstas las que deberian presentar, en virtud precisamente de su adaptacion al clima
mediterraneo (Diaz et al. 1996), patrones filogeograficos mas complejos en respuesta a

las vicisitudes climaticas del Pleistoceno.

A este respecto, es llamativo el caso de la lagartija colilarga Psammodromus
algirus, probablemente la especie de lacértido mas comun y ampliamente difundida en
la Peninsula Ibérica fuera de las ambientes fuertemente antropizados en los que
dominan las especies del género Podarcis. En 2006, Carranza y colaboradores
realizaron un estudio filogeografico en el que ponian de manifiesto la existencia de dos
linajes de ADN mitocondrial en esta especie, uno occidental y otro oriental, separados
desde hace 3.6 millones de afios; al mismo tiempo, tal y como se ha comentado en el
Capitulo 2, Busack y Lawson (2006) encontraron diferencias en el ADN mitocondrial y
las aloenzimas de poblaciones ibéricas del centro y del sur peninsular, lo que, en
combinacion con analisis morfologicos posteriores, did pie a que Busack et al. (2006)
describieran como nuevas especies P. manuelae de Manzanares el Real (Madrid) y P.
jeanneae de las proximidades de Facinas (Cadiz; véase el Capitulo 2). Sin embargo, y
en base a los resultados expuestos en Verdu-Ricoy et al. (2010), que se reproducen en el
Capitulo 2, la lista patrén revisada por la Asociacion Herpetologica Espafiola en 2011
(Carretero et al. 2011) concluye que “ambos taxa corresponden respectivamente a los
subclados norte y sur del linaje oeste del taxéon con un bajo nivel de diferenciacion
genética”, por lo que “recomiendan sinonimizar ambos binomios con P. algirus.
Persiste, no obstante, la indefinicion del estatus del bien diferenciado clado este que
queda innominado”. Si ademas se tiene en cuenta que la diferenciacion de los dos
linajes mitocondriales encuentra eco en las diferencias fenotipicas, relacionadas con las
estrategias reproductivas, que se han revisado en los Capitulos 3 y 4, parece oportuno

profundizar en la filogeografia de las poblaciones ibéricas de P. algirus con vistas a:

- Terminar de definir la estructura filogeografica de la especie, estableciendo de
forma precisa cuales son sus principales filogrupos y, en la medida de lo posible,

cudl es su distribucion en la Peninsula Ibérica.
- Combinar marcadores mitocondriales de herencia materna y evolucion lenta con
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marcadores nucleares de herencia biparental y evolucion rapida (microsatélites); los
primeros son mas utiles para establecer la estructura filogeografica del apartado
anterior, mientras que los segundos sirven para estimar el nivel de flujo génico

reciente entre poblaciones o filogrupos.

- Detectar posibles zonas de contacto entre filogrupos para tratar de establecer la
situaciéon evolutiva de las poblaciones asentadas en dichas zonas: aislamiento,
diferenciacion incipiente o mezcla estable. Para ello, estudiaremos si hay o no
concordancia entre los patrones definidos por el ADN mitocondrial y los patrones
de flujo deducidos de los microsatélites. Ademads, trataremos de arrojar luz sobre los
procesos ecoldgicos que podrian explicar el origen y mantenimiento de dichas zonas

de contacto.

Material y métodos
Zonas de muestreo

Las muestras de tejido de Psammodromus algirus se obtuvieron durante los
periodos de actividad (primavera y verano) de 2002, 2006, 2008, 2009 y 2010 de un
total de 36 localidades repartidas a lo largo del area de distribucion ibérica de la especie
(Figura 5.1 y Tabla 5.1). El muestreo se concentré en la zona central de la Peninsula
Ibérica con el objetivo de delimitar de forma precisa las respectivas areas de
distribucion de los principales filogrupos que conforman P. algirus en la Peninsula (un
linaje oriental con tres clados y otro occidental con dos; Verdi-Ricoy et al. 2010,
Capitulo 2 y Resultados). El esfuerzo de captura se intensifico en nueve poblaciones
(hasta alcanzar N > 25) para los posteriores andlisis con microsatélites. Este
subconjunto de localidades se escogio tratando de maximizar la cobertura geografica y
la representacion de todos los clados mitocondriales. Todas las lagartijas fueron
capturadas con lazo, tras lo cual se les corto la porcion distal de la cola (~ 2 cm) para
posteriores extracciones de ADN, siendo liberadas en el mismo lugar de captura

inmediatamente después.
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Figura 5.1. Poblaciones de P. algirus empleadas en este estudio. Los niimeros
corresponden a las localidades de la Tabla 5.1. Los colores representan los cinco filogrupos
principales mostrados en la red de haplotipos de la Figura 5.2 y sus areas de distribucion
hipotéticas. Las poblaciones con dos colores representan localidades en las que se han
encontrado haplotipos de diferentes grupos, ya sean del mismo linaje (poblaciones 6, 24 y
25) o de los dos linajes mitocondriales (poblacion 8).

Extraccion de ADN y amplificaciones por PCR

El ADN se extrajo a partir de aproximadamente 40 mg de tejido empleando el
Kit BioSprint 15 DNA® de Qiagen y siguiendo el protocolo del fabricante. La calidad y
eficiencia de las extracciones se inspecciond visualmente mediante electroforesis y con
procedimientos analiticos como la cuantificacion de la concentracion de ADN y del
cociente Ajze/Azso (indicador de la pureza de la extraccidon) mediante un

espectrofotometro NanoDrop.
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N°  Poblacién Lz‘o‘;‘)‘d L"(‘,}g];t)“d N ﬁ;’giﬁ;’i‘;gs Clado(s) Ny Nexe Hp 7

1*  Navacerrada 40,726 -4,023 9 1-3 W2 3 2 0,417 044
2*  El Pardo 40,511 -3,755 9 1,4-5 w2 3 2 0,556 1,39
3 Sotos de Sepulveda 41,267 -3,567 8 1,6-7 w2 3 2 0,714 0,86
4 Aldea del Fresno 40,330 -4,244 8 1 w2 1 0 0 0

5*  Cabaifias de Tera 42,011 -6,056 13 1,8 w2 2 1 0,154 0,15
6*  Pallarés 38,057 -6,184 12 9-16 W1+W2 8 7 0,924 6,18
7 Helechosa de los Montes 39,314 -4,900 5 11 W1 1 0 0 0

8*  Villuercas 39,468 -5,341 16 11,42 WI+E3 2 0 0,525 24,68
9*  Aranjuez 40,016 -3,586 8 17-18 E2 2 1 0,250 0,25
10 Torrejoncillo del Rey 40,035 -2,599 9 18 E2 1 0 0 0

11  Lerma 42,134 -3,650 30 18-20 E2 3 2 0,628 1,23
12*  Hoces del Cabriel 39,542 -1,518 15 18,21-24 E2 5 3 0,562 0,65
13 Pioz 40,443 -3,161 7 18,25 E2 2 1 0,286 0,29
14 San Martin de la Vega 40,187 -3,544 7 18 E2 1 0 0 0

15  Villatobas 39,839 -3,259 5 18 E2 1 0 0 0

16  Saelices 39,873 -2,788 4 18 E2 1 0 0 0

17  Villar de la Encina 39,627 -2,492 2 18,26 E2 2 1 1 1,00
18  Varade Rey 39,422 -2,320 4 18 E2 1 0 0 0

19  Villares del Saz 39,856 -2,541 8 18,27 E2 2 1 0,250 0,25
20  Vellisca 40,139 -2,813 6 18,28 E2 2 1 0,333 0,33
21  Honrubia 39,586 -2,220 4 18,24 E2 2 0 0,500 0,50
22 Brihuega 40,766 -2,930 10 18 E2 1 0 0 0

23 El Frasno 41,421 -1,489 12 18 E2 1 0 0 0

24*  Abrucena 37,119 -2,812 13 29-31 E1+E2 3 3 0,641 10,77
25  Morata 37,588 -1,555 9 18,32-34 E1+E2 4 3 0,750 14,33
26  Valdepenas 38,901 -3,477 10 35-38 E3 4 4 0,733 1,64
27  Despenaperros 38,375 -3,519 7 39-42 E3 4 3 0,714 2,19
28*  Pelahustan 40,180 -4,607 10 42-43 E3 2 1 0,200 0,40
29  Monte de Batres 40,224 -3,938 11 42,44-45 E3 3 2 0,564 0,62
30  Talavera de la Reina 39,936 -4,820 7 42, 46-49 E3 5 4 0,857 1,62
31  Villarejo de Montalban 39,760 -4,568 11 42, 50-52 E3 4 2 0,691 0,95
32 Malpica de Tajo 39912 -4,545 8 42,50,53-54 E3 4 2 0,750 1,89
33 San Roman de los Montes 40,084 -4,730 3 42, 55-56 E3 3 2 1 2,00
34 Espinoso del Rey 39,652 -4,788 3 42 E3 1 0 0 0

35  Noez 39,747 -4,197 10 42,57-58 E3 3 2 0,644 0,73
36  Puerto Lapice 39,328 -3,490 5 59-60 E3 2 2 0,600 1,20

Tabla 5.1. Informacion geografica y diversidad del ADN mitocondrial en las 36
localidades muestreadas. Para cada poblacion, con el mismo codigo numérico de la Figura
5.1 en la primera columna, se indica la latitud, la longitud, el tamafio de muestra (N), la
identidad de los haplotipos obtenidos y el (o los) clado(s) al (o a los) que pertenecen segun
los codigos de la Figura 5.2, el nimero de haplotipos (Ny) el numero de haplotipos
exclusivos (Ngxc) y los valores de diversidad haplotipica (Hp) y diversidad nucleotidica (r,
expresada como nimero medio de mutaciones puntuales entre las secuencias). Las
poblaciones para las que se dispone ademas de informacién sobre siete loci de
microsatélites aparecen sefialadas con un asterisco.

Un fragmento de 849 pb que incluye los genes mitocondriales de la cuarta
subunidad de la NADH deshidrogenasa (ND4) y los tres ARNt adyacentes (histidina,
serina y leucina) fue amplificado usando los primers ND4 y Leu (Arévalo et al. 1994).
Las amplificaciones fueron realizadas en un volumen total de 50 ul con 1x buffer de

reaccion, 2 mM MgCl,, 0.4 uM de cada primer, 0.2 mM de cada dNTP, 1.25 U de DNA
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polimerasa Go-Taq Flexi (Promega), y 3 pl del ADN previamente extraido (50-100 ng).
Las condiciones de PCR consistieron en un paso previo de desnaturalizacion de 3
minutos a 94 °C, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion durante 30 segundos a 94 °C,
ligamiento de primers durante 30 segundos a 54 °C y elongacion durante 40 segundos a
72 °C, con un paso final de elongacion de 4 minutos a72 °C. La efectividad de las PCR
se comprobd visualmente por la migracion de los productos de PCR en geles de
agarosa. Los productos de PCR fueron purificados mediante un proceso de limpieza con
acetato de amonio y etanol y secuenciados mediante el protocolo de secuenciacion ABI
Prism Big Dye Terminator Cycle en un secuenciador automatico ABI Prism 310
(Applied Biosystems). Las secuencias fueron alineadas con CLUSTALX (Thompson et
al. 1997) bajo los parametros por defecto del programa (penalizacion por apertura de
gap = 10; penalizacidon por extension de gap = 0.2) y visualmente inspeccionadas con

BIOEDIT v.7.0.5 (Hall 2005).

Siete loci de microsatélites descritos de forma especifica para Psammodromus
algirus (Psall, Psal2, Psal3, Psal4, Psal5, Psal7 and Psal8; Bloor y Davila 2008) fueron
amplificados para nueve poblaciones (Abrucena, Hoces del Cabriel, Aranjuez,
Pelahustan, Villuercas, Pallarés, El Pardo, Navacerrada y Cabafias de Tera) usando los
primers y el protocolo establecido por los autores. Las amplificaciones multiples se
realizaron en un volumen total de 25 puL con Ix buffer de reaccion, 2 mm MgCl,, 0.2
mm de cada ANTP y 0.75 U de Taq Polimerasa, con 0.2-0.5 uM de cada primer (véase
Bloor y Davila 2008). Las condiciones de PCR consistieron en un paso previo de
desnaturalizacion de 1 minuto a 94 °C, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion
durante 45 segundos a 94 °C, ligamiento de primers durante 45 segundos a 52 °C y
elongacion durante 45 segundos a 72 °C, con un paso final de elongacion de 30 minutos
a 60 °C. El genotipado de las muestras fue realizado por Source BioScience
(Nottingham) y el andlisis del mismo se llevdé a cabo mediante el programa PEAK
SCANNER v.1.0 (Applied Biosystems). Debido a que la mayoria de los programas
enfocados al estudio de microsatélites requieren la informaciéon alélica expresada en
nimero de repeticiones del motivo, y no en tamanos de los productos amplificados (en
pb, tal y como refleja el analisis del genotipado), se procedid a la secuenciacion de los
fragmentos amplificados de 2-3 homocigotos para cada loci, con el fin de realizar la
correspondencia entre el tamafio de los fragmentos (pb) y el nimero de repeticiones del

motivo (tetranucledtidos en todos los loci).
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Analisis de los datos genéticos

ADN mitocondrial.- Las relaciones filogenéticas de las secuencias

mitocondriales se reconstruyeron con TCS v.1.21 (Clement et al. 2000), que elabora
redes de haplotipos empleando el criterio de parsimonia (Templeton et al. 1992). Este
método de inferencia filogenética contiene informacidén no reflejada en los arboles
filogenéticos que puede ser util a la hora de inferir la historia demografica de las
poblaciones (Zachos 2009). Las estimas de diversidad haplotipica (Hp) y diversidad
nucleotidica (n) fueron obtenidas con DNASP v.5 (Librado y Rozas 2009) para todas las
poblaciones muestreadas. Ademas, se elaboraron varios subconjuntos de haplotipos,
agrupandolos en funcidn de los distintos grupos obtenidos (linajes y clados: dos linajes,
occidental y oriental, con dos y tres clados respectivamente), para calcular el nimero
medio de cambios (mutaciones) y estimar los porcentajes de divergencia entre ellos.
Asimismo, para cada uno de los cinco clados se obtuvieron histogramas de frecuencias
para el numero de diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias (mismatch
distribution) que se compararon mediante chi-cuadrados de maxima verosimilitud con
las frecuencias esperadas bajo dos supuestos distintos: 1) un modelo de evolucion
neutral y de tamafio de poblacion constante (Watterson 1975, Slatkin y Hudson 1991), y
2) un modelo de expansion demografica a partir de una subpoblacion de tamafio
reducido (Rogers y Harpending 1992). Este segundo modelo se basa en dos pardmetros
mutacionales: Theta (6 = 2Nep, donde N, es el tamano efectivo de la poblacion de
hembras y [ es la tasa de mutacion por secuencia y generacion) y Tau (t = 2ut, donde t
es el tiempo en generaciones y [ es la tasa de mutacidon por secuencia y generacion,
Rogers y Harpending 1992). Generalmente los valores de 0; (antes de la expansion) y ©
son desconocidos, pero se pueden estimar a partir de los datos mediante la
aproximacion de 0 (después de la expansion) a infinito (Rogers 1995). En nuestro caso,
los valores de 0; y T se obtuvieron asumiendo que 0y = 1.000. Las estimas de estos
parametros se usaron después para obtener los valores esperados bajo el supuesto de
expansion demografica. Por otra parte, y dada la tendencia conservadora de la mayoria
de los parametros basados en distribuciones mismatch, se optd también por incluir en
este estudio las estimas de R, (Ramos-Onsins y Rozas 2002), un estadistico mas potente
en la deteccion de expansiones poblacionales (véase Pinho et al. 2007a y Miraldo et al.
2011). El valor de Ry ilustra la diferencia entre el niimero de mutaciones de tipo

singleton (es decir, instancias unicas) y el numero medio de cambios entre pares de
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secuencias (Ramos-Onsins y Rozas 2002). Asi, eventos de expansion reciente producen
valores bajos de este estadistico. En nuestro caso, se estimo6 el valor de R, para cada uno

de los cinco clados y su significacion estadistica tras 1.000 simulaciones coalescentes.

Las distancias genéticas entre las poblaciones (Fsr estimadas en base al nimero
de pairwise differences entre ellas) y su significacion estadistica tras 10.000
permutaciones fueron calculadas con ARLEQUIN v.3.11 (Excoffier et al. 2005),
aplicando la correccion secuencial de Bonferroni. Para investigar el reparto de la
variabilidad genética entre linajes, se realizd6 un andlisis de la varianza molecular
(AMOVA). Debido al caracter “hibrido” de Villuercas (que posee haplotipos de ambos
linajes, véanse la Figura 5.1 y la Tabla 5.1), se excluyo esta poblacion de los AMOV As

entre linajes.

Microsatélites.- Los datos de microsatélites de las poblaciones genotipadas
fueron analizados en primer lugar con ARLEQUIN para estimar los valores de
heterocigosidad observada y esperada para cada loci y poblacion, realizando los test
correspondientes para detectar posibles desviaciones con respecto al equilibrio de
Hardy-Weinberg, asi como posibles desequilibrios de ligamiento. Las distancias
genéticas entre las poblaciones se calcularon empleando los estadisticos Fsr (Wright
1951) y Rgr (Slatkin 1995), estimdndose su significacion tras realizar 10.000
permutaciones. Rgt es un andlogo de Fsr que, en vez de considerar solo las frecuencias
de los distintos alelos, tiene en cuenta las diferencias en el nimero de repeticiones,
asumiendo un modelo de mutacion por pasos supuestamente capaz de reflejar con mas
exactitud el patron de evolucion de los microsatélites; estudios previos sugieren que Rgr
y Fst son similares cuando la diferenciacion es escasa, mientras que Rgr supera a Fgr
cuando el nivel de diferenciacion es importante (Lugon-Moulin et al. 1999, Hardy et al.
2003). En todos los casos (Hardy-Weinberg, desequilibrio de ligamiento y distancias
genéticas) la significacion estadistica se examino tras aplicar la correccion secuencial de

Bonferroni.

Los datos de alelos de microsatélites se analizaron seguidamente con
STRUCTURE v.2.3 (Pritchard et al. 2000) para comprobar la existencia de estructura
poblacional en base a marcadores nucleares. Para todo el conjunto de datos se estimo el
nimero mas probable de poblaciones ancestrales o clusters (K) entre un minimo de 1y

un maximo de 9, con 3 réplicas independientes para cada valor de K. Se empled el
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modelo de mezcla entre clusters y de frecuencias correlacionadas (Falush et al. 2003),
con un total de 1.000.000 de pasos de la cadena de Markov tras descartar los primeros
200.000. Dado que nuestras poblaciones demostraron ser informativas acerca de la
ancestria (como se pudo deducir en base a los valores de r proximos a 0; véanse los
detalles en la documentacién de STRUCTURE), dicha informacion previa fue empleada
para ayudar a la agrupacion de las diferentes poblaciones en los distintos clusters

genéticos (opcion Locprior del programa; Hubisz et al. 2009).

Por ultimo, en los AMOVA con microsatélites se usaron dos criterios de

agrupacion distintos:

- En base al linaje mitocondrial (de la misma forma que antes, excluyendo la

poblacion de Villuercas dado su carécter “hibrido”).

- En base a los clusters obtenidos con STRUCTURE (asociando cada poblacion al
cluster con mayor probabilidad de asignacién). Aunque este segundo
planteamiento es en buena medida circular, se emple6 para disponer de una
referencia con la que comparar los estadisticos de fijacion y porcentajes de

variacion obtenidos en el punto anterior.

Asimismo, y para corroborar el mayor o menor grado de mezcla de clados y/o
linajes mitocondriales en los grupos definidos por los microsatélites, se llevd a cabo un
AMOVA con las secuencias mitocondriales clasificadas en funcion de los clusters

obtenidos con STRUCTURE.

Para todas las agrupaciones realizadas, la estructura genética entre poblaciones
se describio utilizando Fsr y Rsr como indices de diferenciacion. Dado que ambos
estimadores presentan ventajas e inconvenientes, relacionadas con el balance entre
mutacidn, migracion y deriva que caracteriza a cada caso particular (Balloux y Lougon-
Moulin 2002, Hardy et al. 2003), en la actualidad se recomienda el uso, comparacion

critica e interpretacion cuidadosa de ambos indices (Balloux y Lougon-Moulin 2002).

ADN mitocondrial y microsatélites.- Finalmente, los datos mitocondriales y

nucleares se combinaron en IMa2 (Hey 2010), un programa que realiza estimaciones
simultaneas de pardmetros poblacionales mediante simulaciones de Markov basadas en

la teoria de la coalescencia. En nuestro estudio, los analisis de IMa2 se realizaron con el
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objetivo de estimar los niveles de flujo génico entre las poblaciones en base a los
valores del pardmetro m, que es la tasa de migracion ajustada por la tasa de mutacion (m
= M/u, en donde M es la tasa de mutacién por gen y por generacion, y U es la tasa de
mutacion neutral por generacion, Hey 2010). El valor de m representa asi la tasa de flujo
génico que mantiene una poblacion con cada una de las restantes poblaciones con las
que coexiste en el tiempo. Los analisis se llevaron a cabo bajo los modelos de evolucion
HKY para las secuencias de ADN mitocondrial y SMM para los alelos de
microsatélites. Las simulaciones de IMa2 requieren un arbol filogenético previo de las
poblaciones a analizar, lo que implica la designacion de determinadas poblaciones
ancestrales en aquellos andlisis con mas de dos poblaciones a analizar. Puesto que solo
disponemos de la informacion filogenética de las secuencias (no de las poblaciones, que
pueden albergar haplotipos més o menos divergentes, como de hecho ocurre en algunas
localidades de este estudio, véase la Tabla 5.1) y que ademds dichas filogenias estan
basadas solamente en las diferencias en el ADN mitocondrial (ya que no disponemos de
filogenias en base a secuencias nucleares), decidimos llevar a cabo analisis comparando
las poblaciones dos a dos. Esta opcion, que era la que inicialmente empleaba IMa (Hey
y Nielsen 2007), permite utilizar el arbol filogenético mas simple posible, en el que se
asume que las dos poblaciones a analizar provienen de otra poblacion ancestral
(desconocida, panmictica y mas o menos alejada en el tiempo) evitando asi asignar el
caracter ancestral a ninguna de ellas. No obstante, comparar dos a dos un conjunto de
nueve poblaciones supone un total de 36 andlisis distintos, ademas de varias réplicas de
cada uno de ellos para comprobar la convergencia en sus resultados. Dado que cada
analisis individual con microsatélites requiere un notable esfuerzo de computacion, que
puede emplear semanas e incluso meses en terminar (véase la documentacion de IMa2),
realizar varias réplicas de cada uno de los 36 anélisis resulta poco viable. Por ello, y
dado que los andlisis preliminares arrojaron resultados coherentes con los obtenidos con
STRUCTURE (por ejemplo la ausencia de flujo entre la poblacion de Cabanas y el resto
de localidades; véanse los resultados), en nuestro estudio optamos por no incluir
réplicas independientes para todos y cada uno de los analisis. En su lugar, repetimos los
analisis para un conjunto reducido de pares de poblaciones y estimamos la repetibilidad
de las correspondientes estimas, con objeto de valorar hasta qué punto son fiables los
resultados basados en una sola réplica. Tras varios andlisis preliminares para la
optimizacion de los ajustes, las simulaciones usaron 40 cadenas de Markov con una

duracién de 5.000.000 de pasos tras descartar los primeros 100.000. La tasa de mutacion
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empleada para las secuencias mitocondriales se calculd en base al nimero medio de
mutaciones entre los dos linajes (estimada previamente con DNASP) y el tiempo de

divergencia entre los mismos, de 3.6 Ma (Carranza et al. 2006).

Resultados

Estructura genética en base al ADN mitocondrial

La secuenciacion de los 318 fragmentos mitocondriales produjo 60 haplotipos
distintos, agrupados en cinco clados dentro de los dos linajes principales (Tabla 5.1,
Figura 5.2). Este resultado, que se corresponde con los arboles filogenéticos de Verdu-
Ricoy et al. (2010, Capitulo 2), divide al linaje occidental en dos grupos situados al SO
y NO de la Peninsula Ibérica (W1 y W2, respectivamente). El linaje oriental, por su
parte, se compone de tres clados principales: un grupo restringido al SE (E1), otro
ocupando casi toda la mitad oriental (E2) y un tercer grupo en el centro de la Peninsula
(E3) con una distribucion alopatrida respecto al anterior. El porcentaje de divergencia
entre los dos linajes, calculado en base al nimero medio de diferencias nucleotidicas
entre sus haplotipos, fue del 5.73%. Dentro de cada linaje, el grado de diferenciacion
entre los distintos clados fue mayor para el linaje oriental, con porcentajes de 2.97, 3.28
y 2.47% de divergencia (para las comparaciones entre E1-E2, E1-E3 y E2-E3,
respectivamente) frente a un 1.71% de divergencia entre los dos grupos occidentales

(W1 frente a W2).

La relacion entre los distintos haplotipos de cada grupo produjo dos tipologias
diferentes. Por un lado, los haplotipos de los clados con distribuciéon mas meridional
(W1 y El) se agruparon en estructuras lineales, sin patrones definidos y sin ser ninguno
de ellos claramente predominante. Por el contrario, los grupos W2, E2 y E3 presentaron
redes de haplotipos con tipologias en forma de estrella, en las que la mayoria de las
mutaciones se producen sobre un haplotipo predominante a partir del cual se generan
los demas (Figura 5.2). Estos resultados se vieron corroborados, al menos parcialmente,
por los analisis de mismatch distribution (Figura 5.3); aunque los clados E1 y E2 no se
ajustaron a ninguno de los modelos demograficos planteados (evolucion neutral y

tamafo de poblacion constante, o expansion demografica a partir de una subpoblacion de

94



Joaquin Verdu Ricoy Diversidad fenotipica en poblaciones ibéricas de lagartija colilarga

Figura 5.2. Red de haplotipos obtenida a partir de 318 secuencias de un fragmento de ADN
mitocondrial de 849 pb de P. algirus. Cada circulo coloreado y numerado representa un
haplotipo distinto encontrado en los muestreos. Los niumeros de los circulos se refieren a
los codigos que aparecen en la Tabla 5.1, su area es proporcional al numero de individuos
con cada haplotipo, y el color hace referencia a los filogrupos de la Figura 5.1. Los circulos
negros representan haplotipos intermedios no encontrados. Las lineas negras continuas
representan cambios de una sola base entre dos haplotipos, y las discontinuas una cantidad
mayor de cambios (indicada mediante nlimeros).

tamafio reducido;, P < 0.005 en todos los casos), y W1 y W2 no difirieron
significativamente de ninguno de ellos (P > 0.4 en todos los casos), el clado E3 se ajusto
mucho mejor al modelo de expansion demografica (P = 0.997) que al de tamafio de

poblacion constante (P < 0.001; véase la Figura 5.3).

