Universitat
de Barcelona

Desarrollo de nuevos marcadores genémicos y su
aplicacion a la filogenia y variabilidad genética
de mamiferos

Javier Igea de Castro

©0Clo

Aquesta tesi doctoral esta subjecta a la llicencia Reconeixement- NoComercial —
SenseObraDerivada 3.0. Espanya de Creative Commons.

Esta tesis doctoral esta sujeta a la licencia _Reconocimiento - NoComercial — SinObraDerivada
3.0. Espana de Creative Commons.

This doctoral thesis is licensed under the Creative Commons Attribution-NonCommercial-
NoDerivs 3.0. Spain License.




DESARROLLO DE NUEVOS
MARCADORES GENOMICOS Y SU
APLICACION A LA FILOGENIAY
VARIABILIDAD GENETICA DE
MAMIFEROS

Javier Igea de Castro






@ Universitat £8.! CSI C

de Barcelona

FACULTAT DE BIOLOGIA
DEPARTAMENT DE GENETICA

Programa de Doctorado de Genética

Desarrollo de nuevos marcadores genémicos y su
aplicacion a la filogenia y variabilidad genética de

mamiferos

Memoria presentada por Javier Igea de Castro para optar al titulo de Doctor por la

Universidad de Barcelona

Trabajo realizado en el Instituto de Biologia Evolutiva (CSIC-UPF)

Javier Igea de Castro

Barcelona, Noviembre de 2012

Director Tutor
José Castresana Villamor Julio Rozas Liras
Investigador Cientifico Catedratico de Genética

Instituto de Biologia Evolutiva (CSIC-UPF) Universitat de Barcelona






AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, quiero agradecerle a Jose Castresana el darme la oportunidad de
hacer la tesis en el grupo y apoyarme durante todo el proceso, en sus épocas buenas y
en las no tan buenas. Me llevo un buen carro de conocimientos y experiencias
aprendidas que espero saber aprovechar. También me gustaria agradecer a Julio Rozas
por haber aceptado ser mi tutor y ayudarme en el complicado mundo del papeleo

universitario.

Por supuesto, no puede faltar una mencién al P59 y asociados: Gerard, Victor, Alex,
Joan y Ana. Gracias a todos por los momentos compartidos, las risas, las birras, el
marmolet y todos los consejos y ayudas. También me gustaria agradecer al resto de
compaiieros del instituto, especialmente a Dolors y la gente de su laboratorio, que
acogieron mis inicios en el cacharreo en el laboratorio en los (lejanos) tiempos del CID.
Y sin duda, también ha habido muchas otras personas sin cuyo aporte de ideas,
muestras o ayuda en el laboratorio esta tesis no hubiera podido llegar a buen puerto. A

todos ellos, muchas gracias.

Por ultimo me gustaria agradecer a mis amigos, por estar siempre disponibles para una
charla-cerveza y por tener la paciencia casi infinita (“¢infinita o...?”) necesaria para
soportar mi a veces peculiar sentido del humor. Y como no, a mi familia, especialmente
a Luis y a Bea, por acogerme cuando llegué a Barcelona y cuidar tan bien de mi estos

afos y, por supuesto, a mi madre, gracias por TODO.






CONTENIDO

L-INTRODUCCION ...ccceureuereeeencsssssscsssssscssssssssssssssssssasssssssnsses 1

1. MARCADORES MOLECULARES EN RECONSTRUCCION FILOGENETICA ....... 3
LT ALOZITIUAS oottt ettt e e e e e e e e s e s s s s assssaeaeeeeeseeeeeesesssssnsnnnns 4
1.2 Polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion (RFLPs).............. 5
1.3 MICTOSATEITECS ...ttt e e e e e e e e e e e ssabaae e e e eeeeseesessssssssnnnes 6
1.4 Polimorfismos de longitud de los fragmentos amplificados (AFLPs)............... 7
1.5 ADN TIEOCONATTAL. ..ottt e e e e e eeeeeeeeesesssnsnnnnes 8
1.6 GONES NMUCICATES ..ottt ee e e e e e e e e e eeeeeeeeeeesssssssnsnnnes 9
1.7. Polimorfismos de nucle6tido Simple (SNPS) .......ccccoeeeeeueeeecireeeecreeeeereeeecveens 11

2. ARBOLES DE GENES Y ARBOLES DE ESPECIES .......coveueueiiereeneaneeeessceneaeennns 13
2.1 Discordancia de los arboles de genes y el arbol de especies..................cc......... 14
2.2 Separacion incompleta de LINAJES ...........ueeeueeeeeceeeeeecieeecieeeeceeeeecaeeeecreeesaneeas 15

3. ORGANISMOS DE ESTUDIO......cuuutiiiieieieeiieiiireresrisiirnrereeeeseeeessssssssssssssmsmssssssssseees 18
3.1 Galemys pyrenaicus como modelo de especie con requerimientos ecologicos
ESEITICLOS «eeueveeeeeeeeeeetee e ettt e ettt e et e e et e e s abe e e et e e eeasteeesaseeeenseesessaeesanseesennaeessaseaenns 18
3.2 Galemys pyrenaicus (E. Geoffroy St. Hilaire, 1811) ........cccccecveeeecveeeecreeeecnnenn. 19
3.3 El género Neomys Kaup 1829 como modelo para estudiar especiacion y
divergencia POBIACIONAL...............eeeeeueeeeciieeeciieeecteeeeceeeee e e e s reeeeeaeeeesaeeeesaaaeans 22
3.4 Los musganos del género NEOIMYS.......cccueeecueereereeesieeeeesiseeessseeessssesssssessssses 23

III.-MATERIALES Y METODOS....cuucetuueereuereneceennecrssccesneeessees 31

1. DESARROLLO DE NUEVOS MARCADORES GENOMICOS ......ccoovvvvvrereeeererenennnns 33
1.1 Protocolo de extraccion y filtrado de intrones de mamiferos..............cc......... 33
1.1.1 Extraccion de intrones de 10S 2EN0mas .........ccceeuveeeeeeeeecieeeccireeeeieee e 33
1.1.2 FItrado de 10S INIIOMES. .....uuueeeeeiiiieiiieieeee it e e e e e e e e e e e e e e s sannees 34

1.2 Validacién experimental de los nuevos marcadores moleculares................... 37
1.2.1 Diseno de los cebadores y especies empleadas.........cccceeeuveeeecnreeeccneeeecnnenn. 37
1.2.2 Extracciones de ADN genomico a partir de tejido fresco.........ccecvveeeuneenn. 38
1.2.3 Amplificacion por PCR de iNITONES ........ccccvueeeeeireeciieeeeieeeeireeeeeeeeeeveean 38

1.2.4 Clonacion de productos de PCR........cccccuieeecieeieiieecciieecciee e eevee e 39



1.2.5 Anélisis filogenéticos de los nuevos marcadores.........ccccceeeecuveeeeceveeeennnenn. 39
2. FILOGEOGRAFIA DEL DESMAN IBERICO EMPLEANDO SECUENCIAS

MITOCONDRIALES E INTRONICAS ..ottt sesesesesenns 40
2.1 ODENICION @ TMUCSITAS «.eveeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e s s esssasssaeeeeeeeeeees 40
2.1.1 Prospeccion de excrementos de deSman..........occveeeecveeeecieeeecieeescveeeeenenn. 40
2.1.2 Muestras de tejido fTeSCO ....cccuviireiiieeeiie et 40
2.1.3 Muestras de colecciones de MUSEO ........coeeeeeeeeeeereeeeiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeassnneeees 40
2.2 Extracciones de ADN genomico Y PCR .........coccueeeeereeeecieeeecieeeeeeeeeeeeeeesaeeens 41
2.2.1 Extracciones de ADN genomico a partir de tejido fresco........ccceeevveeenneene. 41
2.2.2 Extracciones de ADN gendmico a partir de excrementos .........ccccceeeueenneee. 41
2.2.3 Extraccion de ADN gen6mico a partir de muestras de museos ................. 41
2.2.4 Amplificacion por PCR de secuencias mitocondriales .........ccccceeveruueennee. 42
2.2.5 Amplificacion por PCR a partir de ADN de muS€eo.......ccceevveeeveerueersueennne 42
2.2.6 Amplificacion por PCR de intrones nucleares...........ccoeeevvierrienniernueennne. 43
2.3 Analisis filogenéticos del deSmMAn IDETICO. ...........eeeeecuveeeecereeecireeeeeeeeereee e 44
2.3.1 Filogenia mitocondrial.........c.ccceeieiieiiiiiieciiieceree e 44
2.3.2 Analisis de secuencias NUCIEATES ..........cooeeeeurereeeeeiiiieeeeeeeeeeee e 44
2.4 Analisis de diversidad genética, demografia y estructura genética .............. 45

2.5 Estima del tiempo al ancestro comiin mds reciente de las secuencias

TTUIEOCOTUATTALLS ...ttt e e e e e e e e e et eeeeeeeeeesessssssssssnes 46
2.6 Modelado de la distribucion de la eSPECIes ............cccueeeecreeeevveeeeirreeecreeseennens 48
3. ESTIMA DEL ARBOL DE ESPECIES DEL GENERO NEOMYS ....couvveeeeeeeeneenn. 50
3.1 ODEENICION @ TMUCSITAS .ottt ee e e e e e e e e e e e s aasaseer e e eeeeees 50
3.2 Extracciones de ADN genomico Y PCRu..........uooccueeeeceeeeeiieeeeieeeeecreeesvneseenenes 50
3.2.1 Extracciéon de ADN gendmico a partir de tejido fresco ......cceeeuveeecuveeennneen. 50
3.2.2 Extraccion de ADN genomico a partir de excrementos.........ccocueevvereueennne 50

3.2.2 Extraccion de ADN gendémico de un craneo hallado en una egagropila ... 50

3.2.3 Amplificacion por PCR del citocromo b..........ceeeceveeeeiveeeciieeecieeeeeee e, 50
3.2.4 Amplificacion por PCR de intrones nucleares ..........cccceeeevvveeeieeeecneeeennenn. 51
3.3 Filogenia mitocondrial del género NEOMYS .......c.ccccvueeeecreeeesireeescveessseeeesiseeens 51
3.4 Estima del arbol de especies del género NEOMYS.........ccccvveeeeeveeeeivneeeeveeenennens 53

3.4.1 Obtencién de las tasas evolutivas correspondientes al género Neomys.... 53
3.4.2.Estima de arboles de especies con *BEAST ........cccccevveeeeiieeeeceeeeeeieee e, 55
3.4.3 Efecto de distintos priors en las tasas evolutivas sobre la estima de los
tiempos de divergencia en *BEAST ........cooooiiiiiiieeeiieecceee e esreeseene e 56
3.5 Aplicacion de un modelo de aislamiento con migracon a la divergencia de los

linajes de Neomys aNOMAlUS ......cc.ueieeiuiieeeiieeeiiieeeieeeseeeeeteeesereeesaeeeessaeeessneaenns 57



IV. RESULTADOS Y DISCUSION ...cc.cevuuirrvecereeereneceeneccessecesees 59
1. DESARROLLO DE UN NUEVO CONJUNTO DE MARCADORES GENOMICOS

PARA LA FILOGENIA DE ESPECIES CERCANAS DE MAMIFEROS.........ccocoeueuee... 61
1.1 RESUILAAOS ..ottt ettt ettt et st s st e st e s ae e sbaesabaesasessaseenns 61
1.1.1 Obtencion del conjunto de INTrONES ........ccccvuveeeeciieieciiieecciee e e e 61
1.1.2. Anélisis de las caracteristicas genoémicas del conjunto de intrones.......... 63

1.1.3. Analisis de las distancias genéticas y los polimorfismos de nuclebtido

3 00080] (R (S o) TSR USP 65
1.1.4 Validacion experimental de los nuevos marcadores moleculares: diseno de
CEDAAOTES T PCR ...ttt ettt e e ar e e e aa e e e aaa e e e nae e e e asaae e nnes 66
1.1.5 Uso de los intrones seleccionados como marcadores para la filogenia de
ESPECIES CETCATIAS ..evveervreveereereeerseesseesseesseesseessessseessesssesssesssesssessseessesssesssesssessses 68
T.2 DISCUSTOT ceuneeeeeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeraasssaa s ssssseessssaeessesssssssssnnnns 71
1.2.1 Caracteristicas del conjunto final de intrones ..........ccccceeeevveeecieeescveeeennenn. 71

1.2.1 Utilidad experimental de los intrones seleccionados para la filogenia de

ESPECIES CETCATIAS ..evvrerveereereesreesseesseesseesseesseessessseessesssesssesssesssesssesssesssesssesssessses 72

2.  FILOGEOGRAFIA DEL DESMAN IBERICO EMPLEANDO DATOS
MITOCONDRIALES Y NUCLEARES ...t oirrrrteeeeeeee e ssssesesieinaneseseeeeeesesssenns 74
B3 ) L VT (o o Lo XU 74
2.1.1. Analisis filogeografico mitocondrial ..........c.ccceevuieieiiieeciieeicieeeeeeeeeee, 74
2.1.2. Diversidad genética mitocondrial..........cccccoueeeeiiiiiiciieeciiee e, 76
2.1.4. Estima del tiempo al ancestro comin mas reciente (tmrca) de las
secuencias MitOCONATIALES .......cevviiriiiiriiieriieriteeteee e 81
2.1.5. Modelado de la distribucion de la especie en el LGM ...........ccccccvveennnennn. 84

2.2 DISCUSTON ....cccoveeeeeeeeieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereasaasaassessessessesesserssrssrsrssnnannnnnnsnnes 84
2.2.1. Evolucion pleistocénica de las poblaciones de desman ibérico ................ 84

2.2.2 Influencia de los requerimientos acuaticos en la estructura genética del

LG 1S1S] 0 0 7: D0 T 1 1<) o [l o TR RN 87
2.2.3. Fuertes sefiales de aislamiento en las zonas de contacto ......................... 88
2.2.4. SUDESPECIES ...uveeeeiieeeiiieeeiieeeeite e eeteeee e e e sereeseteeesraseeessaeessssaeesnseeennsneans 89
2.2.5. Implicaciones en la conservacion del desman ibérico.........ccccveeeueernneennee. 90

3. CALCULO DE TIEMPOS DE DIVERGENCIA EN EL GENERO NEOMYS

MEDIANTE ESTIMA DE ARBOL DE ESPECIES ...eouoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 92
o3 B L V1 (e o Lo XU 92
3.1.1 Filogenia mitocondrial del género Neomys.........cccceeeeuveeeevveeecveeescnveeennen. 92

3.1.2. Analisis de secuencias nucleares en el género Neomys ..........cccceecvveenneen. 94



3.1.3. Calculo de tasas evolutivas de intrones y citocromo b en el género Neomys

.............................................................................................................................. 96
3.1.4. Arbol de especies del Z6Nero NEOMYS ........ccueueeeueeeeeeeeeeereeeeeeseeseeeseeseenns 99
3.1.5. Efecto de distintos priors, tipos de genes, y calculo de las tasas evolutivas
sobre la estima de los tiempos de divergencia en *BEAST ..........ccccccvveeerreennneen. 99
3.1.6. Aislamiento con Migracion .........cccccueeeeeiieeciiieeeceeeecee e eeree e ee e eeeee e 101
B.2.DISCUSTOM......ccooeeeeeeeeeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesaa e essssssseeeseeseessesssresssssnnnnnns 102
3.2.1.Relaciones filogenéticas y divergencia dentro del género Neomys ......... 102
3.2.2. Divergencia de los dos linajes de Neomys anomalus..................ccuuc...... 103
3.2.2. Consideraciones sobre los priors de las tasas evolutivas en *BEAST..... 105
3.2.3. Implicaciones taxonémicas de los resultados.......cccccceeeeeveeeecreeeccineennns 107

V. CONCLUSIONES ...ccccettcteerccccscccsscccsscccssscssssccssssscsssssssscces 100

VI. APENDICES ...cuutttueieeeeeenecerseceseeessssecessssssssssssscssssssssseees 115

PUBLICACION T aeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeseeseesesessesessessessesessessssessessessensesessessessensens 117
PUBLICACION 2.ttt eeeeeeeeeeeveeeeeseeseeseesessesassessessensessessssessesessessesessessessensens 133

VIL. BIBLIOGRAFTA ......ovueiteeiereirenceeneccrencssseseesescesssesssnees 140



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Publicaciones indexadas en la base de datos de Pubmed.........c.cccceverueennnee. 14
Figura 2. Distribuciones de tiempo medios de coalescencia. ........cccceevverrverreerneennnen. 16
Figura 3. Ejemplo de discordancia entre arbol de genes y de especies.........cccceeeuunenn.e 17
Figura 4. Galemys PYTeNQAICUS .........cccueeeeeueeeeireeeeeeeeesteeeseaeeesssseeesseeesesseesssssessssseeenns 19
Figura 5. Mapa de distribucion de G. pyrenaicCus ...........cceccueeeeeueeeeciveeeecveeseceeeeesnnenn. 20
Figura 6. Mapas de distribucion del género Neomys .........cccceeeeveeeeecveeeecveesecveeeesneenn. 23
Figura 7. Neomys anomalus y N. fOAIENS ...........cocevueeeeciueeeeiieeeeiieeecieeeecreeeeeeeeesaeeens 25
Figura 8. Esquema de los procesos de extraccion y filtrado de los intrones................ 62
Figura 9. Arbol filogenético de referencia...........oveerreeeieereeeeeeeeeeeeeeeeeeessresesesenens 63
Figura 10. Localizacion genémica de los 224 intrones del conjunto final.................... 64
Figura 11. Distancias genéticas intronicas entre humano y chimpancé....................... 66
Figura 12. Arboles filogenéticos de siete intrones seleccionados..............ccoeeveevevevnnee. 70

Figura 13. Distancias por pares de intrones en las parejas de especies cercanas

ANALIZAAAS. ... ieeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e s e e reaeeeeeeeeeeeennnnnas 71
Figura 14. Filogeografia de G. pYrenaiCus ........c.ccceevueeevueenvieiniiieniieinieenieeeiessieesseeene 75
Figura 15. Reconstruccion por parsimonia de los cambios aminoacidicos a lo largo de

la filogenia del citocromo b de los linajes de los talpidos. ......cccceeeuveeeeiveeecvvenennnen. 76
Figura 16. Mapa de contornos de la diversidad genética de G. pyrenaicus................. 78

Figura 17. Muestras de G. pyrenaicus agrupadas por cuencas para el analisis AMOVA

.................................................................................................................................. 79

Figura 18. Genealogias haplotipicas de cinco intrones en G. pyrenaicus ................... 80

Figura 19. Distribucion geografica de las variantes de 3 SNPs en intrones de G.
DYTEILAICUS ..eueveeenneeeeeaueeeeeiureeeeseeeesusteesaseeessseesassseessssseessseesssssaessssseesssseesssseessnneesns 81

Figura 20. Datacion del tmrca de los haplotipos mitocondriales de G. pyrenaicus....83

Figura 21. Distribucién potencial de G. pyrenaicus durante el Ultimo Maximo Glacial

Figura 22. Representacion esquematica de la historia evolutiva de G. pyrenaicus ... 87
Figura 23. Filogenia mitocondrial del género Neomys. .........cccccceeeeeveeeecureesccveeeecnnnenn. 93

Figura 24. Genealogias haplotipicas de los 13 intrones amplificados en el género

INCOTIIYS eevvvvvrreireeriiiiieeeeeaaasaaeeeeeeeeeeeseeenrressessssssssssssssssssssssssesssssssssssesssssssssssssssssssnns 95
Figura 25. Obtencion de tasas evolutivas en el género Neomys .........ccccceveeeevveeennnnnn. 98
Figura 26. Arbol de especies del SENero NeOMYS ..........cuvveeveeveeeeeeeeeeeeeeereseresesessnns 99

Figura 27. Tiempos de divergencia en el arbol de especies con distintas estrategias de

ODTEIICION A TASAS.uuuuureieeeeeeeeeeeeeeeetetrreeeaeasarereeseeseeseeeeeeereesssssssssssssssssesssssssessesees 100



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Priors de calibracién usados en los analisis de BEAST de laurasiaterios........ 48

Tabla 2. Intrones seleccionados para su amplificacion y secuenciado en seis especies

.................................................................................................................................. 68
Tabla 3. Diversidad genética mitocondrial de G. pyrenaicus...........cccoueeeeuveeeecuveennnnen. 77
Tabla 4. Diversidad genética nuclear de G. pyrenaicus ...........cceeeeveeeeevveeeceeeescveeeennnn. 80
Tabla A1. Cebadores usados para amplificar genes mitocondriales..............cccuuuee.... 139
Tabla A2. Cebadores usados para amplificar intrones ..........ccccceeeveeeecieeeeceeeescneeenns 141

Tabla A3. Muestras biologicas empleadas en el estudio de Galemys pyrenaicus..... 142

Tabla A4. Muestras biologicas empleadas en el estudio del género Neomys ............ 146



I.-INTRODUCCION






I. Introduccién

1. MARCADORES MOLECULARES EN RECONSTRUCCION
FILOGENETICA

La clasificacion de los seres vivos requiere de criterios de medida para poder ser
realizada de forma objetiva. Se hace necesario, por tanto, comparar caracteristicas
comunes entre los organismos para determinar cuéiles son mas parecidos. La
observacion de los caracteres morfologicos externos fue histéricamente la base
conceptual de la taxonomia, por ser éstos de observacion inmediata. El ejemplo clasico
de esta clasificacion seria la de Linneo en el siglo XVIII, que sent6 las bases de la

Taxonomia Moderna (Linne 1758).

En el siglo XIX se fue extendiendo el concepto de “Arbol de la Vida” y con él la idea de
establecer una clasificaciobn que agrupara a los seres vivos segiin su parentesco
evolutivo (Lamarck 1830; Darwin 1859). Sin embargo, esta idea no llegaria a cristalizar
hasta mediados del siglo XX, con la formulacién de la sisteméatica filogenética,
propuesta por Willi Hennig (Hennig 1966), que explicitaba los principios a seguir a la
hora de elaborar las clasificaciones de los organismos. En concreto, se establecia una
distincion clara entre semejanza fenotipica (que podia estar dada por fendmenos de
homoplasia) y parentesco, que debia determinarse usando caracteres homodlogos

derivados (sinapomorfias).

Por otro lado, al mismo tiempo estaban teniendo lugar una serie de importantes
descubrimientos que sentaban las bases de la biologia molecular moderna, como el
experimento Hershey-Chase (Hershey & Chase 1952), que confirmé la naturaleza del
ADN como material hereditario o la caracterizacion de la estructura de doble hélice del
ADN de Watson y Crick (Watson & Crick 1953), cristalizando todos ellos finalmente en
el llamado “dogma central de la biologia molecular”, que describe el flujo de
informacién en los sistemas bioldgicos desde el ADN a las proteinas, con el ARN como
intermediario. Todo ello impuls6 la creacion de una nueva corriente, encabezada por
los bioquimicos Pauling y Zuckerkandl, que abogaba por el uso de los marcadores
moleculares para realizar clasificaciones de los seres vivos. Segln esta linea de
pensamiento, los caracteres moleculares eran una evidencia del proceso evolutivo més
clara o directa que los morfolégicos y eran compartidos por todos los seres vivos, y
resultaban mas facilmente medibles y comparables en todos ellos (Zuckerkandl 1964;
Suarez-Diaz & Anaya-Munoz 2008) Los marcadores moleculares proporcionaban, en
definitiva, un instrumento de comparacion mas estandarizado y cuantificable, ademas

de suponer un nimero casi ilimitado de caracteres de estudio con una menor tendencia
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a la homoplasia (aunque ni mucho menos inexistente, como se comprobaria mas
adelante). La ventaja del enfoque molecular de cara a realizar analisis de caracter
cuantitativo se vio enseguida reforzada por los primeros trabajos que incorporaron los
algoritmos computacionales a la reconstruccion filogenética (Fitch & Margoliash 1967;
Fitch & Margoliash 1968).

Desde esos primeros momentos, se fueron desarrollando gran cantidad de tipos de
marcadores moleculares, desde los trabajos iniciales basados en proteinas hasta la
popularizaciéon de los estudios centrados en el ADN. Estos ultimos se basaron sobre
todo en el ADN mitocondrial durante los anos 90 y ya en el siglo XXI, se introdujeron
las técnicas de secuenciacion de nueva generacion, que permiten la obtencion de
enormes cantidades de informacion a un coste cada vez menor. Cabe destacar que ante
la gran variedad de marcadores moleculares actualmente disponibles, con
caracteristicas muy distintas a nivel de requisitos técnicos, facilidad de anélisis y precio,
la eleccion de uno u otro tipo de marcador ha de venir determinada por el tipo de
informacién y las preguntas que se quieren responder con su uso (Schlotterer 2004).
Los niveles de resolucion requeridos por el estudio que se llevara a cabo determinaran
en gran medida el tipo de marcador que hay que emplear. En este sentido, los
marcadores moleculares adecuados para estudios filogenéticos deben cumplir una serie
de caracteristicas (Sunnucks 2000; Avise 2000): deben ser abundantes y estar
distribuidos por todo el genoma; su modo de evolucion debe estar bien analizado, de
forma que se pueda modelar e incorporar a analisis; y los datos obtenidos en distintos
laboratorios y estudios deben poder ser comparables, para poder realizar inferencias
generales. A continuacion se describen algunos de los tipos de marcadores moleculares

maés utilizados en los Gltimos afios.

1.1 Alozimas

Los primeros marcadores moleculares empleados fueron las alozimas. Esta técnica se
basa en estudiar las diferencias de carga eléctrica y tamafio entre las distintas variantes
alélicas de un enzima (de ahi el nombre “alozimas”), que provocan diferencias en la
movilidad dentro de un campo eléctrico generado en una electroforesis. Los primeros
estudios con alozimas en poblaciones naturales fueron llevados a cabo en humanos y
Drosophila, en la década de los 60 del siglo XX (Harris 1966; Hubby & Lewontin 1966).
Los resultados revelaron una sorprendente, y hasta entonces no anticipada, cantidad de
polimorfismo. De hecho, la incorporacion de estos nuevos datos facilito6 el desarrollo de

nuevas hipotesis como la teoria neutral de la evoluciéon molecular (Kimura 1968). A
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partir de entonces, impulsados por las ventajas de coste y aplicacion de esta nueva
técnica, se llevaron a cabo estudios de este tipo en gran variedad de organismos. Sin
embargo, el riesgo de emplear marcadores afectados por la selecciéon natural (y por
tanto de evolucion no neutra) es mucho mayor en el caso de los marcadores basados en

proteinas.

Ademas, las alozimas suponen una forma indirecta de detectar variacion heredada. Los
marcadores basados en el estudio de la variacion del ADN, por el contrario, presentan
la ventaja de suponer un estudio de la variacion mas directa y, ademas, cuantificable, ya
que se pueden medir (con mas o menos precision segin la metodologia empleada) el
namero de mutaciones ocurridas. Debido a esto, a partir de la década de los 80 pasaron

a emplearse mayoritariamente marcadores moleculares basados en ADN.

1.2 Polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLPs)

El descubrimiento en 1968 de las endonucleasas de restriccion (Linn & Arber 1968)
permiti6 analizar diferencias en los patrones de corte de estas enzimas en el ADN
visualizadas mediante una electroforesis. Las diferencias observadas entre los perfiles
de digestion de distintos individuos reflejan mutaciones en los lugares de corte de la
enzima de restriccion empleada, tanto a nivel de sustituciones nucleotidicas como a
nivel de inserciones o deleciones. La aplicacion de esta técnica, extendida durante los
afios 80, permitid, por primera vez, analizar zonas no codificantes del ADN, asi como
variacion silenciosa (sin efecto fenotipico) en las zonas codificantes. Fueron empleados
en la elaboracion de los primeros mapas genéticos basados en ADN y en estudios de
asociacion, y también en muchos trabajos filogenéticos y de genética de poblaciones.
Sin embargo, la necesidad de emplear una sonda de hibridacién para detectar el
polimorfismo (y la imposibilidad de disponer de una adecuada en muchos casos)

impidi6 que la aplicacion de esta técnica fuera mas generalizada.

Sin duda, el mayor impulso a la llamada revolucion molecular fue el desarrollo de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en los afos 80 (Saiki et al. 1985; Saiki et al.
1988), que permitia amplificar cualquier regiéon del genoma en un gran nimero de
individuos de forma rapida y empleando una minima cantidad de ADN en el proceso.
Esto, unido al desarrollo de la secuenciacion del ADN en 1977 (Sanger et al. 1977) y su
posterior popularizacion, permiti6é la generacion de enormes cantidades de datos y el

despegue de los campos de la filogenia y la filogeografia. Cabe destacar también que, a
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estos dos avances en el campo de la obtenciéon de datos, se les unié un gran desarrollo
en la computacion, lo que permitid el procesamiento rapido de todos estos datos y la

aplicacion de modelos estadisticos para su analisis cada vez mas complejos.

1.3 Microsatélites

Los microsatélites fueron uno de los primeros marcadores moleculares que se
popularizaron aprovechando la aplicacion de la tecnologia de la PCR (Tautz 1989).
Consisten en secuencias de periodo corto (de entre 2 y 6 nucleétidos) repetidas en
tandem, hasta un tamafo tipicamente de alrededor de menos de 500 pares de bases. Se
trata de unos marcadores altamente polimoérficos y abundantes a lo largo del genoma.
Ademas, su tasa evolutiva es elevada (alrededor de 1 mutacién cada 1000 generaciones,
un valor varias 6rdenes de magnitud superior al de otros tipos de marcadores), lo que
los hace muy adecuados para estudios a nivel de poblaciones (Ellegren 2004). El
proceso de obtencion de los microsatélites puede ser relativamente costoso pero, una
vez realizado, pueden aplicarse los marcadores obtenidos a taxones cercanos al

empleado en el estudio inicial.

Sin embargo, los microsatélites poseen un modelo evolutivo complejo: los cambios de
longitud en los alelos se producen por el deslizamiento durante la replicacion durante
la meiosis. Esto complica la modelacion adecuada de su evolucion en los procesos de
inferencia filogenética, dificultando su analisis (Selkoe & Toonen 2006). Por otro lado,
presentan tasas muy variables entre loci y alelos (Brinkmann et al. 1998), lo que
complica la realizacion de estudios comparativos entre linajes, debido a esta falta de
aplicabilidad general. Ademaés, debido a su elevada tasa de cambio y a su complejo
modelo evolutivo, tienden a acumular cambios homoplasicos (Primmer & Ellegren
1998). Ademas, dificultades técnicas como el riesgo de aparicion de alelos nulos (fallos
en la amplificacion de un microsatélite o una variante del mismo por mutaciones en la
zona de unidon del cebador) o de las llamadas “stutter bands” (amplificaciones de
productos de PCR algo menores que el alelo real y que se producen por errores de la
polimerasa al trabajar con secuencias tan repetitivas) complican en ocasiones el uso de

estos marcadores y su aplicacion a especies no estrechamente relacionadas entre si.

Otro problema anadido es que, debido al proceso de desarrollo de estos marcadores,
existe un riesgo de incurrir en un sesgo de muestreo (ascertainment bias), ya que se
seleccionan los marcadores mas polimoérficos en la poblacion de estudio. En este

sentido, se ha sefialado que las estimas de variabilidad o heterocigosidad obtenidas a
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partir de estudios con microsatélites pueden no reflejar de forma precisa la variabilidad
del genoma, y por tanto, éstas deberian ser analizadas con precaucion (Vali et al.

2008).

1.4 Polimorfismos de longitud de los fragmentos amplificados
(AFLPs)

Los AFLPs se basan en una digestion genémica completa usando enzimas de restriccion
seguida por una amplificacion selectiva por PCR de una serie de los fragmentos
obtenidos (Vos et al. 1995). Se obtiene asi un perfil tnico para cada individuo,
compuesto de marcadores distribuidos por todo el genoma, y que normalmente
pertenecen a regiones no codificantes. No requieren, por tanto, conocimiento a priori
sobre los genomas de los organismos que se van a analizar (Bensch & Akesson, 2005) y,
por consiguiente, se han aplicado con éxito en un amplisimo conjunto de organismos

distintos (Bonin et al. 2007).

Sin embargo, el mayor inconveniente que presenta su uso es el riesgo de homoplasia,
que puede resultar de la comigracion de fragmentos de ADN distintos entre los perfiles
de AFLP de individuos diferentes, o de la comigracion de fragmentos dentro del propio
perfil de un individuo (Caballero & Quesada 2010). Estas asignaciones incorrectas de la
homologia de algunos fragmentos pueden provocar que las inferencias filogenéticas
realizadas sean incorrectas y derivar en sesgos de los parametros calculados, sobre todo
en contextos de estudios filogenéticos profundos (Garcia-Pereira et al. 2010). Por otro
lado, ciertos trabajos han sefialado la importancia de establecer protocolos para

asegurar la reproducibilidad de los resultados (Meudt & Clarke 2007).

Ademas de todos estos marcadores ya descritos, probablemente la técnica mas usada
en los estudios filogenéticos y filogeograficos es la secuenciacion de fragmentos
conocidos (genes o regiones no codificantes) en una o varias especies. El primer estudio
de este tipo fue anterior al desarrollo de la PCR, con la clonacién de la region Adh de 11
especimenes de Drosophila melanogaster (Kreitman 1983), pero fue con la PCR

cuando el nimero de estudios con secuencias aument6 exponencialmente.
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1.5 ADN mitocondrial

A finales de los anos 70, empez6 a gestarse un cuerpo de evidencias que senalaban al
ADN mitocondrial como una molécula muy adecuada para estudiar las relaciones
filogenéticas entre los organismos, en particular los muy estrechamente relacionados.
Concretamente, en 1979, Brown et al. describieron una sorprendentemente elevada
tasa evolutiva para el genoma mitocondrial de animales, que en aquel momento se
cuantific6 como del 2% de divergencia entre un par de linajes por cada millon de anos.
La posterior aplicacion de la PCR, unida a la relativa facilidad de amplificar el ADN de
este organulo comparado con el ADN nuclear hizo que se popularizara su uso hasta el
punto de constituir la herramienta de trabajo principal de una nueva disciplina, la
filogeografia (Avise et al. 1987), que estudia los principios y procesos que gobiernan las
distribuciones geograficas de los linajes genealbdgicos, especialmente a nivel
intraspecifico y entre especies cercanas. (Avise 2000). Un estudio fundamental para
entender esta importancia capital es el de Kocher et al., que en 1989, y sirviéndose de
cebadores de PCR universales disefiados en las zonas mas conservadas amplificaron
segmentos homologos de mas de 100 especies de vertebrados e invertebrados.
Particularmente, descubrieron que en mamiferos el gen del citocromo b poseia una tasa
evolutiva especialmente elevada y contenia informacion filogenética util desde niveles
intraspecificos a intergenéricos. Este descubrimiento y la facilidad de amplificacion
usando los cebadores de PCR universales propuestos lo convirtieron en el gen

secuenciado en mayor nimero de especies de mamiferos.

El uso de genes mitocondriales en estudios filogeograficos y filogenéticos conlleva una
serie de ventajas claras. En primer lugar, como ya se ha comentado, tiene una mayor
tasa de sustitucion que el genoma nuclear, lo que le proporciona una mayor senal
filogenética. Ademéas, debido a su herencia maternal y a su caracter haploide, su
tamafo efectivo es cuatro veces menor que el de un gen nuclear en los organismos
diploides. Esto implica que la probabilidad de tener monofilia reciproca entre dos
especies sera mayor con el arbol de un gen mitocondrial que con uno nuclear y se
fijaran nuevos alelos con mayor rapidez (Palumbi et al. 2001). Ademas, ya que esta
presente en un nimero mayor de copias, la amplificacion resulta mas sencilla a nivel
técnico y se puede obtener a partir de muestras biologicas mas degradadas. Por tltimo,
el genoma mitocondrial se hereda como un unico bloque porque no tiene
recombinacion (Ballard & Whitlock 2004), lo que es muy f1til ya que la historia

evolutiva de las secuencias se rompe en un grupo de arboles cuando este fenémeno
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ocurre en vez de ser representada por un tnico arbol (Wiuf et al. 2001), y la mayoria de
los métodos de reconstruccion filogenética parten de la asuncién de ausencia de

recombinacion.

Sin embargo, el ADN mitocondrial también posee varias desventajas. Primeramente,
como ya se ha comentando, toda la molécula de ADN mitocondrial esta ligada y se
transmite como un solo bloque de herencia. Esto implica que las genealogias obtenidas
con cualquiera de los genes mitocondriales seran idénticas ya que pertenecen a la
misma molécula. Con la llegada de la teoria de la coalescencia (Kingman 1982)
comenzo el reconocimiento explicito de que la genealogia de una molécula (de un
bloque no recombinante) particular es una muestra aleatoria de la distribucion de
todas las genealogias posibles, entre las cuales muchas reflejaran la historia real de las
especies, pero otras no lo haran (a esta discordancia y sus implicaciones se hara
referencia con méas detalle mas adelante). Por tanto, realizar inferencias empleando un
solo arbol de genes (gene tree) puede llevar a conclusiones erréneas. Ademas,
precisamente la herencia materna del ADN mitocondrial implica que las inferencias
realizadas basadas en él son aplicables solamente a la historia evolutiva de las hembras
y no a la de la especie completa. Asi, por ejemplo, los resultados obtenidos en caso de
dispersion ligada al sexo pueden ser muy diferentes si solo se considera el ADN
mitocondrial en vez de anadir informacioén del ADN nuclear (Tosi et al. 2003). Todas
estas criticas han hecho que los estudios filogeograficos hayan ido pasando de estar
basados en un solo locus a ir paulatinamente incorporando informacion de loci

independientes distribuidos por todo el genoma nuclear (Brito & Edwards 2009).

1.6 Genes nucleares

Los genes nucleares presentan unas tasas de mutacion, en general, sensiblemente
inferiores a las del ADN mitocondrial. Esto lleva implicito que, a menudo, no sean
suficientemente informativos por si mismos para resolver filogenias de especies
cercanas o para ser utilizados a nivel intraespecifico. Por ello, inicialmente la
secuenciacion de genes nucleares y, mas concretamente, de exones se empled para
resolver, de forma exitosa, relaciones filogenéticas a nivel profundo (Stanhope et al.
1992; Porter et al. 1996), debido fundamentalmente a la ventaja que suponia su menor
propension a la saturacion, relacionado esto con la mencionada menor tasa evolutiva al

compararla con el genoma mitocondrial.



I. Introduccién

Sin embargo, esta tasa mutacional baja, aunque minimice la saturaci6on, también
disminuye la cantidad de sitios informativos para los estudios filogenéticos. Esto es
especialmente notable en las filogenias de especies cercanas. En este sentido, enseguida
se sefialaron a los intrones como unos buenos candidatos a ser menos susceptibles a
estos problemas, debido a que, por carecer, en general, de constricciones funcionales, la
posible acumulacion de variabilidad sera mucho mayor que en el caso de las regiones
codificantes, que si estan sujetas a la accion de la seleccion natural (Zhang & Hewitt
2003). Ademas, el hecho de que los intrones estén flanqueados por zonas altamente
conservadas (exones) facilit6 el disefio de cebadores conservados sobre estas zonas que
permitieran la amplificacion en varias especies distintas. A esta estrategia se la
denominé cebadores EPIC (exon primer intron crossing) (Slade et al. 1993; Lessa

1992; Palumbi & Baker 1994).

