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En Tassili y otras comarcas del Sahara, las pinturas rupestres nos ofrecen,
desde hace unos seis mil afios, estilizadas imagenes de vacas, toros, antilopes,
jirafas, rinocerontes, elefantes... ¢Esos animales eran pura imaginacion? ¢O
bebian arena los habitantes del desierto? ¢Y qué comian? ¢Piedras? El arte
nos cuenta que el desierto no era desierto. Sus lagos parecian mares y sus
valles daban de pastar a los animales que tiempo después tuvieron que
emigrar al sur, en busca del verdor perdido.

Eduardo Galeano. Espejos

"The affinities of all the beings of the same class have been represented by a
great tree... The buds give rise to growth to fresh buds, and these if vigorous,
branch out and overtop on all sides many a feebler branch, so By generation |
believe it has been with the great Tree of Life, which fills with its dead and
broken branches the crust of the earth, and covers the surface with its ever
branching and beautiful ramifications."

Charles Darwin, 1859
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Resumen

La familia Pelodytidae, es un grupo relicto de anuros primitivos presentes en la region Paleértica,
constituido por un Unico género (Pelodytes) que comprende en la actualidad tres especies. Los analisis
sobre la divergencia genética, morfoldgica y bioacustica de las poblaciones distribuidas dentro de la
Peninsula Ibérica plantean que la diversidad dentro del grupo podria estar subestimada. En esta tesis,
tratamos de esclarecer los procesos evolutivos, histéricos y contemporaneos, que determinan los patrones
actuales de variacion del género en Europa Occidental. Usando el analisis basado en un modelo de
coalescencia mediante una aproximacion multilocus, mitocondrial y nuclear, recuperamos cuatro
unidades evolutivas principales, bien soportadas y delimitadas, que exhiben historias demogréaficas
contrastadas, indicando trayectorias evolutivas independientes. La estructura genética es coincidente entre
los individuos en el analisis nuclear de agregacion bayesiana de marcadores de evolucién lenta y rapida
(microsatélites). A excepcion de un nimero limitado de individuos, localizados en los limites geograficos
de sus distribuciones y pertenecientes a estrechas zonas de contacto secundario, todos los individuos
analizados genéticamente son perfectamente identificables, de forma fiable y sin ambigiiedad, a cada uno
de los linajes, principal criterio de especiacion. En consecuencia, la Peninsula Ibérica cuenta con los
mayores indices de biodiversidad conocidos hasta la fecha para la familia y un nivel de complejidad
taxonémica mayor que el propuesto en la actualidad, con tres endemismos con distribucion
exclusivamente ibérica, dos de ellos descritos en esta tesis: Pelodytes ibericus, Sanchez-Herraiz,
Barbadillo, Machordom & Sanchiz, 2000, en el sureste de Portugal y suroeste de Espafia; Pelodytes
atlanticus en localidades a lo largo de la costa atlantica y centro de Portugal y Pelodytes hespericus en la
zona centro y levante espafiola, intercalado en los rangos de distribucion de Pelodytes ibericus y P.
punctatus. Esta Gltima incluye el area de la localidad tipo ("aux alrededores de Beauvais", Departamento
Oise, al norte de Francia: Daudin, 1802) y todas las poblaciones al norte de los Pirineos dentro dos
sublinajes, uno que se distribuye ampliamente, desde Catalufia hasta el norte de Francia, y otro restringido
al sur de Francia y norte de Italia. Como en otros taxones ibéricos, la distribucion de la variacidn genética
en el género responde a un patron filogeografico resultado de una divergencia ocurrida en refugios
separados durante largos periodos glaciales. El proceso de fragmentacién y aislamiento de las
poblaciones, sufrido probablemente en repetidas ocasiones a lo largo del Plioceno y Pleistoceno, seria el
origen de la separacidn este-oeste entre los distintos linajes en la peninsula. Con el objetivo de explorar
los patrones de mezcla y contrastar estos resultados, se analizaron los niveles de hibridacién y estructura
génica en poblaciones pertenecientes a los tres endemismos en dos areas de contacto secundario del sur
de la Peninsula, observandose una barrera al flujo génico, con un patrén claramente desigual entre unas
especies y otras. Aungue en ambas existe introgresion, debida principalmente a la dispersion de las
hembras sobre los machos, entre P. atlanticus y P. ibéricus hay una zona de tension, a pesar de que el
aislamiento reproductivo entre los linajes no se ha completado, con barreras al flujo génico promovidas
por factores intrinsecos; mientras que entre P. ibericus y P. hespericus, existe una barrera importante al
flujo de genes debida principalmente a factores abi6ticos asociados con el habitat ecoldgico.

Palabras clave: especiacion, especies cripticas, pelodytes atlanticus sp. nov., pelodytes hespericus
sp. nov., peninsula ibérica, zona hibrida.