Por otra parte, las estimas de R; se ajustaron de forma mas clara a las topologias
observadas en la red de haplotipos. Asi, los clados W2, E2 y E3 presentaron valores
bajos, y significativos, de R, (W2: R, =0.048, P =0.017; E2: R, = 0.028, P = 0.006; E3:
R, =10.024, P <0.001), indicando un niimero de singletones (es decir, cambios presentes
en una sola secuencia) mayor del esperado en una poblacion de tamafio constante, y mas
tipico, por el contrario, de una poblacién en la que el crecimiento rapido genera una
acumulacioén de mutaciones recientes en las ramas externas de la genealogia (es decir, en
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Figura 5.3. Graficas de mismatch distribution para los cinco clados de P. algirus
representados en la Figura 5.2. El eje horizontal representa el nimero de diferencias
nucleotidicas entre pares de secuencias, y el eje vertical muestra la proporcion relativa a
todas las comparaciones posibles. Las lineas continuas representan los valores esperados
bajo un modelo de tamaiio de poblacion constante (izquierda) o de expansion demografica
(derecha) y las discontinuas unen los valores obtenidos con los datos.
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los extremos de la red de haplotipos; véase Ramos-Onsins y Rozas 2002). Sin embargo,
los clados E1 y W1 no mostraron un patron significativamente distinto del esperado en
una poblacion sin cambios demograficos sustanciales ni rdpidas ampliaciones de su area

de distribucion (E1: Ry = 0.246, P = 0.943; W1: R, = 0.105, P = 0.220).

Al correlacionar las estimas de diversidad genética con la latitud de las
poblaciones muestreadas (Tabla 5.1) se pudo observar una disminucioén de sus valores
en las localidades mas septentrionales, marginalmente no significativa en el caso de la
diversidad haplotipica (r = 0.322, N = 36, P = 0.0552), pero significativa para la
diversidad nucleotidica (r = 0.469, N = 36, P = 0.0039) y el nimero de haplotipos
unicos (r = 0.426, n = 36, P = 0.0096); es decir, la diversidad genética observada fue
mayor en las poblaciones del sur que en las del norte. En la gran mayoria de las
poblaciones solo se encontraron haplotipos de un unico clado (Tabla 5.1). Las unicas
excepciones, identificables por sus elevadas diversidades nucleotidicas, fueron las
localidades de Pallarés (con haplotipos de W1 y W2), Abrucena y Morata (con
haplotipos de E1 y E2 en ambos casos) y Villuercas (la tnica con haplotipos de ambos

linajes, de los clados W1 y E3).

Las distancias genéticas mitocondriales entre las nueve poblaciones analizadas
(Tabla 5.2 A), en consonancia con los resultados de la red de haplotipos (Figura 5.2),
fueron maximas al comparar poblaciones de distintos linajes (E y W). Sin embargo,
también se encontraron distancias elevadas entre algunas poblaciones del linaje oriental
(Aranjuez y Hoces del Cabriel, del clado E2, frente a Pelahustan, del clado E3). Por el
contrario, se encontraron valores inusualmente bajos de Fsr para la distancias entre
Navacerrada y Cabafias, del linaje occidental, por un lado, y Aranjuez y Hoces del
Cabriel, del linaje oriental, por el otro (éstas, de hecho, fueron las inicas comparaciones
no significativas, incluso sin aplicar la correccion secuencial de Bonferroni). Los
resultados del AMOVA mostraron que, como cabria esperar, las mayores proporciones
de variacion correspondieron, en orden decreciente, a las diferencias entre linajes (Fst =
0.772, P =0.029), a las diferencias entre poblaciones dentro de cada linaje (Fst = 0.728,
P <0.001) y, por ultimo, a las diferencias dentro de cada poblacion (Tabla 5.3 A).

97



Joaquin Verdu Ricoy Diversidad fenotipica en poblaciones ibéricas de lagartija colilarga

A) ADN mitocondrial

Aranjuez Hoces Abrucena Pelahustin Villuercas Pallarés Navacerrada ElPardo Cabaiias

Aranjuez - 0.000™ 0.378 0.982 0.488 0.913 0.992 0.980 0.996

Hoces - 0.462 0.972 0.567 0.930 0.987 0.979 0.990

Abrucena - 0.726 0.427 0.810 0.853 0.840 0.876

Pelahustan - 0.332 0.928 0.992 0.983 0.995

Villuercas - 0.445 0.564 0.550 0.607

Pallarés - 0.693 0.665 0.736

Navacerrada - 0.484 0.019™
El Pardo - 0.577

Cabaiias -

B) Microsatélites

Aranjuez Hoces Abrucena Pelahustin Villuercas Pallarés Navacerrada ElPardo Cabaiias

Aranjuez - 0.060 0.028 0.026 0.037 0.037 0.045 0.107
Hoces -

Abrucena 0.116 - 0.049 0.037 0.023 0.056 0.042 0.114
Pelahustan 0.298 0.133 - 0.011 0.021 0.024 0.019 0.094
Villuercas 0.122 0.100 0.090 - 0.020 0.010 0.005™ 0.081
Pallarés 0.151 0.034™ 0.076 0.048 - 0.031 0.029 0.102
Navacerrada 0.059 0.083 0.173 0.012™ 0.075 - 0.026 0.077
El Pardo 0.178 0.068 0.052 0.008™ 0.030" 0.049™ - 0.112
Cabaiias 0.391 0.246 0.414 0.266 0.412 0.230 0.355 -

Tabla 5.2. Distancias genéticas entre nueve poblaciones de P. algirus. A) Distancias en
base a secuencias de ADN mitocondrial (Fst). B) Distancias calculadas en base a siete loci
de microsatélites; por encima de la diagonal se muestran las distancias calculadas con Fgr,
y por debajo las calculadas con Rgsr. Los valores sefialados con el superindice ns
corresponden a distancias estadisticamente no significativas tras aplicar la correccion
secuencial de Bonferroni.

Subestructura poblacional con marcadores nucleares (microsatélites)

Los niveles de diversidad y heterocigosidad de las nueve poblaciones
muestreadas para los siete loci analizados aparecen en la Tabla 5.4. En general, los
datos de microsatélites cumplieron los requisitos de equilibrio de ligamiento y de
Hardy-Weinberg para la mayoria de las poblaciones y loci. La unica excepcion al
equilibrio de ligamiento se hallé en Pallarés, en la que los pares de loci Psall-Psal3, y
Psal3-Psal5 estuvieron ligados entre si (es decir, dos comparaciones significativas de un
total de 159 posibles, juntando los datos de todas las poblaciones y todos los loci). Las
excepciones al equilibrio de Hardy-Weinberg se encontraron en Navacerrada con Psall,
en El Pardo con Psal3, en Pallarés con Psal5 y en Aranjuez con Psal7 (en total, 4

analisis significativos de 58 posibles).
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Agrupacién a) ADN mitocondrial

1. Basada en linajes mitocondriales Fst % Var P
Entre linajes 0.772 77.2 0.029
Entre poblaciones de linajes 0.728 16.6 <0.001
Dentro de poblaciones 0.938 6.2

2. Basada en clusters de microsatélites  Fsr % Var P
Entre clusters 0.256 25.6 0.124
Entre poblaciones de clusters 0.738 549 <0.001
Dentro de poblaciones 0.805 19.5

b) Microsatélites

1. Basada en linajes mitocondriales Fst % Var P Rst % Var P
Entre linajes 0.001 0.1 0.397 0.000 0.0 0.713
Entre poblaciones de linajes 0.051 5.1 <0.001 0.178 17.8 <0.001
Dentro de poblaciones 0.052 94.8 0.164 82.2

2. Basada en clusters de microsatélites  Fsr % Var P Rst % Var P
Entre clusters 0.038 3.8 <0.001 0.119 11.9 0.001
Entre poblaciones de clusters 0.016 1.5 <0.001 0.060 5.3 <0.001
Dentro de poblaciones 0.053 94.7 0.172 82.8

Tabla 5.3. Resultados de los AMOVAs con a) datos de ADN mitocondrial y b) datos de
microsatélites en funcion de 1) el linaje mitocondrial y la poblacion (excluyendo la
poblacion de Villuercas al no poder asignarse a ninguno de los dos linajes dado su caracter
“hibrido”) y 2) los clusters obtenidos con STRUCTURE. Para los microsatélites, se
muestran los analisis basados en Fgr y Rgr.

Los anélisis de STRUCTURE determinaron que el niimero mas probable de
clusters ancestrales fue de K = 5 (a juzgar por las posterior probabilities; se obtuvieron
valores muy similares y s6lo puntualmente mas bajos para K = 6, y ligeramente
mayores para K = 4, por lo que se opté por mantener K = 5, también para mejorar la
interpretacion de los clusters obtenidos). Las proporciones de pertenencia a cada uno de
los cinco clusters variaron drasticamente entre las poblaciones, con valores de
pertenencia al cluster mayoritario superiores al 80% en todas las poblaciones analizadas
salvo en las de Hoces del Cabriel y Pallarés (Figura 5.4). Puesto que el criterio
empleado para clasificar las poblaciones consistio en asociar cada una de ellas al cluster
con mayor probabilidad de asignacion (véase Material y métodos), las poblaciones de
Aranjuez y Hoces del Cabriel quedaron asignadas al cluster 1, Abrucena al cluster 2,
Pallarés al cluster 3 y Cabanas al cluster 5. Por su parte, las poblaciones de Pelahustan,
Villuercas, Navacerrada y El Pardo quedaron asociadas al cluster 4. Hoces del Cabriel
fue la tinica de las nueve localidades con valores de pertenencia al cluster mayoritario

por debajo del 50%, y fue por tanto la que presenté un mayor grado de mezcla entre los
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Psall Psal2 Psal3 Psal4 Psal5 Psal7 Psal8 Media
Aranjuez N 33 28 32 33 31 32 30 31.3
A 9 7 13 1 12 9 18 9.9
U 0 0 0 0 2 0 3 0.7
R 8 7 15 0 23 9 20 11.7
H, 0.848 0.500 0.844 0 0.871 0.594 0.933 0.656
H; 0.865 0.588 0.896 0 0.880 0.867 0.933 0.718
Hoces del Cabriel N 24 12 14 26 24 23 9 18.9
A 11 9 9 1 9 8 10 8.1
U 0 0 0 0 1 0 0 0.1
R 13 8 9 0 13 7 19 9.9
H, 0.792 0.667 0.929 0 0.833 0.783 0.778 0.683
Hg 0.884 0.844 0.878 0 0.863 0.792 0.928 0.741
Abrucena N 27 26 27 27 25 27 27 26.6
A 11 8 12 1 13 8 14 9.6
U 0 0 2 0 6 1 1 1.4
R 11 8 44 0 24 9 15 15.9
H, 0.889 0.769 0.778 0 0.720 0.852 0.778 0.684
H; 0.871 0.855 0.885 0 0.864 0.816 0.877 0.738
Pelahustan N 31 31 31 31 31 31 31 31.0
A 10 6 15 5 8 9 13 9.4
U 0 0 0 2 0 0 1 0.4
R 9 8 23 18 7 8 14 12.4
H, 0.806 0.710 0.871 0.161 0.774 0.677 0.871 0.696
Hg 0.827 0.750 0.922 0.155 0.787 0.809 0.912 0.737
Villuercas N 36 36 36 36 36 36 36 36.0
A 10 7 20 6 9 12 15 11.3
U 0 0 2 1 0 2 0 0.7
R 8 9 33 14 8 15 17 14.9
H, 0.833 0.639 0.944 0.194 0.722 0.861 0.917 0.730
Hy 0.859 0.761 0.932 0.257 0.855 0.856 0.897 0.774
Pallarés N 28 27 28 29 27 27 28 27.7
A 13 12 12 1 9 9 15 10.1
U 3 2 1 0 0 1 0 1.0
R 21 14 26 0 9 11 21 14.6
H, 0.786 0.741 0.857 0 0.556 0.667 0.893 0.643
Hg 0.895 0.864 0.890 0 0.790 0.862 0.932 0.748
Navacerrada N 25 25 25 25 25 25 25 25.0
A 10 6 19 4 10 10 12 10.1
U 0 0 2 2 0 0 0 0.6
R 10 5 26 11 10 9 14 12.1
H, 0.760 0.840 0.880 0.120 0.760 0.840 0.880 0.726
Hg 0.889 0.744 0.944 0.118 0.822 0.806 0.888 0.744
El Pardo N 34 33 33 34 33 33 33 333
A 9 5 17 4 8 7 10 8.6
U 0 0 0 0 0 0 0 0
R 8 4 25 14 7 7 13 11.1
H, 0.853 0.667 0.788 0.059 0.909 0.818 0.818 0.702
Hey 0.843 0.690 0.917 0.087 0.823 0.794 0.875 0.718
Cabaias de Tera N 26 25 25 28 25 24 26 25.6
A 8 6 15 1 10 11 7 8.3
U 1 1 1 0 2 2 0 1.0
R 7 5 18 0 10 16 13 9.9
H, 0.769 0.640 0.920 0 0.680 0.917 0.769 0.671
Hg 0.829 0.782 0911 0 0.772 0.893 0.753 0.706

Tabla 5.4. Diversidad genética de nueve poblaciones de P. algirus para siete loci de
microsatélites. Para cada poblacion y locus se indica el numero de individuos genotipados
(N), el total de alelos (A), el total de alelos unicos (U), el rango alélico (R, diferencia entre
el mayor y el menor alelo en numero de repeticiones), la heterocigosidad observada (Hy) y

esperada (Hg). En la ultima columna se muestran los valores medios para los siete loci.
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hipotéticos clusters ancestrales; la poblacion de Pallarés se caracterizo igualmente por
exhibir un grado alto de combinacion de clusters, aunque con claro predominio (70.9%)

del cluster 3.
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0.40
0.20
0.00

P (asignacion)

. .
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ARA HOC ABR PEL VIL PAL NAV PAR CAB
Wl 2 | |

ARA: Aranjuez 0.841 0.034 0016 0101 0.008
HOC: Hoces del Cabriel 0461 0441 0.022 0.070 0.006
ABR: Abrucena 0004 0946 0.034 0015 0.001
PEL: Pelahustan 0.012 0021 0.018 0545 0.004
VIL: Villuercas 0.101 0.037 0.019 0.837 0.006
PAL: Pallarés 0017 0221 0709 0051 0.002
NAV: Navacerrada 0.041 0016 0.012 0.853 0.078
PAR: El Pardo 0.013 0.015 0.007 0.961 0.004
CAB: Cabaias de Tera 0.002 0.005 0.006 0.016 0.964

Figura 5.4. Resultado del analisis bayesiano de estructura poblacional obtenido con

STRUCTURE a partir de siete loci de microsatélites para nueve poblaciones de P. algirus. En
la parte superior se muestra la representacion grafica del grado de estructura. El eje
horizontal muestra las distintas poblaciones y el eje vertical indica la probabilidad de
asignacion de cada individuo a cada uno de los cinco clusters ancestrales (representados
mediante colores). En la tabla inferior se indican las proporciones de pertenencia de las
poblaciones a los distintos clusters. Los valores que definen el cluster al que se asocia cada
poblacion (es decir, los valores maximos para cada fila) aparecen subrayados, mientras que
los valores > 0.80 aparecen en negrita.

Por otra parte, y como era de esperar, las distancias nucleares mostraron un
patron diferente a las calculadas con el ADN mitocondrial (para el calculo de distancias
nucleares no se tuvo en cuenta la poblacion de Hoces del Cabriel, con valores proximos
a cero para la mayoria de las comparaciones debido probablemente a la baja proporcion
de individuos para los que pudieron amplificarse con éxito todos los loci de
microsatélites). En general, las distancias calculadas en base a los microsatélites (Tabla
5.2 B) reflejaron los resultados obtenidos con STRUCTURE. Asi, la poblacion de

Cabafas (que practicamente fue la tnica representante del cluster 5 y la primera en
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diferenciarse en todos los andlisis con K > 2; véase la Figura 5.4) fue la que mostrd
mayores distancias con el resto de localidades (valor medio, = 1 sd, de las distancias
Fsr: 0.098 £ 0.015). Abrucena (media de Fsr = 0.054 £ 0.029) y Aranjuez (0.049 +
0.028), las otras dos poblaciones mas claramente diferenciadas en cuanto a la
agrupacion por clusters (Figura 5.4), mostraron también distancias mayores con las
demads localidades que el resto de las poblaciones (Tabla 5.2 B). Por su parte, las
poblaciones asociadas al cluster 4 (i.e. Navacerrada, El Pardo, Pelahustan y Villuercas,
véase la Figura 5.4) mostraron en general distancias pequefias (con valores de Fgsr
comprendidos entre 0.005 y 0.026) y poco significativas entre ellas, sobre todo en
valores de Rgr. Pallarés, la poblacion a priori con mayor grado de mezcla entre clusters,
mostrd distancias pequefias tanto con Abrucena (cluster 2; Fst = 0.023) como con el

conjunto de poblaciones del cluster 4 (valores de Fsr entre 0.020 y 0.031).

Los AMOVAs realizados con datos de microsatélites en base al origen
mitocondrial no ofrecieron diferencias significativas entre los linajes, aunque si entre
poblaciones dentro de linajes (Tabla 5.3 B), un resultado nada sorprendente si se tiene
en cuenta que el linaje occidental, por ejemplo, incluye poblaciones con microsatélites
tan distintos como Pallarés, Cabafias y Pelahustan o El Pardo. Sin embargo, y como era
de esperar, la agrupacion por clusters ofrecio diferencias significativas entre grupos,
tanto en valores de Fsr como de Rsr. Aunque las diferencias entre individuos dentro de
cada poblacion abarcaron la mayor parte de la variacion genética, las diferencias entre
clusters explicaron un mayor porcentaje de varianza (3.8 y 11.9 % para los AMOVAs
basados en Fsr y Rgr, respectivamente) que las diferencias entre poblaciones del mismo
cluster. Por ultimo, los AMOVAs con el ADN mitocondrial clasificado en funcion de
los clusters definidos por los microsatélites ofrecieron resultados no significativos para
los clusters (25.6% de la varianza) pero si para las diferencias entre poblaciones de un
mismo cluster (54.9% de la varianza), lo que resulta 16gico teniendo en cuenta que el
cluster 4, por ejemplo, incluye poblaciones del linaje oriental (Pelahustan), occidental
(El Pardo y Navacerrada) y “mixtas” (Villuercas). Parece, por tanto, que el flujo génico
entre las poblaciones del centro de la Peninsula es el principal responsable de la
disociacion entre la estructura genética definida por los dos tipos de marcadores,
mitocondriales y nucleares, como demuestra el hecho de que si se repite el AMOVA

con el ADN mitocondrial entre clusters excluyendo el cluster 4, las diferencias entre
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clusters (Aranjuez + Hoces del Cabriel, Abrucena, Pallarés y Cabanas) pasan a ser del

88.6% (resultados no mostrados).

Flujo génico entre las poblaciones

Los andlisis con IMa2 arrojaron niveles de repetibilidad satisfactorios para las
estimas de m (coeficiente de correlacion intraclase = 0.807, F7 5 = 14.09, P < 0.001).
Los patrones de flujo resultantes coincidieron en lineas generales con los obtenidos a
partir de los analisis de los microsatélites. En particular, cabe destacar que todos los
valores de m por encima de 1 se dieron entre poblaciones del cluster 4 (Tabla 5.5);
llama la atencion el hecho de que las dos principales poblaciones “donadoras de alelos”,
a saber, El Pardo y Pelahustan, se localizan en sendas manchas del encinar que forma un
corredor practicamente continuo a lo largo de la falda sur del Sistema Central y del que

El Pardo seria el ultimo gran bosque.

Aranjuez Hoces Abrucena Pelahustin Villuercas Pallarés Navacerrada ElPardo Cabaiias
Aranjuez - 0.02 0.19 0.05 0.00 0.09 0.00 0.01 0.00
Hoces 0.06 - 0.63 0.04 0.23 0.68 0.00 0.00 0.00
Abrucena 0.02 0.02 - 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Pelahustan 0.01 0.02 0.04 - 2.34 0.05 0.98 3.09 0.00
Villuercas 0.00 0.00 0.01 0.17 - 0.02 0.14 0.24 0.01
Pallarés 0.03 0.03 0.07 0.08 0.12 - 0.00 0.00 0.01
Navacerrada 0.10 0.00 0.00 0.64 0.81 0.04 - 0.00 0.04
El Pardo 0.00 0.02 0.03 245 1.23 0.33 2.00 - 0.00
Cabaiias 0.00 0.05 0.00 0.00 0.02 0.04 0.04 0.06 -

Tabla 5.5. Flujo génico entre nueve poblaciones de P. algirus estimado con IMa2en base a

secuencias mitocondriales y siete loci de microsatélites. Los valores muestran la tasa de

migracion (m) entre la poblacion de origen (fila) y la poblacion de destino (columna). Los

valores de m mayores de 1 se indican en negrita.

Discusion

Los datos presentados en este capitulo demuestran la existencia de una marcada
estructura genética en las poblaciones ibéricas de P. algirus, corroborando en lo
esencial las conclusiones de trabajos anteriores (Carranza et al. 2006, Verdu-Ricoy et al.
2010, Fitze et al. 2011). Sin embargo, nuestros resultados amplian sustancialmente la

cobertura geografica, tanto en extensiéon como en nivel de detalle para el centro de la
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Peninsula. Ademads, proporcionan informacion sobre procesos biogeograficos de
contraccion y expansion de las dareas de distribucion, aislamiento en refugios
pleistocénicos, (re)colonizacion de (nuevas) areas, y establecimiento de zonas de

contacto secundario entre clados o linajes. En esta seccion trataremos de clarificar:

1. La estructura genética de P. algirus y la distribucion de los filogrupos
mitocondriales, enfatizando los indicios de expansion demografica y
comparando nuestros patrones filogeograficos con otros ejemplos publicados

para tratar de encontrar posibles concordancias (Gomez y Lunt 2007).

2. Laproblematica que caracteriza a las poblaciones del centro de la Peninsula, con
una zona de contacto secundario entre el linaje occidental y el clado E3 en el
piedemonte meridional del Sistema Central; en relacion con estas poblaciones,
plantearemos algunas hipdtesis sobre las circunstancias ecolodgicas que podrian

explicar los patrones filogeograficos observados.

Estructura filogeografica y vicisitudes plio-pleistocénicas

La red de haplotipos mitocondriales reflejo, en sintonia con la informacion ya
publicada (Carranza et al. 2006, Verdu-Ricoy et al. 2010, Fitze et al. 2011), una
profunda diferenciacion ancestral de P. algirus en dos linajes, uno occidental y otro
oriental, que debio6 producirse en la Peninsula Ibérica hace entre 3.6 y 3 Ma (Carranza et
al. 2006, Fitze et al. 2011), es decir, antes de comenzar los ciclos glaciares del
Pleistoceno. Situaciones de este tipo, en las que el primer nivel de diferenciacion
intraespecifica tiene un claro componente longitudinal, separando dos grupos de
secuencias a lo largo de un gradiente este-oeste, se han descrito para Lacerta schreiberi
y para todos los lacértidos ibéricos con una distribucion lo suficientemente amplia en la
region mediterrdnea de la Peninsula, esto es, al sur de la Cordillera Cantabrica y los
Pirineos (Tabla 5.6). El complejo de especies de Podarcis hispanica, que constituiria la
unica excepcidn, representa un caso mas problematico debido a la falta de una
taxonomia asentada, al elevado nimero de linajes que comprende, y a la probable
existencia de fenomenos de introgresion mitocondrial, pero alin asi es evidente que las
divisiones filogeograficas mas antiguas reflejan siempre un componente este-oeste
(Harris et al. 2004, Pinho et al. 2007b, Renoult et al. 2009). En particular, llama la

atencion la similitud entre el patrén filogeografico obtenido en esta memoria y el

104



Joaquin Verdu Ricoy Diversidad fenotipica en poblaciones ibéricas de lagartija colilarga

descrito por Fitze et al. (2011) para la especie congenérica P. hispanicus. En ambos
casos, la division mas antigua es entre un linaje occidental (con un subclado meridional
parafilético, equiparable a W1 mas las poblaciones meridionales de Malaga de la Figura
2.2,y otro septentrional derivado del anterior, andlogo de W2; véase el Capitulo 2) y un
linaje centro-oriental (Fitze et al. 2011) dividido en un clado central (analogo a E3) y
otro oriental en el que las poblaciones de Granada y Almeria (~E1) forman el grupo
hermano de las situadas mas al norte (~E2). Aunque nuestros analisis sugieren que El
es el grupo hermano de E2 y E3 (en vez de ser E3 el grupo hermano de E1 y E2), la
separacion de los linajes orientales es en todo caso muy antigua, por lo que las
relaciones entre E1, E2 y E3 no estan definitivamente resueltas. Sea como fuere, un
nivel de concordancia tan acentuado entre las dos especies ibéricas del género
Psammodromus sugiere vicisitudes pleistocénicas comunes, con situaciones de
simpatria en los mismos o parecidos refugios glaciares y procesos de expansion

similares en la Peninsula Ibérica (Gomez y Lunt 2007).