Por otro lado, como ya se ha comentado con anterioridad, el tamafio efectivo de los
genes nucleares es cuatro veces mayor que el de los mitocondriales, lo que implica que
estan mas afectados por los procesos estocasticos asociados a la coalescencia y, por ello,

la necesidad de emplear més de un marcador es aiin mas patente (Moore 1995).

El uso de las secuencias nucleares en filogenia animal se fue extendiendo, ejemplificado
por el uso de marcadores como el BRCA1 (Delsuc et al. 2002; Meredith et al. 2008;
Adkins et al. 2001) o RAG1 (Murphy et al. 2001; Steppan et al. 2004a; Steppan et al.
2004b). Por otro lado, la incorporacién creciente a los anélisis filogenéticos de
particiones independientes de datos con la secuenciacion de genes nucleares como
alternativa o complemento al ADN mitocondrial, implicoé disponer de mayor cantidad
de sitios informativos para aumentar el soporte estadistico de los nodos estudiados.
Ademaés, supuso también tener que incorporar distintos modelos evolutivos para las
distintas particiones empleadas, que pueden tener ademas tasas evolutivas bastante
diferentes. La practica mas empleada a la hora de tratar con la cantidad creciente de
conjuntos de datos multilocus de muchas especies es la concatenacion, que consiste en
inferir la filogenia a partir de una dnica supermatriz de datos obtenida de la
combinacion de todas las secuencias. De esta forma, se asume que la historia
filogenética de todas las particiones es la misma (o muy similar) (William & Ballard
1996). Sin embargo, como se comentara méas adelante, esta asuncion, bajo ciertos
supuestos, no se cumple, llevando a errores en la reconstruccién de la historia evolutiva

de los organismos estudiados.
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Sin embargo, a pesar de este uso creciente de genes nucleares en la filogenia de
mamiferos, la mayoria de los marcadores mas empleados no provenian de una
bisqueda sistematica destinada a seleccionar las partes del genoma mas adecuadas

para resolver las hipotesis filogenéticas planteadas.

Con la secuenciacion de genomas, se empezaron a realizar bisquedas sisteméticas de
marcadores a nivel genémico, de cara a seleccionar los marcadores mas adecuados para
el nivel de resolucion deseado en una serie de grupos taxonémicos. Como ejemplos,
cabe citar estudios en distintos grupos de organismos, como peces (Li et al. 2007), aves
(Backstroem et al. 2008), reptiles (Townsend et al. 2008; Thomson et al. 2008) o
mamiferos (Lyons et al. 1997) en los que se han seleccionado regiones codificantes

(Ranwez et al. 2007) y no codificantes (Peng et al. 2009).

En general, como se ha mencionado, los intrones poseen menos constricciones
funcionales que las partes codificantes del genoma nuclear y, por tanto, pueden
acumular mayor niimero de sustituciones. Sin embargo, se ha comprobado que existen
intrones con un alto grado de conservacion por estar implicados en algin tipo de
funcion (Gazave et al. 2007; Rodova et al. 2003), y se ha detectado una gran
variabilidad en sus tasas evolutivas. Por ejemplo, una comparacion entre intrones
ortélogos de humano y raton mostro distancias genéticas que variaban en casi un orden
de magnitud (entre 0.2 y 1.7 sustituciones por sitio) (Castresana 2002). Ademas,
algunos intrones muestran tasas evolutivas muy elevadas en algunos linajes pero no en
otros, indicando un reloj molecular imperfecto y una falta de ajuste a la evolucion
global del genoma que puede dificultar las medidas precisas de diversidad genética en
algunas especies (Soria-Carrasco et al. 2007). Estas aceleraciones o deceleraciones del
reloj molecular pueden venir mediados por cambios en la posicién cromosémica de un
gen o por la aparicion de nuevas isoformas en algun linaje por procesos de splicing

alternativo (Plass & Eyras 2006).

1.7 Polimorfismos de nucleétido simple (SNPs)

Un SNP es un cambio puntual en la composiciéon nucleotidica de una secuencia de
ADN. Tipicamente estan presentes en una alta frecuencia en todos los genomas
estudiados (aproximadamente uno cada 300 — 1000 pares de bases) constituyendo el
tipo de polimorfismo més frecuente en el genoma. Normalmente se trata de
marcadores bialélicos, por lo que su informacion a nivel individual es escasa, y han de

analizarse una gran cantidad de ellos de forma conjunta (Schlotterer 2004). Requieren
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un conocimiento extensivo de la secuencia del organismo de estudio, y su aplicacion
interespecifica no es factible a no ser que se trate de especies muy cercanas. Sin
embargo, la creciente disponibilidad de genomas de una gran variedad de organismos
esta haciendo que actualmente su uso esté cada vez mas extendido, en parte debido al
potencial de generar una enorme cantidad de este tipo de marcadores (Aitken et al.

2004; Morin et al. 2004).

La llegada de los métodos de nueva generacion de secuenciacion de ADN, que permiten
paralelizar la reaccion de secuenciacidon, ha supuesto incrementar el rendimiento en
varias 6rdenes de magnitud e igualmente disminuir los costes. Esto ha tenido su reflejo
en una gran variedad de técnicas que permiten generar nuevos tipos marcadores para
emplear en estudios filogenéticos (McCormack et al. 2011; Ekblom & Galindo 2011). Un
ejemplo de éxito reciente lo constituyen los marcadores S-RAD (sequenced restricted-
site-associated DNA), que se obtienen generando librerias de fragmentos de restriccion
(obtenidos a partir de ADN gendémico) marcados con adaptadores que permiten su
posterior identificacion tras el paso de secuenciacién masiva (Baird et al. 2008). De
esta forma se pueden generar grandes cantidades de SNPs con un coste y esfuerzo
mucho menor que empleando otras metodologias. De igual manera, con estas técnicas
de ultima generacion se han desarrollado conjuntos de otros marcadores, como

microsatélites (Allentoft et al. 2009).

Ademas de la generacion de nuevos marcadores moleculares, otra aplicacion
fundamental de estos nuevos métodos es la secuenciacion dirigida o secuenciacion de
amplicones, que permite amplificar un namero elevado de loci conocidos empleando
cebadores marcados especificamente. El marcado de los cebadores puede hacerse tanto
a nivel de individuo, lo que permite el genotipado para el loci de interés de muchas
muestras simultaneamente (Binladen et al. 2007), pero también pueden afiadirse
marcajes a cada loci amplificado, de forma que puede obtenerse, en una sola reaccion
de secuenciacion masiva, informacion multilocus para multiples individuos (Kloch et

al. 2010).
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2. ARBOLES DE GENES Y ARBOLES DE ESPECIES

Los “arboles de especies” (species trees) en los que la topologia y las longitudes de las
ramas reflejan la historia evolutiva de los organismos, definen los patrones de
separacion de los distintos linajes, poblaciones o especies y los tiempos en los que
ocurren esas divergencias. El objetivo de la sistematica molecular es ayudar a recuperar
el llamado “arbol de la vida”, que refleja este patrén tnico de ramificaciones a lo largo
del tiempo, empleando para ello la informacion que proporciona el ADN. Logicamente,
existe una relacion estrecha entre un arbol filogenético calculado a partir de un gen
(gene tree) y el arbol de las especies que portan esos genes, pero no deben considerarse
como equivalentes, ya que se trata de entidades distintas influenciadas por procesos
evolutivos diferentes (Knowles & Kubatko 2010). En la reconstruccion filogenética se
puede observar y calcular de forma directa la divergencia entre dos copias de genes
pero no asi la de las especies que los llevan, que siempre serd mas reciente que
cualquier divergencia calculada con un arbol de genes, ya que es muy improbable que
las dos moléculas compartan un ancestro comun justo en el momento en el que se
separaron las especies. Las posibles discordancias entre los arboles de genes y el arbol
de especies correspondiente no deben considerarse como errores asociados al proceso
de reconstrucciéon filogenética, si no més bien se debe tratar de incorporar esta
heterogeneidad para obtener informacion sobre procesos temporales y demograficos
relacionados con la divergencia de las especies (Nichols 2001). Deberia considerarse
que a partir del genoma se obtiene una coleccion de arboles de genes, cada uno con su
historia evolutiva independiente y cuya forma puede coincidir o no con la del arbol de

especies “real” (Maddison 1997).

Tradicionalmente, se ha hecho mucho énfasis en la inferencia de los arboles de genes a
partir de los datos moleculares obtenidos de las secuencias de ADN. Este enfoque ha
sido el prioritario en los campos de la filogenia y filogeografia, de forma que se han
centrado los esfuerzos en los desarrollos tedricos y practicos necesarios para obtener
las estimas mas precisas de los arboles de genes. Esta vision ha determinado, ademas,
los planteamientos de los estudios realizados, tanto a nivel de muestreo como de
hipétesis planteadas. No ha sido hasta los altimos afios en los que se ha comenzado a
reconocer de forma mas explicita el problema de la estima de arboles de especies a
partir de la informacion contenida en los arboles de genes. Este gran interés, reflejado
en el creciente namero de publicaciones aparecidas desde el afio 2007 (figura 1), ha
traido consigo el desarrollo de un conjunto de metodologias destinadas a integrar la

informacion de varios arboles de genes para obtener el arbol de especies que los
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contiene. Inicialmente, se comprob6 que los métodos de estima de arboles de especies
producian resultados con menor soporte estadistico que los mismos analisis realizados
con métodos que empleaban la concatenacion (Edwards 2009; Liu et al. 2009). Sin
embargo, también se ha comprobado que, cuando hay gran heterogeneidad de arboles
de genes, los métodos de concatenacion, que asumen que todos los loci tienen la misma

historia evolutiva, pueden llevar a conclusiones erréneas (Kubatko & Degnan 2007).

40 60
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Figura 1. Publicaciones indexadas en la base de datos de Pubmed hasta
octubre de 2012 con la expresion “species tree(s)” en su titulo o abstract

2.1 Discordancia de los arboles de genes y el arbol de especies

Existen varias causas que pueden explicar la discordancia a nivel topologico de los
arboles de genes individuales con el arbol de especies correspondiente (Maddison
1997). Por ejemplo, cuando tiene lugar una duplicacién génica, se genera una copia
adicional del locus de estudio, que por tanto tendrd una historia evolutiva
independiente de éste, y si se reconstruye un arbol de genes partiendo del muestreo de
ambos duplicados, puede producirse la discordancia con el arbol de especies (Knowles
& Kubatko 2010). Esto de nuevo indica la importancia de intentar seleccionar
marcadores cuya condicién de ortologia sea lo més segura posible (por busquedas
genOmicas en especies cercanas, por ejemplo). Por otro lado, la introgresion de
material genético de una especie en otra cercana por procesos de hibridacion también
puede producir este tipo de patrones de discordancia. Puede afectar, ademas, de forma
diferencial a distintas regiones del genoma. El ultimo factor que puede provocar
discordancias entre un arbol de genes y el arbol de especies correspondiente es la

separacion incompleta de linajes (incomplete lineage sorting) o coalescencia profunda

14



I. Introduccién

(deep coalescence) que, por su ubicuidad, estd centrando actualmente los esfuerzos
tedricos y practicos en la modelizacion de las estimas de arboles de especies (Brito &

Edwards 2009).

Por otro lado, relacionado ademas con todos los fen6menos mencionados que causan
discordancia topologica entre el arbol de genes y arbol de especies, también hay que
resenar la heterogeneidad de longitudes de rama entre distintos arboles de genes (y el
arbol de especies). Incluso cuando todos los arboles de genes fueran coincidentes entre
si y con el arbol de especies en lo referente a topologia, puede haber diferencias
significativas en la longitud de las ramas, también determinadas por los tamafios

poblacionales ancestrales (Edwards 2009).

2.2 Separacion incompleta de linajes

La modelizacion del fen6meno de la separacion incompleta de linajes esta intimamente
ligada al desarrollo de la teoria de la coalescencia en los afios 80 (Kingman 1982), que
permite predecir el tiempo que ha de transcurrir para que dos alelos de una poblacion
encuentren su ancestro comin mas cercano en el pasado. Segin esta teoria, el tiempo
medio hasta el ancestro comun varia por cada loci como se puede ver en la figura 2. El
tiempo medio de coalescencia para un par de secuencias en un locus autosémico es 2N,
generaciones, pero como se puede observar, existe bastante varianza en estos tiempos.
Cuando se realiza este calculo para mas de 2 secuencias, el tiempo transcurrido
aumenta, siendo la media de 4N. generaciones cuando el nimero de secuencias es
mayor de 10 (representado por la linea de puntos en la figura 2). Ademas, el tiempo
medio de coalescencia aumenta con el tamafo efectivo poblacional (y también se ve
modificado por la acciéon de la seleccion) (Hein et al. 2005). Las relaciones entre los
distintos alelos y sus patrones de coalescencia se representan mediante genealogias de
genes. Por tanto, estudiando el polimorfismo y los tiempos de coalescencia de distintos
loci independientes se pueden obtener estimas de los tiempos de divergencia de las
especies o poblaciones, asi como de los tamafnos efectivos de las poblaciones

ancestrales que las generaron.
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Figura 2. Distribuciones de tiempos medios de coalescencia (tiempo hasta el ancestro comtin) de un par
de secuencias dentro de la misma especie (linea continua) y de una muestra de varias secuencias (linea
discontinua). (Modificado de Nichols 2001).

La separacion incompleta de linajes ocurre cuando las copias de un gen dentro de una
misma especie no encuentran su ancestro comtn (es decir, no coalescen) hasta un
tiempo anterior al evento de especiacion. De esta forma, los polimorfismos existentes
en una poblacion ancestral pueden mantenerse después de sucesivos eventos
cladogenéticos. Asi, al estimar las relaciones filogenéticas de una muestra de alelos de
varias especies, puede ocurrir que algunos alelos de una especie estén mas
emparentados (es decir, compartan un ancestro comin méas cercano) con otros alelos

de otra especie distinta que con el resto de alelos de su propia especie (figura 3).

La causa ultima de la separacion incompleta de linajes es la accion de la deriva
genética, que lleva a la fijacion de alelos (y por tanto a la pérdida de polimorfismo) y
cuya intensidad esta determinada por el tamano efectivo de la poblacion de estudio.
Asi, cuanto menor es una poblaciéon, mas importante es el efecto de la deriva genética y
menos posibilidad existe de que se den fenomenos de coalescencias profundas. Si dos
especies divergen por un periodo de tiempo menor de 4N. generaciones, la
probabilidad de que un arbol de gen cualquiera coincida con el arbol de especies es baja
(Pamilo & Nei 1988; Brower et al. 1996). En general, se ha asumido que la separaci6on
incompleta de linajes s6lo es susceptible de causar una discordancia entre arboles de
genes y de especies en radiaciones recientes. Sin embargo, la teoria indica que lo
importante para las topologias es la longitud (en unidades de coalescencia) de las
ramas entre los eventos de divergencia y no la profundidad en el arbol a la que ocurren
esos eventos. En este sentido, recientemente se ha demostrado que la separacion

incompleta de linajes también puede ser un factor a tener en cuenta a la hora de

16



I. Introduccién

estimar las relaciones filogenéticas profundas entre los clados de mamiferos euterios
(Song et al. 2012), y se ha sugerido que deberian incorporarse estas metodologias de

forma més explicita en estudios filogenémicos similares.

A B C A B C

Figura 3. Ejemplo de discordancia entre arbol de genes
(representados por lineas negras continuas) y el arbol de especies
que las contiene (de color gris) para 3 especies A, By C. El arbol del
gen a) tiene la misma topologia que el arbol de especies, al
contrario que el arbol del gen b). La longitud de rama entre t1y t2
relativa al tamafio poblacional determinard la incidencia de la
separacion incompleta de linajes (modificado de Avise & Robinson
2008)
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3. ORGANISMOS DE ESTUDIO

En este trabajo, se han escogido dos taxones para realizar estudios filogenéticos y
filogeograficos empleando los nuevos marcadores intrénicos desarrollados. El primero
de ellos es el desman ibérico, Galemys pyrenaicus, una especie relativamente
desconocida de la que no existen apenas datos genéticos. El segundo de ellos es el
género de musganos europeos Neomys, que contiene varias especies con poblaciones

muy divergentes.

3.1 Galemys pyrenaicus como modelo de especie con
requerimientos ecologicos estrictos

Los patrones de diversidad genética de las especies son consecuencia de su historia
evolutiva y de las barreras actuales que limitan la dispersion de los organismos. La
historia evolutiva de muchos organismos del continente europeo estd modelada en gran
parte por las glaciaciones pleistocénicas (Taberlet et al. 1998; Gomez & Lunt 2007). El
aislamiento de poblaciones en refugios aislados durante los episodios glaciales y las
posteriores expansiones y recolonizaciones han dejado una sefial tipica en la estructura
genética de las especies, caracterizada por la subdivisiéon en linajes diferenciados (que
son producto del aislamiento en los refugios) y una mayor diversidad actual retenida en
los linajes correspondientes a esos refugios, en contraposicion a los linajes que ocupan
zonas de colonizacién mas reciente, con una mayor homogeneidad genética (Hewitt
2000). En este sentido, el desmén ibérico, un endemismo de la Peninsula Ibérica,
constituye un excelente modelo para testar la importancia de todos estos factores en la

estructuracion de la diversidad genética en especies de distribucion reducida.

Sin embargo, las barreras actuales que limitan los movimientos de las especies, y por
tanto el flujo genético entre las distintas poblaciones, también pueden ejercer una gran
influencia en la estructura genética. Esta podria verse muy influida por la naturaleza
fragmentada de los habitats disponibles para el desman, que tiene una fuerte
dependencia del medio acuatico y unos estrictos requerimientos de habitat. De este
modo, la diversidad genética estaria particionada, como en el caso de otros organismos
acuaticos, de acuerdo con las cuencas fluviales (Avise 2000), al igual que ocurre en
otras especies que ocupan habitats fragmentados por naturaleza, como las regiones

montafosas (Shafer et al. 2011).
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Por tanto, la determinacion de los patrones filogeograficos de Galemys pyrenaicus
puede permitir establecer si es la historia evolutiva reciente o, por el contrario, las
barreras actuales asociadas a los requerimientos ecologicos los factores mas
determinantes en la estructuracion de la variabilidad génetica de esta especie endémica

de la Peninsula Ibérica.

3.2 Galemys pyrenaicus (E. Geoffroy St. Hilaire, 1811)

El desméan ibérico (Galemys pyrenaicus) es un mamifero perteneciente a la familia de
los talpidos, englobada dentro del orden Eulipotyphla (tradicionalmente denominado
Insectivora). Dentro de la familia Talpinae, se ubica en la subfamilia Desmaninae,
constituyendo, junto con el desman ruso (Desmana moschata), los dos unicos
representantes actuales de este linaje, que durante el Mioceno, Plioceno y Pleistoceno
constaba de tres géneros (Archaeodesmana ademaés de los ya mencionados Galemys y
Desmana) con varias especies descritas en cada uno (McKenna et al. 1997). La
monofilia de los desmaninos esta bien soportada (Cabria et al. 2006) y el registro fosil
mas antiguo para este grupo de organismos esta datado hace 8.2 millones de afios

(Fortelius 2012).

El desman ibérico (al igual que el desmén ruso) es un animal de habitos semiacuaticos,
en contraste con las otras dos subfamilias de talpidos, que ocupan otros nichos
ecologicos (la mayoria son de tipo fosorial). La adaptaciéon especializada al medio
acuatico comporta la presencia de estructuras muy particulares en la anatomia del
desman. Asi, presenta una trompa alargada que emplea para capturar presas en el
lecho del rio y sus extremidades posteriores son de gran tamano, asi como la cola, que
es de gran tamano y recubierta por pelos duros, lo que facilita el desplazamiento dentro

del agua (Palmeirim & Hoffmann 1983; Richard 1985).
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Normalmente ocupa rios de montafia, si bien puede hallarse desde el nivel del mar
hasta altitudes superiores a los 2000 metros. Mas que la altitud, por tanto, parecen ser
factores determinantes la pendiente y la profundidad del rio (que no ha de ser excesiva)
y, sobre todo, un régimen pluvial que permita el mantenimiento de un flujo regular de
agua sin acusadas variaciones estacionales (Aymerich & Gosalbez 2002). En lo
referente a su alimentacion, se ha descrito que esti casi exclusivamente basada en
larvas de macroinvertebrados acuaticos de tres ordenes: Tricoptera, Diptera y
Ephemeroptera (Castién 1994). Por tanto, la distribuciéon del desman esta fuertemente

ligada a la presencia de estos organismos y a los factores que les puedan afectar.

Figura 5. Mapa de distribucion de Galemys pyrenaicus segin el Atlas y Libro Rojo de los
mamiferos terrestres de Espafia (Ministerio de Medio Ambiente). Los puntos azules corresponden
con los datos del Atlas actual y los blancos con puntos con presencia en el anterior Atlas (2002) pero
no en el actual. No se muestran datos de Francia y Portugal

20



I. Introduccién

Galemys pyrenaicus es una especie endémica del norte de la Peninsula Ibérica. Ocupa
una franja que se extiende, de forma fragmentada, desde los Pirineos, pasando por todo
el Arco Cantabrico y la Costa Atlantica de Galicia hasta el norte de Portugal. Ademas,
también se encuentra en el Sistema Central y el Sistema Ibérico, completandose asi una
distribucion de forma circular, ya que se encuentra ausente de la zona central de la
Meseta (figura 5). Ademéas, Galemys pyrenaicus es una especie polimorfica:
actualmente se reconocen dos subespecies, Galemys pyrenaicus pyrenaicus y G.
pyrenaicus rufulus, que presentan diferencias a nivel de tamano y coloracion del
pelaje, si bien existe cierta controversia respecto a la magnitud de estas diferencias y la
asignacion de las distintas poblaciones a cada una de las subespecies. (Juckwer 1990;

Gonzalez-Esteban et al. 1999; Lopez-Fuster et al. 2006).

El desman ibérico esta actualmente catalogado como “Vulnerable” en la Lista Roja de la
IUCN (Fernandes et al. 2011), ya que parece estar sufriendo una regresion generalizada
en todas sus poblaciones, creando una distribucion fragmentada. La situacion se ha
agravado particularmente en las areas de clima méas mediterraneo, hasta el punto de
que actualmente esta catalogado en el Sistema Central como “en peligro de extincion”
por el gobierno espainol. Probablemente, la causa fundamental de esta reducciéon hay
que buscarla en el deterioro de su habitat. Como ya se ha comentado, se trata de una
especie con unos requerimientos ecologicos restrictivos y, por tanto, las perturbaciones
que afectan a su habitat pueden tener efectos muy importantes sobre su viabilidad a
largo plazo. En este sentido, se han citado como factores amenazantes sobre la
conservacion del desman ibérico la contaminaciéon, que afecta directamente a los
macroinvertebrados acuaticos (las principales presas del desman), la modificacion de
los cursos y niveles de agua de los rios por canalizaciones y presas, las alteraciones
sobre los margenes fluviales, como destruccion de la vegetacion de ribera, que
disminuyen el nimero de refugios para la especie e incluso la presencia de

depredadores como la nutria (Nores et al. 2007).
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3.3 El género Neomys Kaup 1829 como modelo para estudiar
especiacion y divergencia poblacional

Como ya se ha comentado, la estima de arboles de especies usando maultiples
genealogias independientes e incorporando las predicciones de la teoria de la
coalescencia permiten obtener medidas mas precisas de los tiempos de especiacion. La
incorporacion de estas metodologias en las estimas de tiempos de divergencia se hacen
mas necesarias cuanto mas cercana al presente ha tenido lugar el fenémeno de
especiacion, puesto que es entonces cuando se intensifica el efecto de la estocasticidad
asociada a la varianza en los tiempos de coalescencia de los linajes (Sanchez-Gracia &
Castresana 2012). Por tanto, el riesgo de obtener estimas erroneas de tiempo basadas

en un solo arbol de genes es mayor.

El género Neomys comprende tres especies de musaranas acuaticas de distribucion
paleartica y con divergencias estimadas de unos pocos millones de afios. Ademas, en el
caso de Neomys anomalus, existen dos subespecies, N. anomalus anomalus
(restringida a la Peninsula Ibérica) y N. anomalus milleri (en el resto del continente
europeo), inicialmente descritas como dos especies distintas, Neomys anomalus y N.

milleri, y posteriormente sinonimizadas.

Las especies y subespecies de este género, debido a su divergencia reciente (fechada en
el Plioceno-Pleistoceno), constituyen un buen modelo para estudiar patrones de
especiacion y de divergencia poblacional empleando la informacidon procedente de
varios marcadores, tanto nucleares como mitocondriales e integrandola en el contexto
de la teoria de la coalescencia para obtener dataciones precisas de las distintas fechas

de divergencia dentro del género.
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3.4 Los musgaios del género Neomys

El género Neomys se encuentra dentro de la familia Soricidae, en el orden
Eulipotyphla. Esta familia comprende actualmente 385 especies de musaranas, lo que
la convierte en una de las de mayor riqueza especifica de los mamiferos (Wilson &
Reeder 2011). Actualmente se aceptan tres grandes subfamilias dentro de los soricidos:
Myosoricinae (musarafnas africanas), Crocidurinae (musarafias de dientes blancos) y
Soricinae (musarafias de dientes rojos), a la que pertenecen los musganos.

El género Neomys comprende tres especies de musarafias acuaticas (figura 6):

- Neomys fodiens (Pennant, 1771) (musgano patiblanco), que tiene una amplia
distribucion que ocupa la mayor parte de la Europa continental y Gran Bretafna y se
extiende hasta Asia Central.

- Neomys anomalus Cabrera 1907 (musgaiio de Cabrera), con una distribucion
bastante mas dispersa pero igualmente extensa y coincidente en muchas zonas con la
de N. fodiens y que va desde la Peninsula Ibérica hasta el Sudoeste Asiatico, si bien esta
ausente del Norte de Europa.

- Neomys teres Miller 1908 (musgano transcaucasico), de distribucién mucho mas

limitada, que habita en el Caticaso (Armenia, Georgia) y Asia Menor.
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Figura 6. Mapas de distribucién europea segin la Union Internacional para la Conservaciéon de la
Naturaleza (IUCN) de (A) Neomys anomalus (B) N. fodiens y (C) N. teres.

Las especies del género Neomys son los tnicos soricidos adaptados al medio acuatico
del continente europeo. Esta adaptacion al medio acuatico, aunque no es tan acusada

como la ya descrita para el desman ibérico, se refleja en su morfologia, con unas
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extremidades posteriores de mayor tamano que otras musarafas terrestres, que
ademas estan recubiertas de pelos rigidos que facilitan el desplazamiento dentro del
agua. Asimismo, la cola también esta recubierta de pelos que actuarian a modo de
quilla, para proporcionar estabilidad durante el nado. Por otra parte, los l6bulos
olfativos del cerebro de los musgafnios han experimentado una reduccién considerable
respecto al resto de soricidos terrestres debido a que la deteccion de presas no se realiza

mediante el olfato sino mediante el tacto (Krystufek et al. 2000).

Este trabajo se centra en Neomys anomalus y N. fodiens (figura 7). Estas dos especies
presentan leves diferencias a nivel morfologico: en general, el musgafno patiblanco es
mas grande y posee una serie de pelos blancos recubriendo la cola. La coincidencia en
muchas areas europeas de la distribucion de ambas especies supone que, a menudo,
ambas especies se dan en simpatria. Se ha postulado la ocurrencia de un
desplazamiento de caracteres que evitaria la competencia (KryStufek & Quadracci
2008). Asi Neomys anomalus, mas adaptada al comportamiento terrestre, pasa a
emplear mas este tipo de recursos, quedando el medio acuatico mas disponible para

Neomys fodiens, que estad mas adaptado a él (Mendes-Soares & Rychlik 2009).

No ha sido hasta la realizacién de estudios con datos moleculares (Krystufek et al.
2000) (Castiglia 2007) cuando se han establecido las relaciones filogenéticas entre las
tres especies del género Neomys. Hasta entonces, la ausencia de grandes diferencias
morfolégicas, siendo la mas destacable de ellas las diferencias en la morfologia peneana
(Pucek 1964; Krystufek et al. 2000), dificultaban el establecimiento de estas relaciones,
y se consideraba Neomys anomalus, por ser la especie menos adaptada al medio
acuatico, como externa al clado formado por N. fodiens y N. teres (Krystufek et al.
2000). Sin embargo, la filogenia molecular de Castiglia et al., realizada con el
citocromo b, postula que el linaje de Neomys fodiens se separ6 hace unos 7 millones de
anios del clado formado por N. anomalus y N. teres, que a su vez divergieron hace
aproximadamente 1 millon de afos. Cabe resaltar que estas estimas de divergencia
fueron realizadas en base a un solo gen (el del citocromo b) y, ademas, sin tener en
cuenta el efecto de la estocasticidad asociado a la coalescencia de los linajes que, como
ya se ha comentado, puede tener una gran influencia en este tipo de calculos,

provocando notables sobreestimas de los tiempos de especiacion.
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Figura 7. A) Neomys anomalus. B) Neomys fodiens. Se puede apreciar el mayor recubrimiento de pelos
en la cola de N. fodiens. (modificado de MacDonald & Barrett 2008).
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I1. Objetivos

Las filogenias que incorporan informacion procedente de distintos loci del genoma son
fundamentales para resolver las relaciones evolutivas de los seres vivos, asi como para
determinar con precision los tiempos de divergencia de las distintas especies y
poblaciones y estudiar fenémenos como el flujo genético. Para el caso de los mamiferos,
se dispone de una serie de marcadores moleculares que se emplean de forma rutinaria
en estudios filogenéticos, pero ninguno de ellos son producto de un estudio exhaustivo

que seleccione los mas adecuados mediante un analisis de genomas completos.

El objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido analizar varios genomas de
mamiferos y seleccionar, de acuerdo a varios criterios, un conjunto de intrones para
poder ser empleados como marcadores filogenéticos de especies cercanas y, después,
emplear varios de estos intrones para estudiar y caracterizar la variabilidad genética y

la historia evolutiva de varias especies de mamiferos.

De forma més concreta, se pueden describir tres objetivos:

1. Desarrollar, mediante el analisis de los intrones de genomas completos, un
nuevo conjunto de marcadores moleculares ttiles para la filogenia de especies
cercanas de mamiferos mediante la aplicacion de una serie de filtros que
garanticen que tienen las caracteristicas adecuadas (tamafo, copia tnica,
evolucion ajustada a la del resto del genoma, alta divergencia). Ademas, la
amplificacidon y secuenciacion de varios de estos intrones en un panel de varias
especies de mamiferos que incluian varias parejas de especies congenéricas
permitiria probar su utilidad como marcadores para estudios filogenéticos de
especies cercanas. Este estudio supondria afiadir una importante cantidad de
nuevos marcadores moleculares para su uso en posteriores estudios

filogenéticos de mamiferos.

2. Determinar la estructura y variabilidad genética del desman ibérico, Galemys
pyrenaicus, asi como caracterizar su historia evolutiva reciente, empleando
para ello secuencias mitocondriales y de varios intrones. El desméan ibérico es
una especie endémica y amenazada de la Peninsula Ibérica, de la que no existen
apenas datos genéticos y, en este sentido, este estudio, realizado en gran parte
con muestreo no invasivo, aportaria informacién esencial de cara a una gestion
y conservacion adecuadas. Ademas, y por tratarse de una especie con estrictos
requerimientos acuaticos, puede resultar un buen modelo para estudiar la

influencia de estos requerimientos sobre la estructuracion de la variabilidad
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genética de las especies, y compararlos con la influencia ejercida por la historia
evolutiva reciente condicionada por otros factores como las glaciaciones

pleistocénicas.

Realizar un estudio de los tiempos de divergencia y especiacion dentro del
género europeo de musganos Neomys usando informacion procedente de
intrones distribuidos por todo el genoma para estimar, incorporando las
predicciones de la teoria de la coalescencia, el arbol de especies de este género a
partir de los correspondientes arboles de genes, obteniendose célculos precisos
para los tiempos de separacion de los distintos grupos de organismos.
Asimismo, la incorporacion de modelos de aislamiento con migraciéon a este
sistema permitiria evaluar el grado de flujo genético existente entre diversas
poblaciones diferenciadas del género. Por tltimo, un estudio comparativo de
varias estrategias de calculo de tasas evolutivas para su uso como priors en
analisis bayesianos permitiria evaluar la influencia de éstas sobre los célculos de
tiempos de divergencia en los arboles de especies y sugerir las estrategias méas

adecuadas de cara a obtener las estimas mas precisas y menos sesgadas.
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III. Materiales y métodos

1. DESARROLLO DE NUEVOS MARCADORES GENOMICOS

1.1 Protocolo de extraccion y filtrado de intrones de mamiferos

1.1.1 Extraccion de intrones de los genomas

En primer lugar se descargaron de la base de datos ENSEMBL (Hubbard et al. 2007)
los genomas, en formato GenBank, de las siguientes especies de mamiferos: humano
(Homo sapiens) en la version del genoma NCBI 36 (Lander et al. 2001) (Venter et al.
2001); chimpancé (Pan troglodytes) version Pan_troglodytes-2.1 (Mikkelsen et al.
2005); macaco Rhesus (Macaca mulatta) versibn Mmul_1 (Gibbs et al. 2007); perro
(Canis familiaris) version CanFam 2.0 (Lindblad-Toh et al. 2005); vaca (Bos taurus)
version Btau_3.1 (Elsik et al. 2009); raton (Mus musculus) version NCBI m37
(Waterston et al. 2002) y rata (Rattus norvegicus) (Gibbs et al. 2004). Todos estos
genomas estaban anotados con detalle y secuenciados con una gran cobertura. Ademas,
habia disponibles otros genomas correspondientes a otras especies de mamiferos, pero
debido a que estaban secuenciados con una cobertura menor (2x) no fueron incluidos
en este estudio. Estos genomas tienen, ademéas, una menor densidad de anotaciones y
en muchas ocasiones presentan los denominados intrones frame shift, que son
artificialmente introducidos durante el proceso de anotaciéon respecto al genoma de
referencia, de mayor calidad de anotacion, que se emplea como guia en el proceso
(Hubbard et al. 2007; Green 2007). Por otro lado, también estaba disponible el
genoma del marsupial Monodelphis domestica (Mikkelsen et al. 2007), que si habia
sido secuenciado con una cobertura suficiente para este estudio. Sin embargo, no fue
empleado en los analisis, ya que se trata de una especie muy divergente respecto al
resto de mamiferos presentes en este estudio, y su inclusion podria causar problemas
en los procesos de reconstruccion filogenética, particularmente a la hora de alinear las

secuencias.

Se llevo a cabo un analisis preliminar con las siete especies y se confirmo, como ya ha
sido previamente demostrado, que los roedores mostraban unas tasas de evolucion
mucho maés altas que las del resto de las especies empleadas (Waterston et al. 2002;
Gibbs et al. 2004). Por tanto, se decidié no emplear para este estudio los genomas de la

rata y el raton.

A continuacion se desarrollé6 un conjunto de programas de Perl con el objetivo de
extraer todos los intrones y exones de cada uno de los cinco genomas (humano,

chimpancé, macaco Rhesus, vaca y perro) en formato GenBank. Asimismo, se almacen6
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informacion relativa a la descripcion, a la localizacion genémica y a la longitud de cada
uno de los intrones y exones. En esta fase preliminar se descartaron todos los intrones

con una longitud superior a 50000 nucledtidos.

1.1.2 Filtrado de los intrones

En primer lugar, se determinaron las relaciones de ortologia existentes entre los
intrones de las cinco especies de mamiferos empleadas. Para ello, se obtuvo la
informacién relativa a la ortologia almacenada en la base de datos ENSEMBL. Esta
base de datos emplea anélisis filogenéticos para determinar las relaciones de ortologia,
siendo dicha metodologia mas precisa que las mas tradicionales basadas en las
semejanzas de la secuencia (usando, por ejemplo, basquedas BLAST) (Hubbard et al.
2007). Asi pues, se descargaron de ENSEMBL una serie de tablas de ortologia, que son
listas de genes ortologos entre un par de especies determinado, correspondientes a las
parejas de las especies de interés. Cruzando las tablas de ortologia de humano-
chimpancé y humano-macaco Rhesus, se obtuvo una tabla de genes ort6logos uno-uno
para los primates. A partir de la tabla de perro y vaca, se obtuvo la correspondiente a
los laurasiatéridos, que a su vez fue cruzada con la ya obtenida de los primates,
resultando en una tabla final de genes ortologos uno-uno para las cinco especies
consideradas. A partir de esta tabla de genes, se calcul6 la correspondiente a los
intrones, incluyéndose sblo aquellos intrones pertenecientes a genes con igual niimero
de intrones en todas las especies comparadas. También se comprob6 que la posicion
relativa de cada uno de los intrones dentro del gen al que pertenecian estaba
conservada a lo largo de las cinco especies, y se eliminaron los casos en los que esto no

ocurria.

En segundo lugar, se limit6 el tamafo de los intrones seleccionados para hacerlos
facilmente amplificables en el laboratorio. Se seleccionaron, por tanto, sb6lo aquellos
intrones cuya longitud en Homo sapiens fuera de entre 200 y 1600 nucleé6tidos. La
variacion en el tamafo de cada intrén a lo largo de la filogenia también fue controlada:
el maximo porcentaje de diferencia en longitud del intrén y su ort6logo fue fijado en un
10% para la pareja humano-chimpancé; 20% para humano-macaco Rhesus; 50% para
la pareja vaca-chimpancé; y 100% para las parejas humano-vaca y humano-perro.
Después de este paso, se cred un tnico archivo con las cinco secuencias de los intrones

ortblogos en las cinco especies.

A continuacidén se construyeron los alineamientos multiples de las secuencias

intronicas ortélogas usando el programa MAFFT version 5.8 (Katoh et al. 2005), con
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los parametros por defecto. Después los alineamientos fueron tratados con Gblocks
version 0.91 (Castresana 2000), usando parametros relajados (Talavera & Castresana
2007) para asi descartar posibles posiciones mal alineadas que aumentaran
artificialmente la divergencia entre las especies. Por ultimo se reconstruyeron los
arboles filogenéticos por maxima verosimilitud usando el programa PhyML version
2.4.4 (Guindon & Gascuel 2003), con el modelo de sustitucion GTR y cuatro categorias

de tasa de sustitucion.

Después se eliminaron aquellos intrones que estaban flanqueados por exones de menos
de 40 nucleétidos de longitud, ya que se consider6 éste como el minimo tamafo

requerido para poder disenar un cebador en un exon.

El siguiente filtro que se aplico fue el destinado a eliminar secuencias duplicadas a lo
largo del genoma que puedan producir amplificaciones multiples en la reaccion de
PCR. Para detectar estas duplicaciones, se realizé6 una busqueda BLAST (Altschul et al.
1997) con las parejas de exones flanqueantes a cada intron. Para cada especie, se lanzo
la btisqueda de los exones contra su propio genoma y se seleccionaron soélo aquellos
intrones flanqueados por exones que s6lo producian un resultado (el propio exé6n) en
una unica region del genoma. Ademas, y debido a que en el formato de anotacion de los
genomas éstos estdn normalmente subdivididos en grandes regiones (usualmente
cromosomas), se comprobé también que dentro de cada region de resultado tnico
habia ocurrido un tnico resultado positivo. Se emplearon los exones en lugar de los
intrones para la bisqueda debido a que los cebadores se disefiaran en los exones, y
ademas las posibles duplicaciones de intrones serian menos facilmente detectables por
bisquedas BLAST al estar menos sujetas a constrefiimientos selectivos. El limite de

valor e de la busqueda BLAST se fijo en 104.

Posteriormente, el objetivo era seleccionar los intrones con una evolucién méas similar a
la global del genoma, que no mostraran aceleraciones o deceleraciones en la tasa de
evolucion de algin linaje y que mostraran, por tanto, un reloj molecular lo mas neutro
posible. Para ello, en primer lugar, se construy6 un arbol de referencia que reflejara la
evolucion gendmica global usando todos los intrones ortélogos de copia tnica, que
resultaron ser un total de 1344 intrones. El alineamiento maultiple resultante del
concatenado de estos intrones, de 768745 posiciones, fue usado para reconstruir, por
maxima verosimilitud y utilizando el programa RAXML (Stamatakis 2006), el arbol
filogenético de referencia. Este se us6 a continuacién como base para establecer

comparaciones con cada uno de los arboles filogenéticos de los intrones que queriamos
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filtrar en esta Gltima fase. Para ello se emple6 la medida K tree score calculada por el
software Ktreedist (Soria-Carrasco et al. 2007). En primer lugar, Ktreedist escala el
arbol a comparar multiplicAndolo por un factor (scaling factor) para que tenga una
divergencia similar a la del arbol de referencia. Después calcula el K tree score, que
refleja las diferencias topologicas y de longitud de ramas relativas del arbol a comparar
frente al arbol de referencia (es decir, cuanto mayor es el valor de K tree score, mayores
son las diferencias entre las longitudes de ramas relativas entre los dos arboles). Por
consiguiente, se descartaron los intrones con arboles con valores altos de K tree score,
ya que podria tratarse de casos de paralogia que los filtros anteriores no hubieran
detectado o de intrones con tasas evolutivas muy distintas a la global del genoma en

ciertas partes de la filogenia.

Por ultimo, se aplico un filtro para eliminar los intrones méas conservados. Para ello se
emplearon dos medidas de divergencia: el scaling factor calculado por el Ktreedist (que
es una medida de como de grande es un arbol de un intrén respecto al arbol de
referencia del genoma, y estd por tanto muy correlacionada con la longitud total de
ramas del arbol y la divergencia global) y la longitud total de ramas del arbol de
primates (definida como la suma de todas las ramas del arbol del intron
correspondiente reconstruido sblo con las secuencias de humano, chimpancé y macaco
Rhesus). Esta tltima medida estad menos afectada por posibles defectos en el proceso de
alineamiento de todas las secuencias, que podrian causar una sobreestimacion de la

distancias genéticas.

Seguidamente, se llevd a cabo una inspeccion visual de todos los intrones resultantes,
para asi poder detectar cualquier posible secuencia con alineamientos defectuosos que

hubiera podido permanecer a pesar de todos los filtros aplicados.

El resultado final de estos procesos de filtrado fueron 224 intrones que pueden ser
usados en la filogenia de especies cercanas. Para caracterizar estos intrones, se
procedi6 a analizar la presencia de secuencias repetitivas usando el software
RepeatMasker (Smit AFA. 2004), que incluye librerias especificas de elementos
repetitivos de mamiferos. Por otro lado, se anotaron los polimorfismos de nucle6tido
simple (SNP) descritos para el genoma humano en cada uno de los 224 intrones, con el
fin de caracterizar su variabilidad intraespecifica. Para ello, se descargd de la base de
datos de ENSEMBL, usando la plataforma Biomart (Smedley et al. 2009), el listado
completo de los SNPs descritos en intrones del genoma humano en su version NCBI 36,

y se mapearon sobre los intrones del conjunto final de este estudio. También se analiz6
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la presencia de microsatélites en los intrones de las cinco especies estudiadas mediante
el programa Tandem Repeats Finder version 4.04 (Benson 1999), con los siguientes

parametros: 277 80 10 50 6.

Por ultimo, se generd un fichero PDF para los 224 intrones en el que se incluia toda la
informacién relevante obtenida como los alineamientos del intréon y los exones
flanqueantes, el arbol filogenético del intron, la localizacién gendémica, la descripcion
de la funcion que realiza el gen al que pertenece el intron y la divergencia calculada,

entre otras medidas.

1.2 Validacién experimental de los nuevos marcadores moleculares

1.2.1 Disenio de los cebadores y especies empleadas

Con el objetivo de comprobar en el laboratorio si el conjunto de marcadores
desarrollados in silico eran realmente ttiles para su aplicacion en filogenias de especies
cercanas, se seleccionaron por inspeccion visual 12 de los 224 intrones para

posteriormente secuenciarlos en varias parejas de especies de mamiferos.

A partir de los exones flanqueantes, se disenaron cebadores de PCR degenerados que
permitieran la amplificacién en el mayor nimero de especies posible. Para ello se
construyé un alineamiento con las secuencias correspondientes a los genomas ya
analizados en este estudio (humano, chimpancé, macaco, vaca y perro), a los que se
afadieron (cuando fue posible) otras secuencias, también obtenidas de la base de datos
ENSEMBL, y correspondientes a otras especies de mamiferos cuyos genomas estaban
secuenciados con una cobertura inferior (pero en muchos casos contenian informaciéon
atil relativa a los exones). Estas especies fueron: el caballo (Equus caballus), el
orangutan de Sumatra (Pongo abelii), el murciélago Myotis lucifugus, €l erizo europeo
(Erinaceus europaeus), el gato doméstico (Felis catus), la tupaya de Belanger (Tupaia
belangert), el 1émur naranja (Microcebus murinus), el elefante africano (Loxodonta
africana), el tenrec (Echinops telfairi), el armadilllo de nueve bandas (Dasypus
novemcinctus) y la musarafia comun (Sorex araneus). Por tanto, se construyeron
alineamientos multiples de los exones que contenian secuencias, segtin el caso, de entre
11 y 15 especies. Se disenaron los cebadores correspondientes, colocando siempre la
parte 3’ del cebador en la region mas conservada del ex6n, para favorecer la
amplificacion interespecifica. Ademas se incluyeron degeneraciones, hasta un total de

48, para hacer que los cebadores fueran validos para el mayor nimero de especies
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posible. Para testar estos cebadores, se obtuvieron muestras biologicas de seis especies
de mamiferos, pertenecientes a diferentes 6rdenes y que, conjuntamente con las ya
descargadas de las bases de datos, permitieron disponer de varias parejas de especies
cercanas en las que estudiar la variabilidad de los intrones. Las seis especies elegidas
fueron: el murciélago ratonero gris (Myotis escalerai), el orangutan de Borneo (Pongo
pygmaeus), el leopardo de las nieves (Uncia uncia), el tigre (Panthera tigris), la

comadreja comdn (Mustela nivalis) y el turén europeo (Mustela putorius).

1.2.2 Extracciones de ADN genomico a partir de tejido fresco

El ADN genomico total fue extraido a partir de fragmentos de tejido (cola, musculo,
higado, pelos) de un peso siempre inferior a 25 mg. Se emple6 el kit DNEasy Blood and
Tissue Kit (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las eluciones finales
del ADN se hicieron en un volumen total de 75 ul de agua, y en ocasiones se obtuvo una
segunda elucion, méas diluida, en un volumen de 100 pl de agua. La concentracion de
ADN de cada muestra se analizd mediante el ND-1000 (Nanodrop Technologies)

midiendo la absorbancia a 260 nm.

1.2.3 Amplificacion por PCR de intrones

Las reacciones de PCR fueron preparadas en una sala especialmente dedicada y
controlada, aislada de los lugares en los que se manipulan productos de PCR e
irradiada regularmente con luz ultravioleta. Asimismo, el instrumental de laboratorio
empleado en la preparacion fue también irradiado con luz ultravioleta para eliminar
cualquier resto posible de acidos nucleicos. El volumen final de las reacciones fue de 25
ul, y se afiadieron entre 50 y 100 ng de ADN. La concentracion final de los cebadores
varid, segin cada marcador amplificado, entre 0.5y 1 uM y se emplearon 0.75 unidades
de ADN polimerasa Promega GoTaq. La reaccion de PCR consistio, tipicamente, en una
fase inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante 3°, seguida de entre 27 y 35 ciclos
compuestos de una fase inicial a 95 °C durante 30 segundos, una fase de alineamiento a
temperatura variable (segtin la pareja de cebadores usada, ver tabla A2), y una fase de
extension a 72 °C durante 30-60 segundos (segin la longitud del marcador a
amplificar). Los productos de PCR resultantes se cargaron para su comprobaciéon en
geles de agarosa al 1% pretefiidos con SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen). A
continuacion se purificaron las reacciones exitosas incubandolas con Exo-SapIT
(Affymetrix). La secuenciacion de ADN de los productos de PCR se llevo a cabo en

distintos servicios de secuenciacion, usando los cebadores de PCR y el kit BigDye v 3.1.
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Las secuencias fueron ensambladas e inspeccionadas posteriormente empleando el

software Geneious v.4.0 (Drummond AJ 2009).

1.2.4 Clonacién de productos de PCR

Se observaron, en varias secuencias, tanto mutaciones puntuales (reflejadas como
dobles picos en los cromatogramas de las secuencias de ADN) como inserciones o
deleciones (“indels”) que dificultaban asignar una secuencia clara a cada uno de los
alelos de los individuos secuenciados. Por tanto, se subclonaron en vectores
plasmidicos los productos de PCR correspondientes. La ligacion se llevo a cabo con el
vector pSTBlue-1 (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. La
transformacién se realizé en células competentes Nova Blue de Escherichia coli
mediante un choque térmico. Las células transformadas se seleccionaron
posteriormente en placas de medio LB con carbenicilina y, mediante selecciéon por color
usando IPTG y X-gal, se distinguieron las colonias con vectores portadores del inserto.
De cara a su posterior secuenciacion, el ADN plasmidico correspondiente se purifico
usando el kit GenElute Plasmid Miniprep Kit (Sigma Aldrich), siguiendo las
instrucciones del fabricante, a partir de cultivos liquidos de LB- carbenicilina incubados
durante 18 horas a 37°C en agitacion. Los posibles errores inducidos por la polimerasa,
y que se ponen de manifiesto durante el proceso de clonacién, fueron detectados
mediante la secuenciacion de varias colonias de transformantes por cada producto de

PCR subclonado y la posterior comparacion de las secuencias resultantes.

1.2.5 Andlisis filogenéticos de los nuevos marcadores

Para cada intron amplificado y secuenciado con éxito en el panel de especies de
mamiferos, se cre6 un alineamiento maultiple incluyendo las seis secuencias obtenidas
en laboratorio y las correspondientes descargadas de las bases de datos, hasta un total
de 14 especies. Se us6 MAFFT para obtener estos alineamientos, y como ya se ha
descrito, se eliminaron las posibles posiciones mal alineadas aplicando Gblocks con
parametros relajados. Mediante PhyML, se obtuvieron los arboles filogenéticos de
maxima verosimilitud, seleccionando como modelo de evolucion GTR y cuatro
categorias de tasas de sustitucion. Ademés, para analizar con mayor precision las
diferencias acumuladas entre cinco parejas de especies cercanas, se construyeron
nuevos alineamientos de pares que unicamente incluian las dos secuencias

correspondientes a cada miembro de la pareja de especies.
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2. FILOGEOGRAFIA DEL DESMAN IBERICO EMPLEANDO
SECUENCIAS MITOCONDRIALES E INTRONICAS

2.1 Obtencion de muestras

2.1.1 Prospeccion de excrementos de desman

Se realizaron prospecciones de excrementos de Galemys pyrenaicus en tramos
fluviales de la Peninsula Ibérica. La particular morfologia de las excrementos de esta
especie, asi como su localizacién (en piedras situadas en el centro del curso del rio y no
en los margenes) permite, con unos ciertos conocimientos previos, maximizar la
proporcion de excrementos pertenecientes a esta especie sobre el total recogido. Los
excrementos fueron en cada caso recogidos con pinzas de laboratorio y depositados
individualmente en tubos con etanol de 96° para favorecer su preservacion y minimizar
la degradacion del ADN. Ademas se anotaron las coordenadas GPS correspondientes a
cada muestra. Para evitar obtener muestras multiples de un mismo individuo, solo se
consideraron para los estudios posteriores las secuencias procedentes de excrementos
separados por mas de un kilobmetro de distancia, lo que supone més del doble del rango
territorial del desméan ibérico (Stone 1987; Melero et al. 2012). Las muestras separadas
por una distancia menor a ese valor, pero con secuencias de ADN diferentes (y por
tanto pertenecientes a distintos individuos), si fueron tenidas en cuenta
posteriormente. Asi, se emplearon un total de 69 muestras de excrementos para este

estudio.

2.1.2 Muestras de tejido fresco

Se obtuvieron muestras de tejido fresco de 63 ejemplares procedentes de campaifias de
trampeo correspondientes a estudios previos (en las que se tomaron muestras de pelo o
una pequena seccidon de la piel de la parte distal de la cola) o de ejemplares bien

conservados de diferentes colecciones biologicas.
2.1.3 Muestras de colecciones de museo

Finalmente, se completo el conjunto de muestras con dos fragmentos de hueso (una

ufia y una costilla) donados por la coleccion de la Estacion Biologica de Donana.
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2.2 Extracciones de ADN genémico y PCR

2.2.1 Extracciones de ADN gendémico a partir de tejido fresco

Las extracciones de ADN de tejido fresco se realizaron como ya se ha descrito
anteriormente (apartado 1.2.2), con la excepcion de las extracciones realizadas a partir
de pelos, en las que la lisis del tejido empleando proteinasa K se llevo a cabo durante 16
horas y empleando el doble de la cantidad indicada en el protocolo (40 ul de una

solucién 20 mg/ml).

2.2.2 Extracciones de ADN genomico a partir de excrementos

Las extracciones se realizaron usando el kit QIAamp DNA Stool Kit (QIAGEN),
disenado especialmente para tratar con este tipo de muestras, maximizando la cantidad
de ADN endogeno obtenido y al mismo tiempo, minimizando la concentraciéon de
compuestos presentes en las heces que pueden inhibir la reaccion de PCR. El protocolo
se llevo a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante, y el volumen final de las
eluciones fue de 50 ul. Los extractos de ADN resultantes de este tipo de muestras
contienen ADN de menor concentraciéon y mas degradado que los obtenidos a partir de
tejido fresco, debido a la degradacion quimica a la que es sometido el ADN durante la
digestion y la excrecion por parte del animal y hasta que es recogido el excremento y
conservado adecuadamente (Nsubuga et al. 2004). Debido a esto, el riesgo de
contaminacién y la necesidad de un mayor control de la esterilidad es especialmente
importante (Taberlet et al. 1999) y, por ello, todas las extracciones de muestras fecales
se llevaron a cabo en un espacio irradiado con luz ultravioleta y separado fisicamente
de posibles focos de ADN contaminante, y empleando material de laboratorio de uso

exclusivo para este tipo de extracciones.

2.2.3 Extraccion de ADN genomico a partir de muestras de museos

La extraccion de material genético de las muestras procedentes de la Coleccion de
Tejidos de la Estacion Biologica de Donana se realizd en un laboratorio de ADN
antiguo, donde nunca antes se habia extraido ADN de desman, usando los protocolos y
precauciones propias (Gilbert et al. 2005). Las muestras de hueso (un fragmento de
ufia y un fragmento de costilla de dos ejemplares obtenidos en los anos 1980 y 1973,
respectivamente) fueron pulverizadas y a continuaciéon decalcificadas incubandolas
durante una noche a 37 °C con agitacion en una soluciéon de EDTA 10 M. Después se
procedio a la incubacion, de nuevo durante toda la noche, con una solucion de lisis con
proteinasa K y SDS. Por ultimo, el ADN fue extraido mediante un procedimiento

estandar de fenol — cloroformo y concentrado finalmente usando columnas centricon.
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2.2.4 Amplificacion por PCR de secuencias mitocondriales

Las reacciones de PCR se realizaron como se ha descrito en el apartado 1.2.3. Debido a
la degradacion del ADN extraido a partir de las muestras de excrementos, la
amplificacion del citocromo b se llevo a cabo usando tres fragmentos solapantes de
483, 278 y 516 pares de bases en el caso de Galemys pyrenaicus. Para ello, se disefiaron
cebadores internos a partir de las correspondientes secuencias que se obtuvieron de
GenBank (tabla A1). Ademas, se obtuvo la secuencia de un fragmento de 342 pares de
bases de la region 5’ del D-loop, de nuevo usando cebadores especificos de desméan. Se
obtuvo también la secuencia del citocromo b de un ejemplar del desman ruso,
Desmana moschata. Las reacciones de amplificacion a partir de excrementos
incluyeron 16 pg de suero de albtimina bovina (BSA), recomendada para disminuir la

accion de inhibidores presentes en los extractos de ADN de heces (Morin et al. 2001).

2.2.5 Amplificacion por PCR a partir de ADN de museo

El ADN extraido de muestras de museo suele ser de menor concentracion y suele
presentar una mayor degradaciéon que el obtenido a partir de muestras de tejido fresco
(Paabo et al. 2004; Wandeler et al. 2007). Los métodos empleados en la preservacion
de las muestras en las colecciones biologicas pueden, ademas, dificultar la reaccion de
PCR, lo que provoca que, en general, los productos amplificados suelan ser de pequeio

tamafio (menos de 200 pares de bases).

Por estos motivos la amplificacidon de las secuencias del citocromo b y el fragmento del
D-loop se llevo a cabo empleando la técnica de PCR multiplex en dos fases (“two-step
multiplex PCR”) (Rompler et al. 2006). Este protocolo esta disefiado para solventar
estos inconvenientes asociados al ADN de muestras de ADN antiguo y de museo,
permitiendo la obtencion de secuencias largas de ADN a partir de una minima cantidad
de extracto. Por consiguiente, se disefiaron dos conjuntos de cebadores independientes
y no solapantes para cada una de las dos moléculas a amplificar (citocromo b y D-loop).
En el caso del citocromo b, se usaron dos conjuntos (A y B), cada uno de los cuales
constaba de 8 productos de PCR no solapantes. Para el fragmento del D-loop, fueron
necesarios solo 2 conjuntos A y B de 2 y 3 fragmentos, respectivamente. En la primera
fase de la amplificacion, todos los cebadores de cada conjunto independiente fueron
utilizados en una tnica reaccion de PCR. La concentraciéon final de cada uno de los
cebadores fue de 0.15 uM, y se usaron 5 pul de extracto de ADN y 2 unidades de promega
GoTaq. Las condiciones de la reaccion de PCR fueron las siguientes: una

desnaturalizacion inicial de 9 minutos a 94 °C, seguida de 30 ciclos consistentes en tres
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fases de desnaturalizacion (94 °C), hibridacion (54 °C) y extension (72 °C) de 30

segundos cada una. Se afiadi6 una extension final de 4 minutos a 72 °C.

A continuacion, se llevo a cabo la segunda fase de la amplificaciéon, que consistié en
amplificaciones “simplex” para cada uno de los fragmentos de PCR, usando como
molde en la reaccion una dilucion 1:20 del producto de la amplificaciéon multiplex de la
primera fase correspondiente. Se siguieron las mismas condiciones de PCR que en la
fase multiplex, pero en esta ocasion la concentracion de cebadores fue de 1.5 uM. Las 21
reacciones de PCR resultantes (16 correspondientes al citocromo b y 5 al D-loop)
fueron secuenciadas directamente, y las secuencias tinicas de cada fragmento obtenidas
fueron posteriormente ensambladas para obtener la secuencia completa

correspondiente.

Ademaés de contener ADN muy degradado y en baja concentracion, los extractos de
ADN procedentes de muestras de museo también han estado en muchas ocasiones
sometidos a dafio quimico durante el proceso de preservacion realizado durante la
preparacion de la muestra para ser incluida en la colecciéon biologica (Wandeler et al.
2007). Esto puede provocar que se incorporen mutaciones inducidas a algunas de las
moléculas de ADN presentes en la muestra. Para evitar que estas mutaciones
artificiales fueran incluidas en la secuencia obtenida a partir de esa muestra, se
obtuvieron dos réplicas independientes de estas secuencias. En el caso de la muestra
IBE-C31509, la segunda réplica de las secuencias se realizo6 mediante subclonacion en un
vector plasmidico (como se ha detallado en el apartado 1.2.4), debido a algunas
dificultades con la secuenciacion directa de productos de PCR en el primer
experimento. Por cada uno de los fragmentos se secuenciaron 3 clones con el inserto y
se obtuvo la secuencia consenso correspondiente. Finalmente, para cada muestra se
compararon las secuencias obtenidas en las dos réplicas independientes, y se comprob6
que eran idénticas. Por tanto, no parece que se produjera dano quimico de

consideracion durante el proceso de preservacion de estas dos muestras de museo.

2.2.6 Amplificacion por PCR de intrones nucleares

Se selecciond un subconjunto de 29 muestras de tejidos que representaban todos los
linajes mitocondriales y cubrian toda la distribucion geografica de la especie, y se
secuenciaron 8 intrones nucleares. Los intrones amplificados fueron ACOX2-3,
COPS7A-4, DHRS3-3, LANCL1-4, PRPF31-3, ROGDI-7 y SMYD4-5 del conjunto
desarrollado en el capitulo X, y ACPT-4, que fue obtenido durante los procesos de

filtrado preliminares de ese trabajo. Las condiciones de la reaccion de PCR son
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similares a las descritas en el apartado 1.2.3, siendo las condiciones particulares de
temperatura las detalladas en el anexo (tabla A2). Asimismo, se amplificaron estos

intrones en el desmén ruso Desmana moschata y en el topo ibérico Talpa occidentalis.

2.3 Analisis filogenéticos del desman ibérico

2.3.1 Filogenia mitocondrial

Las secuencias de citocromo b y D-loop de 134 muestras de Galemys pyrenaicus se
concatenaron para los anélisis posteriores. Se evaluaron los distintos modelos de
sustitucion mediante el criterio de informacion de Akaike (AIC), con la metodologia
implementada en el software jModeltest (Posada 2008). El modelo que se ajustaba
mejor a los datos fue el Hasegawa-Kishino-Yang (HKY), con una distribucién gamma

(G) y una proporcion de sitios invariantes (I).

Se estim6 el arbol filogenético de maxima verosimilitud correspondiente usando
PhyML version 3.0 (Guindon et al. 2010). A partir del arbol resultante, se derivo una
genealogia de haplotipos usando Haploviewer (Salzburger et al. 2011). Por otro lado,
también se estudiaron las relaciones filogenéticas entre las secuencias mitocondriales
de G. pyrenaicus usando la inferencia Bayesiana, implementada en el software BEAST
v.1.6.2 (Drummond & Rambaut 2007). En este caso se empledé un reloj molecular
estricto (ya que no se esperan desviaciones a estas distancias evolutivas cortas), y de
nuevo el modelo evolutivo HKY+G+I. Como prior del arbol se utiliz6 un modelo de
coalescencia de tamafio poblacional constante, y se corrié una cadena de Markov de 50
millones de generaciones, muestreando parametros cada 1000 generaciones. La
convergencia se examin6 usando el programa Tracer, y se comprobd que todos los
parametros de interés tenian un valor del tamafio efectivo de muestreo (Effective
Sampling Size, ESS) mayor de 200. Se eliminé el 10% inicial de las muestras como
burn-in y se obtuvo el arbol sumario de mayor credibilidad de clados (maximum clade

credibility tree) usando la mediana de las alturas de los nodos.

2.3.2 Analisis de secuencias nucleares

Para las secuencias nucleares, en los casos en los que se obtuvieron 2 alelos distintos
por individuo, las secuencias correspondientes a los dos haplotipos fueron deducidas
manualmente, ya que so6lo contenian una tnica posicion variable. A continuacion, se
obtuvieron las genealogias haplotipicas a partir del arbol de méaxima verosimilitud de

cada marcador nuclear calculado usando RAXML.
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2.4 Analisis de diversidad genética, demografia y estructura genética

Los estadisticos de diversidad nucleotidica y haplotipica fueron calculados con DnaSP
version 5 (Librado & Rozas 2009). Se midieron las desviaciones de la neutralidad
usando la D de Tajima (Tajima 1989) y R2 (Ramos-Onsins & Rozas 2002). Se llevo a
cabo un andlisis de la varianza molecular (AMOVA) de las secuencias mitocondriales
usando el software ARLEQUIN (Excoffier & Lischer 2010). La significacion estadistica
del indice de fijacion (Fst) se analiz6 con 1000 permutaciones.

Las barreras genéticas existentes a lo largo de la distribucion de G. pyrenaicus
se determinaron usando el algoritmo de méxima diferenciacion de Monmonier
(Monmonier 1973), (que identifica la mayor distancia genética existente entre dos
localidades) implementado en el software Alleles in Space (Miller 2005). Se emplearon
distancias genéticas puras calculadas a partir de las secuencias mitocondriales
concatenadas y las coordenadas geograficas correspondientes, y se seleccion6 la opcion

de detectar una sola barrera.

La diversidad genética mitocondrial fue estimada en cada punto de muestreo usando
todas las secuencias recolectadas en menos de 1 grado (aproximadamente 100 km)
alrededor de esa localidad. Este area permiti6 estimar la diversidad genética a partir de
un buen nimero de muestras para cada punto, y al mismo tiempo la resolucion
permitia distinguir diferencias regionales en diversidad genética. Ademas, el hecho de
centrar las medidas en torno a cada localidad de muestreo (en lugar de usar una
cuadricula fija procur6 un agrupamiento mas eficiente en areas no densamente
muestreadas. Para evitar aumentar artificialmente la diversidad genética debido a la
presencia de linajes en contacto secundario, s6lo se emplearon para este calculo en
primera instancia las secuencias pertenecientes al mismo linaje mitocondrial. Para
cada subconjunto alrededor de una localidad con mas de 2 muestras, se estim6 la
diversidad nucleotidica (n). A continuacién, se interpol6 una rejilla de valores de
diversidad nucleétidica y se construyé un mapa de relieve usando Surfer (Golden

Software Inc.).
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2.5 Estima del tiempo al ancestro comin mas reciente de las
secuencias mitocondriales

La estima del tiempo al ancestro comtin mas reciente (o “mrca” most recent common
ancestor) de las secuencias mitocondriales de Galemys pyrenaicus se llevo a cabo en

dos fases.

En un primer paso, el objetivo fue obtener una estima del tiempo de divergencia de G.
pyrenaicus y D. moschata (el taxon més cercano existente actualmente). La separacion
de estos dos linajes de desmaninos esta fijada, de acuerdo con el registro fosil y
estudios moleculares previos, en 9-11.2 millones de anos. Para obtener una estima mas
precisa de esta fecha basada en varias calibraciones fosiles, se construyé un arbol con
secuencias nucleares (que son mas fiables que las mitocondriales al no estar tan
afectadas por la saturacidon a estas distancias evolutivas (Meredith et al. 2011)) de
varios mamiferos del superorden Laurasiatheria usando inferencia bayesiana e
implementando un reloj molecular relajado no correlacionado. Se incluyeron una serie
de calibraciones basadas en fosiles propuestas anteriormente para nodos clave de la
filogenia de mamiferos (Benton et al. 2009) que incluian minimos estrictos (hard
minimum) y maximos difusos (soft bounds). Se usaron los 8 intrones secuenciados
para este estudio en G. pyrenaicus y D. moschata, a los que se anadieron las secuencias
ortblogas correspondientes a mamiferos laurasiaterios con su genoma disponible en la
base de datos ENSEMBL (Flicek et al. 2011): Felis catus, Canis familiaris, Pteropus
vampyrus, Equus caballus, Bos taurus, Tursiops truncatus y Sus scrofa. No fue
posible recuperar las secuencias de los 8 intrones para todas las especies, de modo que
el porcentaje de datos no disponibles fue del 7.5%. Se construyeron los alineamientos
multiples de cada uno de los ocho intrones usando el programa MAFFT (con el método
L-INS-i, que esta indicado para una mayor precision en la estima del alineamiento)
(Katoh & Toh 2008). A continuacion se aplic6 Gblocks con parametros relajados, para
descartar posibles regiones que estuvieran mal alineadas. Los ocho alineamientos
obtenidos se emplearon como particiones independientes en un analisis de inferencia
bayesiana usando BEAST, version 1.6.2. En cada caso, se aplico el modelo de
sustitucion que mejor se ajustaba a la particion (sugerido por jModeltest) y un reloj
relajado no autocorrelacionado con las tasas evolutivas modeladas por una distribucion
log-normal. Se calibraron los nodos correspondientes usando las dataciones descritas
(Benton et al. 2009), usando como priors distribuciones lognormales definidas por el
limite minimo de divergencia, que determino el offset; y el limite maximo difuso, cuyo
valor se hizo coincidir con el percentil 95% de la densidad de probabilidad,

determinando asi la media. La desviacion estandar de la distribucion lognormal fue
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fijada en 1 (tabla 1). Se forzé la monofilia en todos los clados usados en las
calibraciones. El analisis se corri6 durante 100 millones de generaciones, y se verifico la
convergencia de todos los parametros mediante Tracer. Se descartaron como burn-in el
10% inicial de los arboles antes de obtener el arbol de mayor credibilidad de clados
usando TreeAnnotator. De este analisis se obtuvo la distribuciéon posterior de edades
estimadas del nodo G. pyrenaicus — D. moschata. Para comprobar posibles
interacciones entre los priors de calibracion empleados para los distintos nodos del
arbol, se estimaron las distribuciones efectivas conjuntas de estos priors (effective joint
prior distributions) (Drummond et al. 2006) realizando un analisis similar al descrito

pero vacio, es decir sin incluir los datos de las secuencias.

En la segunda fase, se empleo la estima de tiempo de la divergencia G. pyrenaicus — D.
moschata (obtenida en el paso anterior) en un analisis con secuencias mitocondriales
de talpidos, con el objetivo de estimar el tiempo hasta el ancestro comin mas reciente
de los haplotipos de desman obtenidos en este estudio. Para ello, se afiadieron, a los 35
haplotipos de desman ibérico y a la secuencia de desman ruso obtenidas previamente,
secuencias completas de citocromo b obtenidas de GenBank correspondientes a 18
especies de la subfamilia Talpinae (hasta un total de 77 haplotipos). Se realiz6 otro
analisis usando el programa BEAST y en esta ocasidon el modelo de sustitucion que
mejor se ajustaba a los datos fue el TrN + I. Los datos se dividieron en tres particiones,
de acuerdo con las posiciones de los codones, y se asumid de nuevo un reloj molecular
relajado no correlacionado. El nodo de G. pyrenaicus — D. moschata fue calibrado
usando una distribucién normal con la media y la distribucién estandar calculadas a
partir de los datos de la distribucion posterior de edades obtenidas en el analisis
anterior. Las condiciones del analisis fueron las mismas que las ya descritas

anteriormente.
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Tabla 1. Priors de calibraciéon (en millones de afios) usados en los anélisis de
BEAST de laurasiaterios para los trabajos de Galemys pyrenaicus y el género

Neomys.
Limite Limite 2
minimo maximo LR DS
Clado (C6digo) estricto | difuso Lognormal
b(;:z:g) b(()szgﬁl) Media Offset
Boreoeutheria 61.5 131.5 22.28 62.5
Laurasiatheria 62.5 131.5 21.95 62.5
Eulipotyphla 61.5 131.5 22,28 61.5
Ferungulata 62.5 131.5 21.95 62.5
Cetartiodactyla 52.4 65.8 4.27 52.4
Cetruminantia 52.4 65.8 4.27 52.4
Zooamata 62.5 131.5 21.95 62.5
Carnivora 39.68 65.8 8.28 39.68
Catarrhini 23.5 34 3.35 23.5

2.6 Modelado de la distribucion de la especies

Para construir un modelo de distribucion de G. pyrenaicus, se obtuvieron datos de
presencia de la especie de los atlas de Espafia (Nores et al. 2007), Portugal (Queiroz et
al. 1996) y Francia (S.F.E.P.M. 1984). Las coordenadas correspondientes fueron
obtenidas de los autores de los atlas o de la Global Biodiversity Information Facility
(GBIF, http://www.gbif.org). Para cada registro, se tomo6 el centro del cuadrado
UTM de 10x10 km correspondiente, resultando en un total de 680 puntos de datos. El
area de estudio fue definida entre 39 y 44° de latitud y -10 y 4° de longitud. De esta
forma, se incluia todo el area de distribucion del desman ibérico, ademas de areas que
pueden suponer lugares potenciales de dispersion, y que son adecuadas para la

seleccion de datos de fondo (Elith et al. 2011).

Las 19 variables climaticas BioClim (Hijmans et al. 2005), que representan sumarios de
medias y variacion de temperaturas y precipitacion, ademas de la altitud, fueron
descargadas de la base de datos de clima global World Clim (versi6én 1.4) a una
resolucion espacial de 2.5 minutos de arco (http://www.worldclim.org). Las
variables climaticas fueron descargadas tanto para las condiciones actuales como para
el Ultimo Maximo Glacial (Last Glacial Maximum, LGM). En este altimo caso se
obtuvieron los datos para el modelo CCSM (Community Climate System Model) y para
el modelo MIROC (Model for Interdisciplinary Research On Climate). La colinearidad

entre las variables climaticas fue analizada mediante correlaciones por pares usando
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1000 valores tomados al azar del area de estudio. Después de este analisis, se
seleccionaron 11 variables con un coeficiente de correlaciéon entre ellas menor de 0.9:
BIO1 (media anual de temperatura), BIO2 (media de rango diurno de temperatura),
BIO3 (isotermalidad), BIO4 (estacionalidad de la temperatura), BIO5 (temperatura
maxima del mes mas calido), BIO6 (temperatura minima del mes mas frio), BIO8
(temperatura media del trimestre mas htmedo), BIO9 (temperatura media del
trimestre mas seco), BIO12 (precipitacion anual), BIO14 (precipitacion del mes maés

seco) y BIO15 (estacionalidad de la precipitacion).

Para predecir la distribucién potencial de la especie, se us6 Maxent version 3.3.3
(Phillips et al. 2006), que permite obtener un modelo de probabilidad relativa de
ocurrencia de la especie dentro de la cuadricula del area de estudio seleccionada. Se
emplearon las condiciones por defecto, con la excepcion de que se corrid el modelo con
100 réplicas crosvalidadas, tomando el valor medio de las probabilidades de presencia.
La precision del modelo fue evaluada usando el 75 % de los datos de presencia para
entrenar el modelo y el 25 % restante para testarlo. El area resultante debajo de la
curva ROC (caracteristica operativa del receptor, o Receiving Operative Characteristic)
fue de 0.824, lo que se corresponde con un modelo predictivo til (Phillips & Dudik
2008). El modelo MIROC predice condiciones muy suaves en el LGM en esta parte del
planeta y, por tanto, se obtuvo con él una distribuciéon predicha para el desman muy
similar a la actual. La presencia de muchas especies adaptadas al frio en la Peninsula
Ibérica durante el LGM (Alvarez-Lao & Garcia 2010) no encaja muy bien con este
modelo y, por tanto, no se usé individualmente. La combinaciéon de ambos modelos
(CCSM y MIROC) para estimar el &rea minima comtn bajo ambos (Hernandez-Roldan
et al. 2011) produjo un resultado muy similar al obtenido usando sélo el modelo CCSM,
ya que se trata de un modelo mas restrictivo. Por tanto, s6lo se emple6 el modelo CCSM
en los anélisis finales para predecir la distribuciéon potencial de la especie durante el

Ultimo Maximo Glacial.
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3. ESTIMA DEL ARBOL DE ESPECIES DEL GENERO NEOMYS

3.1 Obtencion de muestras

Se obtuvieron muestras de tejidos de las dos especies del genéro Neomys presentes en
la Peninsula Ibérica: N. fodiens (2 individuos) y N. anomalus (6 individuos, incluyendo
una muestra de Neomys anomalus milleri de Rusia). El muestreo se completo
mediante muestras no invasivas (excrementos en su gran mayoria), de forma que se
obtuvo una representacion de buena parte de la distribucion del género en la Peninsula
Ibérica (tabla A4). También se obtuvo un craneo hallado en una egagropila de Tyto
alba y asignado a Neomys anomalus de acuerdo a los caracteres diagndsticos

correspondientes de la mandibula inferior.

3.2 Extracciones de ADN genomico y PCR

3.2.1 Extracciéon de ADN genémico a partir de tejido fresco

Se llevaron a cabo como ya se ha descrito anteriormente, en el apartado 1.2.2.

3.2.2 Extraccion de ADN genomico a partir de excrementos
El protocolo empleado para obtener ADN gendémico a partir de los excrementos de
musganos fue el mismo que el ya descrito para el trabajo del desman ibérico (ver

apartado 2.2.2)

3.2.2 Extraccion de ADN genomico de un craneo hallado en una egagropila

Se afiadié nitrogeno liquido a la mandibula inferior y se tritur6 con ayuda de un
mortero hasta obtener un polvo fino. A continuacion, se realiz6 una extraccion de ADN
empleando el kit DNEasy Blood and Tissue de QIAGEN, de forma similar a las de tejido
fresco, aunque en este caso la incubacién con proteinasa K y tampon de lisis se

prolong6 durante 6 horas para maximizar la eficiencia.

3.2.3 Amplificacion por PCR del citocromo b

Se disefiaron cebadores especificos para Neomys para amplificar el citocromo b
empleando secuencias obtenidas de Genbank de las tres especies del género (N.
anomalus, N. fodiens y N. teres) (tabla A1). En el caso de las extracciones de ADN
obtenidas a partir de tejidos se llevé a cabo una tnica reacciéon de PCR para amplificar
los 1140 nucledtidos del citocromo b. Las muestras no invasivas (excrementos y craneo

de egagropila) no permitieron, sin embargo, obtener un ADN de suficiente calidad y

50



III. Materiales y métodos

concentracion. Por ello, se disefiaron cebadores internos que permitieron la obtencion
de la secuencia completa mediante tres fragmentos de PCR solapantes de 403, 312 y
544 pares de bases. De nuevo se siguié un protocolo similar al detallado anteriormente

(apartado 1.2.3).

3.2.4 Amplificacion por PCR de intrones nucleares

Se seleccionaron 13 intrones del conjunto de marcadores desarrollados para filogenia
de especies cercanas de mamiferos: ALAD-10, ASB6-2, CSF2-2, CST6-1, GALNT5-4,
GDAP-1, HIF1AN-5, KDM8-2, MCM3-2, MYCBPAP-11, PRPF31-3, SLA-2 y TRAIP-8.
Para cada uno de ellos se obtuvieron las secuencias correspondientes a los exones
flanqueantes de tantas especies de mamiferos laurasiaterios como fue posible en la base
de datos ENSEMBL. Se construy6 entonces un alineamiento multiple (usando MAFFT)
para cada ex6n flanqueante, sobre el cual se disefiaron los cebadores correspondientes
en las zonas mas conservadas de cada exon (tabla A2). Se incluyeron bases degeneradas
en los cebadores, hasta un maximo de 72, para intentar maximizar la
complementariedad a los exones de Neomys. Los 13 intrones tinicamente pudieron ser
amplificados (siguiendo el protocolo descrito en el apartado 1.2.3) en las extracciones
de ADN provenientes de tejidos, ya que, como ya se ha comentado, las procedentes de
muestras no invasivas contenian ADN demasiado degradado y en insuficiente

concentracion.