Especie Antigiiedad (Ma) Estructura filogeografica Referencia y tipo de marcador
Lacerta 2.75 (Plioceno Un clado occidental (NO de Tberia y S 1, 0o a1 2001 (M)
schreiberi tardio) de Portugal) y otro oriental (Sistema | 4inp ot al 2008 (My N )
Central y Montes de Toledo). ’
Un clado al SE (Sierras Béticas, T.I.
Timon lepidus 9.4 (Mioceno) nevadensis) y otro en el resto de Iberia | Miraldo et al. 2011 (M y N)

(T.I. lepidus).

Un clado occidental (N de Portugal y

Acanthodactylus | < 5'(P110- Cédiz) y otro oriental (Tarragona y | Harris et al. 2004 (M)
erythrurus Pleistoceno) .

Valencia).
P_Samm_odromus 8.25 (Mioceno) Ur} clado occidental y otro centro- Fitze etal. 2011 (M y N)
hispanicus oriental.
Psammodromus | 3.6 (Plioceno tardio) Un clad idental v ofro oriental Carranza et al. 2006 (M)
algirus 3.0 (Plioceno tardio) ¢lado oceidental y olro oriental. Fitze et al. 2011 (M y N)

¥ Los marcadores nucleares reflejan un proceso intermitente de mezcla entre los dos linajes a lo largo del Pleistoceno

Tabla 5.6. Especies de lacértidos ibéricos para las que se ha descrito una diferenciacion
antigua (anterior al Pleistoceno) entre un linaje occidental y otro oriental. Tipos de
marcadores moleculares: M = ADN mitocondrial, N = ADN nuclear.

Por otra parte, en el caso de P. algirus la distribucion y preferencias de habitat

de las poblaciones actuales, junto con la filogeografia de las especies forestales que
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conforman el habitat seleccionado, sugieren un escenario verosimil para la
diferenciacion de los dos linajes principales. Asi, la especie aparece actualmente
asociada a bosques y orlas arbustivas forestales con elevada cobertura de matorral bajo
(Diaz y Carrascal 1991), alcanzando las mayores abundancias en encinares de monte
bajo y en robledales aclarados. Aunque las densidades, la tasa de crecimiento y la
fecundidad (Diaz 1997, Iraeta et al. 2006), asi como la frecuencia de ocupacion de
parches en habitas fragmentados (Santos et al. 2008), son mayores en los robledales,
hay también indicios de una buena condicion fisica en los encinares, como el mayor
tamafio medio de los huevos (Iraeta et al. 2006, Diaz et al. 2007) y el mayor desarrollo
de las senales sexuales de los machos, tanto quimicas como visuales, en las poblaciones

de los encinares (Iraeta et al. 2011).

Pues bien, los andlisis filogeograficos realizados con las especies de Quercus de
hoja caduca (incluyendo especies tipicamente mediterraneas como Q. pyrenaica, Q.
faginea y Q. canariensis) han revelado dos linajes claramente diferenciados a lo largo
de una linea que recorre la Peninsula aproximadamente desde Gibraltar hasta los
Pirineos occidentales, es decir, atravesando el area de distribucion del clado E3 de P.
algirus (Petit et al. 2002a y 2002b) y dejando al este las areas de E1 y E2 y al oeste las
de W1 y W2. Ambos linajes de robles se encuentran ampliamente diversificados, lo que
indica una larga persistencia en refugios separados que debieron situarse cerca de las
costas mediterranea y atlantica, desde donde debieron expandirse hacia el interior hasta
restablecer contacto en el centro de la Peninsula; los datos paleopalinologicos sitiian los
refugios en el sur (Brewer et al. 2002), mientras que los datos genéticos sugieren que
también pudieron existir refugios en fondos de valle situados mas al norte (Olalde et al.
2002). Por lo que concierne a los encinares, Quercus ilex L. alcanzo la Peninsula desde
el sur cruzando el estrecho de Gibraltar; la distribucion de haplotipos en esta especie es
similar a la de los robles, con dos linajes bien desarrollados y claramente diferenciados
en los sectores oriental y occidental sin apenas flujo a lo largo del Cuaternario (Lumaret
et al. 2002). Los andlisis combinados de datos filogeograficos y paleopalinoldgicos
sugieren la existencia de numerosos encinares relictos que pudieron actuar como
refugios durante el Gltimo méximo glaciar tanto en la costa como en el interior (Lopez

de Heredia et al. 2007).

El tipo de escenario descrito supone, en definitiva, que las regiones mas

meridionales de la Peninsula debieron actuar como reservas de riqueza y diversidad
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genética durante los picos glaciares, y como puntos de partida para la posterior
recolonizacion de las regiones situadas mdas al norte, que son las que actualmente
exhiben niveles menores de diversidad (el patron de “riqueza meridional vs. pureza
septentrional”; véase Hewitt 2000). En P. algirus, dos tipos de evidencias parecen
confirmar este fendmeno. En primer lugar, los haplotipos mas ancestrales se han
encontrado en las poblaciones mediterraneas del sur de la Peninsula Ibérica (como
Malaga, para el linaje occidental, o Almeria, para el oriental; Verdu-Ricoy et al. 2010,
véase el Capitulo 2). Por otro lado, los resultados de nuestro estudio confirman la
existencia de una relacion inversa entre la latitud y la diversidad genética en el ADN
mitocondrial (diversidad nucleotidica y numero de haplotipos unicos), siendo las
poblaciones més meridionales las que exhiben mayores niveles de riqueza y diversidad
genética; la rapida colonizacion de las localidades situadas mas al norte o a mayor
altitud al producirse la mejora del clima habria dado lugar, en mayor o menor medida, a
una serie de cuellos de botella que habrian hecho que los genes de las poblaciones
localizadas en el “borde de la expansion” estuvieran sobrerrepresentados en el acervo
génico de las poblaciones del norte (Ibrahim et al. 1996, Avise 2000), a la vez que

faltaria la mayor parte de la riqueza genética presente en los refugios meridionales.

Sin embargo, bajo este escenario de antiguos y sucesivos ciclos de contraccion y
diferenciacion en refugios aislados unos de otros, intercalados con fases de expansion
altitudinal o hacia latitudes mas septentrionales, se esperaria también que ciertos
haplotipos “intermedios” entre los grupos actualmente diferenciados (Figura 5.2)
estuvieran presentes en las poblaciones mas meridionales (Pallarés, Abrucena y
Morata), en las que por el contrario se encontraron haplotipos muy divergentes entre si,
y sin que ninguno de ellos presentara una situacion intermedia entre los clados
meridionales (E1 y W1) y septentrionales (W2, E2 y E3) de la red de haplotipos. Este
hecho podria obedecer a dos posibles causas: 1) un escaso muestreo de las localidades
del sur de la Peninsula, en cuyo caso esperariamos encontrar dichos haplotipos a medida
que obtuviéramos secuencias mitocondriales de mas poblaciones, o 2) su posible
desaparicion por extinciones locales relacionadas con los cambios climaticos derivados
de los episodios glaciares, en cuyo caso parece probable que los altos niveles de
diversidad de las poblaciones meridionales no se deban solamente a la acumulacion de
riqueza genética durante los eventos glaciares, sino quizas también a fendmenos mas

recientes de contacto secundario entre los distintos clados. Este segundo escenario si
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parece apoyado por nuestros resultados, pues de hecho, si observamos la red de
haplotipos (Figura 5.2), parece evidente que los filogrupos W2, E2 y E3, a diferencia de
W1 y El, poseen una tipologia de estrella, un patron tipico de las poblaciones en
expansion (Avise et al. 1984, Slatkin y Hudson 1991, Avise 2000) que queda ademas
confirmado por los analisis de mismatch distribution y las estimas de R,. Asi, las
expansiones geograficas de estos tres grupos habrian originado la aparicion de las
poblaciones “mixtas” detectadas en este estudio, como Abrucena y Morata (resultado de
la expansion al sur de E2 y el posterior contacto con El), Pallarés (resultado de la
expansion al sur de W2 y el posterior contacto con W1), y Villuercas (expansion de E3
hacia el oeste y posterior contacto con W1). Este escenario vendria a confirmar, en
primer lugar, la existencia de multiples refugios ibéricos (Goémez y Lunt 2007) para P.
algirus durante el Cuaternario, y en segundo lugar, el papel de estos refugios
meridionales no s6lo como hotspots sino también como crisoles de biodiversidad (Pinho

et al. 2007a, b, Godinho et al. 2008).

El clado E3 y la zona de discordancia cito-nuclear en el centro de la Peninsula

Parece claro, en consecuencia, que los filogrupos del interior peninsular han
experimentado expansiones recientes, posiblemente relacionadas con la mayor o menor
extension de los habitats favorables y en tanto en cuanto no han encontrado barreras
geograficas importantes a la dispersion (cabe destacar, por ejemplo, que no se han
encontrado haplotipos del grupo W1 al norte del Tajo, como tampoco se han encontrado
haplotipos del grupo E3 al norte del Sistema Central). En este sentido, es
particularmente interesante discutir las causas que han podido influir sobre la
discordancia entre la sefial mitocondrial y los microsatélites nucleares que se da en las
poblaciones del cluster 4, situadas en su mayoria en el piedemonte meridional de los
sistemas montafiosos del centro de la Peninsula (Sistema Central y Montes de Toledo).
Esta discordancia se da porque el cluster 4, definido a partir de los microsatélites,
incluye dos poblaciones con haplotipos mitocondriales del linaje occidental (W2; El
Pardo y Navacerrada), una poblacion con haplotipos orientales (E3; Pelahustan), y la
unica poblacion (Villuercas) con haplotipos de ambos linajes (W1 y E3). Asi por
ejemplo, en la Figura 5.4 llama la atencion el parecido entre los microsatélites de El
Pardo (W2) y Pelahustan (E3), dos poblaciones conectadas por un corredor continuo de

habitat favorable (los bosques de encinas de la falda sur del Sistema Central) que habria
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permitido el contacto inicial entre ambas poblaciones y el flujo actual de genes
nucleares. De hecho, las estimas realizadas con IMa2, que tienen en cuenta todos los
marcadores empleados en este estudio, confirman que los niveles mas altos de flujo se
dan precisamente entre las poblaciones del cluster 4, muy especialmente entre El Pardo
y Pelahustan. En este punto, y dados los niveles tan significativos de flujo génico entre
estas poblaciones, parece logico preguntarse por qué no hemos encontrado ninguna
evidencia de mezcla mitocondrial entre ellas (es decir, localidades “hibridas” con
haplotipos de W2 y E3). De hecho, la mayor precisiéon de los marcadores nucleares
(recombinantes y de herencia biparental) frente a los genes mitocondriales (no
recombinantes y heredados por via materna) a la hora de reflejar patrones e historias
poblacionales complejas es un fendmeno bien documentado (Godinho et al. 2008). En
nuestro caso, la ausencia de poblaciones “hibridas” en el ADN mitocondrial podria estar
relacionada con las mayores tasas de dispersion de los machos de P. algirus, mas
activos y con mayores areas de campeo que las hembras (Diaz 1991 y 1993); el mismo
patron ha sido descrito en otras especies de lacértidos, cuyas hembras suelen ser
filopatridas respecto a su localidad natal (Godinho et al. 2006a). Asi, un flujo génico
mediado predominantemente por los machos de los clados W2 y E3 en el piedemonte
meridional del Sistema Central y Montes de Toledo explicaria la escasa diferenciacion
de sus marcadores nucleares, al tiempo que su antigua sefial filogeografica
(mitocondrial) permaneceria intacta, especialmente si el contacto se ha producido
recientemente y las hembras no han tenido tiempo de colonizar la zona de contacto, o si
los alelos foraneos gozan de algun tipo de ventaja selectiva (véase el Capitulo 6). Es de
esperar, pues, que tras sucesivas generaciones, las hembras de ambos grupos se acaben
encontrando, y se pueda detectar una huella mitocondrial del contacto entre W2 y E3
como de hecho ya se ha encontrado para el contacto entre W1 y E3 (en las localidades
de Villuercas y Virgen de la Cabeza, véase el Capitulo 2), y entre filogrupos claramente
diferenciados de otras especies de lacértidos como Timon lepidus (Miraldo et al. 2011),

Zootoca vivipara (Heulin et al. 2011) o Lacerta schreiberi (Godinho et al. 2008).

La hipodtesis que proponemos para explicar este patron filogeografico es que el
clado E3, con un 4rea de distribucion basicamente parapatrida respecto a E2 (al este) y a
W1-W2 (al oeste; véase la Figura 5.1), tras haberse diferenciado de su grupo hermano
(posiblemente E2) en algin momento de contraccion a un refugio del interior de la

Peninsula a mediados del Pleistoceno, se habria expandido durante los periodos de
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clima favorable, incluyendo la época actual. Las pruebas de esta expansion son incluso
mas claras que para los otros filogrupos del interior peninsular, a juzgar por la topologia
en forma de estrella de su red de haplotipos, su bajo valor de R, y, sobre todo, el ajuste
casi perfecto de su mismatch distribution a lo esperado bajo un modelo de expansion
demografica reciente (Rogers y Harpending 1992, Ramos-Onsins y Rozas 2002,
Librado y Rozas 2009). La expansion de E3 habria tenido lugar desde algun punto,
posiblemente del valle del Tajo, en todas direcciones. Por el norte-noroeste, habria
establecido contacto, puede que en época reciente, con poblaciones de los clados W1 y
W2 del linaje occidental; a este respecto, es importante volver a mencionar las
evidencias de flujo entre las poblaciones del cluster 4 (véanse la Figura 5.4 y las Tablas
5.4y 5.5), alas que habria que afadir la prueba irrefutable de la presencia sintopica de
haplotipos W1 y E3 en la poblacion de Villuercas. Asi mismo, hay evidencias puntuales
de poblaciones con haplotipos de ambos linajes, oriental (E3) y occidental (W1), en
zonas del suroeste (por ejemplo Virgen de la Cabeza, en Cordoba; véase el Capitulo 2).
Por el este y el sudeste, sin embargo, la expansion parece mas limitada. Asi, y aunque
los marcadores de las poblaciones mas al sudeste (Valdepefias y Despefiaperros)
muestran, al igual que algunas de las poblaciones del oeste, un patrén tipico de “borde
de expansion” (Paulo et al. 2001, Pinho et al. 2007a, Miraldo et al. 2011, Charruau et al.
2011), con haplotipos tanto més derivados cuanto mas periférica sea su localizacion
(por ejemplo, haplotipos 35 a 38 en Valdepenas, y 39 a 42 en Despefiaperros), llama la
atencion el hecho de que no hayamos conseguido encontrar ninguna poblacion en la que
aparezcan a la vez haplotipos de los clados E2 y E3. De hecho, sorprende que sea ésta la
unica situacion de sintopia entre haplotipos de clados distintos que todavia no se ha
detectado, de entre todas las que resultan verosimiles desde un punto de vista
geografico, es decir, excluyendo el contacto entre E1 y el linaje occidental, a cientos de
kilometros de distancia, y el posible contacto entre E2 y W2 en la mitad oriental de la
meseta norte, una region que se ha muestreado poco y en la que la especie comienza a
escasear, a la vez que sus poblaciones van quedando cada vez mas fragmentadas (Diaz
et al. 2000, Diaz et al. 2007, Santos et al. 2008, Telleria et al. 2011). Las restantes
posibilidades de “hibridacion” entre clados si que han sido descritas, bien por nosotros,
bien en el muestreo de Carranza et al. (2006): entre E1 y E2 (poblaciones de Abrucena y
Morata), entre W1 y W2 (Pallarés), entre E3 y W1 (Villuercas y, segin datos de
Carranza et al. 2006, también otras localidades de las provincias de Caceres y Cérdoba),

y entre E2 y W1 (provincias de Cadiz y Mélaga segtn datos de Carranza et al. 2006).
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Nuestra hipotesis es, por tanto, que las actuales poblaciones ibéricas de P.
algirus forman, al menos en el centro de la Peninsula, dos acervos génicos originados a
partir de al menos tres refugios glaciares que estuvieron aislados durante un tiempo lo
suficientemente largo como para dejar una huella estable en el ADN mitocondrial,
circunstancia que vendria reforzada por la escasa capacidad de dispersion de la especie
(Santos et al. 2009). El primer conjunto estaria formado por el linaje occidental y el
clado E3, y el segundo por el clado E2 del linaje oriental. Ambos acervos podrian
establecer contacto en la mitad oriental de la meseta norte y, sobre todo, en el extremo
sur de la peninsula, aspecto éste que deberia ser investigado en profundidad. Sin
embargo, en el centro de la Peninsula los dos acervos permanecerian separados porque
habria una discontinuidad de habitat que impediria a las poblaciones del clado E3
restablecer contacto con el resto del linaje oriental (Figura 5.1). Dicho de otro modo: la
expansion de E3 hacia el este se veria frenada por la interrupcion del tipo de habitat al
que se han venido adaptando, en tiempos mas o menos recientes, las poblaciones de la

mitad occidental de la Peninsula.

(Qué tipo de evidencias avalan esta hipdtesis? En primer lugar, la modelizacion
del nicho de los linajes de la especie mas emparentada con P. algirus, la lagartija
cenicienta P. hispanicus (que como se ha comentado tiene también tres linajes cuya
distribucion coincide aproximadamente con la de los grupos occidental [WI1+W2],
central [E3] y oriental [E1+E2] de P. algirus), pone de manifiesto diferencias
significativas en el habitat mas adecuado para cada uno de ellos (Fitze et al. 2011). Asi,
el linaje oriental de P. hispanicus ocupa zonas calidas y secas, con poca cobertura de
vegetacion, en la franja mediterrdnea de la Peninsula; el central vive en zonas mas
continentales, con cobertura vegetal intermedia; y el occidental se distribuye por las
manchas y orlas arbustivas forestales, mas humedas y con mayor cobertura vegetal, de
la mitad oeste de la Peninsula. Pero sobre todo, llama la atenciéon el hecho de que la
divergencia de nicho es el factor invocado por Fitze et al. (2011) para explicar la falta

de flujo génico entre los linajes central y oriental.

En segundo lugar, disponemos de evidencias indirectas que implican que las
respuestas ecoldgicas del clado E3 son mas parecidas a las del linaje occidental que a
las de los clados E1 y E2 (Capitulo 3). El tiempo de incubacion de las hembras del
clado E3, a igualdad de condiciones climaticas (pues es bien sabido que entre los

reptiles oviparos la incubacion se acorta en las poblaciones de climas mas frios; Qualls
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y Shine 1998, Shine 2005, Oufiero y Angilletta 2006, Niewiarowski y Angilletta 2008,
Du et al. 2010a), se parece mucho mas al de las hembras occidentales que a los de las
hembras del este peninsular. Asi, si se vuelve a realizar el ANCOVA de la Figura 3.3
(variacion del tiempo de incubacidon en funcidon del clima y el linaje mitocondrial)
clasificando las poblaciones en dos grupos, WI+W2+E3 frente a E1+E2, el efecto del
factor de clasificacion pasa de tener una 3 de 0.775 (P = 0.003) a tener una 3 de 0.906
(P << 0.001), y el modelo pasa de explicar el 67.3% de la varianza en los tiempos de
incubacion (Fa10 = 10.3, P = 0.004) a explicar el 90.7% de dicha varianza (F»,;; = 53.8,
P << 0.001).

Por ultimo, y como se verd en el ultimo capitulo, la fuente de evidencia mas
clara acerca de la adaptacion de las lagartijas del clado E3 a habitats “de tipo
occidental” viene dada por el hecho de que el patrén de coloracién dorsal —que puede
ser mas o menos “rayado” en funcién de la presencia o no, y del grado de desarrollo, de
una linea oscura mediodorsal y otras dos en los lados del dorso (véase la Figura 6.1 del
capitulo siguiente) no permite diferenciar a las lagartijas del clado E3 de las
occidentales, mientras que discrimina claramente a las poblaciones del clado E2. Pues
bien, el aspecto fundamental, que se abordara en el Capitulo 6, es que la coloracion
dorsal tiene un fuerte componente de adaptacion al hébitat por su implicacion en
fenomenos de cripsis (Forsman y Shine 1995b, Stuart-Fox et al. 2004, Rosenblum
2006), ya que el patron de coloracion dominante en cada habitat (con frecuencias que,
en promedio, superan el 80% de los individuos) es el que hace mas dificil la deteccion

de las lagartijas (véase el Capitulo 6).

Estos argumentos, unidos a la compleja configuracion fitosociologica del centro
de la Peninsula, apoyan la idea de que sus poblaciones de P. algirus forman dos
conjuntos genética y fenotipicamente diferenciados, sin flujo apreciable entre ellos.
Ademas, se da la peculiaridad de que el grupo occidental tendria un doble origen
filogeografico en relacion a los dos linajes mitocondriales, oriental y occidental,
separados desde el Plioceno, pues incorpora poblaciones del linaje occidental junto a un
grupo, E3, de origen oriental, mezclandose ambos a lo largo de la zona de contacto. Sin
embargo, el grupo occidental no estableceria contacto con el oriental (lo que explicaria
la ausencia de poblaciones con haplotipos de E2 y E3) debido a la adaptacion de ambos

a hébitas distintos, que quedaria reflejada en las diferencias fenotipicas comentadas.
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Podemos concluir, por tanto, que nuestros resultados ponen de manifiesto la
necesidad de utilizar distintos marcadores para comprender la historia evolutiva y
situacion actual de las especies, asi como la importancia del habitat como modulador
del contacto secundario y convergencia fenotipica entre poblaciones de distintos
filogrupos que se han adaptado a ambientes similares (como las del linaje occidental y
E3), o de la divergencia entre clados del mismo filogrupo (E2 y E3) adaptados a
habitats distintos.
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VI. Capitulo 6

Biogeografia de la coloracion dorsal en poblaciones ibéricas de
lagartija colilarga: ;estructura filogeografica

o adaptacion para facilitar la cripsis?
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Biogeografia de la coloracion dorsal en poblaciones ibéricas de
lagartija colilarga: ;estructura filogeografica o adaptacion para

facilitar la cripsis?

Resumen: La seleccion natural y las restricciones al flujo génico son factores decisivos para
comprender el origen y mantenimiento de la diversidad bioldgica, pero su importancia relativa
puede variar espacial y temporalmente, dando lugar a complejos patrones de variacion genética
y fenotipica. El objetivo de este capitulo es destacar la interaccion de eventos ancestrales de
divergencia y procesos actuales de adaptacion a la hora de dar forma a la coloracién dorsal de
las lagartijas colilargas ibéricas en un contexto filogeografico explicito. Para ello, examinamos
el patron de coloracion dorsal (rayado vs. no rayado) y las relaciones filogenéticas de 23
poblaciones ibéricas de Psammodromus algirus. Para comprobar la hipétesis de que los
patrones de coloracion han evolucionado como una adaptacion para la mejora de la cripsis,
comparamos los tiempos empleados por depredadores simulados (humanos) para detectar

lagartijas rayadas y no rayadas en diferentes ambientes.

Todas las lagartijas fueron clasificadas en dos grupos en base a su ADN mitocondrial
(Capitulo 5): 1) un linaje occidental con clados sudoccidental (W1) y noroccidental (W2); y 2)
un linaje oriental con un clado suroriental (E1), un clado ampliamente distribuido por la mitad
oriental (E2) y un clado central (E3). La coloracion dorsal varié marcadamente entre los clados:
las poblaciones orientales (E1 y E2) fueron principalmente rayadas (porcentaje medio de
lagartijas rayadas = 90.5%), mientras que las poblaciones centrales y occidentales (E3, W1 y
W2) fueron basicamente no rayadas (porcentaje medio de lagartijas rayadas = 9.5%). Dos
experimentos apoyaron la hipdtesis de que esta distribucion de los patrones de coloracion,
consistente a nivel geografico, increment6 la capacidad de cripsis. En el primer experimento,
comparamos la detectabilidad de lagartijas rayadas y no rayadas en las localidades de dos
poblaciones orientales (E2) y dos poblaciones occidentales (W2). En las poblaciones orientales,
las lagartijas rayadas fueron mas cripticas que las no rayadas (es decir, sus tiempos de deteccion
fueron mayores), mientras que en las localidades occidentales se obtuvo el patréon opuesto. En
el segundo experimento con lagartijas de tres localidades cercanas (con haplotipos de E2, E3 y
W2), los tiempos de deteccion en la localidad de la poblacion E3 fueron mas cortos para las

lagartijas rayadas (E2) que para las no rayadas (tanto nativas como occidentales).

Por tanto, nuestros resultados apoyan la hipétesis de que la coloracion dorsal ha
experimentado una evolucion convergente en los linajes oriental y occidental en respuesta a la
seleccion natural inducida por la depredacion. Ademas, el analisis de 7 loci de microsatélites en
las mismas tres poblaciones del segundo experimento separd las lagartijas de E2 de las de
E3+W2, definiendo dos grupos distintos que se ajustaron al patron definido por la coloracion
dorsal (pero no a los linajes mitocondriales). Nuestros resultados ponen de manifiesto que los
patrones de flujo génico y de variabilidad fenotipica pueden verse afectados, de forma no
siempre coincidente, por el aislamiento (causante de la diferenciacion ancestral este-oeste), por
la adaptacion a habitats distintos (responsable de la diferenciacion, a nivel fenotipico y de
microsatélites, de los grupos W-+E3 vs. E2), o por la acciéon combinada de ambos tipos de

factores (a la que cabe atribuir la actual falta de contacto entre los clados E2 y E3).
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Introduccion

Desde que en “El Origen de las especies” Darwin (1859) hiciera de las
diferencias en la capacidad para escapar de los depredadores uno de los rasgos decisivos
para hacer frente a lo que ¢l denomind “la lucha por la vida” (o sea, la competencia
entre individuos planteada por el hecho de que las especies tienden a reproducirse muy
por encima de los niveles de poblacion que tienen cabida en el ambiente), las
adaptaciones destinadas a evitar la depredacion han figurado siempre entre los temas
mas abordados por los ecologos evolutivos (Werner et al. 1989, Lima y Dill 1990, Lima
1998). Esto se debe a que en el dia a dia, los animales pueden tener mas o menos éxito
en la obtencidon de alimento o pareja, pero a largo plazo estas fluctuaciones pueden no
tener apenas efecto sobre el éxito reproductivo a lo largo de toda la vida y, por tanto,
sobre la fitness; sin embargo, pocos fallos resultan tan implacables como el asociado a
evitar la depredacion, que reduce a cero la fitness futura. Por tanto, la depredacion es un
agente selectivo de primera magnitud, cuya importancia ha sido reconocida desde hace
tiempo en la evolucion de adaptaciones como las coloraciones tanto cripticas como
aposematicas, las estructuras de proteccion mecdnica (conchas, caparazones,
exoesqueletos) y las defensas quimicas, entre otras (Edmunds 1974, Harvey y

Greenwood 1978, Sih 1980 y 1987).

Seglin la clasica revision de Lima y Dill (1990), el riesgo de depredacion,
definido como la probabilidad de ser muerto y consumido por un depredador en un
tiempo determinado, es una funcidon exponencial negativa del tiempo transcurrido en
situacion de vulnerabilidad, la probabilidad de que tenga lugar un encuentro con el
depredador, y la probabilidad de que, ocurrido el encuentro, se produzca la captura y
muerte de la presa. Aunque es obvio que todos estos parametros pueden ser evaluados
por las presas, dando forma a sus decisiones comportamentales a corto plazo (Lima y
Dill 1990, Lima 1998, Pérez-Tris et al. 2004), no lo es menos que la forma mas efectiva
de evitar la depredacion es impedir la deteccion por los potenciales depredadores, por lo
que no es de extranar que las adaptaciones encaminadas a promover la cripsis, y su
variacion al cambiar el color dominante en el entorno, figuren entre los ejemplos mas
conocidos de actuacion de la seleccion natural en estado salvaje, en particular desde que

Kettlewell (1955, 1956, 1958) documentara la evolucion del melanismo industrial en la
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polilla Biston betularia (un tema que desde entonces ha sido objeto de varias revisiones;

véanse, por ejemplo, Majerus 1998 o True 2003).

Los lagartos y lagartijas son presas destacadas de numerosos depredadores en la
mayoria de los ecosistemas de los que forman parte (Martin y Lopez 1990). Esto se
debe a que su condicion ectoterma y su dieta bdsicamente insectivora les permiten
alcanzar densidades elevadas en ambientes relativamente poco productivos en los que
explotan con éxito un recurso trofico abundante, los artrépodos, que para muchos
endotermos no pueden constituir la base de su alimentacion por razones estrictamente
energéticas (Regal 1983). Estas altas densidades, a su vez, les convierten en eficaces
“condensadores de calorias” para una miriada de depredadores de rango superior, como
rapaces y carnivoros diurnos. Ante una fuerza selectiva de semejante magnitud, los
reptiles han desarrollado una gran variedad de estrategias antidepredatorias (Gans y
Huey 1988, Martin 2002), desde la cripsis y el mimetismo (Pough 1988, Rosenblum
2006, Rosenblum et al. 2010) hasta elaboradas tacticas de escape (Greene 1988) vy,
como ultima medida, la autotomia o pérdida de la cola (Arnold 1988, Salvador et al.
1995). En particular, la cripsis es importante en situaciones en las que la probabilidad de
que un animal sea depredado depende primeramente de si es detectado o no por un
depredador, mas que de la rapidez con la que puede escapar (Schwarzkopf y Shine
1992); en tal caso, la estrategia de huida deberia basarse mas en la cripsis que en la

capacidad locomotora (Bauwens y Thoen 1981, Iraeta et al. 2010).

Por otra parte, una adecuada valoracion del papel de la cripsis como estrategia
antidepredatoria en especies ampliamente distribuidas, y que ocupan habitats lo
suficientemente diversos y contrastados, no es posible sin disponer de informacion
sobre, al menos: 1) la variaciéon fenotipica en los patrones de coloracion y su
distribucion espacial, 2) las consecuencias funcionales de dicha variacion en relacion a
la probabilidad de que las presas sean detectadas por sus potenciales depredadores, y 3)
el trasfondo genético (filogeografico) de la variacién observada, que permite dilucidar si
dicha variacion es consistente con los patrones de diferenciacion genética (de forma que
cada tipo de coloracion caracteriza a una determinada especie, subespecie o linaje) o si,
por el contrario, las coloraciones han evolucionado de forma convergente o paralela en
las distintas lineas evolutivas (Richmond y Reeder 2002, Rosenblum 2006, Rosenblum

y Harmon 2011).
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En este contexto, hemos aprovechado la informacion filogeografica existente
sobre P. algirus (Capitulo 5), una lagartija en la que el riesgo de depredacion es un
factor importante modulando las estrategias de huida y forrajeo (Martin y Lopez 1995 y
1999, Pérez-Tris et al. 2004), para tratar de explicar la evolucion de los patrones de
coloracion dorsal en esta especie. Observaciones preliminares (Carretero 2002 y datos
propios inéditos) sugerian que las poblaciones del linaje oriental presentaban disefios
rayados, tipicamente con siete bandas longitudinales, dos claras y cinco oscuras, en el
dorso y los flancos, mientras que las poblaciones del oeste y del centro de la Peninsula
(correspondientes#en principio al linaje occidental) tenian el dorso basicamente
uniforme, con las bandas longitudinales menos pronunciadas y restringidas en todo caso
a los flancos. Para comprobar si estas diferencias de coloracion estaban en efecto
asociadas a los linajes, testar la hipdtesis de que podian resultar adaptativas en relacion
con la cripsis, y tratar de reconstruir su evolucion, se llevd a cabo la caracterizacion
fenotipica de 23 poblaciones ibéricas para las que disponiamos de datos sobre ADN
mitocondrial. Ademas, para una submuestra de poblaciones del centro de la Peninsula,
con informacion adicional sobre marcadores nucleares (microsatélites, utiles para
estimar los niveles actuales de flujo génico entre poblaciones; véase el Capitulo 5), se
disefiaron experimentos de deteccion por depredadores (humanos) orientados
visualmente, con objeto de averiguar el posible papel de la coloracion dorsal como

estrategia antidepredatoria.

Material y métodos

Especie de estudio

La lagartija colilarga, Psammodromus algirus (Linneo, 1758) es un lacértido de
mediano tamafio (LCC en el adulto: 60-90 mm) heliotérmico y ampliamente distribuido
que vive en zonas de bosque y matorral de la Peninsula Ibérica, la regién costera
suroriental de Francia y el Noroeste de Africa (Arnold 1987; Diaz y Carrascal 1991).
Los datos moleculares muestran que P. algirus estd formado por dos linajes
mitocondriales reciprocamente monofiléticos (Carranza et al. 2006, Verdu-Ricoy et al.
2010, Fitze et al. 2011): un linaje oriental confinado a la Peninsula Ibérica, compuesto
por tres clados principales (un clado suroriental al que hemos denominado E1, un clado

ampliamente distribuido por la mitad oriental o E2, y un clado central o E3) y un linaje
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occidental presente en la Peninsula Ibérica y en el Norte de Africa, cuyos principales
clados peninsulares se han denominado W1 (sudoccidental) y W2 (noroccidental; véase
el Capitulo 5). Ademas, y a pesar de que hemos encontrado s6lo una poblaciéon con
haplotipos de ambos linajes (Villuercas, Capitulo 5), los andlisis con marcadores
nucleares indican que en el centro de la Peninsula existen importantes niveles de flujo

entre el clado central del linaje oriental, E3, y los clados occidentales W1 y W2.

Variacion fenotipica

Las lagartijas se capturaron durante los periodos de actividad de 2006 y 2008-
2012, en la mayoria de los casos aprovechando el muestreo realizado para la obtencion
de tejidos de cara a los estudios genéticos descritos en el Capitulo 5. Sin embargo, la
obtencion de datos fenotipicos y de material genético no se realizaron necesariamente
durante el mismo periodo de tiempo o sobre los mismos individuos, por lo que algunas
de las poblaciones indicadas en la Tabla 5.1 del capitulo anterior no pudieron ser
caracterizadas fenotipicamente, y por tanto no se incluyeron en este estudio. Ademas, se
optd también por excluir aquellas poblaciones con escaso tamafio de muestra (N < 5).
En total, se consiguieron reunir datos fenotipicos de 23 poblaciones (Tabla 6.1). Las
lagartijas se capturaron con la mano o mediante un lazo, tras lo cual fueron clasificadas
segun el sexo y/o la edad (como machos adultos, hembras adultas o lagartijas inmaduras
de sexo desconocido) y asignadas a un patron de coloracién en base a la presencia o
ausencia de una linea oscura medio-dorsal (Figura 6.1). Aunque algunos individuos

clasificados como rayados mostraron un patron leve de rayas dorsales, en la mayoria de

Figura 6.1. Fenotipos rayado (A) y no rayado (B) de lagartija colilarga Psammodromus
algirus. Véase el texto para mas detalles.#

los casos las lagartijas rayadas no solo mostraron una raya medio-dorsal evidente, sino

una banda adicional en cada lado del dorso. En cambio, las lagartijas no rayadas solo
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mostraron dos bandas palidas en los costados que son caracteristicas de esta especie
(Figura 6.1). Los analisis preliminares indicaron que las proporciones de lagartijas
rayadas no mostraron diferencias significativas entre categorias de sexo o edad (todas

las P > 0.2), por lo que todos los datos se combinaron en los analisis estadisticos.

Variacion genética de las poblaciones muestreadas

Como se ha indicado en el apartado anterior, se obtuvieron secuencias de ADN
mitocondrial para todas las poblaciones utilizadas en este estudio (véase el Capitulo 5).
Para los experimentos de deteccion de las lagartijas en ambientes naturales se
capturaron individuos de cinco poblaciones (Figura 6.2) para las que se dispone de

haplotipos mitocondriales y, para cuatro de ellas, de informacion sobre microsatélites. Asi,

NAVACERRADA

N

@ ELPARDO

ARANJUEZ

Ly

Figura 6.2. Mapa geografico de las cinco localidades en las que se realizaron las
fotografias para estimar los tiempos de deteccion de lagartijas con fenotipo rayado y no
rayado. Los colores se refieren al clado mitocondrial (azul: W2; rojo: E2; naranja: E3) y las
lineas representan los niveles aproximados de flujo entre las poblaciones en base a los
resultados de la Tabla 5.5 del capitulo anterior (el flujo entre las poblaciones de Aranjuez y
Torrejoncillo no se ha medido, véase el texto para mas detalles). El patron “rayado” de
coloracion dorsal presenta frecuencias superiores al 95% en las poblaciones de Aranjuez y
Torrejoncillo, mientras que no supera el 20% en Navacerrada, El Pardo y Pelahustan.

empleamos dos localidades del grupo W2 del linaje occidental (Navacerrada y El
Pardo), dos poblaciones del clado oriental E2 (Aranjuez y Torrejoncillo del Rey) y una

poblacion del clado E3 del linaje oriental (Pelahustdn). A pesar de sus diferentes
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Poblacion Latitud (°"N) Longitud (°E) Haplotipos de mtDNA Clado(s) N (mtDNA) N (fenotipos)
1.- Abrucena 37.119 -2.812 29, 30, 31 El + E2 13 21
2.- Aranjuez 40.016 -3.586 17, 18 E2 8 42
3.- Brihuega 40.766 -2.930 18 E2 10 12
4.- Hoces del Cabriel 39.542 -1.518 18,21, 22,23,24 E2 15 20
5.- San Martin de la Vega 40.187 -3.544 18 E2 7 9
6.- Torrejoncillo del Rey 40.035 -2.599 18 E2 9 21
7.- Vellisca 40.139 -2.813 18,28 E2 6 6
8.- Villares del Saz 39.856 -2.541 18,27 E2 8 8
9.- Villatobas 39.839 -3.259 18 E2 5 5
10.- Malpica de Tajo 39.912 -4.545 42,50, 53, 54 E3 8 8
11.- Monte de Batres 40.224 -3.938 42,44, 45 E3 11 11
12.- Noez 39.747 -4.197 42,57, 58 E3 10 10
13.- Pelahustan 40.180 -4.607 42,43 E3 10 31
14.- Puerto Lapice 39.328 -3.490 59, 60 E3 5 5
15.- Talavera de la Reina 39.936 -4.820 42, 46,47, 48, 49 E3 7 7
16.- Villarejo de Montalban 39.760 -4.568 42,50, 51,52 E3 11 11
17.- Sierra de las Villuercas 39.468 - 5.341 11,42 E3+ W1 16 20
18.- Helechosa de los Montes 39.314 -4.900 11 Wil 5 5
19.- Pallarés 38.057 -6.184 9,10,11,12,13,14,15,16 W1+ W2 12 23
20.- Aldea del Fresno 40.330 -4.244 1 W2 8 8
21.- Cabanas de Tera 42.011 -6.056 1,8 W2 13 23
22.- El Pardo 40.511 -3.755 1,4,5 W2 9 35
23.- Navacerrada 40.726 -4.023 1,2,3 W2 9 36

Tabla 6.1. Poblaciones para las que se dispone de informacion sobre los patrones de coloracion dorsal (frecuencia de individuos rayados y no rayados; véase el
texto para mas detalles). Se muestran la latitud y la longitud, los clados y haplotipos presentes segtin los c6digos de la Figura 5.2, y los tamafios de muestra para
los analisis de mtADN y coloracion.
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origenes filogeograficos, los analisis con microsatélites (Capitulo 5) evidencian que las
poblaciones de W2 y E3 situadas al sur del Sistema Central mantienen considerables
niveles de flujo génico, favorecidos por un corredor de héabitat continuo, mientras que la
poblacion de Aranjuez permanece aislada de Navacerrada, El Pardo y Pelahustan
(véanse la Figura 5.4 y Tabla 5.5 del capitulo anterior). A pesar de no contar con datos
de microsatélites para la localidad de Torrejoncillo, si parece probable que esta
poblacion mantenga un flujo apreciable con Aranjuez, en base a varios tipos de
evidencias. En primer lugar, no existen discontinuidades importantes de habitat entre
ambas poblaciones a lo largo de la orilla sur del Tajo. En segundo lugar, las secuencias
mitocondriales de las dos localidades son muy similares (con el haplotipo 18, el mas
representado del clado E2, siendo el predominante en Aranjuez y el unico presente en
Torrejoncillo; véase la Tabla 5.1), por lo que la distancia genética entre ambas es
reducida (con un valor de Fst = 0.015). Por ultimo, el hecho de que las poblaciones de
Aranjuez y Hoces del Cabriel (separadas 184 km) sean muy semejantes no sélo en su
ADN mitocondrial sino también a nivel de microsatélites (véase la Figura 5.4) hace
pensar que Torrejoncillo, situada geograficamente entre las dos, a 84 km de Aranjuez y

a 107 km de Hoces del Cabriel, debe mantener un flujo génico apreciable con ambas.

En definitiva, contamos con 5 poblaciones, que se pueden dividir en dos grupos

en base a:

a) Su origen filogeografico (linaje mitocondrial): Navacerrada y El Pardo vs.

Pelahustan, Aranjuez y Torrejoncillo.

b) El fenotipo predominante y, muy probablemente, la estructura genética actual
estimada en base a los microsatélites: Navacerrada, El Pardo y Pelahustan vs.

Aranjuez y Torrejoncillo.

Cripsis

La influencia de la coloracién dorsal sobre la detectabilidad de las lagartijas se
analizd en dos experimentos. En el primero, comparamos los tiempos de deteccion
empleados por depredadores simulados (observadores humanos) sobre lagartijas de dos
poblaciones orientales (E2), en las que la frecuencia del fenotipo rayado es superior al
95% (Aranjuez y Torrejoncillo; véase Tabla 6.1), y lagartijas de dos poblaciones

occidentales (W2), en las que la frecuencia de individuos rayados es inferior al 20%
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(Navacerrada y El Pardo). En mayo de 2010 se capturaron en cada una de las cuatro
localidades tres machos adultos, uno de tamafio corporal pequeiio (LCC < 70 mm), otro
mediano (LCC entre 70 y 75 mm) y otro grande (LCC > 75 mm) para evitar el sesgo
potencial debido a variaciones en la detectabilidad causadas por diferencias en el
tamafio corporal. Todas las lagartijas capturadas de las poblaciones orientales fueron

rayadas, y todas las de poblaciones occidentales fueron no rayadas.

Una vez en el laboratorio, las lagartijas se colocaron en terrarios (40 x 60 cm de
superficie y 30 cm de altura) rellenos con tierra humedecida recubierta de hojarasca. Se
utilizé una bombilla de 60 W para crear un gradiente fototérmico (entre 25-50 °C) que
permitiera la termorregulacion dentro del rango preferido de temperaturas (Diaz et al.
2006). Tanto el alimento (grillos, Acheta domesticus y larvas de tenebrio, Tenebrio

mollitor) como el agua estuvieron disponibles ad libitum.

Figura 6.3. Fotografias de un ejemplar no rayado en El Pardo (a la izquierda) y de otro
rayado en Aranjuez (a la derecha) que se cuentan entre las utilizadas para medir los tiempos
de deteccion por observadores humanos. El circulo pequefio representa la localizacion del
animal (anestesiado por frio) a la escala original de la presentacion y el circulo grande es
una ampliacion mostrando los detalles.

Tras una semana de aclimatacion, todos los individuos fueron llevados a las
cuatro localidades para realizar fotografias que pudieran luego servir para estimar los
tiempos de deteccion de las lagartijas por observadores humanos. Cada sitio se visitoé en
un dia diferente. Las lagartijas fueron anestesiadas con frio para prevenir posibles
escapes mediante el transporte en neveras portatiles. Para medir los tiempos de
deteccion en humanos se emplearon fotografias de lagartijas colocadas de una forma

realista dentro de parches de vegetacion escogidos aleatoriamente (Figura 6.3). Las
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lagartijas fueron fotografiadas entre las 11:00 y 13:00 horas bajo condiciones similares
de tiempo atmosférico (dias soleados y sin viento). Las fotografias fueron tomadas con
una camara digital (Sony DSC-V3) montada sobre un tripode. El diafragma vari6 entre
f4 y 16.3 para ajustarse a las diferentes condiciones de luz en cada hébitat. El tripode se
situ6é a una distancia de 1.65 m sobre la superficie del suelo en la que se coloco a la
lagartija, y la distancia focal de la lente fue de 7 mm (equivalente a 34 mm en una
camara de 35 mm). El 4rea de la fotografia se dividid en 6 sectores (dos sectores
verticales por tres horizontales), y la posicion de la lagartija se asign6 de forma aleatoria
a uno de esos sectores. Por lo tanto, no hubo ningtn tipo de clave espacial para localizar

a las lagartijas cuando las fotografias fueron presentadas a los observadores.

Los tiempos de deteccion por observadores humanos fueron estimados mediante
la presentacion de las imagenes (N = 48, tres lagartijas de cuatro poblaciones
fotografiadas en cuatro localidades) en una pantalla LCD de 17 pulgadas (Dell
1708FPF) a un grupo de 12 investigadores y estudiantes de postgrado (personal del
Departamento de Zoologia de la Universidad Complutense of Madrid), a los que se
colocé a una distancia de 50-60 cm de la pantalla y se les pidi6 encontrar (y confirmar
mediante el cursor del ratdn) la localizacion de las lagartijas. Las pruebas se realizaron a
cada observador por separado. Los tiempos de deteccién se cronometraron con una

precision de + 0.5 segundos, hasta un tiempo méaximo de busqueda de 1 minuto.

En el segundo experimento se compard la detectabilidad de lagartijas no rayadas
orientales (E3), lagartijas no rayadas occidentales (W2) y lagartijas rayadas orientales
(E2) en la localidad de captura de la poblacion de E3 (Pelahustan). Nuestro objetivo fue
comprobar que el patron de coloracion de las lagartijas de E3 deberia reducir su
detectabilidad en su propio ambiente, por lo que sus tiempos de deteccion deberian ser
mas similares a los de las lagartijas no rayadas de W2 que a los de las lagartijas rayadas
de E2. Con ese proposito, en junio de 2012 se capturaron tres machos adultos de tamafo
pequefio, mediano y grande (véase mas arriba) en Aranjuez (E2, rayadas), El Pardo
(W2, no rayadas) y Pelahustan (E3, no rayadas). Las lagartijas fueron fotografiadas en
sitios al azar siguiendo el mismo protocolo descrito mas arriba. De nuevo, las nueve
imagenes fueron presentadas a un grupo de 14 observadores (de los cuales ocho ya
habian participado en el primer experimento), a los que se les pidi6 encontrar la
localizacion de las lagartijas como se ha descrito previamente. Tras los experimentos,

todos los animales fueron liberados en sus sitios de captura.
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Andlisis estadisticos

Los anélisis estadisticos se realizaron con los modulos de ANOVA / MANOVA
y de Componentes de la Varianza / Modelos Mixtos de ANOVA / ANCOVA de
Statistica 7.0 (Statsoft, Inc. 2004) tras haber comprobado los supuestos de los test
paramétricos y en su caso haber transformado logaritmicamente las variables

correspondientes.

Resultados
Variation fenotipica

Un ANOVA unifactorial con la frecuencia de lagartijas rayadas como variable
dependiente y el clado mitocondrial como factor de clasificacion, considerando solo los
tres clados con un nimero suficientes de poblaciones para las que pudimos estimar
dicha frecuencia (es decir, los clados E2, E3 y W2), mostré que las lagartijas del clado
E2 eran predominantemente rayadas, mientras que las de los clados E3 y W2 eran
mayoritariamente no rayadas (ANOVA con los datos de la Figura 6.4: F, 16 = 75.69, P <
0.001; probabilidades a posteriori de Tukey: E2 - E3 y E2 - W2: P <0.001; E3 - W2: P =

10¢
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Proporcién de lagartijas rayadas

Figura 6.4. A la izquierda: frecuencia de aparicion de fenotipos rayados (en negro); los
nimeros se corresponden con los de la Tabla 6.1. A la derecha: media (= 1 SE) de las
frecuencias poblacionales para los clados W2 (n = 4 poblaciones), E3 (n=7) y E2 (n = 8).
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0.865). Observaciones puntuales de otras cuatro poblaciones (Helechosa de los Montes,
con haplotipos s6lo de W1, Pallarés, con una mezcla de haplotipos de W1 y W2,
Abrucena, con haplotipos de E1 y E2, y Villuercas, con haplotipos de W1 y E3) nos
permitieron extender los resultados de forma tentativa a los dos clados restantes. Todas
las lagartijas de Helechosa de los Montes y Pallarés fueron no rayadas, mientras que
todas las capturadas en Abrucena fueron rayadas. En Villuercas, la frecuencia de lagar-
tijas rayadas fue de 0.20. Parece, por tanto, que las lagartijas del linaje occidental y del
clado E3 son bésicamente no rayadas, mientras que las lagartijas de E1 y E2 son
rayadas; de forma global, el porcentaje medio de lagartijas rayadas fue del 90.5% para
las poblaciones orientales (E1 y E2) y del 9.5% para las centrales y occidentales (E3,
W1y W2).

Cripsis

Los resultados de nuestro primer experimento, en el que la detectabilidad de las
lagartijas rayadas y no rayadas se compard en dos localizaciones orientales (E2) y dos
occidentales (W2), mostraron que los tiempos de deteccion variaron entre los

observadores humanos (F;, 1503 =3.71 y P =0.010 en un modelo mixto de ANOVA con
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Figura 6.5. Tiempos medios de deteccion (+ 1 SE) para ejemplares de P. algirus
anestesiados por frio y fotografiados en posicion realista (Figura 6.3) en funcioén de la
localidad donde se realizaron las fotos y del fenotipo rayado (ejemplares procedentes de
Aranjuez o Torrejoncillo) o no rayado (ejemplares procedentes de El Pardo o Navacerrada)
del ejemplar que aparece en la fotografia.
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el fenotipo —rayado vs. no rayado— como factor fijo y el sitio y el observador como
factores aleatorios) y, lo que es mas importante, que las diferencias en los tiempos de
deteccion de las lagartijas rayadas y no rayadas mostraban signos opuestos en las
localidades orientales y occidentales (interaccion sitio x fenotipo: Fs33 = 92.43, P <<
0.001): en las localidades orientales (Aranjuez y Torrejoncillo), las lagartijas no rayadas
se detectaron mas rapidamente que las rayadas, mientras que en las localidades
occidentales (El Pardo y Navacerrada) las lagartijas no rayadas tuvieron tiempos de

deteccion mayores que las rayadas (Figura 6.5).
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Tiempo de deteccion en Pelahustan (s)

Localidad de origen

Figura 6.6. Tiempos medios de deteccion (+ 1 SE) en la localidad de Pelahustan
(correspondiente al clado E3) para ejemplares de P. algirus anestesiados por frio y
fotografiados en posicion realista procedentes de El Pardo (W2, no rayados), el propio
Pelahustan (E3, no rayados), o Aranjuez (E2, rayados).

En nuestro segundo experimento, la detectabilidad en Pelahustan mostrd
diferencias significativas entre las lagartijas procedentes de Aranjuez (E2), las
procedentes de El Pardo (W2), y las nativas (efecto del factor poblacion en un modelo
mixto de ANOVA con el observador como factor aleatorio: F,,3 = 9.73, P = 0.0006,
Figura 6.6). Los tiempos de deteccion fueron menores para las lagartijas rayadas (de
Aranjuez) que para las lagartijas no rayadas, tanto nativas como procedentes de El
Pardo (probabilidades a posteriori de Tukey: Aranjuez vs. Pelahustan: P = 0.031;
Aranjuez vs. El Pardo: P = 0.001; Pelahustan vs. El Pardo: P = 0.554). Asi, en

Pelahustan, la localidad seleccionada del clado E3, las lagartijas no rayadas fueron mas
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cripticas que las rayadas, un resultado similar al obtenido previamente en las localidades

occidentales.

Discusion

Los principales resultados de este capitulo son dos: la existencia de una
distribucion claramente bimodal de los patrones de coloracion dorsal, con dos fenotipos
(rayado y no rayado) que coinciden sélo en parte con la division filogeografica entre un
linaje oriental y otro occidental (Carranza et al. 2006, Fitze et al. 2011, Capitulos 2 y 5);
y el hecho de que estos patrones de coloracion, a juzgar por los tiempos de deteccion de
observadores humanos acostumbrados a censar fauna silvestre, maximizan la cripsis de

las lagartijas en los habitats correspondientes a sus localidades de origen.