Las fases haplotipicas de los intrones fueron determinadas usando PHASE version 2.1.1
(Stephens & Donnelly 2003), y el umbral de probabilidad fue fijado en 0.9. A
continuacion, los haplotipos que quedaron sin resolver fueron subclonados en el vector
plasmidico pstblue-1, siguiendo el protocolo mencionado en el apartado 1.2.4. Se
secuenciaron varios clones por cada fragmento de PCR subclonado, para asegurarse la
obtencion de la secuencia de los dos alelos y minimizar el riesgo de presencia de errores
de PCR asociados al proceso de clonacion. Se obtuvieron a continuacion tanto los
arboles filogenéticos de maxima verosimilitud, empleando RAXxML (Stamatakis 2006)
con un modelo GTR+G de evolucion, como las genealogias haplotipicas

correspondientes usando Haploviewer (Salzburger et al. 2011).

3.3 Filogenia mitocondrial del género Neomys

Con el objetivo de evaluar de forma preliminar las relaciones filogenéticas existentes
entre las distintas especies del género Neomys, y en particular entre las subespecies de

Neomys anomalus, se empleb el gen del citocromo b. Para complementar los datos

51



III. Materiales y métodos

obtenidas mediante el muestreo ya descrito, se descargaron de la base de datos del
Genbank secuencias de citocromo b completas correspondientes a Neomys teres,
Neomys fodiens y Neomys anomalus del resto de Europa y Asia. De esta forma, se
obtuvo una representaciéon de los linajes mitocondriales del género Neomys, con un
mayor detalle en la Peninsula Ibérica, de la siguiente manera: 10 individuos de N.
fodiens, 20 individuos de Neomys anomalus (incluyendo ambas subespecies) y 4
individuos de N. teres. Ademas, se descargaron de GenBank 4 secuencias
pertenecientes a Chimarrogale platycephala y Chimarrogale himalayica para usar
como grupo externo. Ambas especies pertenecen a la tribu Nectogalini, en la que
también se encuentra el género Neomys, del que divergieron hace 6.7 millones de afios
(He 2010). Se obtuvo el correspondiente alineamiento miltiple de las 38 secuencias

resultantes mediante el programa MAFFT, empleando los parametros por defecto.

A continuaciéon, empleando el software RAXML, se calcul6é el arbol filogenético de
maxima verosimilitud. El modelo de sustitucion empleado fue GTR + G + I (sugerido
por jModeltest como el que mejor se ajustaba a los datos), y el soporte estadistico de los
nodos fue evaluado mediante 1000 réplicas de bootstrap. Para evaluar en detalle el
nodo que agrupa a las dos subespecies de Neomys anomalus con su especie hermana
Neomys teres, se investigaron las topologias alternativas existentes (monofilia de
Neomys anomalus, y monofilia de N. teres con cada una de las subespecies) mediante
un test AU (approximate unbiased test) (Shimodaira 2002). Para ello, ademas del
arbol de maxima verosimilitud ya obtenido (y que reflejaba la monofilia de Neomys
anomalus) se obtuvieron, suministrando las constricciones topologicas iniciales
correspondientes a RAXML, los arboles con las topologias alternativas. Para el conjunto
de las tres topologias resultantes, se computaron los log-likelihood por sitio, que fueron
empleados a continuacion por CONSEL (Shimodaira & Hasegawa 2001) para realizar el
AU-test.

Ademas, se obtuvo también un arbol filogenético empleando inferencia bayesiana. En
este caso se empled el programa BEAST, usando un reloj molecular estricto e,
igualmente, el modelo GTR+G+1. El analisis consistié en 25 millones de generaciones,
de las cuales se eliminaron los tres millones iniciales, tras la comprobacion de que se
habia alcanzado la distribucién estacionaria, y se comprob6 que los tamanos efectivos
de muestreo (ESS, effective sample size) de los parametros de interés fueran superiores

a 200.
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Por otro lado, se caracterizaron las distancias genéticas que separan a los distintos
linajes de citocromo b hallados usando el software MEGA (Tamura et al. 2011). Se
calcul6 la divergencia neta que separa los distintos grupos usando el modelo de

Kimura-2-parametros (K2P).

3.4 Estima del arbol de especies del género Neomys

Para obtener una estima precisa de la divergencia de las dos poblaciones diferenciadas
de Neomys anomalus presentes en la Peninsula Ibérica (correspondientes
aproximadamente con las dos subespecies anomalus y milleri), se empled la
metodologia de arboles de especies que, siguiendo la teoria de la coalescencia, coestima
los arboles de genes y un arbol de especies comun a todos ellos a partir de muestras de
varios individuos por especie. Esta metodologia estd implementada en el software
*BEAST (Heled & Drummond 2010), de tal forma que nos permite la aplicaciéon de
distribuciones sobre los valores a priori de gran variedad de parametros relacionados
con el modelo de sustitucion, las tasas evolutivas o el reloj molecular, entre otros. De
esta forma, incluyendo la informaciéon de los 13 intrones nucleares secuenciados en
Neomys anomalus anomalus (3 individuos) y Neomys anomalus milleri (3 individuos)
y, ademas, en Neomys fodiens (2 individuos) junto con la correspondiente al gen del
citocromo b, se podria estimar la divergencia existente entre las especies o poblaciones

en el arbol de especies.

3.4.1 Obtencioén de las tasas evolutivas correspondientes al género Neomys
Con el objetivo de obtener medidas rigurosas de las tasas evolutivas de los marcadores
(citocromo b y los 13 intrones nucleares) que se emplearian en el anéalisis del arbol de

especies del género Neomys, se realizaron dos analisis preliminares.

En primer lugar, para estimar las tasas correspondientes de cada uno de los intrones, se
construyé un &arbol filogenético de mamiferos laurasiaterios y euracontoglires,
mediante inferencia bayesiana y empleando un reloj molecular relajado y varias
calibraciones fosiles de referencia distribuidas a lo largo de toda la filogenia. Para ello,
se emplearon las secuencias de los 13 intrones de Neomys fodiens, y, ademas, se
obtuvieron, a partir de tejido fresco, las correspondientes a otros dos soricidos: la
musarafia tricolor (Sorex coronatus), miembro, al igual que los musgaios, de la
subfamilia Soricinae; y la musarafia gris (Crocidura russula), miembro de la subfamilia
Crocidurinae. A estas secuencias se les anadieron, empleando la base de datos

ENSEMBL, las secuencias de los intrones ort6logos correspondientes a las siguientes
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especies: Erinaceus europaeus, Bos taurus, Tursiops truncatus, Pteropus vampyrus,
Muyotis lucifugus, Ailuropoda melanoleuca, Canis familiaris, Felis catus, Equus
caballus, Homo sapiens y Macaca mulatta. El porcentaje de datos ausentes en los
alineamientos (ya que no todas las especies estaban representadas para todos los
marcadores, bien por ausencias en las bases de datos o porque no se pudieron obtener
en laboratorio para el caso de los soricidos) fue de 13.2%. Se construyeron los
alineamientos de todas las secuencias ortélogas disponibles para cada intrén usando el
software MAFFT con el método L-INS-i (Katoh & Toh 2008). La aplicacion posterior de
Gblocks usando parametros relajados permiti6 corregir posibles zonas con
alineamiento defectuoso (Talavera & Castresana 2007). Los 13 alineamientos fueron
incluidos como particiones independientes en un analisis de BEAST (Drummond &
Rambaut 2007): a cada uno de ellos se le aplico un reloj relajado no correlacionado, y
se escogid en cada caso el modelo de sustitucion que mejor se ajustaba a los datos,
segun lo indicado por jModeltest (Posada 2008). Asimismo, como ya se ha comentado
con anterioridad, se incluyeron a lo largo del arbol calibraciones fosiles (Benton et al.
2009) correspondientes a varios nodos (tabla 1). Para ello, se crearon en cada caso los
grupos monofiléticos definidos por cada nodo, y se definieron las calibraciones como ya
se ha descrito en el apartado 2.5 e igualmente se determiné la distribuciéon conjunta de
los priors efectivos como se ha descrito. Se corrieron dos analisis independientes, cada
uno de un total de 75 millones de generaciones. Tras una inspecciéon con TRACER, se
eliminaron 10 millones de generaciones iniciales de cada réplica como burn-in y se
combinaron a continuacion las dos muestras usando el software Logcombiner. A partir
del conjunto de arboles muestreados de la distribucion posterior obtenidos por BEAST
se obtuvieron los datos de la tasa evolutiva de la rama correspondiente a Neomys
fodiens para cada una de las 13 particiones del analisis, que correspondian a los 13
intrones. Estos datos se ajustaron en cada caso a una distribuciéon normal, y se obtuvo,
por tanto, para cada intrén, un valor medio de la tasa evolutiva de Neomys fodiens con
su desviacion estandar correspondiente. Ademés, se emple6 también este analisis
multilocus de mamiferos para datar la divergencia entre Sorex coronatus y Neomys
fodiens, ya que esta fecha se emplearia en analisis posteriores. Para ello se extrajo la
distribucion posterior del nodo S. coronatus — N. fodiens y, de nuevo, tras eliminar el
10% inicial, se ajustaron los datos de la distribucion posterior de edades a una

distribucion normal.
En segundo lugar, se procedio a la estima de la tasa evolutiva del citocromo b del linaje

de Neomys. Para ello se descarg6 de la base de datos GenBank, una secuencia completa

de citocromo b para cada una de las especies de la familia Soricidae (hasta un total de
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76). Se obtuvo el alineamiento multiple correspondiente usando MAFFT, y se llevo a
cabo un analisis bayesiano empleando BEAST. El nodo de Sorex coronatus y Neomys
fodiens se calibr6 empleando una distribucion normal con la media y la desviacion
estandar obtenidas en el andlisis anterior con los datos nucleares. Como modelo de
sustitucion se emple6 GTR + G (tal como indicé jModeltest). Un analisis preliminar de
las transiciones y transversiones observadas demostr6 una importante presencia de
saturacion en los datos. Por ello, y para contrarrestar el efecto que podria tener el
hecho de estar calibrando con un nodo en una zona de la filogenia muy afectada por
esta saturacion, se escogio aplicar tres particiones a los datos, de acuerdo con las tres
posiciones de los codones. El anélisis se corrié durante 50 millones de generaciones vy,
tras comprobar que se habia alcanzado la convergencia y todos los parametros de
interés tenian valores de ESS superior a 200, se obtuvo el arbol sumario de mayor
credibilidad de clados. A partir de este analisis, se obtuvo la tasa evolutiva del
citocromo b para la rama de Neomys fodiens con su correspondiente media y

desviacion estandar.

3.4.2. Estima de arboles de especies con *BEAST

En el analisis de *BEAST se definieron como especies o poblaciones independientes, los
tres linajes diferenciados presentes en la Peninsula Ibérica (Neomys fodiens, Neomys
anomalus anomalus y Neomys anomalus milleri) encontrados en la filogenia
mitocondrial del género Neomys. Un analisis de este tipo conlleva la asuncién de que
las especies o poblaciones independientes seleccionadas no han experimentado flujo
genético significativo tras su divergencia (Heled & Drummond 2010). Ademas, también
se asume que no existe recombinacion intralocus en los marcadores empleados. Esto se
confirmo en los 13 intrones secuenciados en el género Neomys empleando el test de 4

gametos implementado en DnaSP v.5.

Para cada una de las 13 particiones independientes de secuencias nucleares se emple6
como modelo de sustitucion el HKY, y el reloj molecular escogido fue el estricto. En el
caso de la particion del citocromo b se emple6 un muestreo aumentado respecto a los 7
individuos de los que se obtuvieron secuencias nucleares: se anadieron también las
secuencias empleadas en la filogenia mitocondrial del género Neomys correspondientes
a los tres linajes aqui analizados. En este caso, el modelo de sustitucion escogido fue el
HKY y, del mismo modo que anteriormente, se particionaron los datos de acuerdo a los
codones. En cuanto a las tasas evolutivas, para cada una de las particiones se emple6
como prior una distribucién normal, con media y distribucion estandar iguales a las

estimas obtenidas para las tasas de Neomys fodiens a partir del analisis bayesiano
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nuclear con mamiferos laurasiaterios (para el caso de los 13 intrones) y a partir del
analisis del citocromo b de los soricidos (para el caso de este gen mitocondrial). El
analisis se corri6 durante 50 millones de generaciones, tras las cuales se comprobo que
se hubiera alcanzado la convergencia de todos los pardmetros observando los tamanos

efectivos de muestreo de los parametros.

Se calcul6 el arbol sumario de mayor credibilidad de clados usando Tree Annotator y
eliminando el 10% inicial de las muestras como burn-in, y se extrajeron las medias de
los tiempos de divergencia entre Neomys anomalus anomalus y Neomys anomalus

milleri por un lado; y Neomys anomalus y Neomys fodiens por el otro.

3.4.3 Efecto de distintos priors en las tasas evolutivas sobre la estima de los
tiempos de divergencia en *BEAST

Con el objetivo de investigar el efecto del empleo de distintos priors en las tasas
evolutivas en la estima de tiempos de divergencia y la conveniencia o no de la
aplicacion de tasas evolutivas estimadas de forma precisa y adaptadas a cada una de las
particiones empleadas, se realizo6 una bateria de experimentos para comparar los
resultados empleados siguiendo distintas estrategias. Los priors de tasas evolutivas

comparados fueron:

1) Tasa estimada de citocromo b para la rama de Neomys fodiens y tasas
individuales de intrones estimadas para la rama de Neomys fodiens. Este es
el experimento detallado con anterioridad.

2) Tasa estimada de citocromo b para Neomys fodiens y tasas individuales de
intrones estimadas para el conjunto de mamiferos. En este caso, la tasa
escogida para cada intron fue obtenida de la particion correspondiente del
analisis de laurasiaterios multilocus bayesiano con calibraciones fosiles.
Para ello, se emple6 la media calculada por BEAST para el reloj de cada
intron (“ucld.mean” individuales) y su desviaci6on estindar como prior en
forma de una distribuciéon normal para el parametro de la tasa del reloj de
la particion correspondiente en el analisis de *BEAST.

3) Tasas estimada de citocromo b para Neomys fodiens y una tnica tasa de
intrones estimada para el conjunto de mamiferos. Este caso es similar al
anterior, salvo que a todas las particiones de intrones se les aplico la misma
tasa evolutiva, que fue la media de la tasa evolutiva de los 13 intrones en el

analisis bayesiano multilocus (“ucld.mean” global).
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4) Tasas de citocromo b y de intrones obtenidas de la bibliografia. En este caso,
se emple6 como prior de la tasa de evolucion del citocromo b una
distribucién normal centrada en el 3%, con el intervalo de confianza del 95%
abarcando entre 0.69% y 5.3% (quedando estos valores dentro de lo
observado anteriormente para las tasas evolutivas de citocromo b de todos
los mamiferos (Bininda-Emonds 2007)). Respecto a las tasas evolutivas de
los intrones, se emple6 la misma tasa para todos ellos. La distribucion
escogida fue una normal con media 0.3%, lo que supone una tasa evolutiva
10 veces menor de la fijada para la particion mitocondrial, siendo este valor
la diferencia media aproximada entre las tasas evolutivas del citocromo b y
las del conjunto de intrones nucleares a nivel general (Igea et al. 2010).

5) Tasas estimada de citocromo b para Neomys fodiens y una tnica tasa de
intrones estimada también para Neomys fodiens. A todos los intrones se les
aplic6 un mismo prior de tasa evolutiva, obtenido a partir del valor medio
de las 13 tasas evolutivas para los intrones en Neomys fodiens.

6) Tasas individuales de intrones estimadas para Neomys fodiens; y sin incluir

secuencia alguna de citocromo b.

3.5 Aplicacion de un modelo de aislamiento con migracon a la
divergencia de los linajes de Neomys anomalus

Para comprobar hasta qué punto el calculo de la divergencia entre los dos linajes
diferenciados de Neomys anomalus puede verse afectado por la migracion posterior a
esa divergencia, y para cuantificar el posible flujo génico existente, se realiz6 una
estima de los tiempos de divergencia y otros parametros demograficos del género
Neomys empleando el programa IMa2. Este software implementa un modelo de
aislamiento con migracion y, mediante cadenas de Markov Chain Montecarlo, permite
estimar genealogias y parametros como tiempos de divergencia, tamanos de poblacion
(tanto actuales como ancestrales) y migraciéon (Hey 2010). De esta forma, se diferencia
del *BEAST en que asume la presencia de flujo génico entre los taxones estudiados. Por
otro lado, en el IMa2 las relaciones filogenéticas entre las distintas especies o
poblaciones han de ser determinadas de antemano. Por ello, se fijo como arbol inicial el
obtenido mediante el analisis de *BEAST, con 3 poblaciones: (N. fodiens, (N. anomalus
anomalus, N. anomalus milleri)). Se incluyeron en el anélisis las mismas particiones
analizadas con el *“BEAST, y se calcularon las tasas evolutivas correspondientes (en tasa
de mutacion por locus) multiplicando las tasas evolutivas calculadas con anterioridad

para cada particiéon por la longitud de cada molécula en Neomys fodiens. Para el caso
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de los intrones, se fijo en la mayoria de los casos como modelo mutacional el de sitios
infinitos (infinite sites model), que resulta adecuado para datos nucleares de especies
de divergencia reciente en los que las sustituciones multiples no han tenido lugar. Sin
embargo, en aquellos intrones que violaban este modelo (por detectarse mas de dos
posibles bases en un lugar nucleotidico) se escogi6 el modelo HKY. Este fue también el
modelo seleccionado para la particion del citocromo b. Se realizaron varios analisis
preliminares con diferentes priors y esquemas para determinar los condiciones
optimas para las cadenas de Markov. Se valoré el estado de mezcla de las distintas
cadenas y que se hubiera alcanzado la convergencia comprobando que las estimas de
ESS de los parametros fueran superiores a 200 en todos los casos; que los graficos
generados por el programa de los valores de varios parametros (como la verosimilitud
del modelo o el tiempo de divergencia, entre otros) no mostraran ninguna tendencia
indicativa de que los analisis no hubieran alcanzado la convergencia o que no
muestrearan toda la zona deseada del espacio paramétrico; y que las estimas
posteriores generadas a partir de los dos sets de genealogias muestreadas que
tipicamente se generan en un anélisis de IMa2 fueran similares, lo que es indicativo de
un nivel de autocorrelacién adecuado en el anélisis. Estos analisis preliminares
indicaron también que los datos no contenian suficiente informacién como para
estimar parametros referentes a migracion ancestral, por lo que se procedi6 a estimar
unicamente la migracion existente entre las dos poblaciones actuales de interés

(Neomys anomalus milleri y N. a. anomalus).

Los anélisis finales consistieron en un total de 15 cadenas distintas que produjeron un
total de 100000 genealogias muestreadas. Se aplico el test de razon de la verosimilitud
(LRT likelihood ratio test) descrito en (Nielsen & Wakeley 2001) para comprobar si las
tasas de migracion obtenidas eran significativamente distintas de cero. Asimismo, se
emple6 también un LRT para comparar un modelo sin limites de migraciéon y uno con
ausencia total de migracion y analizar si alguno de los dos se ajustaba mejor a los datos

obtenidos.
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IV. Resultados y discusion

1.- DESARROLLO DE UN NUEVO CONJUNTO DE
MARCADORES GENOMICOS PARA LA FILOGENIA DE
ESPECIES CERCANAS DE MAMIFEROS

1.1 Resultados

1.1.1 Obtencidn del conjunto de intrones

Con el fin de seleccionar los intrones mas ttiles de cara a las filogenias de especies
cercanas de mamiferos se desarroll6 una serie de scripts en Perl para extraer los
intrones y aplicar un conjunto de filtros destinados a seleccionar las caracteristicas més

deseables de los marcadores. La figura 8 detalla todo este proceso.

Inicialmente se descargaron los genomas de humano, chimpancé, macaco Rhesus,
perro y vaca. Se extrajeron todos los intrones menores de 50.000 nucle6tidos de estos
genomas, que comprenden tres oOrdenes de mamiferos (Primates, Carnivora y
Cetartiodactyla). El ntimero total de intrones extraidos por genoma vari6 entre los
153659 de la vaca y los 173320 del perro (figura 8). Usando informacion de ortologia
extraida de la base de datos ENSEMBL, se llegd a un conjunto inicial de 11.835 intrones

ortélogos 1-1 para las cinco especies.

A continuacién se aplicaron varios filtros destinados a eliminar los intrones con un
tamafio inadecuado para su posterior amplificacion en el laboratorio. Para ello, se
seleccionaron s6lo aquellos intrones cuya longitud en Homo sapiens estaba entre 200 y
1600 nucle6tidos. Ademés, se control6 que la longitud del intréon estuviera
relativamente conservada entre las distintas especies, tomando como referencia el
tamafio del intron en humano y relajando las restricciones de variaciéon de tamano a
medida que aumentaba la distancia filogenética que separaba las especies a comparar.
Tras la aplicacion de estos filtros de tamafio, se obtuvo un total de 2750 intrones. Por
otro lado, se eliminaron también los intrones que estaban flanqueados por algin exén
de menos de 40 nucledtidos, ya que se considero que el disefio de cebadores de PCR en
estos exones cortos seria complicado. Con este filtro se eliminé el 5.2 % de los intrones

presentes previamente a este filtro.

Se comproboé la presencia de intrones duplicados mediante bisquedas BLAST sobre los
distintos genomas, usando los exones flanqueantes a cada intréon, ya que éstos son mas
facilmente detectables por busquedas BLAST incluso en genes divergentes (Alba &
Castresana 2007). Solo se consideraron intrones de copia tinica aquellos que tenian sus

dos exones flanqueantes presentes una unica vez en cada uno de los cinco
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Homo sapiens genomas estudiados. Este paso descarto
Genomas Pan troglodytes
Rl aproximadamente la mitad de los intrones
Canis familiaris
con los que se contaba en ese momento,

Extraccion intrones (< 50000 pb) . .
! demostrando la amplia presencia de

Homo sapiens: 163347 intrones . .

Pan troglodytes: 160601 intrones secuencias duplicadas en los genomas de

Macaca mulatta: 158457 intrones

Bos taurus: 153659 intrones z . z

o i 173320 Infrones los mamiferos. En este punto, se disponia
| ortologia (1:1) de un total de 1344 intrones con un filtro

11835 intrones preliminar de ortologia, y que por tanto

} Seleccion tamafio (200-1600 pb) podian ser usados para estudiar diferentes

4849 intrones

procesos evolutivos. Sin embargo, para

l Conservacion de tamaio en especies . . L.
conseguir que estos intrones fueran utiles

2750 intrones . . .
de cara a las filogenias de especies
¢ Filtro tamafio exones flanqueantes (> 40 pb)

: cercanas, se aplicaron una serie de filtros
2608 intrones

* Filtro genes copia tnica (e < 10-4) adicionales.

1344 intrones

{ Filtro reloj molecular (K score <0.1) El siguiente paso fue eliminar intrones

cuya tasa evolutiva no se ajustara a la
Filtro divergencia (scaling factor < 1.15)
; (primates longitud ramas global del genoma por presentar

total > 0.075 subs./pos.)

aceleraciones o deceleraciones en alguno
‘ Inspeccioén visual

de los linajes. Se construyé un arbol

filogenético con los 1344 intrones
Figura 8. Esquema de los procesos de extracciony ortologos de copia tnica disponibles, que
filtrado de los intrones (pb = pares de bases; , )
subs/pos = sustituciones/posicion). se us6 para representar la referencia de la

evolucion global del genoma (figura 9).

Después se compard cada uno de los intrones individuales con este arbol de referencia
usando la medida del K tree score. Se estableci6é un valor maximo de este estadistico de
0.1 se descartaron todos los intrones que daban un valor superior, lo que indicaria que
presentaban importantes diferencias a nivel de topologia y longitud relativa de ramas al
compararlos con el arbol de referencia. Esto supuso descartar el 34% de los intrones

que habia antes de este filtro.

Seguidamente, se excluyeron los intrones mas conservados, que podrian realizar alguna
funcién y por tanto no ser suficientemente variables para ser empleados como
marcadores moleculares en filogenias de especies cercanas. Se emplearon dos medidas
como criterios de divergencia: el scaling factor, que representa la divergencia global (y

cuyo limite inferior se fijo en 1.15; ver Métodos) y la divergencia medida en las ramas de
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. .. . primates (en este caso el minimo fue de 0.075
Canis familiaris

sustituciones por posicion). El resultado final

de este filtro para eliminar los intrones mas
Bos taurus

r Macaca mulatta

Pan troglodytes

conservados fue un conjunto de 225 intrones
(figura 8).

Por tultimo, se procedi6 a la inspeccion visual
de los 225 alineamientos y arboles
filogenéticos  para  detectar  cualquier

Homo sapiens
secuencia mal alineada debido a defectos en el

. | proceso de anotacion o a asignaciones de

I |
0 0.1 0.2 . o
Distancia genética (substituciones/posicion) ~ Ortologia incorrectas. En este ultimo filtro se
) ; ! L .. eliminé un unico intréon. El conjunto final
Figura 9. Arbol filogenético (méaxima
verosimilitud) de referencia que representa la resultante fue de 224 marcadores

evoluciéon global del genoma. La raiz fue

colocada en el punto medio del arbol. filogenéticos seleccionados para la filogenia
de especies cercanas, facilmente amplificables

por PCR, variables y distribuidos por todo el genoma. Curiosamente, en este conjunto

final esta presente el intron 1 de la transtiretina (TTR), que es uno de los intrones mas

usados tradicionalmente en los estudios filogenéticos de mamiferos.

1.1.2. Andlisis de las caracteristicas genomicas del conjunto de intrones

La localizacion genémica de los 224 intrones en Homo sapiens se muestra en la figura
10. Todos los cromosomas tienen al menos un intrén representado en el conjunto final,
excepto el cromosoma 22 y el Y. Este altimo caso es esperable, ya que las secuencias
correspondientes al cromosoma sexual masculino no estaban disponibles para los
genomas de macaco Rhesus, vaca y perro. Por otro lado, s6lo hay un tnico intron
localizado en el cromosoma X humano. La mayoria del resto de los intrones
pertenecientes a este cromosoma fueron descartados durante el proceso de filtrado (en

su mayor parte en el test de copia tinica y en el filtro final de divergencia).
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Se analizaron las secuencias repetitivas en los
intrones con el programa RepeatMasker y se
'] hallaron en 163 de los 224 intrones. En su
mayor parte (un 70%) estas secuencias

correspondieron a  SINEs (elementos

[0

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 nucleares dispersos cortos, Short Interspersed
Nuclear Elements), seguidos de LINEs
(elementos nucleares dispersos largos o Long

ﬁ ﬁ H H ﬁ ﬂ ﬁ Interspersed Nuclear Elements), que estaban
Y

17 18 19 20 21 22 X .
1415 16 819 presentes en el 26% de los intrones que

Figura 10. Cariotipo humano con la localizacién portaban algin tipo de secuencia repetitiva.
genémica de los genes a los que pertenecen los . . .
224 intrones del conjunto final. Las secuencias repetitivas constituian, en
promedio, el 16% de la secuencia de los
intrones que las portaban. Este tipo de secuencias evolucionan normalmente siguiendo
un patréon neutro, mediante mutaciones puntuales, y por tanto su presencia no supone
problema alguno para su inclusiéon en los analisis basados en secuencias que asumen
modelos de sustitucidon nucleotidica tradicional. Si todos los organismos analizados
presentan el elemento repetitivo (que seria la situacion mas probable en el caso de
especies cercanas), este fragmento puede ser empleado con normalidad, como
cualquier otra secuencia. Por el contrario, en los casos en los que no todas las
secuencias presentan la secuencia repetitiva, se comprob6 que los programas de
alineamiento multiple no mostraban ninguna dificultad al alinear este tipo de
secuencias, pudiéndose por tanto emplear con normalidad en analisis filogenéticos

posteriores.

Los microsatélites, sin embargo, si pueden llegar a ser mas problematicos. Estos se
definen como dos o0 mas copias contiguas e idénticas (o aproximadamente idénticas) de
un patroén de 1 a 6 nucledtidos. Los microsatélites, al contrario que lo expuesto para las
secuencias repetitivas, evolucionan por un mecanismo de deslizamiento (slippage) en
lugar de por mutaciones puntuales, y por ello no deben ser usados con los métodos
filogenéticos o de coalescencia que asumen este tipo de modelos de sustituciéon. Por
consiguiente, se comprobo6 su presencia en los 224 intrones mediante un analisis con el
programa Tandem Repeats Finder. El resultado fue que 43 de ellos mostraban algtin
microsatélite en al menos una de las cinco especies analizadas. En general los
microsatélites son exclusivos de un linaje, por lo que su presencia en una especie
determinada no implica necesariamente que ocurra en otras especies. Por este motivo,

no se eliminaron los intrones con microsatélites presentes en alguna de las cinco
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especies. Sin embargo, si este tipo de repeticiones aparecieran en el intrén de la especie
que se quiera estudiar, podria ser recomendable descartar este intrén para analisis
posteriores. Otra opciéon seria eliminar las posiciones correspondientes a los
microsatélites de los alineamientos correspondientes para poder emplear entonces

programas que asumen mecanismos de evolucion basados en mutaciones puntuales.

1.1.3. Analisis de las distancias genéticas y los polimorfismos de nucleétido
simples (SNPs)

Con el objetivo de caracterizar el grado de variabilidad de los 224 intrones obtenidos
con respecto a los conjuntos de los que se partieron antes de la aplicaciéon de los
sucesivos filtros y con el fin de determinar la eficacia de éstos, se estimd, como medida
de la divergencia intrénica, la distancia genética entre humano y chimpancé para cada
intron. Esta distancia se estim6 sobre arboles filogenéticos de maxima verosimilitud
construidos a partir de alineamientos de humano, chimpancé y macaco. Se compararon
asi las distancias obtenidas para cada uno de los 224 intrones con las obtenidas en los
conjuntos de los distintos pasos de filtrado de los intrones (figura 11). La divergencia
media resultante en 3 de los conjuntos iniciales (los 2750 intrones ortoélogos filtrados
por tamaio; los 1344 intrones de copia tnica y los 890 intrones que pasaron el test de
evolucion neutra) fue de alrededor de 0.011 sustituciones/posicion. Como era
esperable, después de la aplicacion del filtro de divergencia, en los 224 intrones la

divergencia media aumento, pero so6lo ligeramente, hasta 0.014 sustituciones/posicion.

En lo referente a los datos de polimorfismos, se calcul6 el nimero de polimorfismos de
nucledtido simples (SNPs) presentes en cada intron. La media de SNPs presentes en los
224 intrones del conjunto final fue de 4.35, frente a 3.19 en el conjunto inicial de 2750
intrones ortoélogos filtrados por tamafno. Estos resultados absolutos se escalaron,
dividiendo el nimero de SNPs en un intrén entre su longitud para obtener la densidad
de SNPs. Con esta nueva medida, las diferencias entre los conjuntos comparados se
mantuvieron: en el conjunto final era de 0.0055 SNPs por nucleétido frente a 0.0043
en el conjunto inicial. Por consiguiente, y a pesar de no haber empleado medidas
directas de polimorfismo en los filtros, los intrones seleccionados también son
ligeramente mas variables intraespecificamente que la media del genoma, lo que

prueba de nuevo su utilidad en estudios filogenéticos de especies cercanas.
Ademaés, se compar6 también la distancia genética entre humano y chimpancé

mostrada por cada intrén con la calculada usando el citocromo b, que es el marcador

molecular mas empleado en filogenia de mamiferos (Castresana 2001). Para ello, se
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Figura 11. Distancias genéticas entre humano y
chimpancé medidas sobre el arbol de las secuencias
de primates correspondientes a distintos conjuntos:
(A) 2750 intrones ort6logos con limites de tamano
impuestos, (B) 1344 intrones de copia tnica, (C)
890 intrones con evolucién “neutra”, y (D) el
conjunto final de 224 intrones.
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construyo, de forma similar a lo realizado
con los intrones, un arbol filogenético
con las secuencias de citocromo b de
Homo sapiens, Pan troglodytes y
Macaca mulatta. La distancia patristica
medida para el citocromo b fue de 0.169
sustituciones por posicion, lo que implica
que el conjunto final de 224 intrones
muestra, de media, una divergencia 12.1

veces menor que la del citocromo b.

Por ultimo, de igual manera, se compard
la divergencia entre humano vy
chimpancé calculada para cada intron
con la correspondiente a los exones
flanqueantes. La media de divergencia
genética resultante fue de 0.006
sustituciones/posicion. Esto se traduce
en que los intrones muestran, de media,
una divergencia 2.3 superior a la de sus

exones flanqueantes.

1.1.4 Validacion experimental de los
nuevos marcadores moleculares:
disernio de cebadores y PCR

Con el objetivo de comprobar en el
laboratorio que el conjunto de
marcadores desarrollados in silico eran
realmente utiles para su aplicacion en
filogenias de especies cercanas, se
seleccionaron por inspeccion visual 12 de

los 224 intrones para posteriormente

secuenciarlos en varias parejas de

especies de mamiferos.
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A partir de los exones flanqueantes, se disefiaron cebadores de PCR degenerados que
permitieran la amplificaciéon en el mayor ntmero de especies posible. Para ello se
construyé un alineamiento con las secuencias correspondientes a los genomas ya
analizados en este estudio (humano, chimpancé, macaco, vaca y perro), a los que se
anadieron, cuando fue posible, secuencias también obtenidas de la base de datos
ENSEMBL, y correspondientes a otras especies de mamiferos cuyos genomas estaban

secuenciados con una cobertura inferior.

Para probar estos cebadores, se us6 ADN gen6mico de seis especies de mamiferos: el
murciélago ratonero gris ibérico (Myotis escalerai), el orangutan de Borneo (Pongo
pygmaeus), el leopardo de las nieves (Uncia uncia), el tigre (Panthera tigris), la
comadreja (Mustela nivalis) y el turon (Mustela putorius). Este grupo de especies,
junto a las ya disponibles en las bases de datos, incluia varios pares de especies

cercanas de distintos 6rdenes de mamiferos.

La tabla 2 muestra los cebadores empleados y los resultados de la amplificaciéon en el
panel de especies. De los 12 intrones para los que se disefiaron cebadores degenerados,
5 de ellos no produjeron una tnica banda del tamafio esperado en la reaccion de PCR
en alguna de las muestras tras sucesivas optimizaciones (como variaciones en la
temperatura de alineamiento y otras modificaciones de las condiciones de la reaccion
de amplificacién) y fueron, por tanto, descartados. En estos casos se engloban tanto
amplificaciones de miltiples productos de PCR (visualizadas en forma de smear en el
gel de agarosa), que pueden deberse a la existencia de duplicaciones génicas en un
linaje determinado, como amplificaciones de productos de una longitud excesiva,
superior a 2000 pares de bases. Los 7 intrones restantes produjeron una tnica banda
de PCR secuenciable y del rango de tamanos esperados, si bien en muchas ocasiones la
temperatura de hibridacion de la PCR hubo de ser optimizada individualmente para
cada especie testada. Ademas, en algunos casos, como el intron SLC38A7-8 para
Panthera tigris y CARHSP-1 y PNPO-3 para Myotis escalerai, se tuvieron que disefiar

cebadores especificos para mejorar la reaccion de PCR o la secuenciacion posterior.

En todos los casos, las reacciones de PCR fueron secuenciadas y se compar6 la
secuencia obtenida con las ortélogas de otras especies, para corroborar asi que se habia
amplificado realmente el intron buscado. Ademas, para resolver las ambigiiedades
presentes en algunas bases nucleotidicas secuenciadas, se obtuvo mediante clonaje en
vectores plasmidicos la secuencia exacta de uno de los alelos para cada uno de los

intrones.
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Tabla 2. Intrones seleccionados para su amplificacion y secuenciado en seis especies, y resultado final. El nombre
del intrén estd tomado del nombre del gen segin el HUGO Gene Nomenclature Committee (Comité de
Nomenclatura de Genes del Genoma Humano) seguido de un guién y del nimero del intrén. En la columna de
resultados, el simbolo (+) indica secuenciacion correcta en todo el panel de especies; (1), amplificacion inespecifica
en una especie; (2), amplificaciéon inespecifica en varias especies; (3), intréon de un tamafio excesivo en alguna
especie; (4), banda de PCR miiltiple en alguna especie.

Non}bre del EéN%iél(\)lBL {‘;’Iflgitud Secuencia cebadores Resultado
intron TS (Forward y Reverse)

SLcgsars | Nsooooomososs |57 | Reveeiroeserocroerr -
COPS7A-4 ENSG00000111652 952 i‘éﬁéﬁf éggg&céﬁ%%cc%?fc‘g A +
CARHSP1-1 ENSG00000153048 698 é%ﬁ%%ﬁ%%%%%%%%%ﬁgG A +
GAD2-1 ENSG00000136750 724 ;}gggggggggggggfggzgggg +
JMJD5-2 ENSG00000155666 1124 ?gi?gﬁggggﬁgiggg&iﬁ%ﬁ% +
GAD2-3 ENSG00000136750 1051 gggﬁ%é%%ig&Yéc%%égﬁg (1)
CLCN6-17 ENSG00000011021 1376 g%gggg%%%ﬁ%%ﬁggfggg (2)
rrs | Exsconooonosiss [o | DSTACTRGACIOMANGAA | ()
CSE1L-12 ENSG00000124207 1496 %ﬁ%?&gg gﬁ%ﬁ%%?gﬁg A 3)
TBC1D21-8 ENSG00000167139 1007 gi}g&%g%ggég%i%gg%&%cch (4)

1.1.5 Uso de los intrones seleccionados como marcadores para la filogenia de
especies cercanas

Los siete intrones secuenciados se unieron a las secuencias ortélogas correspondientes
a los genomas ya analizados de humano, chimpancé, macaco Rhesus, vaca y perro, asi
como a las correspondientes a los genomas del orangutan de Sumatra (Pongo abelii), el
caballo (Equus caballus) y el miotis norteamericano (Myotis lucifugus). Este conjunto
de especies ampliado permiti6 disponer de cinco parejas de especies cercanas de
mamiferos, pertenecientes a cuatro familias distintas: Mustelidae, con la pareja
Mustela nivalis y M. putorius, con un tiempo de divergencia estimado de 2.8 millones
de afnos (Koepfli et al. 2008); Felidae, con Panthera tigris y Uncia uncia, cuya
separacion se estima en 2.9 millones de afios (Johnson et al. 2006); Hominidae, de la
que se incluyeron la pareja Pongo pygmaeus y P. abelii (3.8 millones de afios; (Raaum

et al. 2005)) y la pareja Homo sapiens y Pan troglodytes (6 millones de afios; (Kumar
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et al. 2005)); y, por ultimo, la familia Vespertilionidae, con Myotis lucifugus y M.
escalerai, cuyos linajes se separaron hace 12.2 millones de afios (Stadelmann et al.