En relacion al primer resultado, la condicion rayada o no rayada tiene una
distribucion evidentemente bimodal en las poblaciones ibéricas de P. algirus (Figura
6.7): de 23 poblaciones analizadas, 13 presentaron un Unico fenotipo (en cinco de ellas,
todos los ejemplares examinados fueron rayados, mientras que en las otras ocho
ninguno lo fue), y unicamente en dos poblaciones el fenotipo mas frecuente tuvo una

frecuencia menor del 75%: Brihuega (localidad 3 en el mapa de la Figura 6.4), con 66%

Namero de poblaciones

T T T T T
0 0-20 20-40 40-60 60-80 80-100
Porcentaje de ejemplares rayados (%)

Figura 6.7. Distribucion bimodal del patron de coloracion dorsal, rayado o no rayado
(Figura 6.1) en las poblaciones ibéricas de P. algirus representadas en la Figura 6.4.
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de individuos rayados, y Puerto Lapice (localidad 14), con 60% de individuos no
rayados. Llama la atencion el hecho de que estas dos poblaciones se sitien precisamente
en el borde occidental y oriental de sus respectivos grupos (clado E2 de la Figura 5.1
para Brihuega, y clado E3 para Puerto Lépice), cerca de la linea divisoria que recorre la
Peninsula desde Gibraltar a los Pirineos occidentales y que marca la separacion entre los
linajes genéticos mas tempranamente diferenciados de un buen numero de especies
ibéricas, incluyendo las quercineas que constituyen el habitat preferido de P. algirus
(Petit et al. 2002a y 2002b, Lumaret et al. 2002). Teniendo en cuenta la distribucion de
los bosques y orlas arbustivas forestales en el centro de la Peninsula (Figura 6.8), las
elevadas frecuencias de ambos fenotipos en estas localidades podrian por tanto ser el
resultado, bien de niveles relativamente mas elevados de flujo génico entre linajes
colindantes (podria ser el caso de Brihuega, con mas continuidad de habitat forestal),
bien de regimenes selectivos mas parecidos a los del este peninsular (podria ser el caso
de Puerto Lapice, mas al este que otras localidades en las que el fenotipo rayado es el
unico presente, pero aislada de las poblaciones orientales correspondientes al filogrupo

E2 por una extensa region de habitat deforestado; véase la figura 6.8).

USOS DEL SUELO

[C] Agricola
[0 Agroforestal
- M Forestal

Figura 6.8. Mapa forestal de Espafia mostrando los usos del suelo y los mismos simbolos
de la Figura 6.4 (frecuencia de ejemplares rayados, en negro, en 23 poblaciones de P.
algirus). Se indica la localizacién de las dos poblaciones en las que el fenotipo mas
frecuente no alcanza el 75% de la poblacion: Brihuega (BR) y Puerto Lapice (PL).
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Por lo que concierne al segundo resultado, sugiere con fuerza que los patrones
de coloracion son adaptativos en relacion con las estrategias antidepredatorias (Martin
2002), puesto que la detectabilidad de los fenotipos rayados es mayor que la de los no
rayados en los habitats occidentales (Navacerrada, El Pardo y Pelahustan), tanto para las
localidades ocupadas por poblaciones del linaje occidental (experimento 1) como para
Pelahustan, correspondiente al clado E3 del linaje oriental (experimento 2); mientras
que en los habitats orientales (Aranjuez y Torrejoncillo) los fenotipos rayados resultan
mas cripticos (experimento 1). Aunque es obvio que, en sentido estricto, nuestras
conclusiones quedan restringidas a la detectabilidad por depredadores humanos (Stuart-
Fox et al. 2004), también lo es que experimentos similares con modelos aviares han
demostrado buenas correlaciones entre los tiempos de deteccion por observadores
humanos y el contraste en escala RGB entre los animales y su entorno, asi como entre
los tiempos de deteccion y las tasas de vigilancia de las presas potenciales (agateadores
comunes Certhia brachydactyla; Carrascal et al. 2001). Ademas, se sabe que los
patrones rayados producen camuflaje disruptivo cuando uno o varios de los colores
implicados en el patron de lineas coinciden con los colores del fondo (Cott 1940, Endler
1978, Merilaita 1998), tal y como sucede con las combinaciones de lineas claras y
oscuras en habitats con elevada cobertura de hierba. De hecho, simulaciones con redes
neuronales ponen de manifiesto que la complejidad del fondo visual facilita la evolucion
del camuflaje y que los métodos basados en el grado de “background matching”
presentan importantes limitaciones al ignorar los mecanismos y restricciones
relacionados con el procesamiento de la informacion por los depredadores (Merilaita
2003), lo que significa que nuestro enfoque puede ser mas realista que otras
aproximaciones aparentemente mas objetivas. De ser asi, nuestras estimas de
detectabilidad podrian extenderse a otros depredadores diurnos y visualmente orientados,

CoOmo rapaces, cucrvos o alcaudones

En cualquier caso, la importancia de la cripsis como estrategia antidepredadtoria
en P. algirus viene avalada no so6lo por el elevado nimero de depredadores que incluyen
esta especie en su dieta (Martin y Lopez 1990, Salvador 2002), sino también por la
literatura publicada que hace referencia a los efectos del riesgo de depredacion sobre la
asociacion entre la abundancia de sus poblaciones y la cobertura de matorral bajo (Diaz
y Carrascal 1991), el comportamiento termorregulador (Diaz 1992), la seleccion de

presas y su variacion estacional (Diaz y Carrascal 1993), y la mortalidad de los machos
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mas activos y con mayor desarrollo de la coloracion sexual de la cabeza (Diaz 1993);
asi como al modo en que su estrategia de escape se ve afectada por la edad (Martin y
Lopez 1996), la pérdida de la cola (Salvador et al. 1995), los cambios estacionales en la
cobertura de la vegetacion caducifolia (Martin y Lopez 1995), el desarrollo de la
coloracion nupcial en los machos dominantes (Martin y Lopez 1990) y la gravidez en el

caso de las hembras (Iraeta et al. 2010).

Otra posible explicacion para la variacion fenotipica observada, que constituye
una alternativa no excluyente, seria que los patrones de coloracion representan
adaptaciones encaminadas a aumentar o disminuir la tasa de calentamiento, que como es
bien sabido es mayor para las superficies con pigmentacion mds oscura, por lo que
cabria esperar coloraciones dorsales mas oscuras en los ambientes mas frios
(Rosenblum 2005). Sin embargo, esta hipotesis no es consistente con nuestros datos, ya
que el fenotipo rayado es mas oscuro que el no rayado (Figura 6.1), a pesar de lo cual
las lagartijas rayadas ocupan ambientes por lo general mas calidos que las no rayadas
(véase por ejemplo la Tabla 4.1 para las poblaciones de El Pardo, Navacerrada,
Aranjuez y Torrejoncillo; el promedio de las temperaturas de marzo a octubre es de 15.7

°C para las poblaciones no rayadas frente a 17.4 °C para las rayadas).

Asi, los resultados de este capitulo suministran un trasfondo adaptativo,
relacionado con la estrategia antidepredatoria (cripsis), a los patrones de flujo y
diferenciacion genética descritos en el capitulo anterior: los clados W1 y W2 del linaje
occidental, y el clado E3 del linaje oriental, que a juzgar por los microsatélites nucleares
intercambian genes a lo largo de los valles del Tajo y el Guadiana, y que aparecen en
sintopia (W1 y E3) en la poblacion “hibrida” de Villuercas, comparten el mismo
fenotipo basicamente no rayado. En la meseta Sur, estas poblaciones no rayadas estarian
genéticamente aisladas de las poblaciones orientales rayadas (del clado E2) por las
amplias extensiones deforestadas de la llanura castellano-manchega (Figura 6.8). De
hecho, si se analizan mediante AMOVAs (Excoffier et al. 2005; para mas detalles,
véase el Capitulo 5) los datos de microsatélites para las poblaciones de El Pardo,
Pelahustan y Aranjuez, clasificandolas en funcion del linaje de ADN mitocondrial
(oriental [Aranjuez y Pelahustan] vs. occidental [El Pardo]), no se encuentra ningin
indicio de estructura genética entre grupos (Fst y Rsr =0, P > 0.6 en ambos casos). En
cambio, si se clasifican las poblaciones en funcién del patron de coloracion dorsal

dominante en cada una de ellas (rayados [Aranjuez] vs. no rayados [Pelahustan y El
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Pardo]), se obtienen diferencias significativas (Fst = 0.0247, P = 0.0176; Rsr = 0.2113,
P = 0.0045) que reflejan el flujo génico entre Pelahustan (E3) y El Pardo (W2) y el
aislamiento de ambas localidades respecto a Aranjuez (E2). Por tanto, en la zona de
contacto del centro de la Peninsula los marcadores nucleares apoyan el mismo esquema

de aislamiento y diferenciacion que la variacion cromatica relacionada con la cripsis.

Es interesante especular sobre la base genética de las diferencias fenotipicas
encontradas. Aunque los genes implicados pueden ser muchos, e incluso tratandose de
un mismo gen sus efectos funcionales pueden ser varios (Manceau et al. 2010,
Rosenblum et al. 2010), debe tratarse de productos relacionados con la regulacion del
color de la piel. Un buen candidato es el Mclr (Rosenblum et al. 2004, 2010), que
codifica para una proteina transmembranosa de las células pigmentarias, el receptor 1 de
melanotropinas, cuya activacion en vertebrados ectotermos (peces, anfibios y reptiles), a
cargo de hormonas hipofisiarias como la corticotropina o las distintas clases de
melanotropinas, causa la dispersion de los melanosomas rellenos de eumelanina en el
interior de los melan6foros, oscureciendo la piel del animal en respuesta a cambios
fisiologicos o ambientales (Logan et al. 2006); el Mclr se considera, por tanto, un
mediador clave en los procesos de convergencia adaptativa relacionados con la cripsis
(Rosenblum 2006, Steiner et al. 2009, Manceau et al. 2010, Rosenblum et al. 2010,
Vignieri et al. 2010). Por otra parte, los cambios de coloraciéon a mas largo plazo, tanto
ontogenéticos como filogenéticos, podrian estar ademas relacionados con cambios en la

tasa de produccion de melanina (Rosenblum 2005).

Sea como fuere, la hipotesis que planteamos, y que deberia verse corroborada
por experimentos de cria en ambiente comun (Rosenblum 2005), es que la herencia de
la variacion genética subyacente y su expresion adaptativa pueden ser descritos
mediante los modelos clasicos de la genética cuantitativa (Falconer y Mackay 1996), en
los que los efectos combinados de uno o varios genes y de los ambientes en los que se
expresan dan lugar a una distribucion continua de los valores fenotipicos. Este tipo de
modelos ofrecen la ventaja de que la seleccion de una mayor intensidad en la
manifestacion del rasgo (por ejemplo un mayor contraste en el patron de rayas del dorso
y los costados) puede dar lugar, mediante procesos de asimilacion genética
(Waddington 1952, 1953; Pigliucci et al. 2006), a un aumento de la frecuencia de
aparicion del rasgo (por ejemplo un mayor numero de ejemplares con linea oscura

mediodorsal), sin descartar el posible papel de la plasticidad fenotipica en la mayor o
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menor expresion del caracter (West-Eberhard 2003, Pigliucci et al. 2006).

(Qué tipo de evidencias apoyan esta hipodtesis? En primer lugar, y a pesar de lo
sencillo que resulta clasificar a los individuos en funcion de la presencia/ausencia de la
linea oscura mediodorsal y de la distribucion claramente bimodal del patron rayado en
las poblaciones ibéricas (Figura 6.7), la variacion del patron de coloracion es gradual,
con ejemplares en los que dicha linea va resultando cada vez mas tenue (véase la Figura
6.9 y comparese con la Figura 6.1); en consecuencia, puede haber un porcentaje mas o
menos pequeio de individuos con el fenotipo “alternativo” en localidades bastante mas
al este o al oeste de lo que a priori cabria esperar (Figuras 6.4 y 6.8). Probablemente este
caracter gradual sea la causa de que nadie haya reparado antes en la clara segregacion
longitudinal de los fenotipos rayado y no rayado, aunque en este sentido también hay
que sefialar la falta de muestreos con una cobertura geografica lo suficientemente
extensa (véase no obstante Carretero 2002, que clasifica los ejemplares de tres
poblaciones costeras del NE ibérico en tres categorias segun el desarrollo de la linea

vertebral oscura: ausente, débil o marcada).

Figura 6.9. Ejemplares rayados de P. algirus, procedentes de Granada (arriba) y Marruecos
(abajo), con un patron tenue de linea oscura mediodorsal.

En segundo lugar, la frecuencia de individuos rayados en las poblaciones en las
que existe dicho fenotipo (n° de individuos rayados / n° total de individuos) se
correlaciona inversamente con la proporcion de individuos rayados en los que la linea

mediodorsal oscura es tenue o muy tenue (n° de individuos con linea vertebral tenue / n°
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de individuos rayados) (r = - 0.874, n = 15, P = 0.00002; Figura 6.10). Dicho de otro
modo: cuanto mas intenso es el desarrollo del caracter “patron de coloracion rayado” en
los individuos que lo presentan, mayor es la frecuencia de dicho caracter en la
poblacion. Este resultado es consistente con las predicciones de un modelo de variacion
genética continua con un umbral de expresion para la linea oscura mediodorsal que
permite clasificar a los individuos de forma dicotomica en funcion de la presencia-
ausencia de dicha linea. De esta forma, la seleccion direccional que segin nuestra
hipotesis tiende a optimizar la capacidad de cripsis en cada poblacion (Heatwole 1968,
Forsman y Shine 1995b, Stuart-Fox et al. 2004, Rosenblum 2006), hace que la mayoria
de las poblaciones tengan, o bien muchos individuos rayados con un patrén contrastado
de lineas claras y oscuras (como en la Figura 6.1 A), o bien pocos o ningtn individuo
rayado (Figura 6.1 B), en cuyo caso el patron de rayas en los pocos ejemplares que lo

presentan tiende a ser tenue y poco contrastado (Figura 6.8).
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Figura 6.10. Correlacion entre la frecuencia de individuos rayados en las poblaciones en
las que dicha frecuencia es > 0 (eje Y) y la proporcion de individuos rayados en los que la
linea mediodorsal oscura es tenue o muy tenue, como en la Figura 6.9 (eje X). Los puntos
gruesos representan dos poblaciones.

En resumidas cuentas, los resultados de este capitulo indican una posible barrera
ecoldgica en el centro de la Peninsula que separaria las poblaciones occidentales no
rayadas, de los clados mitocondriales W2 y E3, de las poblaciones orientales rayadas

correspondientes al clado E2; la variacion de la coloracion dorsal en torno a la barrera
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seria adaptativa y tendria que ver con la importancia de la cripsis como estrategia
antidepredatoria (Martin 2002). Los datos de marcadores nucleares (microsatélites;
véase el Capitulo 5), la discontinuidad de habitat representada por el area metropolitana
de Madrid y las extensiones deforestadas del valle del Tajo y la meseta Sur y, sobre
todo, la ausencia de poblaciones hibridas tras haber realizado un muestreo
razonablemente completo en direccion este-oeste a ambos lados de la zona de contacto
(Figura 6.8), indican que las poblaciones a ambos lados de esa barrera podrian estar, de
hecho, reproductivamente aisladas (notese que, como ya se discutio en el Capitulo 5, si
se han detectado poblaciones hibridas para las otras zonas de contacto entre filogrupos,
destacando en particular la presencia sintdpica de haplotipos W1 y E3 en una localidad
tan occidental como Villuercas; véase la Figura 6.4). Aunque las posibles repercusiones
taxonomicas del incipiente proceso de especiacion que proponemos quedan pendientes
de un examen mucho mas detenido de la variacion fenotipica entre las poblaciones
implicadas (morfometria, lepidosis, comportamiento, seleccion de habitat, senales
quimicas, etc.), podemos anticipar algunas hipotesis relacionadas con la coloracion

dorsal.

En primer lugar, la diferencia entre los ambientes que maximizan la cripsis para
cada uno de los fenotipos crearia las condiciones requeridas para que la seleccion pueda
reforzar el aislamiento promoviendo el emparejamiento selectivo (“especiacion
ecologica”: Setre et al. 1997, Barluenga et al. 2006, Rosenblum 2006, Reynolds y
Fitzpatrick 2007, Robertson y Rosenblum 2009, Rosenblum y Harmon 2010; para
sendas revisiones del papel del refuerzo en la especiacion, veanse Servedio y Noor 2003
y Coyne y Orr 2004); la distribucién bimodal de la frecuencia de fenotipos rayados y su
correlacion negativa con la intensidad de la linea vertebral oscura apoyarian la idea de

que los fenotipos “intermedios” estdn peor adaptados que los fenotipos “puros”.

En segundo lugar, el patron de coloracion suministra de por si una sefal visual
en la que basar el emparejamiento selectivo. Ademds, hay diferencias, que podrian
obedecer a efectos pleiotropicos (Reynolds y Fitzpatrick 2007, Robertson y Rosenblum
2009 y 2010), no solo en la coloracion dorsal sino también en el desarrollo de la
coloracion sexual de la cabeza, mucho mas acentuado en los machos occidentales (W2)
que en los orientales (E2) (Carretero 2002 y observacion personal). Seria interesante
comprobar en qué medida las secreciones de los poros femorales, fundamentales para la

comunicacion quimica en esta especie (Lopez et al. 2003, Martin et al. 2007), difieren
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entre poblaciones de distinto origen (por ejemplo W2, E2 y E3). Un experimento
preliminar en el que se ofrecid a hembras de El Pardo (W2), Aranjuez (E2) y Pelahustan
(E3) bastoncillos de algodon impregnados con las secreciones femorales de machos de
esas mismas localidades, y se contd durante un minuto el nimero de protrusiones
linguales, permitio detectar una tendencia marginalmente significativa a que las
hembras de Aranjuez llevasen a cabo mas protrusiones, sobre todo frente a olores de El
Pardo y Pelahustdn mas que de su propia poblacion; se trata, por tanto, de una linea de
investigacion prometedora para futuros trabajos. En cualquier caso, nuestros resultados
sugieren un posible vinculo entre la viabilidad ecologica, la diferenciacion genética y el
emparejamiento selectivo, que seria una pieza clave para profundizar en la comprension
de las causas que han originado y mantienen la diversidad genética y fenotipica en el

taxon mas abundante, ubicuo y ampliamente distribuido de la fauna ibérica de reptiles.
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VIL DISCUSION GENERAL

La historia filogeografica de las lagartijas colilargas en el Mediterrdneo
occidental, basada sobre todo en marcadores mitocondriales, ofrece un panorama cuyas
lineas generales se han ido consolidando a lo largo de la ultima década (véanse Carranza
et al. 2006, Pina Martins 2007, Verdu-Ricoy et al. 2010 —que recoge los resultados del
Capitulo 2 de esta memoria— y Fitze et al. 2011). Todos estos trabajos coinciden en
sefalar que la divergencia intraespecifica méas profunda obedece a la antigua division
entre un linaje oriental y un linaje occidental (datada entre los 3.6 y 3 Ma. segin
Carranza et al. 2006 y Fitze et al. 2011, respectivamente). Ademads, todos ellos indican
también que las poblaciones norteafricanas estdn mas emparentadas con el linaje
occidental que con el oriental. Sin embargo, hay menos acuerdo a la hora de establecer
la division de estos linajes en clados y subclados, asi como en torno al momento y
forma en que tuvo lugar la colonizacion del continente africano (Carranza et al. 2006,
Pina Martins 2007). En cualquier caso, la existencia de los dos linajes es el resultado
mas claro que emerge de los analisis filogeograficos con P. algirus, y constituye el hilo
conductor de las investigaciones sobre el origen y mantenimiento de la diversidad
fenotipica interpoblacional contenidas en esta memoria, proporcionando un contexto
filogenético explicito a las posibles diferencias entre linajes o, alternativamente,

favoreciendo la generalizacion de aquellas caracteristicas que sean similares en ambos.

Los andlisis detallados en el Capitulo 2, que incluyen muestras de Carranza et al.
(2006), el holotipo y un paratipo de P. jeanneae y dos topotipos de P. manuelae
(Busack et al. 2006), encaminados a esclarecer la sistematica de las lagartijas colilargas
ibéricas, demuestran que estos dos taxones descritos por Busack et al. (2006)
constituyen ramas reciprocamente monofiléticas dentro del conjunto de poblaciones
ibéricas del linaje occidental. De hecho, las secuencias mitocondriales sitian a P.
jeanneae y P. manuelae respectivamente dentro de los clados suroccidental (W1) y
noroccidental (W2) descritos con detalle en el Capitulo 5 (véanse las Figuras 5.1 y 5.2
de esta memoria, y también Fitze et al. 2011), dos filogrupos que iniciaron su
diferenciacion hace aproximadamente 1 Ma (Carranza et al. 2006, Fitze et al. 2011) y
que presentan un escaso grado de divergencia genética en comparacion con la existente
entre los linajes, e incluso entre los distintos clados del linaje oriental (véase la Figura

5.2). Ademas, la distribucion geografica de ambos filogrupos, que coindide
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ampliamente en el SO peninsular (Carranza et al. 2006, Verdu-Ricoy et al. 2010, Fitze
et al. 2011 y Capitulo 5 de esta memoria) y el hallazgo de una poblacion (Pallarés) que
incluye haplotipos de ambos clados (véase la Tabla 5.1) suponen evidencias de que los
clados W1 y W2 (es decir, P. jeanneae y P. manuelae) mantienen un considerable flujo
génico entre si, muestra inequivoca de que no han completado el aislamiento
reproductivo. Ademas, las mediciones morfologicas realizadas por Busack et al. (2006),
ponen de manifiesto que, tanto en el caso de los machos como en el de las hembras, P.
jeanneae y P. manuelae se solapan entre si para la mayoria de los caracteres (véanse las
Tablas 1 y 2 de Busack et al. 2006). Asi mismo, desde el punto de vista de la coloracion
dorsal que se aborda en el Capitulo 6, tanto P. jeanneae como P. manuelae carecen de
linea negra medio-dorsal (véase la Figura 3 de Busack et al. 2006), lo que coincide con

el patron general de disefio dorsal del linaje occidental.

En definitiva, la informacion filogeografica y morfologica de P. jeanneae y P.
manuelae invita a pensar que su descripcion como especies carece de justificacion. Sin
embargo, eso no excluye la posibilidad de que P. algirus pueda constituir, en realidad,
mas de una especie. De hecho, los estudios de diversidad fenotipica de esta memoria
sugieren que las poblaciones ibéricas de lagartija colilarga se podrian agrupar en dos
conjuntos fenotipicos muy generalizados y extendidos, definidos en base a las
caracteristicas reproductivas (Capitulos 3 y 4) y, sobre todo, al patron de coloracion
dorsal (Capitulo 6); ademas, estos dos grupos muestran cierto grado de aislamiento
genético (Capitulo 5), por lo menos en el centro de la Peninsula. En cualquier caso, es
necesario disponer de evidencias mas solidas sobre diferenciacion genética (basadas por
ejemplo en marcadores nucleares; Godinho et al. 2008), morfolégica (folidosis,
colorimetria, morfometria geométrica, etc.), comportamental (cortejo, sefiales quimicas,
emparejamiento selectivo, etc.) y, sobre todo, niveles de flujo génico / aislamiento
reproductivo, especialmente en las poblaciones de Cadiz y Malaga, antes de tomar

decisiones taxonomicas precipitadas.

Los Capitulos 3 y 4 abordan el estudio comparado, a nivel interpoblacional, de
las estrategias vitales de las lagartijas colilargas ibéricas, un tema que ya ha sido objeto
de numerosos trabajos centrados en las diferencias entre poblaciones filogenéticamente
muy proximas pero adaptadas a ambientes distintos (como es el caso de Navacerrada y
El Pardo, pertenecientes ambas al clado W2 del linaje occidental; Iraeta et al. 2006,

2008, 2013) o en las diferentes adaptaciones de una poblacion central (El Pardo, del
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clado W2) y otra periférica (Lerma, del clado E2) situada 200 km al norte de la primera
y proxima al limite septentrional del area de distribucion ibérica de la especie (Diaz et
al. 2007). Por tanto, los datos genéticos vienen a confirmar, en el primer caso
(Navacerrada y El Pardo, con un exiguo grado de divergencia tanto para el ADN
mitocondrial como para los microsatélites nucleares; véase el Capitulo 5), la
interpretacion de los resultados de esos trabajos como causados por la variacion de las
condiciones ambientales a lo largo del gradiente altitudinal que separa ambas
poblaciones. En el segundo caso, sin embargo, los resultados de Diaz et al. (2007)
deberian ser reinterpretados a la luz de los nuevos datos genéticos; en particular, los
tiempos de incubacion relativamente mas cortos en la poblacion de Lerma parecen tener
que ver no sé6lo con la adaptacion al descenso de las temperaturas que tiene lugar al
aumentar la latitud, sino también con el hecho de que dicha poblaciéon pertenece al
linaje oriental (y mas concretamente al clado E2) que, a igual clima, presenta tiempos de
incubacién menores que el linaje occidental (Capitulo 3 y discusion del Capitulo 5).
Lerma es, de hecho, la poblacion con tiempos de incubacién mas cortos de las catorce
que se comparan en la Figura 3.3, lo que abre perspectivas interesantes acerca de los
procesos que pueden estar limitando la expansion septentrional de la especie (puede
ocurrir, por ejemplo, que existan restricciones evolutivas a la ulterior retencion de los
huevos oviductales en latitudes mas nortefas, y que estas restricciones alarguen la
incubacidn extrauterina hasta el punto de impedir la eclosion de los juveniles antes de la
llegada de la estacion fria). Desde esta perspectiva, los resultados del Capitulo 3 aportan
datos empiricos que podrian ser relevantes para la discusion de los factores que limitan
y dan forma al 4rea de distribucion de las especies (Brown et al. 1996, Gaston 2003 y

2009, Sexton et al. 2009).