2007).

Las secuencias obtenidas para cada uno de los intrones siempre presentaban
diferencias entre todos los miembros de las parejas de especies cercanas, excepto en el
caso del intron PNPO-3, cuya secuencia en los dos orangutanes fue idéntica. Esto puede
ser debido a la existencia de flujo génico reciente entre estas dos especies, a
constricciones en la evolucidon de este marcador en este linaje o a factores estocasticos
que impliquen que, por azar, no se han producido mutaciones en ninguna de las dos
especies desde su separacion. En el resto de los casos analizados se encontr6 al menos

una diferencia nucleotidica entre las secuencias de las especies cercanas.

A continuacion se procedi6 a la reconstruccion filogenética por maxima verosimilitud
de cada uno de los 7 intrones (figura 12). Se obtuvieron asi filogenias congruentes con
la taxonomia aceptada para los mamiferos, particularmente a niveles intraordinales. A
niveles supraordinales, en cambio, se observo que las relaciones entre los 4 6rdenes de
laurasiaterios estudiados (Carnivora, Perissodactyla, Cetartiodactyla y Chiroptera) no
estan bien resueltas, y hay varias alternativas topologicas en los distintos arboles
filogenéticos de los intrones. Esto indica, como ya se ha demostrado, que los intrones
individuales pueden no contener suficiente senal filogenética para reconstruir la
historia de las relaciones interordinales de los mamiferos (Murphy et al. 2004)
(Springer et al. 2004). Cabe destacar que se encontraron importantes diferencias en la
divergencia global de los arboles filogenéticos obtenidos para los intrones. Como se
puede percibir observando la escala de los arboles, los ejemplos méas extremos de estas
diferencias son, por un lado, GAD2-1 y OSTA-5, que son los intrones con una evoluciéon

mas lenta y, por otro, JMJD5-2, que es el intron mas rapido.
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Figura 12. Arboles filogenéticos de méxima verosimilitud de siete intrones seleccionados.
Las especies sombreadas indican nuevas secuencias obtenidas en este estudio y los
corchetes senalan las parejas de especies cercanas analizadas. La raiz fue colocada en el 7%
de la rama que separa los primates de los laurasiaterios (coincidiendo con el punto medio
del 4rbol genémico global). Todos los arboles estan dibujados a la misma escala.
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Para valorar de forma maéas precisa las caracteristicas de los siete intrones como
marcadores para la filogenia de especies cercanas, se construyeron nuevos
alineamientos para cada una de las parejas y se midieron las distancias genéticas que
las separaban. De esta forma se evitaron problemas asociados a la inclusion de especies
demasiado divergentes a la hora de medir las distancias genéticas. La figura 13 muestra
las divergencias calculadas para cada intron en las cinco parejas. Como era esperable,
las parejas separadas por una divergencia mayor (como el caso de los murciélagos)
acumulan mayor nimero de sustituciones que las especies mas cercanas como la pareja
de félidos. También cabe destacar la gran variabilidad existente en la divergencia

intréonica acumulada por cada marcador al comparar las distintas parejas de especies.

0.08

Il sLc3sa7-8
[l coPs7A-4
0.06— B CARHsP1-1
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Distnancia genética intronica
(substituciones/posicién)

Figura 13. Distancias por pares de maxima verosimilitud para los diferentes intrones en las
parejas de especies cercanas analizadas.

1.2 Discusion

1.2.1 Caracteristicas del conjunto final de intrones

Mediante una serie de filtros aplicados al total de los intrones ort6logos de mamiferos,
se seleccion6 un conjunto de 224 intrones con caracteristicas adecuadas para su uso en
filogenia de especies cercanas de mamiferos. En este sentido, cabe destacar que los
filtros seleccionados permitieron evitar seleccionar intrones presentes en més de una
copia en el genoma. Los genomas de los mamiferos tienen un gran ntmero de genes
duplicados debido a diferentes procesos de duplicacion a nivel génico o genoémico
ocurridos durante su historia evolutiva (Zhou & Mishra 2005). Estos genes podrian
constituir un problema ya que los cebadores disefiados podrian hibridar en varios
lugares del genoma, dando lugar a varios productos de PCR. Ademas, también se
eliminaron los intrones cuyas tasas evolutivas no se ajustaran a las globales del genoma
y presentaran aceleraciones o deceleraciones en algin grupo de organismos. Estos
cambios en la tasa evolutiva en un linaje en particular podrian explicarse por

fenémenos como cambios de funcidén o de localizacion cromosémica, por ejemplo.
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Igualmente se descartaron asi paralogos ocultos que no hubieran sido detectados por
los filtros anteriores. También fue fundamental descartar los intrones mas
conservados. Esto se puede comprobar en la figura 11, que representa la divergencia
estimada para los intrones a lo largo de los distintos procesos de filtrado. En concreto,
es apreciable la disminucion relativa del tamafio de la primera barra del histograma de
la figura correspondiente al conjunto de 224 intrones (figura 11D), que representaria a
los intrones mas conservados y que por tanto han acumulado menor divergencia.
Probablemente, se trata de intrones implicados en alguna funciéon importante, lo que
impone constrefiimientos que impide que tenga lugar variacion. Por tanto, este tipo de
intrones no son ttiles en las filogenias de especies cercanas. Por otro lado, y a pesar de
no haber empleado medidas de polimorfismo en los filtros, los intrones seleccionados
también son ligeramente mas variables intraespecificamente que la media del genoma,
ya que contienen mas SNPs de lo esperado, lo que prueba de nuevo su utilidad en

estudios filogenéticos de especies cercanas

1.2.1 Utilidad experimental de los intrones seleccionados para la filogenia de
especies cercanas

Mediante la amplificacion en laboratorio de varios intrones, se determiné que una
buena parte de los marcadores testados fue efectivamente amplificable (tabla 2), con
optimizaciones minimas, en un grupo variado de especies correspondientes a varios
ordenes de mamiferos. De cara a la aplicacion de estos marcadores en estudios
posteriores de filogenia y filogeografia, es importante destacar que la tasa de éxito de
amplificacion de los marcadores dependera, logicamente, de la especie escogida. Sin
embargo, por norma general, cabria esperar que sean necesarios pequefios ajustes
como variaciones en la temperatura de hibridaciéon de la PCR o modificaciones en la
especificidad de los cebadores variando el grado de degeneracion de los aqui
propuestos. Ademas, también se debe tener en cuenta que el objetivo de los cebadores
disenados era conseguir el mayor grado de amplificacion interespecifica posible para
poderlos emplear en un gran nimero de 6rdenes de mamiferos. Sin embargo, en
estudios centrados en taxones méas reducidos, como familias o géneros, puede resultar
conveniente ajustar la especificidad y conseguir asi reacciones de amplificacion y

secuenciacion mas eficaces.

Por otro lado, la variabilidad acumulada entre las distintas parejas especies para los
marcadores amplificados revel6 la ausencia de patrones claros en la acumulaciéon de
estas diferencias (figura 13). Esto sugiere que no es posible predecir que un intrén con

muchas sustituciones en un linaje determinado las tendra igualmente en otro linaje no
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muy relacionado. Por ejemplo, los intrones méas divergentes (y por tanto, mas
informativos) en la pareja humano — chimpancé son CARHSP-1 y OSTA-5, mientras
que para la pareja comadreja — turéon serian SLC38A7-8 y COPS7A-4. Ademas, el
intron JMJD5-2, que, como ya se ha comentado (figura 12), era el de mayor divergencia
global calculada para los mamiferos no es siempre el mas variable en las cinco parejas
de especies. Por tanto, los intrones mas variables son diferentes para cada linaje. Esto
puede ser debido a la estocasticidad de las mutaciones, que afecta de forma especial a
las ramas cortas, y también a diferencias en los tamafios poblacionales y a la presencia
de polimorfismos ancestrales, que pueden constituir una importante parte de la
divergencia existente entre genes de especies cercanas (Zhang & Hewitt 2003; Edwards
& Beerli 2000). Por consiguiente, y dado que todos los intrones analizados resultaron
ser suficientemente variables, puede no ser necesario primar el uso de intrones con
tasas de evolucion globales superiores en el conjunto de mamiferos o en un linaje
concreto y no relacionado con los taxa de estudio. En cambio, seria mas adecuado usar
un numero suficiente de intrones no ligados para atenuar los problemas estocasticos
asociados a los procesos mutacionales y de coalescencia, especialmente importantes

para las secuencias nucleares.
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2. FILOGEOGRAFIA DEL DESMAN IBERICO EMPLEANDO
DATOS MITOCONDRIALES Y NUCLEARES

2.1 Resultados

2.1.1. Anadlisis filogeografico mitocondrial

Se obtuvieron 134 muestras de desméan ibérico recolectadas de 115 localidades que
abarcaban gran parte de la distribucion de la especie y todas las cuencas hidrograficas
del area (tabla A3) (figura 14A). Para cada muestra, se obtuvo la secuencia completa del
citocromo b y un fragmento del D-loop, llegando la concatenaciéon de ambas a un total
de 1482 bases nucleotidicas. Se obtuvo un total de 35 haplotipos distintos. La
genealogia haplotipica correspondiente reconstruida a partir de un arbol filogenético de
méaxima verosimilitud (figura 14B) y un arbol calculado aplicando inferencia bayesiana
y un reloj molecular (figura 14C) revelaron la presencia de cuatro clados o linajes
mitocondriales distintos, denominados aqui A1, A2, B1 y B2. Ademas, se hall6 una
importante correspondencia entre la pertenencia de las muestras a un clado
mitocondrial determinado y su localizacion geografica, lo que determin6é una
distribucion parapatrica de estos linajes. Atn asi, se encontr6 cierta mezcla de
haplotipos en la zona de contacto de los linajes B1 y B2 en la parte oriental de la
Cordillera Cantabrica. Sin embargo, el patron mas destacable se observo en la zona de
contacto entre los linajes A2 y B1, situada en el centro del Sistema Ibérico, en la que los
individuos correspondientes a ambos clados estan separados por una estrecha franja de
pocos kilometros, sin que se haya encontrado hasta ahora intercambio alguno de

haplotipos en las muestras secuenciadas.

La posicion de la raiz en el arbol filogenético es importante para entender la evolucion
de las poblaciones de desman y poder evaluar la importancia relativa de las zonas de
contacto. Sin embargo, en este caso, la secuencia de la especie mas cercana, D.
moschata, presenta demasiada divergencia como para ser empleada como un grupo
externo adecuado. El arbol enraizado que se obtuvo a partir del analisis bayesiano
senalaba un alto soporte estadistico para la agrupacion de los clados B1 y B2, pero no
asi para la agrupacion de A1 y A2. Por ello, se analizaron de forma detallada las
secuencias proteicas deducidas de las secuencias obtenidas del citocromo b, incluyendo
ademas las correspondientes a D. moschata (que si pueden resultar informativas a
nivel proteico) y otras especies de talpidos. Asi, se comprob6 que uno de los pocos
cambios aminoacidicos encontrados en esta filogenia era compartido exclusivamente
por todas las secuencias de los clados A1 y A2, localizado en la posicion 329 de la

proteina (figura 15). Por tanto, ya que un cambio no sinénimo (de alanina a treonina,
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brica

B2 0.001

Figura 14. (A) Mapa de la Peninsula Ibérica que muestra las 134 muestras de G. pyrenaicus usadas en
este estudio. El area sombreada representa la distribucién histdrica de la especie de acuerdo a diversas
fuentes de datos. Los colores de las muestras indican los cuatro clados mitocondriales obtenidos en los
andlisis filogenéticos (A1, A2, B1 y B2). La tinica localidad con dos muestras pertenecientes a clados
distintos (B1 y B2) se muestra con los dos colores correspondientes. La linea de color purpura indica la
barrera genética identificada con el algoritmo de Méxima Diferenciacion de Monmonier. (B)
Genealogia haplotipica de las secuencias mitocondriales concatenadas basada en un arbol de maxima
verosimilitud. Los circulos representan haplotipos, siendo el tamafio proporcional al nimero de
individuos. Los puntos negros representan posibles haplotipos intermedios no muestreados. (C) Arbol
de inferencia bayesiana de las mismas secuencias. Se muestran las probabilidades posteriores de los
clados relevantes
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concretamente) es muy raro, debe haber ocurrido una sola vez, en el linaje que lleva
desde el ancestro comin de A1 y A2 hasta el ancestro de todos los linajes
mitocondriales de desman. Por consiguiente, esta sustitucion aminoacidica soporta la
topologia indicada en la Figura 14C como la mas probable para representar las
relaciones filogenéticas entre los cuatro linajes mitocondriales hallados en la especie.
Ademaés, y también de acuerdo a esta posicion de la raiz, que indicaria que la mayor
divergencia deberia ocurrir entre los grupos de clados A (que contiene A1y A2) y B (con
B1 y B2), el algoritmo de méxima diferencia de Monmonier identificoé la mayor
distancia genética precisamente en las dos zonas de contacto de estas dos agrupaciones

de clados (figura 14A).
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Figura 15. Reconstruccién por parsimonia de los cambios aminoacidicos a lo largo de la
filogenia del citocromo b de los linajes de los talpidos y G. pyrenaicus. Los estados
actuales de los aminoacidos en la posiciéon 329 de la proteina para cada especie se
muestran en color azul, al igual que los estados ancestrales deducidos para cada nodo.
Los dos cambios deducidos para esta posicion se representan por una barra vertical en
las ramas correspondientes. Para cada cambio, se muestra la posicién en el coddén y la
susticion aminoacidica. El cambio compartido por los linajes A1 y A2 aparece en color
rojo.

2.1.2. Diversidad genética mitocondrial

La diversidad genética total del desman ibérico calculada a partir de las secuencias
mitocondriales concatenadas es relativamente baja (tabla 3), con un valor de diversidad
nucleotidica (n) de 0.0073 (para efectos comparativos, el resultado calculado
unicamente a partir del citocromo b es de 0.006). Los valores de diversidad
correspondientes a cada clado presentaron importantes diferencias entre si, de hasta
un orden de magnitud entre el clado mas diverso (el A1) y el menos diverso (B2).
Ademaés, se detectdé una expansion poblacional significativa en el clado A1 con los
estadisticos R2 y Fs de Fu, pero no con la D de Tajima. En este sentido, se ha sugerido

que la D de Tajima puede no ser el estadistico adecuado para detectar este tipo de
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fenomenos en algunas condiciones, mientras que R2 y Fs de Fu han sido empleados
para detectar desviaciones de un modelo de tamafio poblacional constante bajo una

gran variedad de condiciones.

El uso de excrementos podria llevar a una subestima de los valores de diversidad
genética si se emplearan muestras del mismo individuo. En este estudio, como se
menciona en el apartado III.2.1.1, se seleccionaron s6lo excrementos separados al
menos por 1 kilbmetro para evitar este problema, si bien también se incluyeron algunas
muestras separadas por distancias inferiores si los haplotipos obtenidos eran distintos.
Para comprobar si este esquema de seleccion de muestras podria estar generando una
muestra sesgada, se calcul6 la diversidad genética de forma separada para excrementos
y tejidos (tabla 3). Los resultados fueron muy similares para ambos conjuntos de datos,
y también al compararlos con el total. Cuando los cuatros clados fueron analizados de
igual manera, los valores de diversidad nucleotidica resultantes también eran muy
parecidos, excepto para el clado A2 (probablemente debido al bajo tamafio muestral de
este clado). Estos resultados indicaron que el esquema de muestreo de recoleccion de

excrementos no introdujo sesgo alguno en los resultados de diversidad genética.

Tabla 3. Diversidad genética mitocondrial y estadisticos de expansién poblacional de las secuencias
concatenada del citocromo b y el fragmento del D-loop. Los célculos se realizaron para toda la especie y
para los cuatro clados derivados de los analisis filogeograficos mitocondriales.

N = namero de secuencias; S = nimero de sitios segregantes; h = nimero de haplotipos; Hd = diversidad
haplotipica; Ro = estadistico R2 de Ramos & Rozas. Las desviaciones significativas (p < 0.05) del modelo
se indican con un asterisco.

Parametro | Total A1 A2 B1 B2

N 134 48 16 29 41

S 72 40 7 15 4

h 44 25 4 10 5

Hd 0.935 0.927 0.592 0.842 0.534
4 0.0073 0.0036 0.0016 0.0024 0.0004
n (Tejidos) | 0.0070 0.0038 0.0016 0.0028 0.0004
n (Heces) 0.0071 0.0029 0.0002 0.0024 0.0004
D Tajima -0.545 -1.399 0.416 -0.202 -0.832
R2 0.074 0.062 (*) 0.163 0.112 0.083

Para apreciar mejor las diferencias en diversidad genética existentes a lo largo de todo
el rango de distribucion del desméan, se calcularon los valores de © para cada localidad,
de forma que, para cada una de ellas, se incluyeron en el calculo todas las muestras
presentes en un circulo de radio de aproximadamente 100 km. El mapa de contornos
derivado de estos calculos demuestra claramente que los mayores valores de diversidad

ocurren en el noroeste de la Peninsula Ibérica (figura 16). A partir de esta area, los
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valores de diversidad disminuyen gradualmente hacia las partes mas orientales de la
distribucion del desméan, alcanzando valores minimos en los Pirineos. En este grafico,
solo se consideraron muestras del mismo linaje mitocondrial a la hora de calcular « en
cada localidad. Si, por el contrario, se incluyeran también las muestras pertenecientes a
linajes en contacto secundario, el grafico cambiaria y las zonas de mayor diversidad

serian, l6gicamente, las zonas de contacto entre los linajes (no mostrado)

0.00477

Diversidad
nucleotidica

()

0.00212

0

Figura 16. Mapa de contornos de la diversidad genética (x) de G. pyrenaicus. Sdlo se consideraron
muestras del mismo linaje mitocondrial para calcular = en cada localidad. Los colores indican la
diversidad genética calculada. Para los puntos de muestreo, se us6 un color diferente para cada haplotipo
y, por tanto, una mayor variedad de colores en un area también indica mayor diversidad. Los puntos de
muestreo se reposicionaron aleatoriamente en un radio de 5 km para poder mostrar las muestras de la
misma localidad.

Por dltimo, se analiz6 ademas la estructura de la diversidad genética mediante un
analisis de la varianza molecular (AMOVA). Al agrupar las muestras de desman de
acuerdo a su cuenca hidrografica (figura 17), se hall6 que estas agrupaciones explicaban
un 32% de la variacion genética. Sin embargo, este valor podria estar aumentado
artificialmente por una elevada correlacion entre las distancias genéticas y las
geograficas (r = 0.5, p = 0.001), que indica que existe un pronunciado patrén de
aislamiento por distancia (isolation by distance) en este sistema (Meirmans 2012).
Restringiendo este anélisis al clado A1, donde el efecto del aislamiento por distancia es
mucho menor (r = 0.15, p = 0.017), s6lo el 15.6% de la variacion genética fue explicado

por el agrupamiento de muestras siguiendo los sistemas fluviales principales.
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Figura 17. Muestras de G. pyrenaicus agrupadas por cuencas para el analisis AMOVA

2.1.3. Diversidad genética nuclear

Para un total de 29 desmanes procedentes de los cuatro clados mitocondriales, se
secuenciaron ocho intrones nucleares (Igea et al. 2010), seleccionados por presentar
evolucion neutra y rapida. La idoneidad de estos intrones para este estudio se
comprob6 al detectar un importante nimero de diferencias entre las secuencias de
Galemys pyrenaicus y Desmana moschata, descartandose asi que estuvieran sujetos a
conservacion funcional en el linaje de los desmaninos. Sin embargo, el anAalisis
intraespecifico de las secuencias obtenidas de estos intrones reveldé que solo cinco de
ellos mostraban variabilidad en G. pyrenaicus (figura 18). Ademas, el nimero de alelos
distintos para cada locus era muy bajo. Por consiguiente, la diversidad nucleotidica
media de los intrones fue muy baja (= = 0.00034, tabla 4). Del total de 232 intrones
secuenciados, unicamente 10 resultaron heterocigotos (lo que supone una
heterocigosidad media de 0.043), y cada uno de ellos s6lo contaba con una posicion
variable. Se examinaron también las diferencias a nivel de diversidad genética nuclear
entre los distintos clados mitocondriales y, de nuevo, la mayor diversidad se observo en

las muestras pertenecientes al clado A1 (tabla 4).
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ACOX2-intron-3 COPS7A-intron-4 DHRS3-intron-3 LANCL1-intron-4 PRPF31-intron-3

LR X X R

Figura 18. Genealogias haplotipicas de los cinco intrones que presentaron variabilidad en G. pyrenaicus.
El tamano de los circulos es proporcional al nimero de individuos. Los colores indican los cuatro linajes
mitocondriales (A1, A2, B1y B2) a los que pertenecen los individuos.

A1.

B1 [ |
B2

Tabla 4. Diversidad genética nuclear (n) de los 8 marcadores nucleares calculados para la especie y para los
cuatro clados derivados del anélisis filogeografico mitocondrial

Intron Total A1 A2 B1 B2
ACOX2-3 0.00009 0.00022 0o 0 (o}
ACPT-4 (o} (o} (o} o o
COPS-4 0.00005 0.00013 0 0 0
DHRS3-3 0.00122 0.00155 o} 0.00206 0.00067
LANCL1-4 0.00049 0.00075 0.00127 0 0
PRPF31-3 0.00087 0.00017 0 0 0.00093
ROGDI-7 0 0 0 0 0
SMYD4-5 (o} (o} (o} o o
Media 0.00034 0.00035 0.00016 0.00026 0.00020

La comparacion de los intrones del desman ibérico con sus ortélogos en el desman ruso
permitio establecer las mutaciones derivadas en los SNPs de G. pyrenaicus. Si bien la
presencia de la mayoria de las mutaciones estaba limitada a un solo individuo, tres de
ellas estaban suficientemente dispersas por el rango geografico de la especie como para
ser informativas respecto al grado de conectividad de las poblaciones. Dos de estas
mutaciones estaban confinadas en uno solo de los linajes mitocondriales, pero una

tercera, en el intron DHRS3-3, estaba presente en tres de los clados: A1, B1y B2 (figura

19).
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Figura 19. Distribucién geografica de las variantes de 3 SNPs. Para cada espécimen, los alelos de ambos
cromosomas estan representados con dos puntos adyacentes. La mutacién derivada (deducida usando el
grupo externo Desmana) se muestra en color rojo, Algunos puntos se han desplazado latitudinalmente
para poder mostrar especimenes de la misma localidad.

2.1.4. Estima del tiempo al ancestro comiun mas reciente (tmrca) de las
secuencias mitocondriales

Para calcular el tiempo hasta el ancestro comin mas reciente de las secuencias
mitocondriales, se sigui6 un proceso en dos fases. En una fase inicial, se estim6 de
forma precisa el tiempo de divergencia entre Galemys pyrenaicus y Desmana
moschata usando las secuencias de ocho intrones nucleares junto con los ortélogos
correspondientes a ocho especies de mamiferos con genomas secuenciados. Se empleo
un analisis bayesiano con un reloj molecular relajado y una serie de fosiles de datacion
fiable como constrenimientos a priori para varios nodos del arbol filogenético.
Previamente se evalué la interaccion de los diferentes priors de calibracion, y se
comprobo6 que las distribuciones de los priors efectivos estaban incluidas dentro de las

correspondientes a los priors.

La media de la divergencia estimada entre el desman ibérico y el ruso fue de 13.9
millones de anos (figura 20A). Este valor es ligeramente superior a estimas previas
basadas s6lo en secuencias mitocondriales y con un menor nimero de calibraciones
fosiles incluidas. Sin embargo, es congruente con la presencia mas temprana en el
registro fosil de Desmaninae, fechada en 8.2 millones de afios (Fortelius 2012), si bien

de esta forma se extiende el analisis del clado unos 5 millones de anos hacia el pasado.
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Esta estima de divergencia fue incluida en la segunda parte del anélisis, que consistio
en un analisis bayesiano de secuencias de citocromo b de Galemys, Desmana y
secuencias de otros talpidos empleadas como grupo externo. La tasa evolutiva obtenida
para el citocromo b fue de 0.0145 sustituciones/posicion/Ma, y la fecha resultante para
el ancestro comun maés reciente de los haplotipos de Galemys pyrenaicus fue de 0.5
Ma, con un 95% de la maxima densidad posterior entre 0.2 y 0.8 Ma, lo que la sitiia en
el Pleistoceno Medio (figura 20B). Cabe recordar que esta fecha representa la
coalescencia de los linajes mitocondriales estudiados, pero las poblaciones pudieron
haber divergido en fechas mucho méas recientes. En definitiva, se trata de un limite

superior a la divergencia maxima de las poblaciones de desméan ibérico actuales.

82



IV. Resultados y discusion

A Pteropus vampyrus

Sus scrofa

Bos taurus

Tursiops truncatus

Equus caballus

Canis familiaris

—0—

Felis catus

Talpa occidentalis

13.9 Ma ,7 Galemys pyrenaicus

I— Desmana moschata

[ Upper | Paleocene] Eocene [ Oligocene | Miocene [ Pii[PIlg
[ CRETACEOUS | PALEOGENE I NEOGENE ___[Q|
100.0 90.0 80.0 70.0 60.0 50.0 40.0 30.0 20.0 10.0 0.0
Myr

0.3 Ma [ ;
_{[( Galemys pyrenaicus
O Desmana moschata
[ Miocene [ Pliocene | Pleistocene |
[ NEOGENE | QUATERNARY |
r T T T 1
20.0 15.0 10.0 5.0 0.0

Ma

Figura 20. (A) Datacion bayesiana con secuencias nucleares de mamiferos para estimar la divergencia de
Galemys y Desmana. Se emplearon calibraciones fosiles correspondientes a Laurasiatheria (1),
Ferungulata (2), Cetartiodactyla (3), Cetruminantia (4), Zooamata (5) y Carnivora (6). Las barras grises
indican el intervalo del 95% HPD. (B) Dataciéon bayesiana de las secuencias mitocondriales de G.
pyrenaicus usando el nodo Galemys — Desmana como punto de calibracién. Los colores indican los cuatro
linajes mitocondriales de G. pyrenaicus obtenidos en el anélisis filogeografico. No se muestran las
secuencias del grupo externo correspondientes a la subfamilia Talpinae.
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2.1.5. Modelado de la distribucién de la especie en el LGM

Con el objetivo de estudiar la relacion entre el evidente gradiente de diversidad
genética observado entre los linajes actuales de desman (figura 16) y la posible
localizacion de refugios glaciales, se construy6 un modelo de distribucion para la
especie basado en los datos de ocurrencia actuales (figura 21). Cuando se proyecto este
modelo en las condiciones del LGM, se observo que las maximas probabilidades de
presencia potencial correspondian de nuevo con la zona noroeste de la Peninsula, que

es el area con una mayor diversidad genética en la actualidad (figura 16).

'l

Probabilidad
05 8 de presencia
(LGM)

Figura 21. Distribucién potencial de G. pyrenaicus durante el Ultimo Maximo Glacial (LGM, Last Glacial
Maximum) estimada por Maxent. Los colores indican la probabilidad de presencia.

2.2 Discusion

2.2.1. Evolucion pleistocénica de las poblaciones de desman ibérico

Se han presentado una serie de evidencias sblidas que indican que las glaciaciones
pleistocénicas ejercieron una fuerte influencia en la historia evolutiva y la estructura
genética de las poblaciones del desman ibérico. En primer lugar, la filogenia de los
genes mitocondriales exhibe un claro patron geografico, con cuatro linajes
mitocondriales de marcada distribucion parapatrica. Ademas, un analisis bayesiano
usando multiples calibraciones fosiles revela que la divergencia de los clados
mitocondriales mas separados se produjo en el Pleistoceno Medio. Es probable, por
tanto, que estos linajes quedaran separados en cuatro refugios glaciales aislados (figura

22). A pesar de la existencia de varios ciclos glaciales recurrentes, se ha demostrado
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que los datos mitocondriales reflejan probablemente la primera separacion
poblacional, debido a la mezcla incompleta de los linajes en los periodos interglaciales

(Hofreiter et al. 2004).

Ademas, existen mas evidencias que apoyan que el noroeste de la Peninsula Ibérica
sirvio como el refugio principal a las poblaciones de desman. En primer lugar, los
modelos de distribucion de la especie proyectados a las condiciones del Ultimo Maximo
Glacial predicen las maximas probabilidades potenciales de ocurrencia precisamente
en esta zona de la Peninsula Ibérica (figura 21). Ademas, tal y como se esperaria en un
escenario filogeografico clasico en el que tnicamente parte de la reserva genética
perteneciente al refugio glacial coloniza nuevas areas (probablemente a través de
sucesivos cuellos de botella), la mayor diversidad genética actual se encontré en el
Noroeste de la Peninsula, disminuyendo gradualmente hacia la zona del Este. Por otra
parte, se detect6 una expansion poblacional pasada en este linaje mitocondrial. Esta
zona de la Peninsula Ibérica ha servido ademés como refugio glacial a otras especies
dependientes del medio acuatico como la salamandra rabilarga (Chioglossa lusitanica)
(Alexandrino et al. 2000). Es probable que este area presentara, por tanto, unas
condiciones 6ptimas de temperatura y pluviometria para estas especies durante los
sucesivos ciclos glaciares. Atn asi, y a pesar de la mayor importancia relativa de este
refugio para las poblaciones de desman, los datos recuperados y, en concreto, la
presencia de cuatro linajes mitocondriales con divergencias datadas en el Pleistoceno

Medio, sugieren también la presencia de otros tres refugios adicionales.

Las poblaciones pirenaicas del desman ibérico, pertenecientes al clado B2, son muy
homogéneas genéticamente, como se deduce de los minimos valores de diversidad
nuclear y mitocondrial. Por tanto, probablemente fueron originadas por la colonizacion
desde un refugio distante, sufriendo algin proceso de cuello de botella. Este refugio
pudo estar situado en el centro de la distribuciéon actual de este clado, en los Montes
Vascos, como ya se ha sugerido de acuerdo a la distribucion actual de la especie
(Aymerich & Gosalbez 2002). Desde este posible refugio, las poblaciones de este clado
pudieron haberse dispersado hacia las areas ocupadas actualmente por los individuos

del clado B1, ya que se observa mezcla de ambos clados en algunos rios en la actualidad.

Un refugio adicional, situado en la Cordilllera Cantabrica, pudo haber dado lugar a las
poblaciones englobadas en el clado B1. Tanto el 4rea de los Montes Vascos como el de la
Cordillera Cantabrica han sido postulados con anterioridad como refugios glaciales

potenciales para muchas especies, tanto de mamiferos (Deffontaine et al. 2009) como
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de plantas (Magri 2008), asociados a climas humedos. A partir de este refugio del clado
B1, también debid ser colonizada la zona noroccidental del Sistema Ibérico (Sierra de la
Demanda). Sin embargo, la dispersion, al menos a nivel mitocondrial, podria haberse
visto frenada a continuar hacia las zonas mas surorientales (sierras de Cameros, Urbion
y Cebollera), como se indica por la ausencia total de linajes de este clado en estas areas.
En este sentido, la dispersion del clado B1 hacia la parte occidental de su posible
refugio también se podria haber visto limitada, al menos en lo referente a las hembras,
pues de nuevo en este caso no se observa presencia alguna del linaje B1 en las areas

ocupadas por el clado A1.

Por ultimo, un tercer refugio situado en el Sistema Ibérico o en el Sistema Central pudo
haber dado lugar a las poblaciones del clado A2, si bien su localizacion no estaria nada
clara debido a la escasez de datos para este clado. Dada la poca distancia genética que
separa este clado al noroccidental A1, el refugio pudo estar situado en el Sistema
Central. En este caso, parte del Sistema Ibérico (las sierras de Cameros, Urbién y
Cebollera) habrian sido colonizadas recientemente, pero de nuevo la dispersion, al
menos de las hembras, no habria progresado hacia las zonas mas noroccidentales como

la Sierra de la Demanda.

La dispersion de los linajes mitocondriales a partir de sus refugios putativos periféricos
en distintas direcciones y la ausencia de areas apropiadas para la especie en la zona
central de la distribucion han creado una distribucion de forma circular (figura 22).
Ademas, y por efecto de las dispersiones interrumpidas de los distintos clados ya
explicadas, se han creado dos importantes brechas genéticas. Esto implica que hay dos
zonas de contacto entre los dos linajes principales (A y B), una en el medio del Sistema
Ibérico y otra en el medio de la Cordillera Cantabrica (figura 14A). La distribucion
historica de G. pyrenaicus (representada en gris en la figura 22) es mayor que las areas
muestreadas (mostradas en diferentes colores). En todo caso, en la mayoria de estas
zonas fuera del area de muestreo, el desman ibérico esta presente en densidades muy
bajas o incluso ha desaparecido. Por tanto, aunque parece improbable que existan otras
zonas de contacto o mezcla en esta especie, no puede descartarse completamente, y es
posible que muestreos adicionales en lugares no visitados puedan producir otros

resultados interesantes.
Por tanto, la historia evolutiva del desman coincide con un escenario de “refugios

dentro de refugios”, segtn el cual las peninsulas del Sur de Europa no pueden ser

vistas como refugios glaciales homogéneos sino mas bien como centros en los cuales se
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formaron varios refugios relativamente independientes entre si y que dieron lugar a
linajes evolutivos diferenciados dentro de las especies (Gomez & Lunt 2007). Los
resultados aqui presentados amplian esta hipotesis demostrando que las peninsulas no
solo fomentaron la creacion de complejos mecanismos de aislamiento, sino también los
procesos completos de contraccion y dispersion asociados a las glaciaciones, dejando
asi profundas huellas en la estructura genética actual de especies endémicas como el
desman ibérico. Hasta ahora, estas claras senales genéticas s6lo habian sido observadas
en especies de distribucion continental, pero en este caso quedan analizadas también a

una escala peninsular.

Figura 22. Representacion esquematica de la historia evolutiva de G. pyrenaicus. El area sombreada
representa la distribucién histérica de la especie. Las areas muestreadas de los cuatro linajes
mitocondriales se muestran en distintos colores. Las localizaciones hipotéticas de los refugios glaciales se
indican con circulos punteados dentro de la distribucion actual de cada linaje. El tamaiio de los circulos
representa la importancia relativa de los refugios, y las rutas de colonizacién se muestran por medio de
flechas.

2.2.2 Influencia de los requerimientos acudticos en la estructura genética del
desman ibérico

El desman ibérico es una especie de estrictos requerimientos acuaticos, con una gran
dependencia de aguas limpias. Por tanto, cabria esperar que estos requerimientos
tuvieran un efecto en su estructura genética, de forma que ésta estuviera muy
influenciada por los rios y las cuencas hidrograficas. Sin embargo, la proporcion de la
variacion genética atribuible a los agrupamientos por cuencas fluviales fue menor de lo
esperado seglin esta hipotesis. Aunque no se puede descartar la deteccion de mayores
niveles de diferenciacion empleando marcadores con un mayor grado de polimorfismo

genético, los resultados sugieren que, en condiciones naturales, los desmanes pueden
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cruzar facilmente de una cuenca hidrografica a otra a través de las montafnas. Por
ejemplo, se hallaron haplotipos mitocondriales idénticos a ambos lados de los Pirineos
o a ambos lados de la Cordillera Cantéabrica. Esta presencia de haplotipos idénticos
compartidos entre distintas cuencas es lo que explica la baja diferenciacion existente
entre ellas. Por tanto, se puede concluir que la estructura genética del desman ha
estado mas influenciada por la historia de las glaciaciones pleistocénicas que por su
distribucion actual de habitat, independientemente de que este héabitat especializado
esté muy fragmentado. La situacion de esta especie es, por tanto, intermedia entre
organismos estrictamente acuaticos, cuya diversidad genética estd mas determinada
por las cuencas hidrograficas (Avise 2000), y animales semiacuaticos de gran
movilidad, como la nutria europea, cuya diversidad genética no esta nada influenciada

por esas cuencas (Mucci et al. 2010).

2.2.3. Fuertes senales de aislamiento en las zonas de contacto

El descubrimiento més sorprendente en relaciéon con la estructura genética del desméan
fue la existencia de estrechas zonas de contacto entre linajes mitocondriales
divergentes en contacto secundario después de la colonizacién postglacial. En estas
zonas de contacto no se da, aparentemente, mezcla de linajes a nivel mitocondrial, lo
que crea dos brechas genéticas. La brecha genética mas pronunciada se hall6 en el
medio del Sistema Ibérico (figura 14A). Se recolectaron un total de 23 muestras en los
seis rios de la zona, y se encontraron individuos pertenecientes a los dos clados
mencionados. Estos, sin embargo, estaban completamente segregados y no se
encontraron juntos en el mismo rio en ningun caso. Por tanto, se puede trazar una linea
de separacion, que discurre a lo largo del valle del rio Najerilla, y que parece limitar la
dispersion de las hembras de desman. La segunda brecha genética afecta también a los
linajes principales A y B, y esté situada en el medio de la Cordillera Cantéabrica. Sin
embargo, a pesar de realizar varias prospecciones en esta zona, no se pudieron
encontrar mas muestras que estrecharan la distancia entre los dos clados, de forma que
no se puede determinar si existe o no mezcla de linajes a nivel mitocondrial en este
caso. En cualquier caso, la falta de penetracion de hembras de un linaje en el area de
distribucion del otro linaje es una circunstancia infrecuente, ya que aparentemente no
existen barreras a la dispersion en ninguna de las dos zonas de contacto. Se han
observado situaciones similares en otras especies (Swenson & Howard 2005),
incluyendo anfibios y reptiles de la Peninsula Ibérica (Alexandrino et al. 2000;
Godinho et al. 2008; Martinez-Solano et al. 2006; Recuero & Garcia-Paris 2011), y
también en mamiferos, como el oso pardo (Waits et al. 2000). Sin embargo, en la

mayoria de estos casos se observa cierto grado de permeabilidad a través de las zonas
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de contacto, en contraste con la situacidén observada en el desméan ibérico, mucho mas
estricta. Ademas, la zona de contacto del desméan, al contrario que en otras especies
estudiadas, ocurre entre linajes mitocondriales con una divergencia relativamente
reciente, lo que hace mas sorprendente si cabe la falta de mezcla entre ellos. Se ha
sugerido que la saturacion del habitat en las zonas de contacto podria inhibir la
migracion de las hembras (Pelletier et al. 2011; Recuero & Garcia-Paris 2011). Esto
podria explicar por qué algunas de estas especies se han dispersado a partir de refugios
glaciales durante cientos de kilometros pero actualmente parecen incapaces de cruzar

una franja estrecha de unos pocos kilometros.