Por otra parte, los Capitulos 3 y 4 se complementan en el sentido de que el
primero cubre una mayor extension geografica y un mayor numero de clados de ambos
linajes (W1, W2, E2, E3 y puede que El), por lo que su validez externa es mayor,
aunque su caracter correlacional limita su validez interna. El Capitulo 4, sin embargo, es
en gran medida experimental (su validez interna es mayor), pero sus resultados se
refieren a s6lo cuatro poblaciones de los linajes W2 y E2 (su validez externa es menor,
aunque se ha tratado de paliar esta limitacion analizando los datos con modelos mixtos
de ANOVA en los que las diferencias entre puestas y poblaciones se atribuyen a

factores de efectos aleatorios). También es obvio que algunas de las diferencias entre los
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resultados de ambos capitulos son atribuibles a sus distintas escalas (Levin 1992) y, en
consecuencia, a sus distintos tamafios muestrales (numero de hembras por poblacion y
nimero de poblaciones por linaje) y niveles de potencia asociados (Ruxton y
Colegreave 2010). Asi por ejemplo, el mayor tiempo de incubacion de las poblaciones
del linaje occidental, a igualdad de condiciones climaticas, es uno de los resultados mas
claros del Capitulo 3, mientras que el mismo efecto no llega a ser significativo en el
Capitulo 4, ademas de por el escaso tamafio de muestra, porque a esa escala se impone
el componente de variacion entre poblaciones debido a los efectos del clima. Sin
embargo, no deja de ser cierto que estos dos capitulos también permiten extraer algunas

conclusiones generales, entre las que cabe destacar las siguientes:

1. Lainversién reproductiva (tamafo y peso de la puesta) depende en gran medida del
tamafo corporal de las hembras, asociado, tanto a nivel de poblaciones (Capitulos 3
y 4) como de linajes (Capitulo 4), a un componente climatico de precipitacion, que

es probablemente un correlato de la productividad (Brandt y Navas 2011).

2. Los efectos de las condiciones de incubacion (temperatura y humedad) sobre el
fenotipo de los juveniles (aunque no sobre la tasa de eclosion; véase mas adelante)
pueden generalizarse, al menos, a los clados W2 y E2, a juzgar por ¢l tamafio (effect
size) y la falta de significacion de las interacciones entre ambos tipos de efectos;
parece, por tanto, que los efectos perjudiciales de la incubacion a bajas
temperaturas (24 °C), cuya expresion fenotipica (en la tasa de crecimiento y en el
tamafo corporal resultante) se va desarrollando a lo largo de los primeros meses de

vida, constituyen un caracter general de las poblaciones ibéricas de P. algirus.

3. El hecho de que la variacion interpoblacional asociada a gradientes bioclimaticos
de productividad, junto a los resultados de experimentos previos de trasplante
reciproco (Iraeta et al. 2006 y 2008), sea la fuente principal de variacion en las
estrategias reproductivas de esta especie, lleva a postular que la plasticidad
fenotipica es un factor decisivo a la hora de comprender el origen y mantenimiento
de dicha variacion (Niewiarowski y Roosenburg 1993, Sinervo y Adolph 1994,
Shine y Harlow 1996, Sorci et al. 1996, Lorenzon et al. 2001).

Por ultimo, los Capitulos 5 y 6 retoman la filogeografia y estructura genética
actual de un buen numero de poblaciones ibéricas y la interpretan en relaciéon con la

variacion del patron de coloracion dorsal, un rasgo fenotipico relevante desde el punto
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de vista adaptativo. El Capitulo 5 apoya el esquema de relaciones entre linajes
(occidental, W, y oriental, E) y clados (W1, sudoccidental; W2, noroccidental; E1,
sudoriental; E2, oriental, ampliamente extendido por la mitad este de la Peninsula; y E3,
central) obtenido en el Capitulo 2 [(W1,W2),(E1(E2,E3))], y ofrece ademdas datos
suficientes para especular acerca de las vicisitudes histéricas que han podido
experimentar las poblaciones ibéricas de P. algirus. Asi, los analisis basados en
marcadores mitocondriales (indices de diversidad, topologia de la red de haplotipos,
analisis de mismatch distribution y estimas de R;) indican que los clados del norte (W2,
E2 y E3), pero no los del sur (E1 y W1), tienen la estructura tipica de poblaciones en
expansion demografica, lo que resulta consistente con la existencia de multiples
refugios durante los maximos glaciares del Pleistoceno (Gémez y Lunt 2007). La
contraccion en refugios distintos habria favorecido la diferenciacion de los clados, y las
expansiones interglaciares, incluida la actual, estarian promoviendo el contacto
secundario entre ellos. De hecho, los microsatélites de una submuestra de nueve
poblaciones revelan un patrén distinto al del ADN mitocondrial, con un grupo de
poblaciones en el centro de la Peninsula que presentan elevados niveles de flujo entre
ellas a pesar de tratarse de poblaciones cuyos haplotipos pueden ser tanto occidentales
(W2) como orientales (E3). Ademas, este grupo incluye la tnica poblacion “hibrida”
entre los linajes oriental y occidental que hemos detectado en nuestros muestreos
(Villuercas, con presencia sintopica de haplotipos de W1 y E3). Nuestros resultados, por
tanto, ademas de abrir interesantes perspectivas para el futuro (relacionadas, por
ejemplo, con la zona de discordancia cito-nuclear del centro de la Peninsula, en la que
se mantiene la diferenciacion a nivel de marcadores maternos que no recombinan, pero
no a nivel de marcadores recombinantes de herencia biparental; Lindell et al. 2008,
Zarza et al. 2011, Singhal y Craig 2012), confirman la necesidad de utilizar marcadores
tanto mitocondriales como nucleares a la hora de reconstruir historias filogeograficas y

demograficas complejas (Godinho et al. 2008, Zarza et al. 2011).

Por otra parte, la aparicion sintopica de haplotipos E2 y E3 es la inica situacion
de contacto secundario plausible que no se ha detectado en nuestros muestreos. Es
posible que el clado E3, tras haberse diferenciado en algun refugio del interior, se haya
expandido con la mejora del clima hasta establecer contacto por el norte y el oeste con
poblaciones del linaje occidental (W1 y posiblemente W2). Por el este y el sudeste, sin

embargo, su expansion (y la del clado E2 hacia el oeste) se habria visto frenada por una
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discontinuidad de habitat entre las mitades oriental y occidental de la Peninsula (para
ejemplos similares de diferenciacion este-oeste con las masas de quercineas preferidas
por P. algirus, véanse, entre otros, Petit et al. 2002a y 2002b y Lumaret et al. 2002; para

la especie congenérica P. hispanicus, véase Fitze et al. 2011).

(Qué tipo de evidencias apoyan esta discontinuidad? En primer lugar, los
resultados del Capitulo 6, que clasifica 377 individuos de 23 poblaciones en funciéon de
la presencia o ausencia de una linea oscura mediodorsal y encuentra que las poblaciones
orientales (E1 y E2) son principalmente rayadas (porcentaje medio de lagartijas rayadas
= 90.5%), mientras que las poblaciones centrales y occidentales (E3, W1 y W2) son
basicamente no rayadas (porcentaje medio de lagartijas rayadas = 9.5%). Esta variacion
es consistente con la hipotesis de que los patrones de coloracién han evolucionado como
una adaptacion para potenciar la cripsis como estrategia antidepredatoria, a juzgar por
los resultados de dos experimentos en los que se midieron los tiempos empleados por
depredadores simulados (humanos) para detectar lagartijas rayadas y no rayadas en
diferentes ambientes. En el primer experimento, se compard la detectabilidad de
lagartijas rayadas y no rayadas en las localidades de dos poblaciones orientales (E2) y
dos poblaciones occidentales (W2); en las poblaciones orientales, las lagartijas rayadas
resultaron mas cripticas que las no rayadas, mientras que en las localidades occidentales
sucedio lo contrario. En el segundo experimento con lagartijas de tres localidades
cercanas (con haplotipos de E2, E3 y W2), la detectabilidad en la localidad con
haplotipos E3 fue mayor para las lagartijas rayadas (E2) que para las no rayadas (tanto

nativas como occidentales).

Ademas, y a nivel interpoblacional, cuanto mas intenso es el patrén rayado en
los individuos que lo presentan, mayor es su frecuencia en la poblacion, lo que
concuerda con las predicciones de un modelo de variacion genética continua con un
umbral de expresion para la linea oscura mediodorsal. De esta forma, la hipdtesis que
proponemos es que la seleccion direccional tendente a optimizar la capacidad de cripsis
en cada poblacion, hace que la mayoria de las poblaciones tengan, o bien muchos
individuos rayados con un patron contrastado de lineas claras y oscuras (habitats de
“tipo oriental”), o bien pocos o ningun individuo rayado, en cuyo caso el patron de
rayas en los pocos ejemplares que lo presentan tiende a ser tenue y poco contrastado

(habitats de “tipo occidental”).
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Puesto que tanto los marcadores nucleares (microsatélites) del Capitulo 5 como
los patrones de coloracioén del Capitulo 6 coinciden en indicar la peculiar situacion del
clado E3, més proximo al linaje occidental que a los otros dos clados orientales, parece
necesaria una reinterpretacion de los resultados obtenidos en los Capitulos 3 y 4, cuyo
disefio y ejecucion tuvieron lugar antes de conocer estos resultados. Por lo que
concierne al Capitulo 4, hubiera sido deseable incluir alguna poblacion del clado E3; sin
embargo, los resultados obtenidos en ese capitulo siguen siendo utiles para discernir qué
tipo de factores, relacionados con la incubacion de los huevos (Monasterio et al. 2011),
pueden estar limitando la expansion del clado E2 hacia el oeste. Aunque una vez mas se
plantean problemas de escala, que en sentido estricto restringen la aplicacion de las
relaciones encontradas a las poblaciones de Navacerrada, El Pardo, Aranjuez y
Torrejoncillo (y por tanto a la zona de contacto del centro de la Peninsula), no deja de
ser cierto que la menor tasa de supervivencia (58%) corresponde a los juveniles de la
poblacion oriental de llanura (Aranjuez) incubados a 24 °C, lo que sugiere una menor
tolerancia a la incubacion a bajas temperaturas que puede haber limitado la expansion
del linaje oriental desde el valle del Tajo hacia el piedemonte del Sistema Central. En
relacion al Capitulo 3, ya se ha sefialado que a igualdad de condiciones climaticas
(Oufiero y Angilletta 2006, Niewiarowski y Angilletta 2008, Du et al. 2010b), los
tiempos de incubacion de las hembras del clado E3 se parecen mas a los de las hembras
occidentales que a los de las hembras del este peninsular, lo que mejora sustancialmente
la capacidad predictiva del modelo propuesto en la Figura 3.3 (variacion del tiempo de
incubacién en funcién del clima y el linaje mitocondrial o patron de coloracion

dominante).

Finalmente, hay que insistir en que los patrones de coloracion dorsal podrian
estar sefialando la posicion de una barrera ecoldgica en el centro de la Peninsula que
separaria las poblaciones occidentales no rayadas, de los clados mitocondriales W2 y
E3, de las poblaciones orientales rayadas correspondientes al clado E2. Esta hipdtesis
implica dos corolarios interesantes. En primer lugar, la diferencia entre los ambientes
que maximizan la cripsis para cada uno de los fenotipos crearia las condiciones
requeridas para que la seleccion pueda reforzar el aislamiento promoviendo el
emparejamiento selectivo (“especiacion ecoldgica”: Barluenga et al. 2006, Rosenblum
2006, Reynolds y Fitzpatrick 2007, Robertson y Rosenblum 2009); la distribucion

bimodal de la frecuencia de fenotipos rayados y su correlacion negativa con la
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intensidad de la linea vertebral oscura apoyan la idea de que los fenotipos “hibridos”
estan relativamente mal adaptados. En segundo lugar, el patron de coloracion suministra
de por si una sefial visual en la que basar el emparejamiento selectivo, sin excluir
efectos pleiotropicos (Reynolds y Fitzpatrick 2007, Robertson y Rosenblum 2009 y
2010) que podrian afectar al desarrollo de otros caracteres, como la coloracion rojizo-
anaranjada de la cabeza de los machos que se sabe juega un papel determinante en los

procesos de seleccion sexual (Diaz 1993, Martin y Forsman 1999, Carretero 2002).

146



Joaquin Verdu Ricoy Diversidad fenotipica en poblaciones ibéricas de lagartija colilarga

VIII. CONCLUSIONES

1.- Un analisis filogeografico con poblaciones de Psammodromus algirus de la
Peninsula Ibérica y del Norte de Africa, incluyendo material tipo de P. jeanneae y P.
manuelae, ha demostrado que estos taxones representan los clados sur y norte del linaje
occidental, convirtiendo a P. algirus en parafilético, lo que unido a la escasa
diferenciacion dentro de dicho linaje, hace aconsejable considerar a P. jeanneae y P.

manuelae como sindénimos de P. algirus.

2.- Dentro de los linajes oriental y occidental, la incubacion es mas corta en los sitios
mas frios y himedos, y para un clima dado, es mds corta para las poblaciones orientales,
sugiriendo procesos de variacion contragradiente que habrian evolucionado de forma
independiente en ambos linajes. El tamafio de la hembra y la fecundidad relativa varian
entre poblaciones ajustandose a las diferencias ambientales en productividad, a la vez

que las hembras de sitios mas céalidos y secos producen juveniles mas grandes.

3.- Los huevos incubados a 24 °C producen juveniles mas largos y pesados y con colas
mas cortas que los incubados a 32 °C, pero como estos ultimos crecen mas rapido, a los
30 dias han compensado su desventaja inicial. Puesto que la supervivencia es menor
para los juveniles incubados a baja temperatura y del linaje oriental, especialmente los
de la poblacion a menor altitud, estas diferencias pueden estar limitando la expansion

hacia el oeste del linaje oriental en el centro de la Peninsula.

4.- Las poblaciones analizadas se agrupan en un linaje occidental con clados sur y norte
(W1 y W2) y un linaje oriental con tres clados, el primero restringido al sureste (E1), el
segundo ocupando casi toda la mitad oriental (E2) y el tercero en el centro de la
Peninsula (E3). Los clados W2, E2 y E3 tienen la estructura tipica de poblaciones en
expansion demografica. Por otra parte, los andlisis con microsatélites revelan elevados
niveles de flujo entre poblaciones de los clados W2 y E3. La aparicion sintopica de
haplotipos E2 y E3 no se detectd en el muestreo. Este patron podria explicarse
considerando que el clado E3, tras haberse diferenciado en algin refugio pleistocénico
del interior peninsular, se habria expandido hasta establecer contacto por el norte y el
oeste con poblaciones occidentales, mientras que por el este y el sudeste su expansion se

habria visto frenada por barreras ecologicas.
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5.- Las poblaciones de los clados E1 y E2 tienen un patrén de coloracion dorsal
mayoritariamente rayado, mientras que las poblaciones de los clados W1, W2 y E3 son
basicamente no rayadas. Ambos fenotipos incrementan la capacidad de cripsis de las
lagartijas en sus respectivos habitats, lo que sugiere que los patrones de coloracion
dorsal han evolucionado en respuesta a la seleccion natural inducida por la depredacion,

y que el patron no rayado ha aparecido de forma convergente en ambos linajes.
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SUMMARY: Origin and maintenance of phenotypic diversity in
Iberian populations of the lizard Psammodromus algirus

1. Introduction

Understanding the evolutionary causes of phenotypic variation among
populations (geographic and genetic isolation, divergent natural or sexual selection,
and/or phenotypic plasticity) has long been a central theme in evolutionary biology. The
study of intraspecific variation has recently been bolstered by the development of
phylogeography (Avise 1989), which is the study of the historical processes that may be
responsible for the contemporary geographic distributions of structured genetic signals
within and among species, and allows inferring past events such as population
expansions or bottlenecks, vicariance, migration, and ongoing or complete speciation.
Moreover, the study of hybrid zones revealed by phylogeographic data has led to
important advances in understanding the nature of reproductive isolation (Barton and
Hewitt 1985, Harrison 1993). Most well-characterized hybrid zones involve lineages
with obvious phenotypic differences and some degree of pre- or post-zygotic isolation.
However, phylogeographic studies are revealing an increasing number of zones of
secondary contact between lineages that are deeply genetically divergent yet
morphologically cryptic, that is, only distinguished with the hindsight of genetic
information (Hewitt 2001). In most cases, whether the lineages have diverged in subtle
aspects of their morphology, physiology or behaviour and whether there exist any
barriers to gene flow is not known; yet this information is important for predicting the
evolutionary consequences of secondary contact: stable co-existence, replacement,

admixture or differentiation (Barton and Hewitt 1989, Harrison 1993, Hewitt 2001).

On the other hand, it is common knowledge that comparative studies of
phenotypes (or phenotypes and environmental variables) across a range of species or
higher taxa have to deal with the statistical implications of the fact that species are part
of a hierarchically structured phylogeny. As noted by Felsenstein (1985), although it
would be great to have a “simple and robust method that obviated the need to have an
accurate knowledge of the phylogeny (...), there is no method that solves the problem.
Comparative biologists may understandably feel frustrated upon being told that they
need to know the phylogenies of their groups in great detail, when this is not something

they had much interest in knowing. Nevertheless, efforts to cope with the effects of the
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phylogeny will have to be made. Phylogenies are fundamental to comparative biology;
there is no doing it without taking them into account”. Intraspecific studies of
adaptation that compare several populations of the same species are affected exactly by
the same statistical problem, because populations, just as species, are part of a
hierarchically structured pattern of phylogeographic events, and thus cannot be regarded
for statistical purposes as if drawn independently from the same distribution
(Felsenstein 1985). However, very few of such studies explicitly take into account the

phylogenetic / phylogeographic relationships among the populations being compared.

Lizards in general, and Southern European ones in particular, are good models
for the study of phenotypic and genetic diversification, due to their low mobility and
their association with dry and warm climates (Gomez and Lunt 2007); these
characteristics have led pleistocenic glacial advances to limit their distribution to the
southernmost reaches of the European continent, where fragmentation of populations in
suitable habitats has led to geographic structuring (see, for Iberian lizards, Paulo et al.
2001, Carranza et al. 2006, Godinho et al. 2006a, 2006b, 2008, Paulo et al. 2008, Fitze
et al. 2011, Miraldo et al. 2011, Nunes et al. 2011). Moreover, lizards have become
model organisms for evolutionary studies due to the accumulated knowledge of long-
term demographies, life history strategies (Shine 2005, Iraeta et al. 2006, 2013), and
adaptive ecomorphology and ecophysiology (Bauwens et al. 1995, Diaz et al. 1996),
which together provide an ideal framework for phylogeographic and speciation studies

(Camargo et al. 2010).

In fact, several researchers have explored, with the aid of molecular markers, the
relative roles of gene flow, random drift and natural selection in the evolution of
population differentiation in lizards (Oufiero and Angilletta 2006, Nunes et al. 2011,
Malhotra and Thorpe 2000, Glor and Laport 2012). However, perhaps the study system
that best exemplifies the potential of molecular approaches to improve our
understanding of the origin and maintenance of intraspecific phenotypic variation in
lizards is the one chosen by Erica Rosenblum and coworkers (Rosenblum 2006,
Rosenblum et al. 2010, Robertson and Rosenblum and 2010), formed by three species
of lizard (the phrynosomatids Holbrookia maculata and Sceloporus undulatus and the
teiid Aspidoscelis inornata) in White Sands, New Mexico — a large patch of white
hydrous calcium sulfate dunes surrounded by dark desert scrub. Rosenblum and her

colleagues have determined that the three species have different mutations of the Mclr
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pigment gene that cause normally brown skin to be pale. When mutated, Mclr causes
less brown pigment to be produced, helping the lizards blend in with the white sand
(Rosenblum 2006). However the mutations have different effects in two of the lizards
(Rosenblum et al. 2010). In S. undulatus, the blanched color was passed on as a
dominant trait, whereas in A. inornata, it was a recessive trait. The effect of each
mutation on the function of the Mclr protein in cell cultures is also different: the
defective protein of S. undulatus does not integrate well into the cell membrane,
whereas the defective protein of A. inornata settles fine into the membrane but it does
not pass signals along very well. The lightened skin also changes other skin-color
patterns -in particular, the yellow, orange, blue, and green that lizards rely on for social
cues, affecting courtship and territorial behavior (Robertson and Rosenblum and 2010).
In a few thousand generations, white S. undulatus males were more aggressive toward
other white males and more attentive to the white females. But the colour changes also
had an unexpected effect: white S. undulatus males tended to court the desert dark
males, most likely because their blue belly patches made them look like White Sands
females. Thus, Rosenblum and coworkers have documented a link between natural and
sexual selection, by means of which a single mutation can have important effects for

both adaptation and the early stages of speciation.

Within this conceptual framework, I investigated the origin and maintenance of
phenotypic diversity in Iberian populations of the lacertid lizard Psammodromus
algirus, a widely distributed species which contains divergent eastern and western
mtDNA clades within the Iberian Peninsula (Carranza et al. 2006). The distribution
ranges of these lineages, which diverged as early as in the Pliocene, overlap along a
narrow contact zone in central Spain, in which a few hybrid populations have been
found. This suggests some degree of isolation between them. There is also some
evidence of phenotypic differentiation among populations (e.g. in colour pattern or
incubation times) which is broadly coincident with the distribution of the two lineages.
My main objectives were: 1) to revisit the phylogeographic structure of P. algirus and
to clarify the status of the recently described species Psammodromus jeanneae and P.
manuelae (Busack et al. 2006) using an enlarged data set of mtDNA gene sequences
that includes paratypes of P. jeanneae and topotypes of P. manuelae; 2) to explore the
historical processes that may have caused such phylogeographic structure using a

combination of mitochondrial and nuclear markers (microsatellites) to infer past events
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(e.g. population expansions or vicariance in separate refugia), along with current levels
of isolation or gene flow; 3) to characterize phenotypic diversity with an emphasis on
life-history and coloration traits; 4) to study the current processes that may be
reinforcing or counteracting differentiation in central Iberia along a gradient
perpendicular to the contact zone; and 5) to test whether such differentiation is merely a
secondary consequence of reduced gene flow or it is maintained by natural selection

promoting divergent adaptations in different environments.

In the following sections, I summarize the main findings of my study.

2. Phylogeography of Psammodromus algirus (Lacertidae) revisited: systematic
implications

Relationships among P. algirus populations from the Iberian Peninsula and
North Africa, including recently described P. jeanneae and P. manuelae, were estimated
from mitochondrial DNA gene sequences. This enlarged data set confirmed the
presence of two divergent eastern and western mitochondrial DNA lineages on the
Iberian Peninsula, the distributions for which are separated by a narrow zone of contact
across the centre of the Peninsula. Paratypes of P. jeanneae and topotypes of P.
manuelae represent southern and northern clades of the western lineage, respectively,
making P. algirus paraphyletic. This, together with the low level of allozymic and
mitochondrial DNA substructuring within western populations, is not sufficient to retain
P. jeanneae and P. manuelae as valid species, and we relegate them to the status of

junior synonyms of P. algirus.

3. Intraspecific variation of reproductive traits in a Mediterranean lizard: clutch,
population, and lineage effects

Widely distributed terrestrial ectotherms from the southern European peninsulas
show patterns of subdivision (related to isolation in temperate refugia) that allow us to
test the relative importance of phylogeographic lineage, population of origin and
familial effects as sources of variation for life-history traits. We collected gravid
females from 15 geographically separated populations of the lacertid lizard P. algirus, a
widely distributed species with well differentiated eastern and western lineages. We
incubated eggs under two treatments of constant (28 °C) and fluctuating (28 + 4 °C)
temperature, and we examined clutch, population, and lineage effects on several traits of

females, eggs, and hatchlings. Incubation time was mainly explained by differences
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between lineages, but it was also influenced by population and female effects. Within
each lineage, incubation was shorter at cooler and wetter sites, and for a given climate it
was shorter for eastern than for western populations, suggesting that countergradient
variation has evolved independently in the two lineages. Female size, clutch size, and
relative fecundity were primarily influenced by inter-population differences, a pattern
that seemed attributable to environmental differences in productivity, because mean
female size was positively correlated with a gradient of increasing precipitation and
decreasing temperature. Clutch size was mainly, but not entirely, dependent on female
SVL, suggesting both a proximate effect of local conditions and intrinsic differences
among populations. Females from drier and warmer sites produced larger hatchlings.
Mean egg mass was mainly determined by familial effects. Eggs incubated at a constant
temperature hatched earlier than did their siblings incubated at fluctuating temperatures,
a fact that could be explained by considering that in Mediterranean environments
developmental rate might increase at a lower speed above average incubation

temperature than it does decrease below it.

4. Phenotypic responses to incubation conditions in ecologically distinct
populations of the lizard Psammodromus algirus: a tale of two phylogeographic
lineages

We experimentally studied the effects of genetic legacy (eastern vs. western
phylogeographic lineage) and population of origin (lowland vs. highland) on the
sensitivity of lizard embryos and juveniles to incubation temperature and moisture. For
that purpose, we compared four populations of the lacertid P. algirus. Incubation time
was longer at lower temperature, increased slightly at higher moisture, and was shorter
for highland than for lowland females. Eggs incubated at 24 °C produced larger,
heavier, and shorter-tailed hatchlings than those incubated at 32 °C. Western juveniles
survived better during their first month of life than eastern ones, and juveniles incubated
at 32 °C survived better than those incubated at 24 °C; survivorship was lowest for 24 °C
hatchlings from the eastern, lowland population. Because juveniles incubated at 32 °C
grew more rapidly, after one month they had compensated their initial size
disadvantage. Juveniles incubated at 80% moisture were larger and/or heavier than
those incubated at 10% moisture both at hatching and after one month. The number of
sprints per running trial was lower for eastern than for western juveniles, which ran

longer total distances than eastern ones. Our results show that although incubation
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temperature was the main source of phenotypic variation, not all its effects were evident
at hatching. We also found that western juveniles were more tolerant to incubation at
low temperature than eastern ones. Because the eastern lineage occupies warmer and
drier areas than the western one, we suggest that such differences may have limited its

westward expansion.

5. Nuclear markers reveal extensive gene flow between mitochondrial DNA
lineages of a widespread Iberian lizard

The use of different molecular markers is becoming custom practice in studies of
molecular ecology. Whereas mtDNA data are useful to disentangle the history of
genetic lineages and to reveal phylogeographic patterns, rapid-evolving nuclear markers
such as microsatellites allow us to estimate current levels of gene flow among
populations. In this study we use mitochondrial sequences and seven microsatellite loci
to identify distinct levels of population substrucutre in P. algirus. The analysis of 318
mtDNA sequences from 36 Iberian populations yielded 60 different haplotypes
separated in two main phylogeographic lineages: a western lineage with southwestern
and northwestern clades (hereafter W1 and W2), and an eastern lineage with three
clades named E1 (restricted to the southeast), E2 (widely distributed throughout eastern
Iberia), and E3 (occupying the central region of the southern half of the Iberian
Peninsula, which overlaps with the distribution of the western lineage but is allopatrid
to E2). According to haplotype network topologies, mismatch distribution analyses, and
R, estimates, northern clades (W2, E2, and especially E3) displayed the typical structure
of expanding populations. However, data of seven microsatellite loci from a subset of
nine populations revealed a very different pattern of relationships, with a group of
central populations showing high levels of gene flow and including populations with
W2 and E3 haplotypes together with the only population which had haplotypes from
both lineages (W1 and E3). On the other hand, the syntopic occurrence of E2 and E3
haplotypes was the only geographically realistic mixture that was not detected in our
sampling. The hypothesis we propose to explain this phylogeographic pattern is that the
E3 clade differentiated during the Pleistocene in a central Iberian refugium isolated
from the rest of the eastern lineage. Then, after the ice retreat, it expanded westwards to
form a secondary contact zone with populations of western origin (W1 and W2).
However, its geographic expansion towards the east and southeast has been likely

curtailed by the lack of suitable “western-type” habitats similar to those where E3
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populations would have evolved. This interpretation is supported by the distribution of
an ecologically relevant trait such as dorsal coloration, apparently an antipredatory
adaptation to promote crypsis (see below): the dorsal coloration pattern of E3 lizards is
like that of western (unstriped) lizards, rather than like that of eastern (striped) ones.
Our results show that complex patterns of population history and current phenotypic
diversity are only revealed by the combined use of mitochondrial and nuclear markers,
and suggest that ecological barriers may act either to promote phenotypic divergence
between sister clades from the same phylogeographic lineage (as in the case of E2 and
E3), or to facilitate secondary contact and phenotypic convergence between clades from
different phylogeographic lineages that have adapted to similar environments (as in the

case of W1-2 and E3).

6. Geographic distribution of dorsal stripes in Iberian populations of
Psammodromus algirus: the role of crypsis and phylogeography

Natural selection and restricted gene flow are responsible for the origin and
maintenance of biological diversity, but their relative importance may vary spatially and
over time, giving rise to complex patterns of genetic and phenotypic variation. Our aim
here is to highlight the interplay of ancient divergence and current adaptation in shaping
phenotypic diversity within a explicit phylogeographic context. For that purpose, we
examined dorsal coloration (striped vs. unstriped) and genetic relationships of 23
Iberian populations of P. algirus. To test the hypothesis that color patterns have evolved
as an adaptation to improve crypsis, we compared the time taken by simulated (human)
predators to detect striped and unstriped lizards in different environments. All lizards
were classified in two groups according to mitochondrial DNA: 1) a western lineage
with southwestern (W1) and northwestern (W2) clades; and 2) an eastern lineage with a
a southeastern clade (E1), a widespread oriental clade (E2), and a central clade (E3).
Dorsal coloration varied markedly among clades: eastern populations (E1 and E2) were
mainly striped (mean percentage of striped lizards = 90.5%), whereas central and
western populations (E3, W1 and W2) were basically unstriped (mean percentage of
striped lizards = 9.5%). Two experiments supported the hypothesis that this
geographically consistent color pattern enhanced crypsis and was adaptive. In the first
experiment, we compared the detectability of striped and unstriped lizards in the
locations of two eastern (E2) and two western (W2) populations. In eastern locations,

striped lizards were more cryptic than unstriped ones (i.e. their detection times were
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longer), whereas the opposite was true in western locations. In the second experiment
with lizards from three nearby sites (with E2, E3, and W2 haplotypes), detection times
in the location of the E3 population were shorter for striped (E2) than for unstriped
(either native or western) lizards. Thus, our results support the hypothesis that dorsal
coloration has undergone convergent evolution in previously differentiated eastern and
western clades in response to predator-induced natural selection. In addition, the
analysis of 7 microsatellite loci in the same three populations separated E2 from E3+W2
lizards, defining two distinct groups that matched the phenotypic pattern. We conclude
that natural selection can promote either convergence between highly differentiated
lineages (as in the case of E3 and W1-W2) or divergence within them (as in the case of
E3 and EI1-E2), and that the effects of ancestral isolation may be blurred or even

counteracted by current adaptation to the local environment.

7. Conclusions

1.- A phylogeographic analysis with Psammodromus algirus populations from the
Iberian Peninsula and Northern Africa, including type material from the recently
described P. jeanneae y P. manuelae, showed that these taxa represent the northern and
southern clades, respectively, of the previously described P. algirus western lineage.
This, together with the low level of allozymic and mitochondrial DNA substructuring
within western populations, is not sufficient to retain P. jeanneae and P. manuelae as

valid species, and I relegate them to the status of junior synonyms of P. algirus.

2.- Incubation of clutches from 15 populations of western and eastern lineages of P.
algirus revealed that within each lineage, incubation was shorter at cooler and wetter
sites, and for a given climate it was shorter for eastern than for western populations,
suggesting that countergradient variation has evolved independently in the two lineages.
In both lineages, between-populations variation in female size, clutch size, and relative
fecundity reflected environmental differences in productivity, and females from drier

and warmer sites produced larger juveniles.

3.- A experimental study of the effects of lineage and population of origin (lowland vs.
highland) on the sensitivity of embryos and juveniles to incubation temperature and
moisture showed that eggs incubated at 24 °C produced larger, heavier, and shorter-

tailed hatchlings than those incubated at 32 °C. However, juveniles incubated at 32 °C

156



Joaquin Verdu Ricoy Diversidad fenotipica en poblaciones ibéricas de lagartija colilarga

grew more rapidly, and after one month they had compensated their initial size
disadvantage. Western juveniles survived better than eastern ones, and juveniles
incubated at 32 °C survived better than those incubated at 24 °C; survivorship was
lowest for 24 °C hatchlings from the eastern, lowland population. This suggests that
these differences may have limited the westward expansion of eastern lizards at the

centre of the Iberian Peninsula.

4.- The analysis of 318 mtDNA sequences from 36 Iberian populations produced 60
different haplotypes separated in two main phylogroups: a western lineage with south-
western and northwestern clades (hereafter W1 and W2), and an eastern linecage with
clades E1 (restricted to the southeast), E2 (widely distributed throughout eastern Iberia),
and E3 (occupying the central region of southern Iberia). Northern clades (W2, E2, and
E3) showed evidence of recent expansion, and data of seven microsatellite loci revealed
a group of W1-W2 and E3 central populations that showed high levels of gene flow and
included the only ‘hybrid’ population found (W1+E3). On the other hand, the syntopic
occurrence of E2 and E3 haplotypes was the only feasible admixture that was not
detected in our sampling. I hypothesize that the E3 clade differentiated during the
Pleistocene in a central, isolated refuge from where it expanded westwards to form a
secondary contact zone with W1 and W2 populations, whereas its expansion towards

the E and SE was curtailed by ecological barriers.

5.- A biogeographical analysis of dorsal coloration (striped vs. unstriped) showed that
eastern populations (E1 and E2) were mainly striped, whereas western and central
populations (W1, W2 and E3) were mainly unstriped. Two experiments that measured
the detectability of lizards for human observers suggested that this geographically
consistent colour pattern enhanced crypsis: at locations inhabited by E2 lizards, the
striped phenotype was more cryptic, whereas at locations inhabited by E3 and western
lizards, the opposite was true. Thus, our results support the hypothesis that dorsal
coloration has undergone convergent evolution in eastern and western lineages as an

adaptive antipredatory response.
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Phylogeography of Psammodromus algirus (Lacertidae) revisited:
systematic implications

Joaquin Verdd-Ricoy!"", Salvador Carranza?, Alfredo Salvador!,
Stephen D. Busack?, José A. Diaz*

Abstract. Relationships among Psammodromus algirus populations from the Iberian Peninsula and North Africa, including
recently described P. jeanneae and P. manuelae, were estimated from mitochondrial DNA gene sequences. This enlarged
data set confirmed the presence of two divergent eastern and western mitochondrial DNA lineages on the Iberian Peninsula,
the distributions for which are separated by a narrow zone of contact across the centre of the Peninsula. Paratypes of P,
Jeanneae and topotypes of P. manuelae represent southern and northern clades of the western lineage, respectively, making
P. algirus paraphyletic. This, together with the low level of allozymic and mitochondrial DNA substructuring within western
populations, is not sufficient to retain P. jeanneae and P. manuelae as valid species, and we relegate them to the status of
junior synonyms of P. algirus.

Keywords: Iberian Peninsula, lacertid lizards, mitochondrial DNA, Psammodromus algirus, Psammodromus jeanneae,

Psammodromus manuelae.

Since its original designation as a species in
1758, Psammodromus algirus has been con-
sidered representative of a single, invariant,
species throughout the Iberian Peninsula. Re-
cently, however, Carranza et al. (2006) demon-
strated that P. algirus in Iberia was actu-
ally comprised of eastern and western mtDNA
clades. Working independently of Carranza et
al., Busack and Lawson (2006) noted mtDNA
differentiation and allozyme differentiation be-
tween northern and southern Iberian popula-
tions (2006: figs 2 and 3, respectively), and later
described P. manuelae from Manzanares el Real
(Madrid province) and P. jeanneae from 25.6
km NE of Facinas (Cadiz province) following a
morphological analysis (Busack, Salvador and
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Lawson, 2006). In this analysis we utilize DNA
sequences from seven mitochondrial genes and
take advantage of a larger, more robust, speci-
men sample including the holotype and paraty-
pes of P. jeanneae and topotypes of P. manue-
lae to revisit the phylogeography of Iberian P.
algirus. This expanded data set allows us to in-
fer genetic relationship among populations of P,
algirus, P. manuelae and P. jeanneae through-
out much of its current geographical range on
Iberia and to revise the taxonomy of this group
with special reference to the status of P. manue-
lae and P, jeanneae.

A total of 104 individuals from 68 populations, including
most samples used by Carranza et al. (2006) and Busack and
Lawson (2006), the holotype and one paratype of Psammod-
romus jeanneae (E232055 and 232056, respectively), topo-
types of P. manuelae (E232060 and 232062) and 32 spec-
imens from 16 previously unsampled populations (fig. 1),
were sequenced. Psammodromus h. hispanicus from Enci-
nasola (Huelva province) and P. h. edwarsianus from Sierra
de Baza (Granada province) served as outgroups (following
Carranza et al., 2000).

Total genomic DNA was extracted from ~40 mg of tis-
sue using the Qiagen BioSprint 15 DNA Kit® following
the manufacturer’s protocol. Resulting DNA was visually
inspected after migration on agarose gels and quantified
with a NanoDrop spectophotometer. Amplifications were
performed in 50 ul of 1x reaction buffer, 2 mM MgCl,,
0.4 uM each primer, 0.2 mM each dNTP, 1.25 U of Go-
Taq Flexi DNA Polymerase (Promega), and 3 ul of previ-
ously extracted DNA (50-100 ng). A 709 bp fragment of
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Figure 1. Localities sampled; solid symbols represent the western lineage, open symbols represent the eastern lineage and
half-solid symbols indicate localities representing both lineages (type localities for P. manuelae [8] and P. jeanneae [38]
highlighted with asterisk). Locality Key: SPAIN: TARRAGONA: (1) Tarragona. LERIDA: (2) Tartareu. HUESCA: (3)
Ainsa. ZARAGOZA: (4) El Frasno. ZAMORA: (5) Cabaiias de Tera. SEGOVIA: (6) Sotos de Sepilveda. MADRID: (7)
Navacerrada, (8) Manzanares el Real, (9) El Pardo, (10) Aranjuez. GUADALAJARA: (11) Pioz. CUENCA: (12) Torrejoncillo
del Rey, (13) Hoces del Cabriel. CACERES: (14) Santiago del Campo, (15) Villuercas. TOLEDO: (16) Espinoso del Rey.
CIUDAD REAL: (17) Valdepeiias, (18) Solana del Pino. JAEN: (19) Despefiaperros. ALBACETE: (20) Embalse Fuensanta,
(21) Embalse de Bayco. MURCIA: (22) Morata, (23) Aguilas. ALMERIA: (24) Cabo de Gata, (25) Sierra Gador, (26)
Abrucena. GRANADA: (27) La Calahorra, (28) Cortijo del Ciprés, (29) Dehesa de los Montes. MALAGA: (30) Malaga,
(31) Marbella, (32) Sierra Bermeja, (33) Genaguacil, (34) La Sauceda, (35) Rio Hozgarganta. CADIZ: (36) Castellar de
la Frontera, (37) Getares, (38) Facinas, (39) Barbate, (40) Cafios de Meca, (41) Medina Sidonia. SEVILLA: (42) Lebrija,
(47) Canada de los Pdjaros, (48) Gelves, (49) Gerena. HUELVA: (43) Matalascaiias, (44) Bodegones, (45) El Portil, (46)
Ayamonte, (50) Berrocal, (51) Linares de la Sierra. BADAJOZ: (52) Oliva de la Frontera, (53) Tentudia, (54) Pallarés.
CORDOBA: (55) Doiia Rama, (56) Virgen de la Cabeza. MOROCCO: (57) Tangier, (58) Ued Lau, (59) Chefchaouen, (60)
Jebala, (61) Bab-Berret, (62) Beni-Mellal, (63) Boulemane, (64) Middle Atlas, (65) Berkana. ALGERIA: (66) Tlemcen, (67)
Sidi Feredj. TUNISIA: (68) Ain Draham.

the fourth subunit of the NADH dehydrogenase mitochon-
drial gene (ND4) and adjacent tRNAHIS (68 bp), (RNASE
(67 bp) and tRNAL®" (48 bp) were amplified using primers
ND4 and Leu (Arévalo, Davis and Sites, 1994). PCR con-
sisted of 3-min pre-denaturing step at 94°C, followed by 35
cycles of denaturing for 30 sec at 94°C, primer annealing for
30 sec at 54°C and elongation for 40 sec at 72°C with a final

4-min elongation step at 72°C. Fragments of the mitochon-
drial cytochrome b gene (CytB, 300 bp), 12S rRNA (363
bp) and 16S rRNA (410 bp) were amplified using primers
cytbl and cytb2 (Palumbi, 1996), 12Sa and 12Sb (Kocher et
al., 1989), and 16Sa and 16Sb (Palumbi, 1996), respectively.
PCR consisted of a 5-min pre-denaturing step at 94°C, fol-
lowed by 35 cycles of denaturing for 30 sec at 94°C, anneal-
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ing primers for 45 sec at 48°C and elongation for one min
at 72°C with a final 5-min elongation step at 72°C. PCR ef-
fectiveness was visually quantified after migration of PCR
products on agarose gels. PCR products were purified by an
ammonium acetate/ethanol cleaning process and sequenced
using the ABI Prism Big Dye Terminator Cycle sequencing
protocol in an ABI Prism 310 automated sequencer (Ap-
plied Biosystems).

All sequence chromatograms were edited with Se-
quencer (v. 4.2.2, Gene Codes). Once corrected, sequences
were aligned independently for each gene with CLUSTALX
(Thompson et al., 1997) under program default parame-
ters (opening gap = 10; gap extension = 0.2) and vi-
sually inspected with Bioedit v.7.0.5 (Hall, 2005). Topo-
logical incongruence among partitions was tested using
the incongruence length difference (ILD) test (Michke-
vich and Farris, 1981; Farris et al., 1994). In this test,
10,000 heuristic searches were carried out after remov-
ing all invariable characters from the data set (Cunning-
ham, 1997). To test for incongruence among data sets, we
also used a reciprocal 70% bootstrap proportion or a 95%
posterior probability threshold (Mason-Gamer and Kellogg,
1996). Topological conflicts were considered significant if
two different relationships for the same set of taxa were
each supported. Results of all tests indicated that inde-
pendent data sets were not incongruent (data not shown)
and therefore a combined analysis involving 7 mitochon-
drial genes (ND4-tRNAHIS_(RNASer(RNALeU-Cy(B-128-
16S) was carried out. For many samples, however, it was
not possible to amplify 12S and 16S genes and a smaller
data set including only 5 genes (ND4-tRNAHiS_(RNASer.
tRNALCU_CytB) was also elaborated.

Phylogenetic trees were inferred using Maximum-Likeli-
hood (ML; Felsenstein, 1981) and Bayesian methods. The
most appropriate model of sequence evolution was deter-
mined with jModelTest v.0.1.1 (Posada, 2008) using the
Akaike information criterion. In the Bayesian analyses each
partition had its evolutionary model and these were: the
HKY for (RNAHIS and tRNALY, HKY +G for tRNAS®" and
16S, GTR+G for ND4 and 12S, and GTR +1+G for CytB.
ML analyses were performed using PhyML version 2.4.3
(Guindon and Gascuel, 2003), with model parameters fitted
to the data by likelihood maximization. In this case a single
model of sequence evolution was selected for each concate-
nated data set (5 genes and 7 genes). In both cases the best
model was the GTR + I + G. Reliability of the ML trees
was assessed by bootstrap analysis with 1000 replications
(Felsenstein, 1985). Bayesian analyses were performed with
MrBayes version 3.0b4 (Huelsenbeck and Ronquist, 2001;
Ronquist and Huelsenbeck, 2003) for 2.5 x 100 generations,
with a sampling frequency of 100 generations. After verify-
ing that stationarity had been reached in terms of likelihood
scores and parameter estimation, the first 5000 trees for the
two data sets were discarded from both runs and indepen-
dent majority-rule consensus trees were generated from the
remaining (post burn-in) trees. The frequency of any par-
ticular clade of the consensus tree represents the posterior
probability of that node (Huelsenbeck and Ronquist, 2001);
only values equal to or greater than 95% were considered to
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indicate that nodes were significantly supported (Wilcox et
al., 2002).

The ILD test indicated that the 7 gene par-
titions (ND4-tRNAHS.tRNAS tRNAL*U-CytB-
125-16S) were not incongruent (P = 0.23);
analyses of independent partitions confirmed
there were no topological conflicts (Mason-
Gamer and Kellogg, 1996) and two inde-
pendent data sets of mitochondrial fragments
were combined for further analysis. The first
data set included 1192 bp for ND4-tRNAHs-
tRNAS-tRNAL-CytB from 104 individuals
in which 318 bp were variable and 236 bp
were parsimony-informative, and the second
was comprised of 1965 bp for ND4-tRNAHis-
tRNAS-tRNALU-CytB-12S-16S from 46 indi-
viduals in which 459 bp were variable and 319
bp were parsimony-informative. All sequence
data not currently available in GenBank will be
added upon publication (see figs 2 and 3 for
specimen identification information).

Results (ML)
and Bayesian analyses are illustrated in
fig. 2 (ND4-tRNAHS_(RNASTRNALU-CytB)
and fig. 3 (ND4-tRNAMS_(RNAST{RNALeU-
CytB-12S5-16S). Each method and dataset
produced trees with very similar topologies.
Log-likelihood values of the trees obtained
by ML for ND4-tRNAHS(RNAS-tRNALeu-
CytB and ND4-tRNAMS(RNASe-tRNALeu-
CytB-12S-16S combinations were —5824.03
and —6584.01, respectively.

These data confirm that Psammodromus al-
girus consists of two well-supported, recip-
rocally monophyletic, mitochondrial lineages
(Carranza et al., 2006); an eastern lineage con-
fined to Iberia, and a western lineage present
in both Iberia and North Africa (figs 1-3). This
analysis, which includes a larger and more
geographically-representative sample of indi-
viduals and a more robust mitochondrial sam-
pling than Carranza et al. (2006), strongly sup-
ports the African clade as being sister to the
western lineage on Iberia. Iberian representa-
tives of the western lineage are partitioned into
three groups: a basal clade restricted to three

of Maximum-Likelihood
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Figure 3. Estimate of relationships of Psammodromus algirus, P. jeanneae and P. manuelae derived from ML and Bayesian
analyses using ND4, tRNAHIS (RNASer (RNALeY, CytB, 12S and 168S (see text for details). Numbers above and below nodes
represent bootstrap support (>70%) for ML analysis and Posterior Probabilities (>0.95) for Bayesian analyses (not shown
in polytomous nodes), respectively. Dashed lines indicate basal branch lengths not proportional to total number of changes.
Numbers after specimens refer to the geographic locations shown in fig. 1. Plain text letter and number allocation identifies
individuals; boldface number refers to locality on fig. 1.

Figure 2. Phylogenetic relationship of Psammodromus algirus, P. jeanneae and P. manuelae derived from ML and Bayesian
analyses using ND4, (RNAHS (RNASer (RNALeU and CytB (see text for details). Numbers above and below nodes represent
bootstrap support (>70%) from ML analysis and Posterior Probabilities (>0.95) for Bayesian analysis (not shown in
polytomous nodes), respectively. Dashed lines indicate basal branch lengths not proportional to total number of changes.
Plain text letter and number allocation identifies individuals; boldface number refers to locality on fig. 1.
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samples from southern localities, and two main
northwestern and southwestern clades (figs 2-
3). Colonization of the African continent oc-
curred after differentiation between the west-
ern and eastern lineages on Iberia, but before
the split between southwestern and northwest-
ern clades within the western lineage.

Phylogenetic analyses clearly place the type
specimens of Psammodromus jeanneae in the
southwestern clade of the western lineage and
specimens of P. manuelae from Manzanares el
Real (Madrid province, the type locality) in
the northwestern clade (figs 2 and 3). If P.
jeanneae and P. manuelae were, in fact, well-
differentiated species, P. algirus would be a pa-
raphyletic unit. Within the western clade, how-
ever, whose African populations are associated
with P. algirus, the level of genetic substruc-
turing is much lower than that between west-
ern and eastern clades (Carranza et al., 2006;
this study) and our molecular data (figs 2 and
3) do not support P. jeanneae and P. manuelae
as well-differentiated species. As a result, we
hereby relegate these names to the status of ju-
nior synonyms of P. algirus.

Our greater geographic coverage, relative to
that initially reported by Carranza et al. (2006)
and Busack and Lawson (2006), allows us to re-
ject the hypothesis that variation in mtDNA hap-
lotypes is gradual. Currently available data do,
however, suggest that highly divergent colour
patterns in Psammodromus algirus are found in
central Spain and in three northeastern popula-
tions (Carretero, 2002). If such (or other) phe-
notipic differences were consistent on a broader
geographical scale, the eastern lineage of P. al-
girus might represent a separate species. Com-
bined, this information suggests that ecological
or behavioural mechanisms may be currently
acting to maintain differentiation, resulting in
a relatively narrow contact zone between east-
ern and western lizards across the centre of
the Iberian Peninsula (fig. 1). Additional work,
which should include studies of nuclear markers
(Godinho et al., 2008) and proper morphomet-
ric analyses of these clades, is needed to fully
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understand genetic and phenotypic variation be-
tween and within these lineages, especially at
contact zones.
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Abstract Widely distributed terrestrial ectotherms from
the southern European peninsulas show patterns of subdi-
vision (related to isolation in temperate refugia) that allow
us to test the relative importance of phylogeographic
lineage, population of origin and familial effects as sources
of variation for life-history traits. We collected gravid
females from 15 geographically separated populations of
the lacertid lizard Psammodromus algirus, a widely dis-
tributed species with well differentiated eastern and wes-
tern lineages. We incubated eggs under two treatments of
constant (28°C) and fluctuating (28 + 4°C) temperature,
and we examined clutch, population, and lineage effects on
several traits of females, eggs, and hatchlings. Incubation
time was mainly explained by differences between lin-
eages, but it was also influenced by population and female
effects. Within each lineage, incubation was shorter at
cooler and wetter sites, and for a given climate it was
shorter for eastern than for western populations, suggesting
that countergradient variation has evolved independently in
the two lineages. Female size, clutch size, and relative
fecundity were primarily influenced by inter-population
differences, a pattern that seemed attributable to environ-
mental differences in productivity, because mean female
size was positively correlated with a gradient of increasing
precipitation and decreasing temperature. Clutch size was
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mainly, but not entirely, dependent on female SVL, sug-
gesting both a proximate effect of local conditions and
intrinsic differences among populations. Females from
drier and warmer sites produced larger hatchlings. Mean
egg mass was mainly determined by familial effects. Eggs
incubated at a constant temperature hatched earlier than did
their siblings incubated at fluctuating temperatures, a fact
that could be explained by considering that in Mediterra-
nean environments developmental rate might increase at a
lower speed above average incubation temperature than it
does decrease below it.

Keywords Egg size - Clutch size - Life-history -
Incubation temperature - Trade-offs

Introduction

Life-histories can be defined as coadapted suites of traits
that determine how much energy an organism allocates to
reproduction, versus the competing demands of mainte-
nance and growth, and how this reproductive investment is
divided among individual offspring (Stearns 1992; Roff
1992). These trait combinations are presumed to be
adjusted to the environment by natural selection. For
example, models predict that once the amount of resources
allocated to reproduction is fixed, natural selection can still
shape the partitioning of that investment into a few large
offspring or many small ones (Lack 1954; Sinervo and
Licht 1991; Stearns 1992). If juveniles suffer higher mor-
tality rates, the strategy of producing more but smaller
offspring should be selected, whereas in environments
where large juveniles have a clear survival advantage,
offspring size should increase, and clutch size decrease
(Sinervo 1990). In oviparous species, another trait that has
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significant evolutionary consequences and responds readily
to environmental gradients is incubation time, which tends
to shorten in cool climates until viviparity eventually
evolves (Shine 1983, 2005; Telemeco et al. 2010). Thus,
variation in life-history traits is widespread, and it spans all
levels of biological organization, from individuals to pop-
ulations, species, and higher taxa. It is therefore important
to quantify the relative amount of variation that can be
associated with these different levels, and to establish what
part of it is most likely to represent phylogenetic, genetic,
and/or environmental effects.