El anélisis de las zonas de contacto se ha basado en datos mitocondriales y por tanto se
refiere exclusivamente a las hembras. Por tanto, no esta representada la historia de la
especie en su totalidad. De hecho, en muchas ocasiones, cuando se han complementado
los estudios con datos nucleares, se ha observado que estas barreras no eran fuertes o
ni siquiera existian para estos marcadores, lo que indica una dispersion diferencial
ligada al sexo (Godinho et al. 2008; Nater et al. 2011; Waits et al. 2000). Los datos
referentes a intrones aqui presentados no muestran suficiente variabilidad en G.
pyrenaicus como para estudiar estos aspectos en su totalidad. Sin embargo, tres
variantes de los SNPs obtenidos (figura 19) mostraron suficiente extension geografica
como para ser utiles en el analisis de la dispersion (Novembre & Ramachandran 2011).
Los tres mutantes derivados mostraban una distribucién contigua, lo que sugiere que
se trata de mutaciones de origen reciente. De hecho, una de las tres mutaciones
(presente en el intron DHRS3-3) aparece a ambos lados de la zona de contacto de la
Cordillera Cantabrica, lo que podria implicar que ha ocurrido dispersion ligada a los
machos a través de esta zona de contacto. Sin embargo, seria necesaria la obtencion de
mayor cantidad de datos genéticos nucleares para estudiar estos fenomenos de forma
cuantitativa. Hasta el momento, el radio-seguimiento de las poblaciones de desman
ibérico no ha mostrado ningin patron claro de dispersion diferencial ligada al sexo

(Melero et al. 2012).

2.2.4. Subespecies

La existencia de dos grandes clados mitocondriales en el desméan ibérico podria en
principio corresponderse con las dos subespecies descritas, G. pyrenaicus pyrenaicus y
G. pyrenaicus rufulus, pero la distribucion de los clados mitocondriales y la
localizacion de las zonas de contacto no encajan bien con ninguna de las areas de
distribucion propuestas, que han variado bastante en los distintos trabajos realizados

(Gonzalez-Esteban et al. 1999; Juckwer 1990; Lopez-Fuster et al. 2006). Si bien los
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estudios iniciales sobre el tema estaban basados en unos pocos ejemplares, los mas
recientes emplearon un mayor nimero de individuos, pero éstos fueron agrupados por
grandes regiones geograficas que englobaban varios de los clados mitocondriales aqui
descritos. Por consiguiente, estudios dirigidos especificamente a analizar posibles
gradientes morfologicos en las zonas de contacto mencionadas podrian ayudar a

determinar la validez del estatus de las subespecies descritas.

2.2.5. Implicaciones en la conservacion del desman ibérico

El desman ibérico esta protegido legalmente en los cuatro paises en los que esta
presente (Espafa, Portugal, Francia y Andorra) y esta catalogado como “vulnerable”
por la Uni6n Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN). Ademas, las
poblaciones del Sistema Central, en la zona mas meridional de su distribucion, han sido
recientemente clasificadas como “en peligro de extincion” (la categoria de proteccion
mas alta) por el Gobierno de Espafia. Por tanto, se trata de uno de los mamiferos mas
amenazados en la Peninsula Ibérica y, por extension, en el continente europeo. De
hecho, los datos mas recientes parecen indicar una reducciéon sustancial de las
poblaciones de la especie en el Sistema Central (Nores et al. 2007). Las propias
prospecciones en la zona realizadas para este trabajo no obtuvieron ningiin excremento
de desman en ninguna localidad, a pesar de tratarse de lugares donde se habia
capturado algin ejemplar de esta especie en las tltimas décadas. Por tanto, se hubo de
recurrir a las muestras procedentes de museos para completar el muestreo genético de

la especie.

La diversidad genética del desman ibérico es muy baja en todo su rango de
distribucion, tanto a nivel mitocondrial como nuclear. A nivel mitocondrial, para el cual
hay gran cantidad de datos para su comparacion, la diversidad nucleotidica de la
especie es aproximadamente cuatro veces menor que la media de los mamiferos
(Nabholz et al. 2008b) y es incluso menor en areas como los Pirineos. A pesar de que
estos marcadores no muestran suficiente resolucion como para mostrar si este nivel de
diversidad genética supone alguna amenaza directa, es importante tener estos datos en
cuenta en caso de futuros cambios ambientales imprevistos, que podrian ser mas

perjudiciales para poblaciones de baja diversidad genética.

Las inferencias acerca de los movimientos y la dispersion del desmén ibérico también
pueden tener implicaciones importantes para su conservacion. En particular, los datos
de diferenciacion genética permiten inferir que los desmanes no estan confinados a las

cuencas de los rios donde habitan, sino que se pueden mover a través de las cuencas
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hidrograficas, probablemente incluyendo movimientos terrestres a larga distancia. Por
tanto, estos datos indican que las unidades de gestion no deberian corresponder
estrictamente a las cuencas fluviales ocupadas sino que deberian considerar grandes
areas que incluyan corredores entre cuencas para favorecer el intercambio natural

entre las poblaciones.

Los programas de conservacion de la especie también deberian tener en cuenta la
delimitacion de la especie en cuatro linajes mitocondriales distintos que se ha hallado
en este trabajo. Estas poblaciones comenzaron a divergir en el Pleistoceno Medio y su
integridad deberia ser preservada para evitar problemas de depresion por outbreeding.
(Frankham et al. 2011) A pesar de todo, se hacen necesarios estudios mas detallados
para determinar con claridad el grado de flujo genético existente entre los clados en los
distintos sexos. Por tanto, y a falta de estos estudios detallados, deberian considerarse
los distintos linajes mitocondriales como unidades de conservacidn, y tenerse esta
informacién en cuenta, sobre todo, a la hora de llevar a cabo posibles translocaciones
de individuos entre poblaciones, que podrian poner en peligro la integridad genética

del desman ibérico.
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3. CALCULO DE TIEMPOS DE DIVERGENCIA EN EL GENERO
NEOMYS MEDIANTE ESTIMA DE ARBOL DE ESPECIES

3.1 Resultados

3.1.1 Filogenia mitocondrial del género Neomys

Mediante una combinaciéon de muestras procedentes de tejidos, muestreo no invasivo y
secuencias obtenidas de las bases de datos (Tabla A4), se determinaron las relaciones
filogenéticas para el gen del citocromo b dentro del género de musgafos europeos
Neomys, empleando tanto metodologia de inferencia bayesiana (BEAST) como de
maxima verosimilitud (RAXML) (figura 23). En ambos casos la topologia obtenida fue
idéntica y, ademas, coincidente con la ya descrita con anterioridad para el grupo
(Krystufek et al. 2000) (Castiglia 2007), siendo Neomys fodiens la especie externa a
Neomys teres y Neomys anomalus. Se observaron ademas para Neomys anomalus dos
linajes claramente diferenciados con una divergencia genética mitocondrial elevada,
como ya habia sido apuntado anteriormente con un muestreo méas reducido (Castiglia
2007). Uno de ellos agrupaba a las muestras europeas y las de Catalunya y el otro
contenia el resto de muestras de la Peninsula Ibérica. Estos dos linajes se
corresponden, a grandes rasgos, con dos subespecies descritas para Neomys anomalus:
N. anomalus anomalus y N. anomalus milleri, con la diferencia de las muestras de
Catalunya, que tradicionalmente se han agrupado con el resto de muestras de la
Peninsula Ibérica en N. a. anomalus y en este caso se hallaron dentro del clado N. a.

milleri, con las muestras europeas.

El soporte de los agrupamientos entre estos taxones (calculado para los nodos
correspondientes como los valores de bootstrap en el caso del analisis de méaxima
verosimilitud y como la probabilidad posterior en el caso del analisis bayesiano) es
variable. En los casos de Neomys fodiens y Neomys teres, su monofilia para el
citocromo b esta muy bien soportada (bootstrap=100, probabilidad posterior=1). En el
caso de Neomys anomalus, el soporte para el agrupamiento de N. a. anomalus y N. a
milleri, es sensiblemente inferior (bootstrap=67, probabilidad posterior =0.9). En este
sentido, la evaluacion de las dos topologias alternativas para este nodo (que
comportarian la parafilia de Neomys anomalus al formar un clado Neomys teres con

cada una de las dos subespecies, respectivamente) mediante un AU test revel6 que no
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Figura 23. (A) Arbol de maxima verosimilitud de las secuencias de citocromo b del género Neomys.
Los linajes se muestran en distintos tonos de gris, y en los nodos relevantes se incluye el soporte
bootstrap correspondiente. Se emplearon secuencias de dos especies de Chimarrogale como grupo
externo. (B) Arbol de inferencia bayesiana de las mismas secuencias, con las probabilidades
posteriores de los nodos relevantes anotadas.
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podian ser descartadas como explicaciéon a los datos al compararlos con la topologia
obtenida en el arbol de méxima verosimilitud, que resultaba en la monofilia de Neomys

anomalus.

La distancia genética media que separa el citocromo b de Neomys fodiens con el resto
de los linajes mitocondriales estudiados es de un 16%. Por otro lado, los dos linajes
encontrados para Neomys anomalus difieren en un 6.1%, una distancia bastante
proxima a la que separa a ambos de Neomys teres (8%). En este sentido, cabe destacar
que estudios anteriores sefialaron que la divergencia existente entre las distintas
especies del género Sorex (de la misma familia Soricidae a la que pertenece Neomys)

varia entre el 1.32 y el 21.37%. (Fumagalli et al. 1999) .

3.1.2. Analisis de secuencias nucleares en el género Neomys

Para estudiar la divergencia entre las dos poblaciones diferenciadas de Neomys
anomalus existentes en la Peninsula Ibérica, correspondientes con las dos subespecies
N. a. anomalus y N. a. milleri, se secuenciaron en 8 muestras de tejido de Neomys (3
N. anomalus anomalus y 3 N. anomalus milleri — 2 de ellos de la Peninsula Ibérica y
uno de Rusia - , ademas de 2 N. fodiens como grupo externo) 13 intrones seleccionados
por ser variables a nivel interespecifico en mamiferos (Igea et al. 2010). Todos los
intrones secuenciados mostraron efectivamente variabilidad de secuencia dentro del
género y, en la mayoria de los casos, se detecté6 también variabilidad intraespecifica,
demostrando asi su utilidad como marcadores filogenéticos dentro de Neomys (figura
24). Un total de diez intrones no presentaron haplotipos compartidos entre Neomys
anomalus anomalus y Neomys anomalus milleri, y el nimero minimo de diferencias

entre ambos oscil6 entre una y cinco mutaciones por intron.
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3.1.3. Cdlculo de tasas evolutivas de intrones y citocromo b en el género
Neomys

Se procedi6 a estimar, mediante inferencia bayesiana usando el software *BEAST
(Heled & Drummond 2010), el arbol de especies més probable calculando al mismo
tiempo los arboles de genes de los 13 intrones nucleares y del citocromo b, asi como los
tiempos de divergencia y los tamafios poblaciones. Para poder estimar los tiempos de
divergencia, es necesario introducir en el anélisis o bien una calibracion de algiin nodo
(proveniente de evidencias fosiles o de otros trabajos de datacion molecular) o bien una
estima de las tasas evolutivas de los marcadores empleados para el analisis. La fecha de
divergencia entre Neomys anomalus y Neomys fodiens no esta determinada de forma
precisa, a tenor de los distintos resultados obtenidos con dataciones moleculares
(Castiglia 2007; He et al. 2010) y lo escaso y poco fiable del registro fosil de los
soricidos (Dubey et al. 2007). Por lo tanto, se decidi6 emplear las tasas evolutivas

calculadas de forma rigurosa.

Para estimar las tasas evolutivas correspondientes a cada uno de los intrones, se realizo
un analisis bayesiano multilocus de laurasiaterios y euarcontoglires que incluia dos
especies de soricidos: N. fodiens y Sorex coronatus. Se us6 un reloj molecular relajado
y varios nodos de la filogenia calibrados con fésiles que incluian limites superiores e
inferiores (Benton et al. 2009), y cada uno de los 13 intrones fue empleado como una
particion independiente (figura 25a). Esto permitié extraer, para cada intron, los
valores de las tasas evolutivas globales de todo el arbol asi como las tasas especificas del
linaje de Neomys fodiens. Las tasas evolutivas estimadas para los distintos intrones
presentaron una gran variabilidad (entre 0.002 y 0.016 sustituciones/sitio/ma). Al
comparar las tasas individuales de cada intron obtenidas para Neomys con las
correspondientes al conjunto de los mamiferos, se comprob6 existia una fuerte
correlacion positiva y significativa entre ambas (valor de la correlaciéon = 0.9036). Sin
embargo, la media de tasa evolutiva de los intrones en Neomys fodiens fue de 0.00773
sustituciones/sitio/ma, mientras en el arbol global de mamiferos fue de 0.00359. Los
intervalos de confianza de ambos valores solapan de forma muy marginal, lo que
sugiere que probablemente los soricidos presentan una aceleraciéon en sus tasas de

sustitucion nuclear al compararlos con la media de los mamiferos aqui estudiados.

Ademaés, en este analisis multilocus nuclear, se obtuvo una datacion precisa de la
divergencia entre Sorex coronatus y Neomys fodiens. La media de la divergencia
estimada fue de 40.95 millones de anos. Este valor es bastante superior al sugerido por

el registro fosil y al de otros trabajos de dataciébn molecular, que lo fijan en
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aproximadamente 17-20 millones de anos (He et al. 2010; Fumagalli et al. 1999), si
bien en estos dos udltimos casos emplean como calibracion la misma datacion: la
divergencia de Crocidurinae y Soricinae, fijada en 20 millones de afios (Reumer 1989,
1994). Sin embargo, un anélisis molecular bayesiano mas reciente que empled
secuencias nucleares de gran cantidad de mamiferos y una serie de calibraciones fosiles
(Meredith et al. 2011) determiné una fecha para esta divergencia de Crocidurinae y
Soricinae mucho mas antigua, de unos 45 millones de afos, y mas compatible con los

resultados obtenidos en nuestro anélisis, de 50.7 millones de afnos.

Debido a la saturaciéon de secuencias del citocromo b, su tasa evolutiva se estim6 en un
analisis aparte con secuencias mas proximas. Asi, se obtuvo un arbol filogenético para
el citocromo b de la familia Soricidae con el programa de inferencia bayesiana BEAST
(figura 25b). Se calibré el analisis empleando la distribucién posterior del nodo Sorex
coronatus — Neomys fodiens obtenida en el analisis multilocus nuclear anteriormente
descrito. El arbol filogenético obtenido coincide con la filogenia aceptada del grupo, con
las subfamilias y la mayoria de los géneros monofiléticos. La tasa evolutiva del
citocromo b asi calculada para Neomys fodiens fue de 0.0152 sustituciones/sitio/ma, lo

que corresponde con un 3.1% de divergencia por millon de afios.
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Figura 25. (A) Anélisis bayesiano con secuencias nucleares de 13 intrones de mamiferos para extraer las
tasas evolutivas correspondientes a Neomys fodiens. Se estim6 también la fecha de divergencia de Sorex y
Neomys. Se emplearon calibraciones fosiles correspondientes a Boreoeutheria (1), Laurasiatheria (2),
Eulipotyphla (3), Ferungulata (4), Zooamata (5) y Cetruminantia (6), Carnivora (7) y Catarrhini (8). Las
barras grises indican el intervalo del 95% HPD. (B) Analisis bayesiano para extraer la tasa del citocromo b
correspondiente al género Neomys (indicado con color gris) empleando secuencias de soricidos. Se calibro
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3.1.4. Arbol de especies del género Neomys

Con las tasas nucleares y mitocondriales calculadas anteriormente, se procedioé a
estimar mediante *BEAST el arbol de especies para el género Neomys. El arbol sumario
de mayor credibilidad de clados del arbol de especies de este analisis se muestra en la
figura 26. Segtn este analisis, la separacion de las dos subespecies de N. anomalus tuvo
lugar hace unos 0.56 millones de afios, situada (junto con la totalidad de los intervalos
de la estima) en el Pleistoceno. Ademas, se dato la divergencia de Neomys anomalus y

N. fodiens en 3.31 millones de afios.

Neomys anomalus milleri

Neomys anomalus anomalus
3.31

[_Pliocene | Pleistocene ||

r T T T T T T J
35 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5 0.0

Ma

Figura 26. Arbol de especies de los linajes del género Neomys presentes en
la Peninsula Ibérica. Se muestran para cada nodo las medias
correspondientes del tiempo de divergencia, y las barras grises indican el
intervalo del 95% HPD de la estima

3.1.5. Efecto de distintos priors, tipos de genes, y calculo de las tasas evolutivas
sobre la estima de los tiempos de divergencia en *BEAST

La figura 27 muestra los resultados de distintas combinaciones de priors y conjuntos de
datos en el analisis de *BEAST y los efectos que tienen, tanto sobre la estima del tiempo
de divergencia N. anomalus anomalus y N. anomalus milleri (figura 27A) como sobre
la estima de la divergencia N. anomalus — N. fodiens (la raiz del arbol de especies)
(figura 27B). Se evaluaron las diferencias entre distintas estrategias, como el empleo o
no de una tasa especifica para cada uno de los marcadores nucleares empleados (o, por
el contrario, el uso de una global para todos ellos); y, por otro lado, el empleo de una
tasa especifica para el organismo de estudio o una mas general para el conjunto de
mamiferos. Estas nuevas estimas se compararon con la que se ha detallado
anteriormente, en el que se estim6 una tasa evolutiva especifica de Neomys fodiens

para cada uno de los 13 intrones nucleares y también para el citocromo b.
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Figura 27. Media de las estimas de tiempos de divergencia con *BEAST de (A) Neomys anomalus
anomalus — Neomys anomalus millerii y (B) Neomys anomalus — Neomys fodiens empleando distintos
priors para las tasas evolutivas y conjuntos de datos: 1) citocromo b (tasa medida para Neomys) + 13
intrones (tasas individuales medidas para Neomys), 2) citocromo b + 13 intrones nucleares (tasas
obtenidas de la bibliografia), 3) citocromo b (tasa medida para Neomys) +13 intrones nucleares (un tinico
rate, calculado como la media de mamiferos), 4) citocromo b (tasa medida para Neomys) +13 intrones
nucleares (un dnico rate, calculado como la media para Neomys), 5) citocromo b (tasa medida para
Neomys) + 13 intrones (tasas individuales medidas para mamiferos), y 6) 13 intrones nucleares (tasas
individuales medidas para Neomys).

En primer lugar, se emplearon como priors de las tasas mutacionales de citocromo b
estimas obtenidas de la bibliografia y no estimadas directamente para los datos que se
emplearon ni para el género Neomys (Bininda-Emonds 2007). Las tasas de nucleares
se estimaron como 10 veces menores que esta, una valor aproximado también tomado
de la bibliografia (Igea et al. 2010). En lineas generales, la principal diferencia de este
enfoque con el de estimas mas precisas residio en las tasas evolutivas de los genes
nucleares. El valor resultante, de 0.00152 sustituciones/sitio/ma, era 4 veces menor
que la media de las estimas més precisas realizadas individualmente para cada intrén
en Neomys fodiens en el analisis bayesiano multilocus con varias calibraciones fosiles.
El citocromo b, por otro lado, tenia una tasa mutacional muy similar a la estimada para
Neomys fodiens con el analisis bayesiano de los soricidos. El resultado (figura 27, caso
2) reveld que el tiempo de divergencia estimado entre los dos linajes de N. anomalus
era aproximadamente el doble (1.17 frente a 0.57) y ademas el intervalo asociado a la
estima aument6 sensiblemente. Asimismo, la estima de la edad de la raiz del arbol de

especies mostré un comportamiento similar (5.40 millones de afios frente a 3.26).

Por otro lado, se emple6 como prior de la tasa evolutiva de todas las particiones
nucleares un tnico valor calculado, o bien como la media de la tasa evolutiva para los
intrones de todos los mamiferos (0.00359 sustituciones/sitio/ma), o bien para Neomys
fodiens (0.00773 sustituciones/sitio/ma) (figura 27, casos 3 y 4, respectivamente). Los
resultados para el tiempo de divergencia de N. anomalus fueron mas similares en el
caso de la tasa calculada como la media de los intrones de Neomys fodiens, que

present6 unos intervalos de la estima que solapaban de forma notable con el
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experimento control. Las estimas resultantes de emplear la tasa calculada para todos
los mamiferos fueron algo superiores para los dos tiempos calculados, pero de nuevo
los intervalos asociados eran bastante coincidentes. Por otro lado, tampoco se
encontraron diferencias notables con respecto al control al aplicar a cada intrén su tasa

individual correspondiente calculada también para mamiferos (figura 27, caso 5).

Por dltimo, el uso de tnicamente marcadores nucleares produjo una estima del tiempo
de divergencia notablemente inferior a todos los experimentos que incluian una

particion mitocondrial (figura 27, caso 6).

3.1.6. Aislamiento con migracion

El modelo de aislamiento con migracion (Hey 2010) permitié analizar los datos
incluyendo la posibilidad de flujo genético entre las dos poblaciones de Neomys
anomalus estudiadas (N. anomalus anomalus y N. anomalus millert) y comprobar su
efecto sobre la estima de tiempos de divergencia. Se restringié el modelo a la estima del
flujo génico entre las 2 poblaciones mencionadas, puesto que la informacion contenida
en los datos obtenidos (a nivel de polimorfismo en las secuencias) hacia dificil la estima
precisa de parametros relacionados con las poblaciones ancestrales y la poblacion de
Neomys fodiens. Las tasas de migracion halladas (escaladas por la tasa mutacional)
fueron m mitteri 5 anomatus = 0.001 (95% HPD = 0 — 0.33) ¥ Manomalus 5 milleri= 0.173 (95%
HPD = 0.01 — 0.501). Unicamente ésta tltima resultd ser significativamente distinta de
cero, segun el likelithoood ratio test para los parametros de migracion de Nielsen y
Wakeley (Nielsen & Wakeley 2001) implementado en el IMa2. Esta tasa de migracion
hallada se corresponde con un valor de tasa de migracion poblacional (2NM, el
producto de la tasa de migracion por el nimero efectivo de copias de genes en la
poblacion receptora) de 0.1527. El tiempo medio de divergencia entre los dos linajes de
N. anomalus fue de 332.834 anos (95% HPD = 196.643 — 812.281 afios. Por otra parte,
el tiempo correspondiente a la divergencia N. anomalus — N. fodiens fue de 870649
afos (95% HPD = 56.2135 — 1.198.619 anos). En este ultimo caso, sin embargo, el
intervalo asociado a la estima no resulta fiable probablemente debido a la falta de
informacién en las secuencias muestreadas para inferir parametros relativos a la

poblacion ancestral, como se ha comentado anteriormente.

El analisis empleando el modelo menos parametrizado, es decir, de aislamiento sin
migracion entre las poblaciones (y por tanto, mas similar a la metodologia
implementada en *BEAST) result6, segiin un likelthood ratio test, ajustarse de igual

manera a los datos que el modelo mas complejo de aislamiento con migracion. En este
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caso, el tiempo de divergencia calculado fue, l6gicamente, mas reciente que los que
tenian en cuenta la migraciéon. La divergencia entre los dos linajes de Neomys

anomalus se datb en 245.283 afios (95% HPD = 161.900 — 363.407 afios).

3.2.Discusion

3.2.1.Relaciones filogenéticas y divergencia dentro del género Neomys

La topologia obtenida en este estudio para el género Neomys coincide con otros
realizados con anterioridad. En concreto, Castiglia et al. (2007) realizaron un analisis
de maxima verosimilitud empleando 252 pares de bases del citocromo b y un conjunto
de datos mas centrado en muestras italianas, y hallaron una topologia similar y un
soporte estadistico igualmente bajo para el nodo de Neomys anomalus y N. teres. Por
otro lado, (Castiglia 2007) hallaron, en la tnica muestra de Neomys anomalus
perteneciente a la Peninsula Ibérica (concretamente al Sistema Central), un haplotipo
muy divergente respecto al resto de muestras europeas de N. anomalus. En el presente
estudio, con un muestreo muy ampliado, se ha confirmado la presencia de dos linajes
mitocondriales de N. anomalus muy divergentes en la Peninsula Ibérica. Uno de ellos
corresponderia con N. a. milleri y a €l pertenecen las muestras de Cataluna (y las del
resto de Europa), mientras el otro linaje se halla exclusivamente en el resto de la
Peninsula Ibérica, desde el Sistema Ibérico hasta la costa atlantica (Tabla A4). Ademas,
la distancia genética que separa los ejemplares de N. anomalus anomalus de los de N.
anomalus milleri es bastante similar a la que separa a cualquiera de estos dos linajes
con Neomys teres, de nuevo en consonancia con la ya apuntada dificultad en resolver

este nodo de la filogenia del género.

Por otro lado, la divergencia entre Neomys anomalus y Neomys fodiens se estim6 en
3.31 millones de afios. Esta fecha es sensiblemente inferior a la datacién molecular
realizada por (Castiglia 2007) de 6.9 millones de afios. Cabe destacar que ésta fue
calculada tinicamente a partir de las distancias genéticas mitocondriales que separan a
ambas especies, por lo que no se tuvieron en cuenta los efectos estocasticos asociados a
la coalescencia de los distintos genes. Por otro lado, (He et al. 2010) obtuvieron,
empleando en esta ocasion datos nucleares, una fecha de 1.69. Sin embargo, en este
estudio tampoco calcularon esta divergencia empleando metodologias que estiman el

arbol de especies, sino que usaron 2 genes nucleares concatenados.
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3.2.2. Divergencia de los dos linajes de Neomys anomalus

Con el objetivo de establecer una datacion precisa de la divergencia de las dos
poblaciones ibéricas diferenciadas de Neomys anomalus empleando informaciéon de
varios loci distribuidos por todo el genoma, se amplificaron 13 intrones nucleares en
varios individuos pertenecientes a ambas subespecies asi como a Neomys fodiens. Los
intrones seleccionados resultaron ser efectivamente variables en el género, y los
patrones de segregacion de alelos resultaron compatibles con un historial de
aislamiento genético sin un flujo genético importante, ya que 10 de los 13 nucleares no

mostraron haplotipos compartidos entre los dos grupos.

Las tasas evolutivas estimadas para estos intrones mostraron que el género Neomys
estaba mas acelerado que la media de los mamiferos estudiados, como ya se ha
sugerido anteriormente para los insectivoros (Bininda-Emonds 2007). En este sentido,
es sabido que las tasas evolutivas varian en los distintos linajes por diversos motivos
(Bromham 2009; Welch et al. 2008) y en concreto esta aceleracion en los musgainos
(que, como otros insectivoros, tienen altas tasas metabolicas y tiempos de generacion y
de vida cortos comparados con otros mamiferos) puede estar relacionada con hipoétesis
mas clasicas como la de la tasa metabdlica (Martin & Palumbi 1993), la del tiempo de
generacion (Bromham et al. 1996) y otras propuestas mas recientemente como la de la

longevidad (Nabholz et al. 2008a).

La datacion para la divergencia de Neomys anomalus anomalus y Neomys anomalus
milleri obtenida empleando la informacion de los 13 intrones nucleares y el citocromo b
fue de 0.56 millones de afios (95% HPD de 0.34 — 0.81), encuadrandose dentro del
Pleistoceno. Esta datacion, unida al hecho de que Neomys anomalus anomalus se
localice exclusivamente en la Peninsula Ibérica, sugiere que las glaciaciones
pleistocénicas han podido ejercer un papel fundamental en la separacion de las dos
poblaciones de Neomys anomalus. Estos fendmenos han sido sefialados, en particular
en las peninsulas del Sur de Europa que sirvieron como refugio a muchas especies
durante los periodos mas frios, como factores de gran influencia en la historia evolutiva
y la estructura genética de muchas especies de mamiferos (Gémez & Lunt 2007; Melo-
Ferreira et al. 2007). En el caso de Neomys anomalus, los resultados sugieren que la
forma ibérica pudo haber sido el resultado de una poblacion periférica que quedo
aislada del resto en la Peninsula Ibérica en alguno de los episodios glaciales que se

sucedieron a lo largo del Pleistoceno.
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El analisis empleando soélo los 13 intrones nucleares propone, por otro lado, una fecha
de 0.22 millones de afios (95% HPD: 0.11 — 0.33), sensiblemente inferior al anéalisis que
incluye el citocromo b. El origen de esta discrepancia podria estar en que la particiéon de
datos mitocondriales, al ofrecer mayor cantidad de informacién, tanto a nivel
mutacional (por contar con una tasa evolutiva mayor y un mayor ntimero de diferencias
entre las secuencias estudiadas) como a nivel de tamano muestral (por incluir un total
de 10 secuencias por especie frente a las 6 secuencias obtenidas para los nucleares),
proporciona mayor informacion y precision a la estima de los tiempos de divergencia
que la que se obtendria sélo empleando las particiones de datos nucleares. En este
sentido, estudios con simulaciones han demostrado que la precision de las estimas de
tiempos de divergencia en metodologias de arboles de especies es mayor cuando se
emplean marcadores mas variables (Camargo et al. 2012) y, en concreto, cuando se
incluyen marcadores mitocondriales (Sanchez-Gracia & Castresana 2012). Por tanto,
cabe preguntarse si en el presente estudio no se ha alcanzado aun ese ntmero
suficiente de marcadores nucleares, lo que explicaria la discordancia entre ambas
estimas. Por otro lado, podria ocurrir que el hecho de introducir el marcador
mitocondrial puede estar influenciando negativamente en los calculos del tiempo de
divergencia. Asi, podria ser que, a pesar de haber realizado una estima de la tasa lo mas
precisa posible y haber tenido en cuenta el efecto de la saturacidn, la tasa medida del
citocromo b fuera menor de la real, lo que arrojaria una estima del tiempo de
divergencia superior a la real al incluir el citocromo b. En cualquier caso, a la vista de
los resultados, la divergencia de las dos poblaciones de Neomys anomalus se encuadra
claramente dentro del Pleistoceno Medio, con los 215.000 afios senalados por el

experimento s6lo con particiones nucleares como limite inferior.

En todo caso, la estima de los tiempos de divergencia empleando *BEAST, como ya se
ha comentado, asume la ausencia total de intercambio génico entre las unidades
evolutivas analizadas tras su separacion. Los patrones de monofilia observados entre N.
a. anomalus y N. a. milleri, reciproca en el caso del mitocondrial y la mayoria de los
intrones nucleares, no sugerian un componente de flujo genético importante, ya que en
ese caso seria esperable una mayor proporcion de haplotipos compartidos. Para
comprobar hasta qué punto se podria estar violando la asunciéon de ausencia de
migracion y evaluar el nivel de flujo génico existente entre las dos poblaciones, se
analizaron los datos empleando un modelo de aislamiento con migracion,
implementado en el software IMa2. Cabe indicar que el hecho de no disponer de
secuencias pertenecientes a Neomys teres en el analisis podria estar violando una de

las asunciones del modelo de aislamiento con migracion, que es que las poblaciones en
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estudio no intercambien genes con ninguna otra poblacion no muestreada e incluida en
el andlisis. Esto podria resultar en que las estimas se vieran afectadas, si bien estudios
recientes con simulaciones han probado que el sofwtare IMa2 resulta ser bastante
resistente a este tipo de violaciones de las asunciones del modelo (Strasburg &

Rieseberg 2010).

Los resultados obtenidos con el IMa2 so6lo detectaron una tasa de migracion
significativamente distinta de cero en la direccidon N. a. anomalus -> N. a. milleri. El
namero de copias de genes migrantes por generacion (2NM) asociado a esta tasa de
migracion es de 0.1527. En ausencia de seleccion, cuando este estadistico es mayor que
1, se considera que el flujo genético elevado contrarresta la acciéon de la deriva genética
y limita por tanto la divergencia entre las poblaciones; mientras que si es menor que 1,
la accion de la deriva genética prevalece y se produce diferenciacion entre las
poblaciones (Wright 1931). Ademas, el likelihood ratio test implementado en el
programa IMa2 no pudo rechazar el modelo de aislamiento sin migracion, con menos
parametros, como una explicacion de igual ajuste a los datos. Por todo esto, se puede
concluir que el flujo genético entre las dos poblaciones de Neomys anomalus, de haber
existido, no ha tenido una importancia resefiable en las historias evolutivas de ambas

que, por tanto, pueden considerarse como dos unidades evolutivas independientes.

3.2.2. Consideraciones sobre los priors de las tasas evolutivas en *BEAST

Las tasas evolutivas usadas como priors en los anélisis bayesianos tienen una gran
influencia en las estimas posteriores de los tiempos de divergencia. Para determinar las
diferencias resultantes entre distintas estrategias para la obtencion de las tasas a priori
de las particiones empleadas en el programa *BEAST, se compararon los resultados
alternativos obtenidos empleando tasas procedentes de la bibliografia (y no especificas
por tanto de los marcadores moleculares ni de los organismos de estudio), y tasas
medidas especificamente para cada marcador (o, por el contrario, como la media de los
marcadores, sin tener en cuenta por tanto las diferencias de tasas existentes entre los
distintos intrones) y para el grupo de estudio (o, por el contrario, empleando un valor

medio obtenido del conjunto de los mamiferos).

Los resultados obtenidos (figura 27A y B) senalan, en primer lugar, los posibles errores
asociados a emplear una tasa no medida especificamente para los marcadores
empleados para estimar el arbol de especies. La tasa obtenida de la bibliografia para el
citocromo b (y perteneciente a la familia Soricidae) era muy similar a la medida en este

estudio para el género Neomys, pero la tasa nuclear era, por término medio, cuatro

105



IV. Resultados y discusién

veces inferior a la estimada de forma mas precisa para cada intrén mediante un anéalisis
multilocus con calibraciones fosiles. Esta diferencia tiene su reflejo en las estimas
posteriores de los tiempos de divergencia de las dos subespecies de Neomys anomalus,
que pasan a estar ubicadas claramente en el Pleistoceno Superior. Este efecto de
aumento del tiempo de divergencia estimado se ve también en la estima de la raiz del
arbol de especies, que en este caso se colocaria en el limite entre el Plioceno y el
Mioceno, mientras que en el experimento control lo hacia entre el Pleistoceno y el
Plioceno. Por tanto, el hecho de no estimar con precisién las tasas de los marcadores
empleados lleva a unos errores en la estima de tiempos de divergencias que pueden

conducir a la interpretacion erronea de los factores que han generado esta divergencia.

En lo referente al resto de estrategias, que implican la medicion de tasas especificas de
marcador y/o grupo de estudio, el hecho de que el nodo que une las dos poblaciones de
Neomys anomalus es un nodo muy reciente hace que las diferencias entre los distintos
enfoques no se reflejen en unas diferencias acusadas en las estimas de los tiempos. Sin
embargo, al analizar los resultados de la estima de tiempo de divergencia de N.
anomalus y N. fodiens, las diferencias a nivel absoluto si son mas notables. El
experimento con las tasas de los nucleares con una media obtenida para Neomys
resulta en una fecha bastante mas reciente (2.05 millones de afios) que el experimento
control (3.2), probablemente debido a que la tasa media aplicada es, para el caso de
varios de los intrones empleados, hasta 3 veces superior a la tasa propia de ese intron,
lo que resulta en una disminucion del tiempo de coalescencia calculado para esos
arboles de genes, influyendo estos a su vez en el tiempo de especiacion calculado. El
ejemplo contrario es proporcionado por los experimentos con las tasas calculadas a
partir de todo el conjunto de los mamiferos (o bien una Gnica tasa o bien una tasa
individual para cada intrén), que son significativamente distintas, y menores, de las
tasas calculadas para Neomys fodiens. La aplicacion de estas tasas menores explica, por
consiguiente, el aumento de la divergencia calculada hasta los 4 millones de anos,

aproximadamente.

Por tanto, a la vista de estos resultados, se hace recomendable adoptar una estrategia
que implique la estima lo mas precisa posible de las tasas evolutivas para las
particiones de datos empleadas, tanto a nivel de especificidad de marcadores
moleculares empleados como de grupo taxonémico de estudio. La aplicacion de tasas
evolutivas no especificas, y aiin mas propias de otros marcadores moleculares o grupos

taxonémicos, puede conllevar errores en la estima y estos, a su vez, pueden inducir a la
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asociacion erronea de los procesos de divergencia estudiados con ciertos fené6menos

geologicos o biogeograficos.

3.2.3. Implicaciones taxonémicas de los resultados

Inicialmente, cuando en 1907 se describieron las dos subespecies de Neomys anomalus
aqui estudiadas, fueron clasificadas como dos especies distintas, Neomys milleri
(Mottaz 1907) y Neomys anomalus (Cabrera 1907), y ya se sefal0, particularmente en
la descripcion de ésta Gltima, la existencia de diferencias claras entre ambas en el color
del pelaje y la forma del craneo (Cabrera 1907). Sin embargo, la taxonomia mas
moderna (Spitzenberger 1990) considera ambas formas sindénimas y agrupadas bajo

Neomys anomalus.

La divergencia entre las dos subespecies de Neomys anomalus que habitan
actualmente en la Peninsula Ibérica, segtin los resultados aqui presentados y derivados
de la aplicacion de metodologias de coalescencia para estimar y datar el arbol de
especies usando informacién de multiples loci, se produjo durante el Pleistoceno
Medio, hace aproximadamente medio millon de anos. Desde entonces el flujo genético
entre ambas no ha sido resenable. Tanto el tiempo transcurrido desde su separacion
como la ausencia de intercambios genéticos significativos indican que son dos unidades
evolutivas independientes, afectadas por procesos de mutacion, seleccion y deriva
genética no comunes a ambas. En este sentido, se han propuesto recientemente,
basandose en una revision de estudios de divergencia que emplearon el modelo de
aislamiento con migracion para analizar especies cercanas y poblaciones, valores de
2NM vy t que proporcionarian un medida objetiva para la diagnosis de especies (Hey &
Pinho 2012). Los valores hallados para las dos subespecies de Neomys anomalus aqui
estudiadas corresponderian mas a dos especies distintas, lo que sugiere que la
sinonimizacién actual de ambas bajo Neomys anomalus no reflejaria adecuadamente la

realidad biologica de estos organismos.

Como ya se ha senalado, los procesos de divergencia de Neomys teres, Neomys
anomalus anomalus y Neomys anomalus milleri fueron muy cercanos en el tiempo,
como queda sugerido por la existencia de ramas cortas que separan ambos procesos de
divergencia en la filogenia mitocondrial y el bajo soporte estadistico de los nodos
(figura 23). La probabilidad de obtener arboles mitocondriales discordantes respecto a
la topologia real de separacion de las especies o poblaciones es mayor precisamente en
situaciones como esta, en la que la relacion entre el tiempo entre dos nodos del arbol de

especies y el tamafio efectivo poblacional es pequeina (Degnan & Rosenberg 2009). Por
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tanto, la inclusi6on de secuencias pertenecientes a N. teres, la especie hermana de N.
anomalus, y su analisis con técnicas de arboles de especies como las aqui presentadas,

podria ayudar ain mas a clarificar las relaciones taxonémicas mencionadas.
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Se analizaron todos los intrones de los genomas de varios mamiferos
disponibles en las bases de datos y se aplicaron una serie de filtros
computacionales semiautomatizados (de tamafo, copia ftnica, evolucion
molecular y divergencia) que produjeron finalmente un conjunto de 224
nuevos marcadores para estudios filogenéticos de especies cercanas de

mamiferos.

Se caracteriz6 el conjunto final de intrones, comprobando que se trataba de
intrones mas divergentes y mas variables intraespecificamente que la media, y
demostrando asi su utilidad en estudios interespecificos pero también en

analisis intraespecificos.

Se seleccionaron varios intrones del conjunto de 224 para su amplificacion y
secuenciacion en un panel de mamiferos que contenia varias parejas de especies
cercanas. La mayoria de los intrones seleccionados se amplificaron y
secuenciaron, con ciertas optimizaciones previas, de forma correcta en todas las
especies del panel e, igualmente, mostraron suficiente variabilidad para

distinguir las especies cercanas.

No se observo un patréon claro en la acumulacion de diferencias entre las
distintas parejas de especies cercanas, no siendo posible predecir la variabilidad
de un intrén en un grupo taxonémico determinado a partir de los datos de
otros. Esto sugiere la necesidad de realizar estudios preliminares con los
organismos de interés para seleccionar los intrones mas adecuados, y remarca
también la necesidad de emplear un numero suficiente de marcadores
independientes para disminuir los problemas estocasticos ligados a los procesos

mutacionales.

Se realizo6 el primer estudio con datos genéticos del desman ibérico (Galemys
pyrenaicus) empleando secuencias mitocondriales y de 8 intrones obtenidas a
partir de muestras de excrementos y tejidos frescos de gran parte de la
distribucion de la especie. Los niveles de diversidad genética hallados para esta
especie fueron muy bajos comparados con la media de los mamiferos. Las
secuencias mitocondriales revelaron la existencia de una fuerte estructuracion
filogeografica, con zonas de contacto entre los linajes de distribucion

parapatrica a través de los cuales no se detect6 practicamente flujo genético. Los
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datos nucleares, por otro lado, si parecen sugerir mas flujo genético en estas

zonas de contacto.

Los diferentes linajes mitocondriales de G. pyrenaicus hallados mostraron
grandes diferencias (de hasta un orden de magnitud) en sus valores de
diversidad genética, con los maximos valores hallados en Galicia, Portugal y el
Oeste de Asturias y los menores a lo largo de los Pirineos. Los datos de
diversidad nuclear también confirmaron este patron. Asimismo, la proyeccion
para el Ultimo Méximo Glacial de un modelo de distribucién de la especie
indic6 también la presencia de un importante refugio glacial en el Noroeste de

la Peninsula Ibérica.

El tiempo de divergencia de los haplotipos mitocondriales del desman
obtenidos en este estudio se situ6 hace medio millébn de anos (Pleistoceno
Medio). Para obtener esta estima se calcul6 previamente y de forma precisa la
separacion de los desmaninos mediante un analisis bayesiano empleando

multiples calibraciones fosiles e intrones nucleares.

Pese a tratarse de una especie estrictamente ligada al medio acuatico, la
diversidad genética del desman ibérico no estid tan afectada por estos
requerimientos ecoldgicos como cabria pensar, existiendo flujo genético entre
cuencas fluviales cercanas y siendo su historia evolutiva reciente (influenciada
por las glaciaciones pleistocénicas) el factor méas determinante. Esto tiene
importantes implicaciones a nivel de conservacion de la especie, ya que indica
que las unidades de gestion no deberian corresponder estrictamente con los
sistemas fluviales, y se deberian favorecer también corredores entre cuencas

para posibilitar los intercambios entre poblaciones.

Las relaciones filogenéticas dentro del género de musgafnos europeos Neomys
fueron determinadas empleando muestras de tejidos, excrementos y secuencias
obtenidas de las bases de datos. Se confirmé el caracter de especie externa de
Neomys fodiens respecto al clado formado por Neomys anomalus y Neomys
teres. Asimismo, se hall6 una notable distancia genética entre las dos
subespecies de N. anomalus: N. a. milleri (localizada en Catalunya y Europa) y
N. a. anomalus (en el resto de la Peninsula Ibérica). Asimismo, se secuenciaron

13 intrones nucleares en varios individuos de N. fodiens y ambas subespecies de
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N. anomalus, que resultaron ser efectivamente variables intra e

interespecificamente.

La estima del arbol de especies aplicando metodologias que tienen en cuenta
las predicciones de la teoria de la coalescencia y empleando informacion de
multiples loci nucleares y mitocondriales permitié situar la divergencia de las
dos subespecies de N. anomalus en el Pleistoceno Medio. Para ello,
previamente, se calcularon las tasas evolutivas correspondientes especificas de
Neomys para cada uno de los intrones escogidos mediante un analisis bayesiano
multilocus con varias especies de mamiferos y calibraciones fosiles de
referencia. Igualmente, la tasa evolutiva del citocromo b correspondiente fue
obtenida de un analisis en el que se emplearon secuencias correspondientes a la

familia de los soricidos.

La aplicacion de un modelo de aislamiento con migracion al sistema de las dos
subespecies de N. anomalus revel6 la ausencia de flujo genético significativo
entre ambas después de su divergencia. Esto, unido al hecho de que
inicialmente ambas fueron descritas como subespecies distintas que fueron
posteriormente sinonimizadas, sugiere que la actual clasificacién taxonémica no

refleja de forma correcta la realidad biologica de estos organismos.

La comparacion de distintas estrategias a la hora de calcular las tasas evolutivas
empleadas en las estimas de arboles de especies y su influencia en los tiempos
de divergencia calculados revel6 el riesgo asociado a no emplear tasas
especificas de los organismos y de los marcadores empleados en este tipo de

estudios.
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Abstract

Background: Multilocus phylogenies can be used to infer the species tree of a group of closely related species. In
species trees, the nodes represent the actual separation between species, thus providing essential information
about their evolutionary history. In addition, multilocus phylogenies can help in analyses of species delimitation,
gene flow and genetic differentiation within species. However, few adequate markers are available for such studies.

Results: In order to develop nuclear markers that can be useful in multilocus studies of mammals, we analyzed the
mammalian genomes of human, chimpanzee, macaque, dog and cow. Rodents were excluded due to their
unusual genomic features. Introns were extracted from the mammalian genomes because of their greater genetic
variability and ease of amplification from the flanking exons. To an initial set of more than 10,000 one-to-one
orthologous introns we applied several filters to select introns that belong to single-copy genes, show neutral
evolutionary rates and have an adequate length for their amplification. This analysis led to a final list of 224 intron
markers randomly distributed along the genome. To experimentally test their validity, we amplified twelve of these
introns in a panel of six mammalian species. The result was that seven of these introns gave rise to a PCR band of
the expected size in all species. In addition, we sequenced these bands and analyzed the accumulation of
substitutions in these introns in five pairs of closely related species. The results showed that the estimated genetic
distances in the five species pairs was quite variable among introns and that this divergence cannot be directly
predicted from the overall intron divergence in mammals.

designed here.

Conclusions: We have designed a new set of 224 nuclear introns with optimal features for the phylogeny of
closely related mammalian species. A large proportion of the introns tested experimentally showed a perfect
amplification and enough variability in most species, indicating that this marker set can be very helpful in
multilocus phylogenetics of mammals. Due to the lower variability and stronger stochasticity of nuclear markers
with respect to mitochondrial genes, studies should be designed to make use of several markers like the ones

Background

Phylogenetic analyses of closely related species are
affected by specific problems that are different from
those present in phylogenies of more distant species [1].
The first and most obvious difficulty is that nucleotide
sequences must have enough variability within
and among the studied species to obtain an adequate
resolution of the phylogenetic tree. For this reason,
mitochondrial genes, which show a high rate of nucleo-
tide substitution, have been the main choice for the
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Barceloneta 37, 08003 Barcelona, Spain
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reconstruction of phylogenetic trees at the genus and
family levels in all animals [2,3]. Another distinctive fea-
ture of the phylogenetic reconstruction of closely related
species is that gene coalescence and the stochasticity
associated with population genetic processes must be
taken into account. For example, incomplete lineage
sorting may cause the gene tree to have a different
topology than the species tree [4-6]. This leads to the
necessity of using multiple, unlinked genes, together
with the integration of coalescent-based techniques, in
the reconstruction of the species tree [7-10]. Phylogenies
based on a broad representation of the genome can also
help in species delimitation or analyses of genetic varia-
bility. Therefore, in these approaches it is essential to

© 2010 Igea et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the original work is properly cited
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make use of the nuclear genome, where there are plenty
of unlinked genes. However, nuclear genes in animals
usually have much lower evolutionary rates than mito-
chondrial genes and, sometimes, they are not informa-
tive enough for assessing the variability within species
or for phylogenetic reconstruction. In addition, due to
the larger population size of nuclear genes with respect
to mitochondrial genes, the former are more affected by
coalescent stochasticity, so the necessity of using multi-
ple genes is stronger [11,12]. Thus, the progress of mul-
tilocus phylogenetics requires, as a first step, an
important effort of developing unlinked nuclear markers
able to provide enough differences within and among
species [13].

Systematic efforts to find novel markers for phyloge-
netic studies have been performed in different groups of
organisms [14-21]. Markers selected include exons,
introns and intergenic regions. Exons show very little
variability for the phylogenies of closely related species,
whereas intergenic regions present difficulties for the
design of primers of wide-specificity. On the other hand,
introns are a part of the genome with large nucleotide
variability and, at the same time, they can be easily
amplified with primers placed in the adjacent exons
[20,22,23]. Thus, they are ideal candidates for multilocus
phylogenies of closely related species. However, not all
introns are equally valid for this task. Some introns are
highly conserved due to their involvement in certain
functions and they may not show enough differences
between closely related species [24,25]. In fact, introns
show a wide range of evolutionary rates. For example, a
comparison of human and mouse introns showed
genetic distances that ranged between 0.2 and 1.7 sub-
stitutions/site [26]. In addition, some introns show dis-
parate rates of evolution in some lineages but not in
others [27], indicating an imperfect molecular clock that
may affect the measurement of genetic diversity in some
species. Different processes, such as a change in chro-
mosome position of the gene or the development of a
new isoform by alternative splicing in certain lineages
[28], may cause such variations in the evolutionary
dynamics and thus in the molecular clock of the introns.

In mammals, introns have been mainly used to resolve
deep groupings but also to study more recent phyloge-
nies [29-33]. However, no attempt has been made so far
to systematically select an optimal set of introns for
mammals. In this work, we have devised a protocol to
extract the best introns from the complete mammalian
genomes of five species: human, chimpanzee, macaque,
dog and cow [34-39]. We deliberately did not use the
available genomes of rodents (mouse and rat) because
they have genomic features that would have made the
comparisons of all mammals problematic. For example,
rodents have very attenuated isochors and show very
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fast evolutionary rates when compared to other mam-
mals [40,41]. This is also true for introns, as previously
shown [27]. The high evolutionary rates of rodent
introns can complicate the alignments, phylogenetic
reconstructions and measurement of genetic distances.
To avoid the same problems we also decided not to
include marsupials and monotremes. Thus, in this work
we concentrated on the analysis of non-rodent eutherian
genomes. From these genomes we obtained one-to-one
orthologues, constructed alignments and trees from
each individual intron and filtered out introns with
inadequate features for shallow phylogenies. In addition,
introns were selected to come from single-copy genes in
order to avoid multiple bands in PCR reactions, to have
an adequate length for PCR amplification, and to be sur-
rounded by exons with enough space for primer design.
From the resulting introns, we selected a small set that
we used to experimentally verify that they work accord-
ing to the expected features of ease of amplification and
high evolutionary rate. Finally, we studied the variability
of intron divergence in different species pairs.

Results and Discussion

Intron set acquisition

We extracted all introns smaller than 50,000 nucleotides
from the genomes of human, chimpanzee, macaque,
cow and dog, which comprise three mammalian orders
(Primates, Carnivora and Cetartiodactyla). The total
number of extracted introns per genome ranged
between 153,659 in the cow and 173,320 in the dog.
Using information from the ENSEMBL database, we
arrived at an initial set of 11,835 one-to-one orthologous
introns in the five mammalian species (Figure 1).

Most of these introns had an inadequate length for
their amplification and were therefore discarded in our
initial filtering processes. First, we restricted the intron
length in Homo sapiens to a minimum of 200 and a
maximum of 1600 nucleotides. Second, we controlled
for intron length conservation among the five species
used in this study, taking human as a referent and relax-
ing the constraints as the phylogenetic distance between
the compared species increased. After the application of
these size filters, 2750 introns remained. In addition, the
introns flanked by small exons (<40 nucleotides) were
discarded because the design of PCR primers could be
difficult in them. This filter affected 5.2% of the introns
available in the previous step.

Mammalian genomes have a large number of dupli-
cated genes due to different gene or genome duplication
processes [42]. These genes constitute a severe problem
because primers could hybridize in a large number of
genomic places, giving rise to multiple PCR products.
Thus, a crucial step was to check for the duplication of
the introns using BLAST over the different genomes. In
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Homo sapiens

Pan troglodytes
EnsembI‘ Macaca mulatta
genomes:  pos taurus

Canis familiaris

‘ Intron extraction (< 50000 bp)

Homo sapiens: 163347 introns

Pan troglodytes: 160601 introns
Macaca mulatta: 158457 introns
Bos taurus: 153659 introns

Canis familiaris: 173320 introns
| Orthology (1:1)

11835 introns

¢ Size selection (200-1600 bp)

4849 introns

¢ Cross-species size conservation

2750 introns
J Flanking exons size filter (> 40 bp)

2608 introns

& Single copy gene filter (e < 104)
1344 introns
i Molecular clock filter (K score < 0.1)

890 introns

Divergence filter (scaling factor < 1.15)
(total primates branch
length > 0.075 subs./pos.)

EI

J Visual inspection

224 introns

Figure 1 Scheme of the intron extraction and filtering
processes. bp indicates base pairs. subs/pos. indicates
substitutions/position.

fact, we performed the BLAST searches using the flank-
ing exons instead of the introns because the exonic
sequences are easier to detect by BLAST, even in diver-
gent genes [43]. Only those introns that had both flank-
ing exons present just once in the five genomes were
considered to be single-copy. This step ruled out
approximately half of the remaining introns. At this
point, there were 1344 introns with a preliminary
orthology filter that can be used to study different evo-
lutionary processes. However, for these introns to be
most useful in phylogenetic studies of closely related
species we applied several additional filters.

Next, we eliminated introns that were too accelerated
or decelerated in some lineages (and that could have
been affected by changes in evolutionary processes in
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particular lineages such as a change of function, a
change to a chromosome position with different evolu-
tionary dynamics, alternative splicing, etc). That is, we
selected introns whose rates of evolution were similar to
the global genomic rate and therefore with a largely
neutral molecular clock in mammals. Furthermore, trees
with large branches in particular lineages may corre-
spond to hidden paralogues that may have remained
undetected up to this point. These paralogues are very
problematic for estimations of evolutionary rates and
other parameters necessary for their use in phylogenetic
analyses. To detect this type of introns, we first con-
structed a global genomic tree from the concatenation
of all introns available at this step (Figure 2). This tree
was then used as a reference to assess if the phyloge-
netic tree of each individual intron had a rate of evolu-
tion similar to the global one in every lineage. This
calculation was performed with the K tree score mea-
sured by the Ktreedist software, which reflects the topo-
logical and relative differences in branch length between
a given tree and a reference tree [27]. That is, a high K
tree score is indicative of a tree that has some highly
accelerated or decelerated branches with respect to the
reference tree regardless of the overall tree divergence.
This score is also influenced by wrong topologies when
the affected branches are large. By setting an arbitrary K
tree score limit of 0.1 we removed approximately 34% of

Canis familiaris

Bos taurus

Macaca mulatta

Pan troglodytes

Homo sapiens

[ I I

0 0.1 0.2
Genetic distance (substitutions/position)

Figure 2 Maximum-likelihood reference tree representing the

global genomic evolution. The root of the tree was placed at the
midpoint.
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the introns that were most different in shape from the
global genomic tree.

The next step was designed to eliminate the most
conserved introns, which could be involved in some
function and are therefore not variable enough for the
phylogeny of closely related species. To do this, we
employed two different measures of divergence. First,
we calculated with the Ktreedist software the scaling
factor from each intronic phylogenetic tree to the global
genomic tree. This measure allowed us to discard the
introns that showed the slowest overall evolutionary
rates. Second, we calculated another measure of diver-
gence, the primates total branch length, by using the
corresponding alignments and trees with only the three
primate species (human, chimpanzee and macaque).
This measure is more accurate and less affected by
alignment imperfections possibly generated when com-
paring sequences that are too divergent. We then
selected the introns that had a scaling factor lower than
1.15 and a primates total branch length higher than
0.075 substitutions per position. This rendered a dataset
of 225 introns that excluded the most conserved ones.

Finally, a visual inspection step was performed to
detect any poorly aligned sequences caused by wrong
annotations or clearly incorrect orthology assignments.
Only one intron had to be eliminated in this step. The
resulting final set was thus composed of 224 new phylo-
genetic markers (Figure 1). In the additional file 1 we
show all relevant information for each marker. This
includes the alignments of both the intron and the
flanking exons, the phylogenetic tree of the five mam-
mals constructed with the intron sequences, and the
genomic location and function of the gene to which the
intron belongs. The examination of this information
allows the selection of optimal markers for specific pur-
poses and the design of exon primers with different
degrees of specificity. Interestingly, one of the introns in
our final set turned out to be intron 1 of transthyretin
(TTR-1), which is one of the most widely used introns
in mammalian phylogenetics [44-48]. To our knowledge,
no other markers in our dataset have been used so far.

Analysis of genomic features of the new set of introns
The genomic location in Homo sapiens of each new
marker is represented in Figure 3. All the human chro-
mosomes carry at least one intron in our set, except
chromosomes 21 and Y. The latter chromosome was
expected to be missing from our set because no
sequence for this chromosome was present in the avail-
able genome sequences of macaque, cow and dog.
Regarding the X chromosome, only one intron was pre-
sent in the final set. The rest of X-linked introns were
discarded in the different filtering process, mainly in the
single-copy test and divergence filters steps.
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Figure 3 Human karyotype showing the genomic location of
the genes to which the 224 introns of the final set belong
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Repetitive sequences present in the intron set were
analyzed with the RepeatMasker software. Of the 224
introns, 163 were found to contain repetitive elements.
The most frequent elements were SINEs, which were
present in 70% of the introns that bore any kind of ele-
ment, followed by LINEs, which were found in 26% of
them. Introns with repeats had, on average, 18% of their
sequence corresponding to repetitive elements. These
types of repetitive sequences normally evolve in a neu-
tral way, mostly by point mutations, and therefore their
presence is not a problem for sequence-based analysis
methods that assume a normal nucleotide substitution
model. If all species in the alignment have the repeat
(which is the normal situation in closely related species)
this fragment can be used normally as any other
sequence. When only some species have the repetitive
element (as it happened often in our set of five mamma-
lian species), we observed that alignment programs do
not have problems dealing with these repetitive ele-
ments, and therefore the alignments can also be used
for further sequence or phylogenetic analyses.

More problematic are microsatellites (defined here as
two or more contiguous, approximate copies of a pat-
tern of 1 to 6 nucleotides [49]). Since microsatellites
evolve by a slippage mechanism instead of by point
mutations [50], they cannot be used with phylogenetic
or coalescence methods that assume a normal point
substitution model. We checked for the presence of
microsatellites with the Tandem Repeats Finder pro-
gram and found that 43 of the 224 introns had at least
one microsatellite in some species. Microsatellites are, in
general, specific for particular lineages, and their
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presence in one species does not mean that the intron )
cannot be used in other taxa. Therefore, introns with
some microsatellites were not eliminated from the data
set. However, when these sequences are found within
the introns in a species to be studied it may be better
not to use this intron and rather select a new one from
the set designed here. Alternatively, the positions
belonging to the microsatellites can be eliminated from
the alignment for further processing with sequence ana-
lysis programs that assume a point mutation mechanism
of evolution.

a)
1200

Number of introns

0 001 0.02 0.03 0.04 0.05
Analysis of genetic distances and single nucleotide

polymorphisms 500
In order to test the degree of variability of the 224 final
introns with respect to the initial data sets, we estimated
the genetic distance between human and chimpanzee
for each intron. To do this, we constructed the align-
ments of the primate species (human, chimpanzee and
macaque), which could be used without further cleaning.
Then, we estimated the corresponding maximum-likeli-
hood trees and measured the patristic distances between
human and chimpanzee. We then compared the dis-
tances obtained for the final set of 224 introns with the
sets corresponding to the different filtering processes
(Figure 4). The mean divergence between human and
chimpanzee was around 0.011 substitutions/position in 300
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the three initial data sets: the size-constrained introns 2 250
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obtained after the application of the neutral evolution 5

test. As expected, after the application of the divergence ‘g 180~
filter this distance increased, but only up to 0.014 sub- E 100
stitutions/position. Thus, the overall gain in genetic dis- Z 50
tance in the final set was small. However, the main 0

effect of the divergence filters was the elimination of 0 001 002 003 004 005
highly conserved introns (as reflected in the relative
decrease of the first bar of the histograms in Figure 4d),

Q.
-

which could be involved in some important function :g_
and would be practically useless for studies of closely %
related species. Similarly, the analysis of human single § 60
nucleotide polymorphisms (SNPs) in the introns of our E 504
final set revealed that they had 4.35 SNPs on average. In ‘E’ 40
comparison, the set of 2750 size-constrained ortholo- 8 304
gous introns (see Figure 1) contained 3.19 SNPs on § 20+ [
average. When scaling these results by the length of 10 H
each intron to obtain the SNP density, the difference 0- I S ) N e
between the means was still maintained: 0.0055 SNPs 0.01 0.02 0.03 004 0.05
per nucleotide for the final set of introns versus 0.0043 Human-chimpanzee maximum-likelihood genetic
for the initial set. Thus, human SNPs also showed a distance (substitutions/position)
slight increase in the genetic variability of the introns in Figure 4 H chimp genetic distances measured in
the final set. the primates tree. The different sets correspond to: a) 2750
To compare the mean intronic genetic distance with orthologous, size-constrained introns; b) 1344 single-copy introns;

c) 890 orthologous introns of neutral evolution; and d) the final set

the divergence of cytochrome b, which is the most pop- of 998 introns

ular marker for mammalian phylogenetics [51], we
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obtained the cytochrome b distance between human and
chimpanzee. To do this, we measured the patristic dis-
tance in a maximum-likelihood phylogenetic tree simi-
larly reconstructed with human, chimpanzee and
macaque cytochrome b sequences obtained from Gen-
Bank [52]. The resulting distance was 0.169 substitu-
tions/position, which implies that the final set of 224
introns has, on average, 12.1 times less divergence than
the mitochondrial cytochrome b gene. Furthermore,
alignments containing the exons flanking the 224
introns were constructed for the three primates, maxi-
mum likelihood trees were built as above, and the
resulting trees were used to calculate the distance
between Homo sapiens and Pan troglodytes for both the
upstream and downstream exons of each intron. The
resulting mean genetic divergence was 0.006 substitu-
tions/position, which implies that the 224 selected
introns have, on average, 2.3 more divergence than their
corresponding flanking exons.

Experimental validation of the newly developed
phylogenetic markers: Primer design and PCR
amplification

The intron filtering processes carried out above were
designed to select a set of optimal introns for the phylo-
geny of closely related mammalian species. However,
many unidentified factors may affect the amplification of
these introns in different species. To experimentally test
the real performance of these introns and the validity of
the designed bioinformatic analysis we randomly
selected twelve introns among the largest ones in the
final data set for sequencing in different mammals.

In order to design primers of wide spectrum, the
flanking exonic sequences already gathered (human,
chimpanzee, macaque, cow and dog) were comple-
mented by (whenever possible) a few others from the
ENSEMBL database: horse (Equus caballus), Sumatran
orangutan (Pongo abelii), little brown bat (Myotis luci-
fugus), European hedgehog (Erinaceus europaeus),
domestic cat (Felis catus), Northern tree shrew
(Tupaia belangeri), gray mouse lemur (Microcebus
murinus), African bush elephant (Loxodonta africana),
lesser hedgehog tenrec (Echinops telfairi), nine-
banded armadillo (Dasypus novemcinctus) and com-
mon shrew (Sorex araneus). These genomes mostly
corresponded to low-coverage genome projects but
many of them were valid for certain exons. Exonic
alignments, containing between 11 and 15 different
species, were constructed. These alignments allowed
us to design the 3’ end of every primer in the most
conserved part of the exonic alignment. Degenerate
bases (up to a limit of 48 per primer) were used to
make the primers suitable for as many different mam-
malian species as possible.
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To test these primers, we used genomic DNA
extracted from six mammalian species: Iberian mouse-
bat (Myotis escalerai), Bornean orangutan (Pongo pyg-
maeus), snow leopard (Uncia uncia), tiger (Panthera
tigris), least weasel (Mustela nivalis), and European
polecat (Mustela putorius). This set included several clo-
sely related species in order to analyze their intronic
divergence. Table 1 shows the primers used and the
amplification results for this panel of species. Five out of
the 12 introns failed to produce a single, clean PCR
band of the expected size in one or more of the six ana-
lyzed species. This was due to several reasons, the main
one being PCR misamplification in the form of gel
smear. Some other problems were the excessive length
of the amplified band in some species or the generation
of double bands in the PCR reaction, which can reflect
the existence of gene duplications in a particular lineage
(Table 1). Some optimizations with different primers or
hybridization temperatures did not solve the problems
in these introns. The seven remaining introns did pro-
duce a clear single PCR band of the expected size in the
six chosen species. It should be noted that, even for the
successful primers, the annealing temperature had to be
optimized for different species. Moreover, there were a
few cases, namely SLC38A7-8 for Panthera tigris and
CARHSP-1 and PNPO-3 for Myotis escalerai, where
more specific primers had to be designed to improve
the PCR band. The PCR bands of these introns were
subsequently sequenced, and the sequences were com-
pared to the known introns, which confirmed their cor-
rect amplification. In addition to the sequence of the
PCR band, the exact sequence of one allele for each spe-
cimen was obtained by cloning the sequenced PCR pro-
duct in a plasmid vector.

We can conclude that a large part of the markers
tested were valid, with a minimum optimization, for a
wide variety of mammals. Of course, the success rate
will vary depending on the taxa of choice, but, to
increase the chances that a primer works, it is important
to take into account that this optimization may be
necessary in all pilot studies and may include the adjust-
ment of the hybridization temperature or the modifica-
tion of the primer specificity with a different degree of
degeneracy. In our experimental test of selected introns,
we designed primers of broad specificity so that they
could be used in a wide range of mammalian groups,
but primers intended for specific taxa need not be based
on such a variety of species and can have less degener-
ate bases. In addition to the species tested here, selected
to include pairs of closely related species, we have suc-
cessfully amplified other intron markers from our data
set in other mammals, mainly belonging to Erinaceo-
morpha and Soricomorpha, as part of ongoing studies.
They also produced the expected PCR band and the
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Table 1 Introns selected for amplification and sequencing in six species, and final outcome
Intron name ENSEMBL Code Length (H. sapiens) Primer sequences (Forward and Reverse) Result
SLC38A7-8 ENSG00000103042 877 RGGCCTRGCYGSCTGCTTCATCTT TCVGASAGYTTGGCTTGRATGAGGCA +
COPS7A-4 ENSG00000111652 952 TACAGCATYGGRCGRGACATCCA TCACYTGCTCCTCRATGCCKGACA +
CARHSP1-1 ENSG00000153048 698 ACYCGCCGSACSAGGACCTTCT GTRATGAAGCCRTGGCCCTTGGA +
GAD2-1 ENSG00000136750 724 GGCTCHRGCTTYTGGTCYTTYGG YCCGAKGCCKCCSGTGAACTTCT +
JMJD5-2 ENSG00000155666 1124 ACCABTGGCCVTGCATGMAGARGT TGATGAACTCRYTGACBGTCATGAG +
OSTA-5 ENSG00000163959 535 TGMWGGYCATGGTGGAAGGCTTTG AGATGCCRTCRGGGAYGAGRAACA +
PNPO-3 ENSG00000108439 843 GATGGCTTCCRHTTCTWCACTAACTT GGYTCCCARTAGAAGACMAKSGA +
GAD2-3 ENSG00000136750 1051 TGCTCTAYGGRGAYKCMGAGAAG CAGAAACGCCARMGTGGSCCTTT (1
CLCN6-17 ENSG00000011021 1376 GTGGCCAAATGGACAGGGGACTTT TTGCCCTTCATGAACTCCTTCTCGT (2)
TFPI2-2 ENSG00000105825 913 TACTACTAYGACAGGYACWYGCAGA CATGTCATRGAWSTTAGATTRAAGAA (2)
CSE1L-12 ENSG00000124207 1496 CATGGRATYACAMAAGCWAATGA TAYTTRATRCCRTCAGCTTTAAG (3)
TBC1D21-8 ENSG00000167139 1007 TCTTYCCCTGGTTCTGYYTCTGCTT CAKGCWGTAGGCCACCAGCACCT 4)

The intron name is taken from the gene name according to the HUGO Gene Nomenclature Committee followed by a dash and the intron number. In the “Result”
column, the (+) symbol indicates successful sequencing in the whole panel of species; (1), non-specific amplification in one species; (2), non-specific amplification
in several species; (3), intron of very large size in some species; (4), double PCR band in some species.

corresponding sequence, indicating again the usefulness
of this set of introns.

Use of the selected introns as markers for the phylogeny
of closely related species

The sequenced introns were added to the introns
already downloaded for human, chimpanzee, macaque,
dog and cow, and this set was complemented by three
additional genomes that had information for the seven
successful introns: the Sumatran orangutan (Pongo abe-
lii), the horse (Equus caballus) and the little brown bat
(Myotis lucifugus). This extended species set allowed us
to assess the variability of our introns in five pairs of
closely related mammalian species, which comprised
four different mammalian families: Mustelidae, which
included Mustela nivalis and M. putorius, with an esti-
mated divergence time of 2.8 million years [53]; Felidae,
with Panthera tigris and Uncia uncia, which diverged
2.9 million years ago [54]; Hominidae, which included
two pairs, namely, Pongo pygmaeus and P. abelii, with
3.8 million years of estimated divergence [55], and
Homo sapiens and Pan troglodytes, with 6 million years
of estimated divergence [56]; and Vespertilionidae, with
Myotis lucifugus and M. escalerai, which diverged 12.2
million years ago [57].

All of the sequenced alleles for the seven introns were
different in both members of every pair of closely
related species, except, surprisingly, the PNPO-3
sequence obtained for Pongo pygmaeus, which was iden-
tical to the one downloaded from ENSEMBL for P. abe-
lii. This can be due to several reasons such as a recent
introgression, the existence of a constraint in the evolu-
tion of this particular marker in the orangutan lineage
or the fact that, by mere chance, no mutations have
accumulated in any of the two species since their recent
divergence. All other intron pairs showed one or several

substitutions between the species pairs selected,
thus providing useful information for phylogenetic
reconstruction.

Alignments and the corresponding maximum-likeli-
hood phylogenetic trees were reconstructed for each of
the seven intronic markers (Figure 5). The phylogenies
obtained were largely congruent with the known taxon-
omy of the species, particularly within each order, show-
ing that these introns have normal evolutionary
dynamics, not only in the five species used for filtering
the introns, but also in other mammals. In addition, it is
interesting to note that we have four representative
orders (Carnivora, Chiroptera, Cetartiodactyla and Peri-
ssodactyla) within laurasiatherians that could help
resolve the phylogeny of this group. However, the rela-
tionships among them were different in each tree, and
the bootstrap values for the different clades were very
low (results not shown), indicating that individual
introns may not have enough information for inter-ordi-
nal mammalian phylogenies [58-62]. It is also important
to observe that the trees estimated with the different
markers show very apparent differences in their overall
divergence. As can be seen from the scale of the trees,
the most extreme examples were GAD2-1 and OSTA-5,
which were the slowest introns, and JMJD5-2, which
was the intron with the fastest rate of evolution.

To analyze the differences in divergence among
introns in more detail, we constructed new alignments
for each pair of closely related species to avoid possible
problems associated with the alignments of more diver-
gent taxa. We then estimated the intron genetic distance
between species pairs from the corresponding intron
pairwise alignment. Figure 6 compares the divergences
between species pairs for the different introns. As
expected, species pairs separated for longer times such
as the two Myotis species accumulate an overall higher
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Figure 6 Pairwise maximume-likelihood distances of the different introns for the selected species pairs.

number of substitutions than the closest species such as
Panthera tigris and Uncia uncia. It can also be deduced
from this figure that there are important differences in
intron divergence in different species pairs, indicating
that it is not possible to predict that one intron with a
high number of variable positions in one lineage will be
equally variable in other lineages. For example, the most
informative introns for H. sapiens and P. troglodytes
would be CARHSP1-1 and OSTA-5 whereas for Mus-
tela the best ones would be SLC38A7-8 and COPS7A-4.
Furthermore, the intron JMJD5-2, despite being the fast-
est one according to the overall divergence in mammals
(Figure 5), was not always the most variable between
sister species. Therefore, the most variable introns are
different for every lineage. This can be due to the sto-
chasticity of mutations, which can specially affect to
short branches, and to differences in population size
and ancestral polymorphisms, which may constitute a
large part of the divergence among genes in closely
related species [13,63]. Thus, given the range of intron
variability of our data set (with all introns being quite
variable) it may not be worthwhile favoring introns with
high overall rates in mammals. Rather, it may be better
to use several unlinked introns to overcome different
stochastic processes in any phylogenetic study of closely
related species.

Conclusions

The development of multilocus phylogenetics requires
the availability of a large number of adequate markers
for different taxa. In this study, we have designed 224
intronic markers with optimal conditions for the phylo-
geny of closely related mammalian species (excluding
rodents, marsupials and monotremes). Among the
important criteria used to select these markers were that
they belonged to single-copy genes, were not highly
conserved, and did not show disparate rates of evolution
in different lineages. The experimental validation of
these introns showed that, after some optimizations,
they could be amplified in different mammalian species,

yielding a single PCR band. In addition, an analysis of
the genetic distances estimated in several pairs of closely
related mammalian species revealed that introns may
show different degrees of divergence in different pairs,
and that it is not possible to predict which introns will
be more variable in each group. In any case, it may be
necessary to carry out initial pilot studies with several
introns to decide which ones perform best for each spe-
cies or group of closely related species. In addition, the
use of several introns will reduce the stochasticity asso-
ciated to mutational and coalescence processes, which is
particularly large for nuclear sequences. The availability
of a large set of introns like the one provided here will
greatly facilitate this work.

Methods
Databases and filters
The following mammalian genomes were downloaded
from the ENSEMBL database [64] in GenBank format:
human (Homo sapiens) version NCBI 36 [36,39], chim-
panzee (Pan troglodytes) version Pan_troglodytes-2.1
[35], rhesus macaque (Macaca mulatta) version
Mmul_1 [38], dog (Canis familiaris) version CanFam2.0
[37] and cow (Bos taurus) version Btau_3.1 [34]. These
genomes are sequenced with high coverage and thor-
oughly annotated. There were also several low-coverage
genomes available, but their lack of many annotated fea-
tures made their use in studies like the present one very
inconvenient [64,65]. The genome of the marsupial
Monodelphis domestica [66)] was also available and well
annotated at the time this study was performed but we
decided not to include it to avoid problems with align-
ments and phylogenetic reconstruction due to its large
distance from the other mammalian species used. In
addition, the mouse and rat genomes, which are also
very divergent due to their peculiar genomic features
[40,41], were also excluded from this study.

We developed a pipeline of Perl scripts to extract all
the introns and exons of each mammalian genome
(Figure 1). At the same time, features like the gene
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description and the genomic location and length of
every intron and exon were stored. In this initial step,
introns of more than 50,000 nucleotides were discarded.

The ENSEMBL database includes orthology informa-
tion obtained from a phylogenetic analysis, which makes
the determination of the orthology relationships more
accurate [64]. Therefore, we used this information to
determine preliminary one-to-one orthologous genes
between human, chimpanzee, macaque, dog and cow.
To achieve this, we downloaded orthology tables con-
taining the whole list of one-to-one orthologous genes
between pairs of species. By crossing the information of
the human-chimpanzee and human-macaque pairs we
obtained a set of one-to-one orthologous genes for pri-
mates. From the table of dog and cow we obtained the
corresponding set of orthologues for laurasiatherians.
Finally, we crossed these two tables to obtain a set of
putative one-to-one orthologous genes for the five con-
sidered species. The corresponding lists of introns were
then assembled from this table. In addition, only those
introns belonging to genes with equal numbers of
introns and whose relative position inside the corre-
sponding gene was conserved in every compared species
were considered to be true one-to-one orthologues.

The size variation of each intron across the studied
species was also controlled. To do this, the maximum
difference in length allowed between human and chim-
panzee, human and macaque, human and cow, human
and dog, and cow and dog was established at 10%, 20%,
100%, 100% and 50%, respectively.

Multiple alignments of the orthologous intronic
sequences were built using MAFFT version 5.8 [67].
Gblocks version 0.91 [68] was used with relaxed para-
meters [69] to discard poorly aligned positions. Maxi-
mum-likelihood phylogenetic trees were reconstructed
using PhyML version 2.4.4, with the GTR model of evo-
lution and four substitution rate categories [70].

To detect duplicated genes, BLAST searches [71] of
the pair of flanking exons were performed for every
intron. For each species, the exons were used as query
against its own genome. The e-value limit was set at
10", We selected only the introns with exons that pro-
duced a single hit (itself) against one region of the gen-
ome. Since each genome is subdivided into large
fragments, normally chromosomes, we checked that
every single hit was also composed of a single subalign-
ment and therefore corresponded to a single exon.

A reference tree reflecting the global genomic evolu-
tion was constructed using all single-copy introns. To
do so, the 1344 intron alignments that passed the
BLAST filter were concatenated to generate an align-
ment of 768,745 positions. This alignment was used to
build a maximum-likelihood phylogenetic tree using
RaxML version 2.4.4, which can handle big alignments
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[72]. Phylogenetic trees of every individual intron were
compared to this reference tree using the K tree score
implemented in the Ktreedist program [27].

Repetitive sequences present in the final set of introns
were analyzed with the program RepeatMasker version
3.2.8 using the corresponding library for each species
[73]. The intron sequences were also scanned for micro-
satellites with Tandem Repeats Finder version 4.04 [49]
using the following program parameters: 2 7 7 80 10 50
6. Moreover, the presence of human SNPs in these
introns was analyzed using information obtained from
the ENSEMBL database. To do this, the whole list of
annotated intronic SNPs of the NCBI 36 version of the
Homo sapiens genome was downloaded using the Bio-
mart platform [74], and the corresponding SNPs were
mapped in our set of introns.

Samples and laboratory procedures

Samples of six mammalian species spanning different orders
were obtained. The chosen species were the Iberian mouse-
bat (Myotis escalerai); the Bornean orangutan (Pongo pyg-
maeus), obtained from the INPRIMAT Consortium and the
Biomedical Primate Research Centre in Rijswijk; the snow
leopard (Uncia uncia) and the tiger (Panthera tigris),
obtained from the Animal Tissue Bank of Catalunya; and
the least weasel (Mustela nivalis) and the European polecat
(Mustela putorius), obtained from Collection of Tissues and
DNA of the Museo Nacional de Ciencias Naturales.