To accomplish this goal, several procedures can be
employed. At the interspecific level, the analysis of phe-
notypic variation using phylogenetic comparative methods
has dominated the literature (Felsenstein 1985; Harvey
and Pagel 1991). These methods allow us to distinguish
whether the sharing of life-history traits is due to com-
mon ancestry, or to convergent adaptation or plasticity
(Felsenstein 1985; Miles and Dunham 1992; Bauwens and
Diaz-Uriarte 1997; Siliceo and Diaz 2010). At the intra-
specific level, common-garden experiments and reciprocal
transplant approaches allow discriminating between envi-
ronmental and population-specific sources of geographic
variation in the phenotypic traits examined (Qualls and
Shine 2000; Lorenzon et al. 2001; Iraeta et al. 2006). In
addition, captive breeding of wild-caught females allows
estimating within-population familial effects. On the other
hand, intraspecific molecular phylogenies, which are
becoming increasingly common, provide information about
the phylogeographic history of populations (Avise 1989),
allowing us to address the role of ancestry in population
differentiation.

Squamate reptiles provide excellent model systems for
studying the evolution of life-histories because the two
main consequences of terrestrial ectothermy, low energy
demands and behavioral thermoregulation, have had major
evolutionary effects (Shine 2005). For example, repro-
ducing females can manipulate incubation temperatures
either by selecting appropriate nest sites (Shine and Harlow
1996; Iraeta et al. 2007) or by retaining developing eggs,
which has resulted in multiple evolutionary transitions
from oviparity to viviparity. In addition, freedom from
heat-conserving constraints on body size allows producing
small propagules in large numbers (Shine 2005). This
promotes a dynamic matching of life-histories to local
environments, which can be a result of proximate effects
(such as thermal opportunities or food availability) or of
genetically based responses to geographically variable
selective regimes (Ballinger 1983; Sinervo and Adolph
1989; Adolph and Porter 1993; Ferguson and Talent 1993;
Iraeta et al. 2006). This flexibility has generated a large
amount of intraspecific variation, which has led to a
growing number of studies focusing on the population level

(e.g. Adolph and Porter 1993; Forsman and Shine 1995;
Niewiarowski et al. 2004).

Within this context, widely distributed species of lac-
ertid lizards from the southern Mediterranean peninsulas
provide a valuable opportunity to understand the causes of
variation in reproductive traits. Evidence from molecular
markers indicates that the Iberian, Italian and Balkan
peninsulas functioned as refugia for many species during
the ice ages (Taberlet et al. 1998; Hewitt 1999). Surveys of
genetic variation have shown patterns of subdivision rela-
ted to isolation in temperate refugia during the glacial
stages, and demographic and geographical expansions
during postglacial events (Taberlet et al. 1998; Hewitt
1999; Mila et al. 2000; Lessa et al. 2003). This ancient
diversification combines with the low dispersal ability of
terrestrial ectotherms, that must adapt to local conditions or
track the changing distribution of suitable habitat, to pro-
vide an additional source of variation for testing hypothe-
ses about the evolution of life-histories.

In this study, we collected gravid females of the widely
distributed lacertid lizard Psammodromus algirus from 15
geographically separated populations covering most of the
Iberian range of this species, and we gathered climatic data
from nearby meteorological stations to frame intraspecific
variation within the context of bioclimatic gradients.
Intraspecific variation in life-history traits has been docu-
mented for P. algirus: recent studies have revealed sig-
nificant effects of habitat fragmentation on reproductive
investment (Diaz et al. 2005), differences in reproductive
traits between populations located at the core and the
periphery of the species’ range (Diaz et al. 2007), and
variation in growth rates between nearby populations living
at different elevation (Iracta et al. 2006). In addition,
molecular data show that P. algirus comprises two well
differentiated mitochondrial DNA lineages separated by a
narrow contact zone (Carranza et al. 2006; Verdd-Ricoy
et al. 2010), suggesting an ancient divergence together with
some type of isolation mechanism between them. Taking
advantage of all this previous knowledge, we addressed the
following hypotheses: (1) because environmental differ-
ences are the main source of variation for growth rates,
overriding familial effects (Iraeta et al. 2006), we expect
that female body size and related life-history traits (e.g.
clutch size; Brandt and Navas 2011) will mainly be influ-
enced by inter-population climatic differences; we predict
that population effects will exceed those attributable to
ancestry (i.e. differences between lineages), with positive
correlations between population means and environmental
productivity measurements; (2) because larger propagules
will have a survival advantage where conditions for juve-
nile growth are poor (Roff 1992; Johnston and Leggett
2002; Iraeta et al. 2006, 2008), we hypothesize that egg and
hatchling size will vary among populations, and that
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population averages will show negative correlations with
environmental productivity; and (3) because incubation
time is strongly dependent on temperature (Iraeta et al.
2007) and can have an important effect on hatching time
and hence fitness (Warner and Shine 2007), we hypothesize
that lizards from cooler sites will have shorter incubation
periods to compensate for lower incubation temperatures
(Oufiero and Angilletta 2006; Diaz et al. 2007).

Materials and Methods
Study Species

Psammodromus algirus (Linnaeus, 1758) is a medium-
sized (adult snout-vent length 60-90 mm; mass 6-16 g),
heliothermic, insectivorous lacertid that inhabits shrub and
woodland habitats of the Iberian Peninsula, south-eastern
coastal region of France and north-west Africa (Arnold
1987; Diaz and Carrascal 1991). In central Spain, its alti-
tudinal range is approximately 450-1,400 m. Hibernation
takes place from October to February. Courtship and egg-
laying occur between April and June, and hatchlings are
born in August—September (Veiga and Salvador 2001).

Study Sites

During the springs of 2006, 2008, and 2009, we captured
adult lizards from 15 populations across the distribution
range of Psammodromus algirus in Spain (Fig. 1; Table 1).
According to mitochondrial DNA gene sequences, there
are two divergent eastern and western lineages on the
Iberian Peninsula (Carranza et al. 2006), the distributions
for which are separated by a narrow contact zone across the
centre of the Peninsula (Verdu-Ricoy et al. 2010). Of our
15 populations, nine belong to the eastern lineage, five
belong to the western lineage, and one (Villuercas) has
haplotypes from both lineages (Fig. 1). For each location,
we registered latitude, altitude, and mean temperature and
precipitation during the activity period of P. algirus
(March—October). These latter data were obtained from the
nearest stations in the Spanish Meteorological Agency
(AEMET) network.

Husbandry of Adults, Eggs and Juveniles

All individuals were captured and transported to the
Department of Zoology at the Universidad Complutense de
Madrid, where they were weighed and measured (snout-
vent length, SVL). Lizards were housed in white opaque
wall terraria (two females and one male per cage) covered
by a green net that prevented escape, let daylight enter the
cages, and provided a shrubby-like shelter. Terraria were
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Fig. 1 Populations of P. algirus used in this study. Zamora: Cabafias
de Tera (C). Burgos: Lerma (L). Zaragoza: El Frasno (F). Segovia:
Sotos de Sepilveda (S). Madrid: Navacerrada (N), El Pardo (EP),
Aranjuez (A). Cuenca: Horcajada de la Torre (H), Hoces de Cabriel
(HC). Ciudad Real: Valdepeiias (V). Badajoz: Pallarés (P). Almeria:
Abrucena (AB). Murcia: Morata (M). Jaén: Despefiaperros (D).
Caceres: Villuercas (VI). Solid circles represent populations from the
western mtDNA lineage, whereas open circles indicate localities from
the eastern lineage. Villuercas (asterisk) has haplotypes from both
lineages

filled with moistened earth covered by leaf litter. A 60 W
lamp suspended over one end of the cage created a
photothermal gradient (circa 25-50°C) allowing thermo-
regulation within the preferred temperature range (Diaz
and Cabezas-Diaz 2004). Lizards were fed crickets (Acheta
domesticus) and mealworms (Tenebrio mollitor), dusted
with a commercial vitamin and calcium supplement. All
cages were watered ad libitum. In our study species, gravid
females readily lay eggs in captivity, whereas their repro-
ductive output reflects the environmental conditions expe-
rienced in the field during the early stages of vitellogenesis
(i.e. when the physiological coupling among clutch size,
egg size and clutch mass occurs; Sinervo and Licht 1991).
Gravid females were daily monitored to detect egg-laying.
When a female had laid, it was removed from the cage and
the eggs were carefully searched for. Upon finding the
clutch, eggs were counted, weighed and individually
placed in 150 ml closed plastic cups filled with ca. 35 g of
moistened vermiculite (10 g vermiculite: 8 g water,
equivalent to —200 kPa; Tracy et al. 1978). All clutches
were laid between 19 May and 29 June, and females were
released at their site of capture shortly after laying.

We used a split-clutch design to distribute eggs over two
incubators (Friocell, Konigswinter, Germany) set at an
average temperature of 28°C, one of which had a constant
temperature treatment (28 & 0.1°C) whereas the other one
had a daily thermal cycle ranging between a minimum
value of 24°C between 0 and 6 h, and a maximum value of
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32°C between 10 and 16 h (Fig. 2). This was done to
examine the effects of temperature variance on incubation
period and phenotypic traits of hatchlings from different
clutches, populations and lineages. When incubation was
about to end, newborns were searched for daily, and the
duration of incubation was noted. Hatchlings were
weighed, measured (SVL), and individually toe-clipped.
All lizards were released in their site of origin after all lab
manipulation had finished.

Statistical Analyses

All variables measured (incubation time, egg mass, clutch
size, SVL and body mass of females and hatchlings) were
log-transformed to meet the requirements of parametric
tests. Body condition of hatchlings was estimated using the
residuals of the regression of log-body mass on log-SVL at
hatching. Similarly, we calculated relative clutch size of
females (i.e. clutch size adjusted for female SVL) using the
residuals of the regression of log-clutch size on log-SVL.

Unless otherwise stated, data were analysed using gen-
eral linear models. To partition variation in phenotypic
traits among different sources of variation (i.e. lineage,
population, and clutch), we employed nested analyses of
variance. This procedure, which was the earliest statistical
approach to interspecific comparative studies (Harvey and
Mace 1982), was chosen here because more conventional
methods such as independent contrasts (Felsenstein 1985)
or phylogenetic autocorrelation (Cheverud et al. 1985)
require that the units subject to analysis have a phyloge-
netic history that represents hierarchical descent, and this
assumption may not hold when there is substantial gene
flow between units, as it may be the case in intraspecific
analyses. Moreover, our genetic data allowed us to obtain a
phylogeny of mtDNA haplotypes (Verdu-Ricoy et al.
2010), but not of populations (which may contain several,
more or less differentiated haplotypes). Thus, we employed
nested ANOVA relying only on two assumptions: (1) there

Fluctuating temperature

34

= = - Constant temperature

Incubation temperature (°C)

12 24 36 48 60 72
Time (hours)

Fig. 2 Temperature as a function of time of day in the two incubation
regimes used in this study according to a split-clutch design
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was an ancient (ca. 3.6 My) split between eastern and
western clades which have maintained their genetical
identity since that time (Carranza et al. 2006; Verdi-Ricoy
et al. 2010); and (2) gene flow is by definition more likely
to occur within populations than among them.

To test for incubation temperature effects, we used
within-subject analyses of variance. For each clutch, we
compared the average value of hatchlings incubated at a
constant temperature of 28°C, with that of hatchlings
incubated under a fluctuating temperature regime. To avoid
having too small sample sizes, we pooled data from both
incubation treatments when analyzing clutch, population,
and lineage effects on hatchling traits. This makes our
analyses conservative, because the potential effects of
constant versus cycling temperature are confounded in the
error term. Geographical and meteorological variables
were reduced to a single factor using Principal Component
Analysis. No viable eggs were obtained from the only
clutch laid by a female from Despefaperros. As a conse-
quence, this population was omitted in all analyses con-
cerning reproductive variables. Similarly, we excluded
Villuercas, the population with both kinds of mtDNA
haplotypes, from all analyses using lineage as a classifi-
cation factor.

Results

Nested ANOVAs (Table 2) with the data shown in Table 1
revealed significant variation among females, nested within
populations, in all propagule traits examined (incubation
time, egg mass, SVL at hatching, body condition—i.e.,
SVL-adjusted body mass—of hatchlings, and SVL at
hatching adjusted for egg mass). There was also significant
variation among populations, nested within mtDNA lin-
eages, for all propagule traits with the exception of egg
mass (for which the only important source of variation was
among females of a given population). Similarly, female
traits (SVL, clutch size and SVL-adjusted clutch size)
differed significantly among populations of a given lineage.
However, lineage effects were significant only for incu-
bation time, explaining 45% of its total variance among
sites (Table 2). Clutch size differences among populations
were mainly, but not entirely, a result of differences in
maternal body size (ANCOVA: population effect:
Fi253 = 1.99, P = 0.044; maternal SVL: F, 53 = 38.33,
P < 0.001; compare with population effect shown in
Table 2).

Biogeographical analyses with population means as data
points yielded several interesting results. All geographical
and meteorological variables were combined into a single
Principal Component (Table 3) that could be interpreted as
a climatic gradient of productivity in the Mediterranean
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Table 2 Hierarchical nested
ANOVAs for propagule and F & r Yovar
female traits; for. propagqles, Egg mass
sources of variation are female )
nested within population, mtDNA lineage 0.85 1, 11 0.375 1.66
population nested within Population 1.52 11, 54 0.151 21.39
mtDNA lineage, and mtDNA Female 4278 54, 263 <0.001 69.08
lineage (eastern vs western); for . .
females, sources of variation are Incubation time
population nested within lineage mtDNA lineage 14.09 1, 11 0.003 45.37
and lineage Population 24.62 11, 54 <0.001 35.43
Female 2.84 54, 263 <0.001 7.06
SVL at hatching
mtDNA lineage 0.58 1, 11 0.462 241
Population 8.19 11, 54 <0.001 45.67
Female 5.44 54, 263 <0.001 27.39
Residuals of hatchling SVL on egg mass
mtDNA lineage 0.26 1, 11 0.623 1.05
Population 11.33 11, 54 <0.001 45.32
Female 2.81 54, 263 <0.001 19.63
Residuals of hatchling mass on hatchling SVL
mtDNA lineage 1.94 1, 11 0.191 3.19
Population 2.11 11, 54 0.035 18.05
Female 5.55 54, 263 <0.001 41.94
SVL female
mtDNA lineage 3.07 1, 11 0.108 11.71
Population 4.45 11, 54 <0.001 41.97
Clutch size
mtDNA lineage 0.87 1, 11 0.371 391
Population 5.19 11, 54 <0.001 494
Relative fecundity (residuals of log-clutch size on log-maternal SVL)
mtDNA lineage 0.31 1, 11 0.589 0.91
Population 2.39 11, 54 0.017 32.44
Table 3 Principal component eastern lineage localities were drier than western ones
analysis with climatic variables ket (mean £ SD for precipitation levels between March and
;:;’t‘g’;’li(;gif;f(;hShOWing Latitude 0.712 October; eastern lineage: 264.8 4+ 55.2 mm; western line-
P’s < 0.003), eigenvalue and Altitude 0.819 age: 356.3 £ 102.2 mm; F;;, = 4.88, P = 0.047), and
percentage of explained Temperature —0.937 western lineage females were somewhat larger than eastern
variance for the first component  Precipitation 0.807 ones (eastern lineage: 74.0 £ 5.1 mm; western lineage:
obtained Eigenvalue 2707 79.0 £ 2.4 mm; Fy 5 = 4.11, P = 0.065). As it could be
Expl.Var 0.677 expected, clutch sizes were larger for those populations

region, giving higher scores to localities at higher latitude
or elevation, with higher precipitation levels and lower
temperature during the lizards’ activity season. These
scores were negatively correlated with the residuals of SVL
at hatching on egg mass (r = —0.639,n = 14, P = 0.014),
meaning that for a given egg size newborns were larger at
warmer and drier sites. The body size of females was larger
at cooler, more humid, and presumably more productive
sites (correlation between factor scores and mean SVL of
females: r = 0.566, n =15, P = 0.028). On average,

with larger females (correlation between mean clutch size
and maternal SVL: r = 0.792, n = 14, P = 0.001), and the
clutch size-propagule size trade-off was evident at the
population level: egg mass, hatchling mass and SVL at
hatching were negatively correlated with the residuals of
mean clutch size on mean maternal SVL (all r’'s < —0.6
and all P’s < 0.02). Finally, incubation time (Fig. 3) was
the reproductive trait that was best predicted by a combi-
nation of historical (mtDNA lineage) and ecological
factors (PC1). Within each lineage, the duration of incu-
bation decreased as PC1 increased (i.e. incubation was
shorter at cooler and more productive sites; ANCOVA:

@ Springer
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64 Discussion

v 62t . 5 EP L. . L. .

> [ v Our data show substantial intraspecific variation in all

!;' oo | * . reproductive traits examined (female size, clutch size,

2 A ® N relative fecundity, mean egg mass, SVL at hatching, body

[+] ®

% ssf M ° . condition of hatchlings, and incubation time) on all the

£ He ] ° hierarchical levels considered. Here, we discuss the

S s AB O o implications of our results for the hypotheses presented in

S the Introduction, with special reference to the relative

g sal ) L importance of lineage, population and clutch as sources of

a o variation for life-history traits, and within the context of
some of the selective pressures that are characteristic of

52 s L L L n L L
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Higher elevation
Higher latitude
Higher precipitation

Higher temp Ire PC1 >

Fig. 3 Duration of incubation as a function of (1) a climatic gradient
giving higher scores to sites with lower temperature and higher
precipitation, elevation and/or latitude (see Table 1); and (2) mtDNA
lineage. See Fig. 1 for symbols of populations and lineages

62

61+
Western
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59
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57
Eastern
lineage

Duration of incubation (days)

56 [

55

Constant temperature Fluctuating temperature

Fig. 4 Duration of incubation (mean + 95% confidence interval) as
a function of incubation regime (fixed vs. cycling regime) and
mtDNA lineage

Fi10 = 12.27, P = 0.0057), and for a given climate it was
shorter for eastern than for western lineage populations
(ANCOVA: F; o= 1591, P =10.0026; see Fig. 3).
Together, these two variables explained 67.3% of the
variance in average incubation times (F; ;0 = 10.3,
P = 0.004).

Incubation regime had no effect on hatchling SVL,
mass, or condition (all P > 0.14), but it did affect incu-
bation time. Within each clutch, the duration of incubation
was shorter under a fixed temperature regime than under a
cycling temperature regime (within-subjects ANOVA with
the data shown in Fig. 4: F; g5 = 62.06, P < 0.001), and
such difference was slightly larger, pooling together all
data from a given lineage, for western than for eastern
clutches (regime x lineage interaction: F;¢s = 4.84,
P = 0.031).

@ Springer

Mediterranean environments.

Concerning our first hypothesis, inter-population dif-
ferences, which have been previously documented for
reproductive traits in lacertids (Du et al. 2005; Iraeta et al.
2006; Diaz et al. 2007; Wang et al. 2011) and other fam-
ilies of lizards (Sears and Angilletta 2003; Radder 2006;
Du et al. 2010a), were the main source of variation for
clutch size and relative fecundity. Remarkably, inter-pop-
ulation differences were also important for female SVL,
which had 54% of its variance explained by population
effects; of this figure, ca. 12% was attributable to differ-
ences between eastern and western lineages, whereas the
remaining 42% was associated with differences among
populations of a given lineage. This pattern of variation
was most likely caused by environmental differences in
productivity, because mean female size was positively
correlated with population scores on a gradient of
increasing precipitation and decreasing temperature, and
western lineage populations had both larger females and
higher precipitation levels than eastern ones. In tropidurine
lizards, a recent interspecific study has shown that female
body size relates to a climatic component of precipitation
which is likely a correlate of primary production; since
clutch size depends on female size, productivity seems to
exert an indirect effect on clutch size (Brandt and Navas
2011). Similarly, our data show that mean clutch size was
mainly, but not entirely, dependent on female SVL, sug-
gesting both a proximate effect of local conditions influ-
encing maternal SVL, and a less important role of intrinsic,
perhaps genetic differences among populations. A previous
transplant experiment (Iraeta et al. 2006) between two
populations of the western lineage included in this study
(El Pardo and Navacerrada) proved that size and growth
rate of juveniles were influenced by their mother’s site of
origin, which means that population differences may reflect
a genetic differentiation (Du et al. 2005; Iraeta et al. 2006;
Buckley et al. 2010). However, these traits were primarily
determined by the growing environment, given that the
high-elevation site (which produced slower-growing phe-
notypes) provided more food and allowed hatchlings to
grow faster and reach larger size (Iraeta et al. 2006). If
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these effects persist over time, they can generate maternal
SVL and clutch size differences among populations like
those reported in our study (but see Buckley et al. 2007).

Hatchling size, which differed significantly among
populations and females but not between lineages
(Table 2), was larger in drier and warmer sites, thus con-
firming our second hypothesis. Previous studies with this
and other lizard species have found a similar pattern of
larger hatchlings at warmer, drier, and lower latitude or
elevation sites (Sinervo 1990; Iraeta et al. 2006; Diaz et al.
2007). However, the opposite pattern of larger hatchlings at
higher latitude or elevation has also been reported (Oufiero
and Angilletta 2006; Niewiarowski and Angilletta 2008;
Du et al. 2010a, b), indicating an advantage of larger off-
spring in colder environments due to thermally imposed
constraints on opportunities to find, ingest, and assimilate
food (Adolph and Porter 1996; Sears and Angilletta 2003).
Nevertheless, our data suggest an alternative interpretation
that may be important to understand lizard life-histories in
Mediterranean environments, where low summer precipi-
tation and associated food scarcity can select for low
activity levels, constrain the growth rates of juveniles, and
thus increase the survival advantage of large hatchlings
under conditions of food shortage and/or in drought years
(Ferguson and Fox 1984; Sinervo and DeNardo 1996;
Sears and Angilletta 2003; Iraeta et al. 2006, 2008). This is
consistent with the hypothesis that the production of rela-
tively larger offspring is an adaptive response to low food
availability (Lack 1954) or, more generally, that a shift
towards larger propagules will improve parental fitness in
environments where conditions for juvenile growth and/or
survival are poor (Roff 1992; Johnston and Leggett 2002).
Such pattern may have two explanations, both of which are
coherent with our data. The first one is population differ-
entiation, with genetic differences favoring larger offspring
in poor habitats, and the second one is an adaptive plastic
response by the females, either directly or through maternal
effects (Bernardo 1996; Johnston and Leggett 2002).

On the other hand, our second hypothesis failed to predict
that egg mass and hatchlings’ body condition (i.e. body mass
adjusted for SVL) were the only propagule traits for which
population effects were non significant or very small.
Instead, these traits were mainly affected by differences
among clutches of a given population (i.e. familial effects),
perhaps due to the interacting effects of female size, clutch
size, and relatedness between siblings. Whatever its causes,
the very large amount of variance among clutches (relative to
error variance) led familial effects to take priority over the
remaining sources of variation for these traits.

Regarding our third hypothesis, we only obtained partial
support for it, because the correlation between incubation
time and ambient temperature was highly significant only
after controlling for lineage effects. In fact, incubation time

was the only reproductive characteristic for which all
sources of variation were important, including the diver-
gence between eastern and western lineages (Table 2: ca.
45% of the total variance accounted for). Thus, our data
show that the effect of the difference between these ancient
lineages, that diverged before the opening of the Strait of
Gibraltar (Carranza et al. 2006), prevails over the hierar-
chically lower population and female effects (35 and 7% of
explained variance, respectively). Within each lineage,
inter-population differences were mainly related to climatic
influences, because at identical temperatures in the labo-
ratory, incubation periods were shorter for lizards from
cooler and wetter sites. Thus, the observed pattern reveals
countergradient variation, because in the laboratory incu-
bation periods increase as temperature of incubation
decreases (Iraeta et al. 2006, 2007). Similar results have
previously been reported for western fence lizards
Sceloporus undulatus from populations that occur at dif-
ferent latitudes or altitudes, and therefore experience dif-
ferent environmental temperatures (Oufiero and Angilletta
2006; Niewiarowski and Angilletta 2008; Du et al. 2010a).
However, it is important to note that countergradient var-
iation is revealed by our data only after controlling for
lineage effects, which strongly suggests that it has evolved
independently in the two lineages. If such parallel patterns
of population response have a genetic basis, they may have
been shaped by selective pressures favouring shorter
incubation to compensate for relatively slower embryonic
growth in cooler environments (Oufiero and Angilletta
2006); in addition, higher food availability would promote
more rapid post-natal growth in such environments, and
this could outweigh the costs of hatching earlier and/or
with a smaller size (Iraeta et al. 2006). The reason why
eastern eggs hatch earlier than western ones remains
unknown, although it might be related to differences in the
availability of water for developing offspring, given that
precipitation was the only environmental variable that
differed significantly between western (more humid) and
eastern (drier) sites. We are currently undertaking new
incubation experiments to test this hypothesis.

Finally, it is worth mentioning that eggs incubated at a
constant temperature of 28°C hatched earlier than did their
siblings incubated at a fluctuating temperature of
28 &+ 4°C, particularly in the case of clutches from western
population females (Fig. 4). This is surprising because
previous studies have shown that for a given thermal mean
incubation shortens as variance increases in the montane
scincid lizard Bassiana duperreyi (Shine and Harlow 1996;
Du and Shine 2010). These authors argue that in their study
species there is an exponential relationship between
developmental rate and temperature, which implies that a
given thermal increase has more effect on development
than does the same magnitude of thermal decrease.

@ Springer
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Although we have no data, we can speculate that the
opposite pattern may occur in P. algirus, a Mediterranean
species in which females select oviposition sites with a
mean temperature >26.0°C and with a lower variance than
available at random (Iraeta et al. 2007). Thus, if develop-
mental rate increases at a lower speed above average
incubation temperature than it does decrease below it, then
the net effect of increasing thermal variance will be to
hamper development. We encourage efforts to determine
the thermal dependence of embryogenesis (yolk absorp-
tion, metabolic rate, heartbeat rate, etc.; Storm and Ang-
illetta 2007; Oufiero and Angilletta 2010; Du and Shine
2010) under constant and fluctuating incubation tempera-
tures in this and other species of lizards from warm and dry
Mediterranean climates.
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