DNA extractions were performed using the DNEasy
Blood and Tissue Kit (QIAGen), following manufac-
turer’s instructions. PCR reactions were carried out in
25 pl of final reaction volume, containing 50 - 100 ng of
template DNA, 0.5 - 1 uM of each primer, and 0.75
units of Promega GoTaq. Amplification conditions were
as follows: initial denaturation at 95°C for 5 minutes,
followed by 28 to 35 cycles comprising 30 seconds of
denaturation at 95°C, 30 seconds of annealing at 52-65°
C (this temperature turned out to be highly variable
among different species and introns and had to be
adjusted for each particular case) and extension at 72°C
for 30-60 seconds. The resulting PCR products were
loaded in 1% agarose gels stained with SYBR Safe DNA
Gel Stain (Invitrogen). Bands were manually excised
from the gel and subsequently purified using Illustra
GFX PCR and DNA Gel Band Purification Kit
(GE Healthcare). The resulting products were then
sequenced using different sequencing services. Both het-
erozygous point mutations and indels that caused diffi-
culties in assigning a clear sequence to each allele of the
individuals were observed in several sequences. There-
fore, we cloned each PCR product into the pstBlue-1
vector (Invitrogen) to be able to isolate one of the
alleles. The plasmid containing one of the alleles was
isolated from the bacterial cultures, purified using the
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GenElute Plasmid Miniprep Kit (Sigma Aldrich), and
subsequently sequenced. Resulting sequences were ana-
lyzed using Geneious version 4.5.5 [75]. To correct the
errors induced by the polymerase and evidenced in the
cloning process, both the PCR product and its corre-
sponding cloned sequence were assembled. Intron
sequences have been deposited in GenBank under acces-
sion numbers HM147892-HM147933.

Phylogenetic analyses of the new markers

For each successfully amplified and sequenced intron, a
new multiple sequence alignment was created containing
the six newly obtained sequences plus further sequences
from ENSEMBL. As above, MAFFT was used to build
these alignments, which were then cleaned using Gblocks
with the same parameters as above. We constructed the
phylogenetic trees using PhyML with the GTR model of
evolution and four substitution rate categories. In addi-
tion, for each of these introns we analyzed the divergence
for five pairs of closely related species. To do this, we
constructed new pairwise intronic alignments for each
species pair using MAFFT as above, but without applying
Gblocks, and estimated maximum-likelihood distance
using PAUP [76] with the GTR substitution model.

Additional material

Additional file 1: Final set of 224 introns selected for the phylogeny
of closely related mammalian species. The first page of each intron
lists the following information: description (function of the gene to
which the intron belongs), gene name according to the HUGO Gene
Nomenclature Committee (in parenthesis), intron number, chromosome
where it is located in Homo sapiens, intron start (the location of the first
base of the intron in the corresponding human chromosome), human
intron length, intron alignment length (size of the alignment of the five
species: human, chimpanzee, rhesus macaque, dog and cow), flanking
exons length (the size of both the upstream and the downstream exons
that flank this intron in Homo sapiens), SNP density (the number of single
nucleotide polymorphisms described for human in this intron divided by
its length), K tree score (a calculation that reflects topological and rate
divergence of the intronic tree with respect to the genomic reference
tree), scaling factor (the value that shows the global divergence of the
intronic tree with respect to the genomic reference tree), human-
chimpanzee distance in substitutions per position (the maximum-
likelihood distance between the introns of Homo sapiens and Pan
troglodytes measured in the primates phylogenetic tree), and total
primate branch length in substitutions per position (the sum of all the
branches of the corresponding phylogenetic tree built using only the
three available primate species). For the representation of the exon and
intron alignments, a few wrong definitions of intron ends and starts that
we found were manually corrected. The five-species alignments of both
upstream and downstream exons are represented, but only the 160
bases closest to the intron are displayed. To help assess sequence
conservation, positions with more than 50% identities are highlighted.
The maximum-likelihood phylogenetic tree of the intron for the five
species is also shown. The root was placed at 7% of the branch
separating primates and laurasiatherians (coinciding with the midpoint of
the global genomic tree). The second page of each intron shows the
five-species alignment of the intron. Introns are ordered in this
document by total primate branch length.
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ABSTRACT

Summary: We introduce a new phylogenetic comparison method
that measures overall differences in the relative branch length and
topology of two phylogenetic trees. To do this, the algorithm first
scales one of the trees to have a global divergence as similar as
possible to the other tree. Then, the branch length distance, which
takes differences in topology and branch lengths into account, is
applied to the two trees. We thus obtain the minimum branch length
distance or K tree score. Two trees with very different relative branch
lengths get a high K score whereas two trees that follow a similar
among-lineage rate variation get a low score, regardless of the
overall rates in both trees. There are several applications of the
K tree score, two of which are explained here in more detail. First,
this score allows the evaluation of the performance of phylogenetic
algorithms, not only with respect to their topological accuracy, but
also with respect to the reproduction of a given branch length
variation. In a second example, we show how the K score allows the
selection of orthologous genes by choosing those that better follow
the overall shape of a given reference tree.

Availability: http://molevol.ibmb.csic.es/Ktreedist.html

Contact: jcvagr@ibmb.csic.es

1 INTRODUCTION

In phylogenetic reconstruction, the application of different
methods or the use of different genes may lead to the estimation
of different phylogenetic trees (Castresana, 2007; Hillis et al.,
2005; Huerta-Cepas et al., 2007). In order to analyze if the
resulting trees are congruent, it is fundamental to be able to
quantify differences between such trees. Normally, only
topology is taken into account for such task, for example, by
means of the symmetric difference (Robinson and Foulds,
1981). Few methods have been developed that also take branch
length information into account (Hall, 2005; Kuhner and
Felsenstein, 1994). These methods have been successfully
applied to quantify the performance of different phylogenetic
methods in simulated alignments, but they have the drawback
that they are not directly applicable to trees with different
evolutionary rates. Here, we introduce a new phylogenetic

*To whom correspondence should be addressed.

comparison measure that takes branch length information into
account after scaling the trees so that they have comparable
global evolutionary rates.

2 METHOD

The basis of our method to compare two phylogenetic trees,
T and 7', is the branch length distance (BLD) introduced by
Kuhner and Felsenstein (Felsenstein, 2004; Kuhner and
Felsenstein, 1994). This distance is sensitive to the similarity
in branch lengths of both trees. Consider the set of partitions
present in both trees, that is, the whole set of partitions present
in 7 plus the set of partitions present in 7' but not in 7.
Partitions for external branches are also included. For tree T,
we can define an array B of branch lengths associated to
each partition (b,, b,.. .., by). Branches that do not appear in
T (corresponding to partitions that are only present in 7"') are
assigned to 0 in such array. We can similarly define the array B’
associated to tree T'. The BLD between trees 7 and T is the
squared root of the sum of (h; — h})2 for all partitions. However,
BLD depends on the absolute size of the trees being compared,
so that two trees with the same shape (topology and relative
branch length) but different global rates will give rise to a very
high BLD (Kuhner and Felsenstein, 1994), which may be
unwanted.

In our method, we introduce a factor, K, to scale tree 7' so
that both trees, 7 and 7', have a similar global divergence.
Thus, we are interested in calculating BLD after scaling 7" with
a factor K:

(1

To obtain the value of K that minimizes BLD we differentiate
Equation (1). It can be shown that the value of K that makes
this derivative zero is:

K==E

N
2
E b;
i=1

2

2954
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We then substitute this value of K in Equation (1) and obtain
the minimum branch length distance or K tree score. It should
be taken into account that the K tree score is not symmetric,
that is, the result from 7" to 7’ may not be the same than from
T’ to T, and. in consequence, the K score does not have the
mathematical properties of a distance. Thus, this score is
generally not useful to compare only two trees (although the K
factor of Equation (2) can be very valuable for scaling
purposes; see below). The K tree score is most useful when
there is a tree that serves as reference (7') and several other trees
(T) that will be scaled and compared to 7. In such cases, trees
T' that are similar in shape to 7 will receive a low K tree score
whereas those that are very different will get a relatively higher
K score, regardless of their overall rates.

The method that calculates the K tree score (as well as other
tree comparison measures) is implemented in a Perl program
called Ktreedist.

3 APPLICATIONS

There are several applications of the K tree score. First, it can
be used to evaluate the quality of phylogenetic reconstructions
in simulated alignments by comparing the true tree to the
trees obtained with different phylogenetic methods. For
example, the reference tree shown in Figure 1A was used to
simulate with SeqGen (Rambaut and Grassly, 1997) 100
alignments of 1000 positions with a GTR model and gamma
rate heterogeneity («¢=1.5). We then constructed maximum-
likelihood (ML) trees from such simulations using Phyml
(Guindon and Gascuel, 2003) with two different conditions:

A Reference tree

ML tree without rate heterogeneity

without and with rate heterogeneity. To facilitate the compar-
ison between both phylogenetic methods we imposed the
topology of the reference tree during the ML reconstructions.
After averaging the branch lengths of the 100 reconstructed
trees, we obtained one tree for each phylogenetic method. Both
trees differed in their overall rates (with the nonrate hetero-
geneity tree not capturing all substitutions, leading to a K scale
factor > 1) but, importantly, they also differed in their shapes:
see, for example, the relative lengths of sp3. sp4 and spS.
The differences in shape were reflected in the K scores: 0.197 for
the average tree without rate heterogeneity and 0.030 for the
average tree calculated with rate heterogeneity, indicating the
better performance of the latter method. (Differences also
appeared after averaging the K score from the 100 trees
obtained with each method although, in this case, the
magnitude of the difference was smaller.) Thus, the K tree
score can be used to quantify the different quality in
branch length reconstruction of different phylogenetic meth-
ods. The K score can also be used with trees that have different
topologies. In such cases. nonshared branches that are
relatively long will contribute to the K score much more
than small conflicting branches. This is different from the
symmetric difference (Robinson and Foulds, 1981), in which
all topological differences count the same.

In a second example, we show how the K tree score can be
used to make an accurate selection of orthologous genes.
Orthologs should reflect the same topology of the species tree
but they should also give rise, in principle, to a similar tree
shape. We extracted from the ENSEMBL database (Hubbard
et al., 2007) the tables of pairs of orthologous genes of seven

ML tree with rate heterogeneity

sp8 sp8
sp7 sp7
p6
spS sp5
sp4 spa
sp3 sp3
sp2 sp2
sp1 sp1

| s o | S S s e |
0 02040608 1 1214

Substitutions/position

B Reference tree
Rat
Mouse

Rhesus macaque
Human
Chimpanzee

Cow

0 02 04
Substitutions/position

R S ORE . R
0 0.2 0.4 06 08 1
Substitutions/position

Scale factor = 1.509
K tree score = 0.197

Intron 1 of BXDC5

0 02 04 06 o8
Substitutions/position

Scale factor = 0.634
K tree score = 0.049

0 02040608 1 12 1.4
Substitutions/position

Scale factor = 1.002
K tree score = 0.030

Intron 3 of EGLN2
[ Rat
Mouse

Rhesus macaque
iHuman
Chimpanzee
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1_1_Dllgi_l_|

0 02 04
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Scale factor = 0.912
K tree score = 0.270

Fig. 1. (A) Reference tree used to simulate 100 alignments and the average reconstructions obtained by ML without and with rate heterogeneity.
(B) Trees obtained with 472 concatenated introns (reference tree) and with two individual introns (intron 1 of BXDCS and intron 3 of EGLN2).
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mammalian species. By matching the pairwise orthology tables,
we constructed a set of one-to-one orthologs, and we down-
loaded the corresponding genes. We then extracted the introns
and, after applying several filters (elimination of very long
introns, those with problematic alignments, etc.), we obtained
a set of 472 putative orthologous introns. Some of these introns
produced ML phylogenetic trees that were of unusual shape,
which could be due to different rates of evolution in different
lineages (heterotachy) or could indicate that they do not come
from orthologous genes (hidden paralogy). We then con-
structed a reference tree (Fig. 1B) with the concatenated
alignment of the 472 introns using the RAXxML program
(Stamatakis, 2006), which can handle very long alignments,
with a GTR model of evolution and four rate categories. This
tree should reflect the average divergence of the seven genomes
and, as expected. rodents showed a higher acceleration in their
branches. We then calculated the K score of the trees of all
individual introns with respect to the reference tree. We show in
Figure 1B the trees of two putative orthologous introns. Intron
1 of BXDCS5, despite having a high global rate, produced a
phylogeny with the same topology and a very similar tree shape
to the reference tree. This was reflected in a low K score: 0.049,
smaller than the mean of the distribution of K scores of all
individual introns (0.104), which is indicative of a very likely
ortholog. (The K score would also be low in a similar tree but
with a topological conflict affecting a small branch, which
would not affect the high probability of orthology.) Intron 3 of
EGLN2 also reproduced the reference topology. However,
this tree showed a relatively long basal branch in primates as
well as a long branch connecting Euarchontoglires and
Laurasiatherians. In consequence, the K score for this tree
with respect to the reference is much higher: 0.270. In fact, this
value is a clear outlier in the distribution of K scores. Although
heterotachy cannot be discarded, the chances that the latter
gene contains hidden paralogs in some species are higher than
in the first gene. Thus, the K score can be used to establish
a certain threshold and make a more accurate selection of
orthologous genes.

If orthology is ensured for a set of genes, then a high K tree
score with respect to a given reference will be indicative of trees
with very fast-evolving species or with a significant amount of
other types of heterotachy. These trees are of more difficult
reconstruction, and thus the K tree score can be used to select
(in a similar way as above) a set of the most reliable genes for
estimating species phylogenies.

On a more practical side, the K scale factor [Equation (2)]
can be used in instances where it is necessary to scale trees to
have equivalent divergences. For example, the linearization of
trees by means of a method like nonparametric rate smoothing
produces trees with an arbitrary scale when no dates are known
for the tree nodes (Sanderson, 1997). In such cases, one can
make use of the K scale factor obtained from the comparison
between the linearized tree and the original (reference) tree:
the scaling of the linearized tree with this K factor will
re-establish a genetic distance scale equivalent to that of the
original tree.
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Tabla A1. Cebadores usados en esta tesis para amplificar genes mitocondriales. (1) cebadores
empleados para amplificar el citocromo b en muestras de museo .(2) cebadores empleados para
amplificar el D-loop en muestras de museo.

Primer

Secuencia

Gen

Taxa

Galpyr_cytb_Glu
Galpyr_cytb_461r
Galpyr_cytb_416f
Galpyr_cytb_695r
Galpyr_cytb_650f
Galpyr_cytb_Thr
Galpyr_cytb_A1-Glus2F
Galpyr_cytb_A1-70R
Galpyr_cytb_A2-136F
Galpyr_cytb_A2-250R
Galpyr_cytb_A3-311F
Galpyr_cytb_A3-403R
Galpyr_cytb_A4-464F
Galpyr_cytb_A4-539R
Galpyr_cytb_As5-589F
Galpyr_cytb_A5-676R
Galpyr_cytb_A6-738F
Galpyr_cytb_A6-844R
Galpyr_cytb_A7-895F
Galpyr_cytb_A7-969R
Galpyr_cytb_A8-1041F
Galpyr_cytb_A8-1124-R
Galpyr_cytb_B1-60F
Galpyr_cytb_B1-148R
Galpyr_cytb_B2-226F
Galpyr_cytb_B2-337R
Galpyr_cytb_B3-388F
Galpyr_cytb_B3-465R
Galpyr_cytb_Bg4-522F
Galpyr_cytb_B4-593R
Galpyr_cytb_B5-668F
Galpyr_cytb_B5-739R
Galpyr_cytb_B6-832F
Galpyr_cytb_B6-925R
Galpyr_cytb_B7-967F

ACTAATGACATGAAAAATCATCGTT
TACAAGATCAGTTCCGATGTAAG
TCTTACCATGGGGTCAAATATC
AGATAATTAGAATGAGGATTAGTG
GGATTATCATCCGACACTGATAA
TTTTCGTTTTTGGTTTACAAGAC
TGACATGAAAAATCATCGTTGT
TCATGATGAAATGTTTGATGG
AATTTGCCTAGTGCTACAAATTA
AAATATTGAAGCTCCGTTTGC
CGTGGGACGAGGACTGTACTA
TTGCACCTCAAAAGGATATTTG
AATTTACTGTCAGCCATCCCTTA
AATGGCAGGATAAAGTGGAAAG
CAGCTCTAGCAGGCGTACACT
ATTAGTGCTCCTAAAATGTCTTTAAT
TCTCCCTACTCGTCCTATTTTCA
CCTAGTTTGTTAGGAATTGATCG
TTTTAGCCCTAGTCTTATCAATCC
CGGCTGTTAAAAGTCAGAATAGG
ACAGCCTGTAGAACACCCATTC
AAGACTCTTCATTTGAGCATGT
CAACAACTCTTTTATTGATTTACCA
TGATGTGTAATGTATTGCAAGGAA
TTGCCGAGATGTAAACTACG
AACAGGACGCCGATATTTCA
TTATAGCCACCGCATTCATAG
CATTCTACAAGATCAGTTCCGATG
GCTTCTCAGTAGACAAAGCAACA
GATCCTGTTTCGTGAAGGAATA
ATAAAATCCCGTTCCACCCTTA
TTATCTGGGTCTCCTAATAGATCTGG
CCAGAATGATATTTCCTATTTGCAT
CATGCTTCGTTGTTTTGAGGT
ATATTCCGACCCCTAAGCCAAT
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citocromo b
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Primer

Secuencia

Gen

Taxa

Galpyr_cytb_B7-1051R
Galpyr_cytb_B8-1111F
Galpyr_cytb_B8-ThrR
Galpyr_trnaPro
Galpyr_Dloop_343R
Galpyr_tRNAPro_A1_42F
Galpyr_Dloop_A1_49R
Galpyr_Dloop_A2_ 116F
Galpyr_Dloop_A2_ 224R
Galpyr_Dloop_A3_ 273F
Galpyr_Dloop_B1_39F
Galpyr_Dloop_B1_122R
Galpyr_Dloop_B2_ 202F
Galpyr_Dloop_B2_ 278R
" Neomys_tRNAGln
Neomys_cytb_403R
Neomys_cytb_389F
Neomys_cytb_746R
Neomys_cytb_614F

Neomys_tRNAThr

AAGGACTGAGGCTACTTGTCC
TCCTAATTATTATACCACTAGCAAGCA
GGTTTTCGTTTTTGGTTTACAA
CCGCCACCAACACCCAAAGCTG
GATGGTAGTCGAGAGATAACCT
CCGCCACCAACACCCAAAGCTG
GTTTACTTCTCTTTGTTTGCGATT
CCACCCCTATGTATTCGTGCAT
TTGTAAGGTAAAGCATWTATTGTGTT
GTACATACTCCTATCCCGTATGA
TAAGAAYGAAAATTTTAAAGCCAAAT
TTGGTATGCATGGGGACATGA
RTAACCTAATGCATATCCAAGTGAT
TATGGGTAATATGRTTTGTTTGTAT
* ATCGTTGTTATTCAACTATAAGAAC
YCCYCARAATGATATTTGYCCTCA
GTTATAGCCACTGCCTTTATAG
TAATTGTCCGGGTCTCCGAGTA
TWTTCCTYCATGAAACAGGATC
TTTTGGTTTACAAGACCAGTGTAT

citocromo b(1)
citocromo b(1)
citocromo b(1)
D-loop
D-loop
D-loop(2)
D-loop(2)
D-loop(2)
D-loop(2)
D-loop(2)
D-loop(2)
D-loop(2)
D-loop(2)
D-loop(2)

citocromo b
citocromo b
citocromo b
citocromo b
citocromo b

citocromo b

G. pyrenaicus
G. pyrenaicus
G. pyrenaicus
G. pyrenaicus
G. pyrenaicus
G. pyrenaicus
G. pyrenaicus
G. pyrenaicus
G. pyrenaicus
G. pyrenaicus
G. pyrenaicus
G. pyrenaicus
G. pyrenaicus

G. pyrenaicus
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Tabla A2. Cebadores usados para amplificar intrones nucleares en los distintos organismos de estudio de esta tesis. TD:
PCR touch-down, en la que la temperatura de hibridacién desciende 1°C por ciclo, partiendo de 65°C y durante 15 ciclos

Intrén Secuencia T (°C) | Longitud Taxa Elg(S’)gi\%(l;L
ACOX2-3 S}%?&%%?}?E?&%ﬁ%ﬁég% 60 381 G. pyrenaicus | ENSG00000168306
ACPT-4 i%?:ggﬁgg%séfxfg ggg gﬁg A/ 60 279 G. pyrenaicus | ENSG00000142513
COPS7A-4 ?éi‘éggéggggggfﬁ?gégggg A/ 62 634 G. pyrenaicus | ENSG00000111652
DHRS3-3 Gi%gg,ﬁ’g fggg%?gg fﬁé :AA(?/ TD 259 G. pyrenaicus | ENSG00000162496
LANCL1-4 Trég%i‘ég&%%%%%gfgggé/ TD 523 G. pyrenaicus | ENSG00000115365
PRPF31-3 %2%;%%2%%‘%?&2{%5 AAAATCC/ 61 487 G. pyrenaicus | ENSG00000105618
ROGDI-7 Cg f£5,1%6‘ ggggﬁg fég%cg%%;/ 60 291 G. pyrenaicus | ENSG00000067836
WD+ | caganreAGTCAGaRTacty | TP | 407 | G.purenaieus | ENSGoooooi8sssz
ALAD-10 ég?g%ggg?ﬁg%?&g%i%éﬁ TD 455 Neomys ENSG00000148218
ASB6-2 ngf&é&%g%%gg&%(gﬁ/ TD 319 Neomys ENSG00000148331
CSF2-2 %ﬁ%ﬁ%ﬁ%ﬁggﬁ%{%ﬁ TD 673 Neomys ENSG00000164400
CST6-1 iﬁéﬁﬁégég%%iﬁéﬁgﬁ%i/ 65 267 Neomys ENSG00000175315
GALNT5-4 Angiégégigg%ﬁ%g}gﬁgG/ 60 727 Neomys ENSG00000136542
GDAP-1 %ﬁ%@ggﬁﬁéﬁgﬂ%i/ TD 688 Neomys ENSG00000104381
HIF1AN-5 g%?f,ﬁ &%i%ggfg gﬁg{ég 824, TD 389 Neomys ENSG00000166135
JMJD5-2 ?giérgﬁ%(%ggggﬁggg{}g ﬁ%il‘é TD 450 Neomys ENSG00000155666
MYCBPAP-11 ﬁéﬁgﬁ%@i‘éﬁﬁ%ﬁgﬂ TD 341 Neomys ENSG00000136449
MCM3-2 G&%ﬁggg%‘%%iﬁ%%ﬁg TD 335 Neomys ENSG00000112118
PRPF31-3 %2%;%%2%%‘%?&2{%5 AAAATCC/ TD 481 Neomys ENSG00000105618
stas | ASTOGCIONIGSCCTOTOCTEIS ) | o | sss | Neomus | ExSGoonoonss
s | Gereverovaawreerere | 0| 685 | Neomus | ENSGoono0iss
SLC38A7-8 T%%gigig%;gg%ﬁgﬁ%?ggc/ A 62 883 Mamiferos ENSG00000103042
COPS7A-4 T%éi‘éggéggg};ggfﬁ?ggggggg 66 1391 Mamiferos ENSG00000111652
CARHSP1-1 éggﬁ? ggggégi?ggégggggg 64 709 Mamiferos ENSG00000153048
GAD2-1 G&%Tg EK%%%%ngg}%%m&/ 62 728 Mamiferos ENSG00000136750
JMJD5-2 G;}C%Tél EK%%%%ngg}%%m&/ 62 1126 Mamiferos ENSG00000155666
OSTA-5 ngggggﬁégggggié‘éiggg%i/ 60 544 Mamiferos ENSG00000163959
PNPO-3 GATGGCTTCCRHTTCTWCACTAACTT / 58 842 Mamiferos ENSG00000108439

GGYTCCCARTAGAAGACMAKSGA
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Tabla A3. Muestras biologicas empleadas en el estudio de Galemys pyrenaicus

;‘;iic%?n(i‘; Tipo de muestra Localidad Cuenca Latitud | Longitud
IBE-C216 Excrementos Ars Ebro 42.4 1.4
IBE-C224 Excrementos Ars Ebro 42.4 1.4
IBE-C320 Tejido Tor Ebro 42.6 1.4
IBE-C321 Tejido Tor Ebro 42.6 1.4
IBE-C421 Tejido Tor Ebro 42.6 1.4
IBE-C422 Tejido Tor Ebro 42.6 1.4
IBE-C428 Tejido Tor Ebro 42.6 1.4
IBE-C437 Tejido Barriomartin Duero 42.0 -2.5
IBE-C438 Tejido San Emiliano Duero 43.0 -6.0
IBE-C448 Tejido Rio Salentinos-Sil Mifo 42.8 -6.4
IBE-C449 Tejido Rio Somiedo-Somiedo Cuencas cantabricas 43.1 -6.3
IBE-C452 Tejido Rio Ambroz-Hervas Tajo 40.3 -5.9
IBE-C485 Tejido Rio Ambroz-Hervas Tajo 40.3 -5.8
IBE-C539 Excrementos Confluencia Deva-Cicera Cuencas cantabricas 43.2 -4.6
IBE-C600 Excrementos Toran Garona 42.8 0.8
IBE-C618 Excrementos Rio Besaya-Ventorrillo Cuencas cantébricas 43.1 -4.1
IBE-C660 Tejido Ouro Zona Baja-Tamega Duero 41.5 -7.8
IBE-C683 Excrementos Rio Besaya-Ventorrillo Cuencas cantébricas 43.1 -4.1
IBE-C720 Excrementos Cantijan Cuencas cantabricas 43.1 -4.8
IBE-C723 Excrementos Deva Cuencas cantabricas 43.1 -4.8
IBE-C737 Excrementos Deva Cuencas cantabricas 43.1 -4.8
IBE-C779 Excrementos Cabecera Douro-Tamega Duero 41.6 -8.0
IBE-C802 Excrementos Lousas-Zona Baja Beca-Tamega Duero 41.6 -7.8
IBE-C831 Excrementos Gondiaes-Beca-Tamega Duero 41.6 -7.9
IBE-C844 Excrementos Oura Duero 41.7 -7.5
IBE-C861 Excrementos Oura Duero 41.7 -7.5
IBE-C894 Excrementos Ouro-Tamega Duero 41.5 -7.8
IBE-C895 Excrementos Avelares-Louredo-Tamega Duero 41.5 -7.8
IBE-Co19 Tejido Ouro Zona Baja Duero 41.5 -7.8
IBE-Cg22 Excrementos Louredo-Tamega Duero 41.5 -7.9
IBE-Co64 Excrementos Toran Garona 42.8 0.8
IBE-C975 Excrementos Rio Puerma-Yuso Duero 43.1 -4.9
IBE-Cog79 Excrementos Rio Puerma-Yuso Duero 43.1 -4.9
IBE-C982 Excrementos Escrita Ebro 42.6 1.0
IBE-Cg90 Excrementos Varrados Garona 42.8 0.8
IBE-C1002 Excrementos Puerto de Canto Ebro 42.4 1.2
IBE-C1053 Excrementos Ronas-Najerilla-Anguiano Ebro 42.2 -2.8
IBE-C1068 Excrementos Portilla-Najerilla-Villavelayo Ebro 42.1 -2.9
IBE-C1069 Tejido Rio Calamantio-Mansilla de la Sierra Ebro 42.2 -2.9
IBE-C1070 Excrementos Arroyo Usaya y Oja-Ezcaray Ebro 42.3 -3.0
IBE-C1072 Excrementos Arroyo Ortigal-Oja-Ezcaray Ebro 42.2 -3.1
IBE-C1075 Excrementos Ojay Arroyo Altuzarra-Ezcaray Ebro 42.2 -3.0
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é‘;‘iic%?ni‘; Tipo de muestra Localidad Cuenca Latitud | Longitud
IBE-C1077 Excrementos Arroyo Usaya y Oja-Ezcaray Ebro 42.3 -3.0
IBE-C1132 Excrementos Rio Razoncillo-Molinos de Razon Duero 42.0 -2.6
IBE-C1154 Excrementos Rio del Oro-Tremado Cuencas cantabricas 43.2 -6.8
IBE-C1174 Excrementos Rio Valledor-Villanueva Cuencas cantabricas 43.1 -6.8
IBE-C1177 Excrementos Rio Valledor-Villanueva Cuencas cantabricas 43.1 -6.8
IBE-C1611 Excrementos Rio Ter-Pastiura Cuencas catalanas 42.4 2.3
IBE-C1612 Excrementos Riu Ritort-Espinavell Cuencas catalanas 42.4 2.4
IBE-C1661 Excrementos Rio Razon-Sotillo del Rincon Duero 41.9 -2.7
IBE-C1671 Excrementos Rio Razon-Sotillo del Rincon Duero 41.9 -2.7
IBE-C1687 Excrementos Rio Razoncillo-Molinos de Razon Duero 42.0 -2.6
IBE-C1729 Excrementos Entrambasaguas-Rio Hijar Ebro 43.0 -4.3
IBE-C1843 Excrementos Rio del Coto-Arroyo de la Brana Cuencas cantibricas 43.1 -6.7
IBE-C1851 Excrementos Rio Deva-Convento del Naranco Cuencas cantabricas 43.1 -4.8
IBE-C1869 Excrementos Rio de Pumarin-Pontenova Cuencas cantébricas 43.3 -6.7
IBE-C1880 Excrementos Rio Cantijan-Puente Pontesque Cuencas cantabricas 43.1 -4.8
IBE-C2517 Excrementos Redes-Caleao Cuencas cantabricas 43.2 -5.4
IBE-C2596 Excrementos Rio Valvanera-Monasterio Ebro 42.2 -2.9
IBE-C2597 Excrementos Rio Cidacos-Peroblasco Ebro 42.2 -2.3
IBE-C2607 Excrementos Redes-Pendones Cuencas cantabricas 43.1 -5.3
IBE-C2736 Tejido Rio Caranyo-Covelo Mifio 42.3 -8.4
IBE-C2737 Tejido Rio Riobo-A Estrada Cuencas gallegas 42.7 -8.4
IBE-C2738 Tejido Rio Riobo-A Estrada Cuencas gallegas 42.7 -8.4
IBE-C2739 Tejido Rio Cabras-Laza Duero 42.1 -7.4
IBE-C2740 Tejido Rio Meladas-Carballeda Mifo 42.2 -6.8
IBE-C2741 Tejido Rio Meladas-Carballeda Mifo 42.2 -6.8
IBE-C2742 Tejido Rio Ourille-Celanova Mino 42.2 -7.9
IBE-C2743 Tejido Rio Ourille-Celanova Mifio 42.2 -7.9
IBE-C2744 Tejido Rio Pontigon-Fonsagrada Cuencas cantabricas 43.2 -7.0
IBE-C2745 Tejido Rio Pontigon-Fonsagrada Cuencas cantabricas 43.2 -7.0
IBE-C2746 Tejido Rio Queixa-Chandrexa de Queixa Mifio 42.2 -7.4
IBE-C2747 Tejido Rio Queixa-Chandrexa de Queixa Mifio 42.2 -7.4
IBE-C2749 Tejido Rio Termes-As Neves Miiio 42.1 -8.4
IBE-C2750 Tejido Rio Termes-As Neves Mifio 42.1 -8.4
IBE-C2751 Tejido Rio Ribeira Pequena-Laza Mifo 42.1 -7.4
IBE-C2752 Tejido Rio Ribeira Pequena-Laza Mifo 42.1 -7.4
IBE-C2753 Tejido Rio Bullan-Navia de Suarna Cuencas cantabricas 42.9 -7.1
IBE-C2754 Tejido Rio Marinan-Obarco Mifio 42.4 -7.0
IBE-C2755 Tejido Rio Leitzaran-Berastegi Cuencas cantabricas 43.2 -2.0
IBE-C2756 Tejido Rio Aiaiturrieta-Ataun Cuencas cantabricas 43.0 -2.1
IBE-C2757 Tejido Rio Amundarain-Zaldibia Cuencas cantabricas 43.1 -2.0
IBE-C2760 Tejido Rio Erasote-Leitza Cuencas cantébricas 43.1 -1.9
IBE-C2763 Tejido Rio Olazar-Eugi Ebro 43.0 -1.5
IBE-C2765 Tejido Rio Ezpelura-Urrotz Cuencas cantabricas 43.1 -1.7
IBE-C2781 Tejido Rio Ameztia-Labaien Cuencas cantabricas 43.1 -1.7
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(::s(;):tiaicgi?n(i‘:l Tipo de muestra Localidad Cuenca Latitud | Longitud
IBE-C2791 Tejido Rio Urrobi-Auritz Ebro 43.0 -1.3
IBE-C2795 Tejido Rio Irati-Artozki Ebro 42.9 -1.3
IBE-C2796 Tejido Rio Sasoaran-Eugi Ebro 43.0 -1.6
IBE-C2798 Tejido Rio Arrazola-Orbaitzeta Ebro 43.0 -1.2
IBE-C2799 Tejido Rio Elama-Artikutza Cuencas cantabricas 43.2 -1.8
IBE-C2856 Tejido Rio Lamedo Cuencas cantabricas 43.1 -4.6
IBE-C2892 Tejido Rio Cares-Cain Cuencas cantabricas 43.2 -4.9
IBE-C2893 Tejido Rio Cares-Corona Cuencas cantabricas 43.2 -4.9
IBE-C2894 Tejido Rio Cares-Casiellos Cuencas cantébricas 43.2 -4.9
IBE-C2950 Excrementos Redes-Caleao Cuencas cantabricas 43.2 -5.4
IBE-C2975 Excrementos Ribeira do Castelo Duero 41.6 -7.7
IBE-C2990 Excrementos Lousas-Cabecera Beca-Tamega Duero 41.6 -7.8
IBE-C3159 Una (museo) Rio Lillas-Cantalojas Tajo 41.2 -3.2
IBE-C3161 Costilla (museo) Navacepeda de Tormes Duero 40.4 -5.2
IBE-C3301 Tejido Paiva-Fraguas Duero 40.8 -7.8
IBE-C3303 Tejido Sabor-Macas-Quintanilla Duero 41.8 -6.6
IBE-C3305 Tejido Paiva-Fraguas Duero 40.8 -7.8
IBE-C3338 Excrementos Rio Bullon Cuencas cantabricas 43.1 -4.5
IBE-C3342 Excrementos Rio Bullon-Valdeprado Cuencas cantabricas 43.1 -4.5
IBE-C3455 Excrementos Pedroso-Najerilla-Pedroso Ebro 42.3 -2.7
IBE-C3473 Excrementos Arroyo de Puente la Ra-Iregua Ebro 42.1 -2.7
IBE-C3474 Excrementos Tobia-Najerilla Ebro 42.2 -2.9
IBE-C3475 Excrementos Tobia-Najerilla Ebro 42.3 -2.9
IBE-C3481 Excrementos Tobia-Najerilla Ebro 42.3 -2.9
IBE-C3482 Excrementos Lumbreras-Iregua-Lumbreras Ebro 42.1 -2.6
IBE-C3486 Excrementos Arroyo la Vieja-Iregua-Lumbreras Ebro 42.0 -2.6
IBE-C3489 Excrementos Arroyo la Vieja-Iregua-Lumbreras Ebro 42.0 -2.6
IBE-C3522 Tejido Sabor-Franca-Soutelo Duero 41.9 -6.8
IBE-C3541 Tejido Sabor-Abaixo de Gimonde Duero 41.8 -6.7
IBE-C3545 Tejido Sabor-Franca-Soutelo Duero 41.9 -6.8
IBE-C3602 Tejido Corgo-Cabril-Arnal Duero 41.3 -7.8
IBE-C3620 Excrementos Curueno Duero 42.9 -5.4
IBE-C3623 Excrementos Redes-Caleao Cuencas cantabricas 43.2 -5.4
IBE-C3637 Tejido Sabor-Franca-Soutelo Duero 41.9 -6.8
IBE-C3638 Tejido Sabor-Franca-Soutelo Duero 41.9 -6.8
IBE-C3641 Excrementos Redes-Monasterio Cuencas cantabricas 43.2 -5.3
IBE-C3647 Tejido Sabor-Franca-Soutelo Duero 41.9 -6.8
IBE-C3756 Tejido La Soledad Duero 42.2 -3.1
IBE-C3759 Tejido Urumea Cuencas cantabricas 43.1 -1.8
IBE-C3762 Tejido Luzaide Adour 43.0 -1.3
IBE-C3763 Tejido Aritzakun Adour 43.3 -1.4
IBE-S1925 Tejido Riu Ritort-Camprodon Cuencas catalanas 42.3 2.4
IBE-S2012 Excrementos Riu del Canto-Soriguera Ebro 42.4 1.2
IBE-S2026 Excrementos Riu del Canto-Soriguera Ebro 42.4 1.2
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Cédigo de

semETen Tipo de muestra Localidad Cuenca Latitud | Longitud
IBE-S2762 Excrementos Hecho-Aragon-Subordan Ebro 42.8 -0.6
IBE-S2764 Excrementos Hecho-Aragon-Subordan Ebro 42.9 -0.7
IBE-S2768 Excrementos Hecho-Aragon-Subordan Ebro 42.9 -0.7
IBE-S2773 Excrementos Hecho-Aragon-Subordan Ebro 42.8 -0.7
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Tabla A4. Muestras biolégicas empleadas en el estudio del género Neomys

eCs(;))‘(leicgi?n((l::n Taxon Tipo de muestra Localidad
IBE-C3786 Neomys anomalus milleri Tejido Barcelona-Espafia
IBE-S1926 Neomys anomalus milleri Excrementos Girona-Espafia
IBE-C1808 Neomys anomalus milleri Tejido Lleida-Espana
IBE-S2013 Neomys anomalus milleri Excrementos Lleida-Espana
IBE-C2551 Neomys anomalus milleri Excrementos Lleida-Espana
IBE-C4116 Neomys anomalus milleri Tejido Belgorod-Rusia
IBE-C1435 Neomys anomalus anomalus Craneo (egagropila) Valladolid-Espafia
IBE-C2664 Neomys anomalus anomalus Excrementos Castellon-Espafia
IBE-C1144 Neomys anomalus anomalus Excrementos Asturias-Espafia
IBE-C2895 Neomys anomalus anomalus Tejido Leon-Espafia
IBE-C785 Neomys anomalus anomalus Excrementos Pontevedra-Espafa
IBE-C3244 Neomys anomalus anomalus Excrementos Vila Real-Portugal
IBE-C1683 Neomys anomalus anomalus Excrementos Zamora-Espafia
IBE-C1662 Neomys anomalus anomalus Excrementos Soria-Espana
IBE-C1529 Neomys anomalus anomalus Tejido Asturias-Espana
IBE-C1789 Neomys anomalus anomalus Tejido Avila-Espafia
IBE-C574 Neomys fodiens Excrementos Asturias-Espafia
IBE-C1914 Neomys fodiens Tejido Lleida-Espana
IBE-C101 Neomys fodiens Tejido Barcelona-Espafia
IBE-S2688 Neomys fodiens Excrementos Huesca-Espafa
IBE-S1915 Neomys fodiens Excrementos Alava-Espafia
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