Abstract

The Pelodytidae family are a relict group of primitive frogs, consisting of a single genus
(Pelodytes) comprising currently three species in the Western Palearctic region, although analysis of
genetic, morphological and bioacUstica divergence of populations distributed within the Iberian Peninsula
suggest that the diversity within the group could be underestimated. In this thesis, we try to elucidate the
evolutionary, historical and contemporary processes that have determined the current patterns of variation
of the genre in Western Europe. Using a model of coalescence by a multilocus approach, based on
mitochondrial and nuclear markers, we recovered four well supported and enclosed main evolutionary
units exhibiting contrasted demographic stories. The genetic structure is coincident among the individuals
both in the analysis of Bayesian aggregation of nuclear genealogies and markers of rapid development
(microsatellite). Except for a limited number of individuals, located within the geographical limits of their
distributions and belonging to narrow areas of secondary contact, all analyzed individuals are perfectly
identifiable, reliably and unambiguously, to each of the lineages, indicating independent evolutionary
paths, which is the main criterion for speciation by most authors. Consequently, the lberian Peninsula has
the highest rates of biodiversity known to date for the family, and a higher taxonomic level of complexity
than the proposed today, with three endemic species: Pelodytes ibericus, Sanchez-Herréiz, Barbadillo,
Machordom & Sanchiz, 2000, which is distributed exclusively in the south, with species in southeast
Portugal and southwestern Spain; Pelodytes atlanticus, in localities along the Atlantic coast and central
Portugal, and Pelodytes hespericus, in the Spanish center-lift, interspersed in the distribution ranges of P.
ibericus and P. punctatus, which includes the area of the locality of the type (“aux alrededores de
Beauvais”, Department Oise, north of France: Daudin, 1802) and all populations on the north of the
Pyrenees. The latter would be made up of two sub-lineages, one of which is widely distributed, from
Catalonia to northern France, and one restricted to southern France and northern Italy. As in other Iberian
taxa, the distribution of the genetic variation in the genus responds to a defined Phylogeographical
pattern, the result of a divergence occurred in separate shelters for long glacial periods. The process of
fragmentation and isolation of the populations, probably suffered repeatedly throughout the Pliocene and
Pleistocene, would be the origin of the East-West separation among the different lineages in the
peninsula. In order to explore these mixing patterns and to contrast the previous results, we analyzed the
levels of introgression and gene structure among populations belonging to the three endemic species in
two areas of secondary contact in the south of the peninsula, showing a barrier to gene flow, with a
clearly uneven pattern between some species and others. Although there is dispersion in both species, due
to mainly the dispersion of females on males, between P. ibericus and P. atlanticus there exist barriers to
gene flow of genetic origin, promoted by intrinsic factors, although the reproductive isolation between the
lineages is not completed, while there is a significant barrier to gene flow between P. hespericus and P.
ibericus, mainly due to abiotic factors associated with the ecological habitat.

Keywords: criptic species, hybrid zone, Iberian Peninsula, pelodytes atlanticus sp. nov., pelodytes
hespericus sp. nov., speciation.
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INTRODUCCION

Introduccion general e hipotesis de partida

La evolucidn es, ante todo, un proceso de cambio. Hoy, como en tiempos de Charles Darwin, la
evolucidn de los seres vivos sigue siendo una fuente inagotable de luz sobre la historia y el origen de
la vida en nuestro planeta. El estudio historico de la distribucion de los seres vivos y las relaciones que
se establecen entre ellos a nivel genético, poblacional y ecoldgico adquieren una nueva perspectiva
cuando son enfocadas desde un punto de vista evolutivo (Futuyma, 1998). En biologia nada tiene
sentido, si no es a la luz de la evolucién (Dobzhansky, 1973). Pero ¢qué factores son los responsables
del cambio evolutivo y cudles son sus efectos? Las respuestas a esta pregunta pueden abordarse desde
multiples perspectivas.

Como en otras ciencias bioldgicas, los pilares sobre los que se asienta la filogeografia, se
remontan al nacimiento de la Teoria Evolutiva, como el mismo Darwin apuntaba en 1859 en la
introduccion a la primera edicion de “El origen de las Especies”: “Mientras viajaba a bordo del buque
de guerra inglés Beagle, en calidad de naturalista, llamaron mucho mi atencién ciertos hechos que
observé en la distribucién geografica de los seres organicos que habitan en América del Sur y en las
relaciones geoldgicas entre los actuales habitantes y los pasados en aquel continente. Estos hechos,
como se vera en los Gltimos capitulos de este volumen, parecian arrojar alguna luz sobre el origen de
las especies, el misterio de los misterios, como ha denominado uno de nuestros mas grandes filésofos”
(se refiere al “Ensayo sobre el Principio de la Poblacion” de Thomas Malthus). Al margen de sus
connotaciones culturales y filoséficas, desde un punto de vista puramente cientifico, la teoria de la
evolucion sirve de punto de partida y marco de referencia para el estudio de la diversidad biologica

existente.

Los trabajos de Alfred Wallace (1958) y Charles Darwin (1959) introdujeron en paralelo un
nuevo concepto al asumir que sin variacion no puede haber evolucién, pues justamente sobre ella
opera la seleccion natural. La seleccion natural es un mecanismo, no el Unico, que explica la enorme
biodiversidad actual, permitiendo a los seres mejor adaptados al entorno en el que viven dejar mas
descendencia pero, al mismo tiempo, asegurando a través de la variabilidad existente, la supervivencia
ante los posibles cambios de ese entorno. El proceso de adquisicion de nuevos atributos puede ser
constante y/o gradual, pero los cambios evolutivos (y el proceso por el que un linaje antecesor se
divide en linajes independientes) se producen con relativa rapidez, acelerados por las circunstancias
que los provocan en la mayoria de las ocasiones, y en episodios de tiempo cortos y poco frecuentes
(Gould, 1972). La capacidad de adaptarse a los cambios, sobre todo cuando estos son bruscos, es un

valor potencial, desde un punto de vista evolutivo, que se pone a prueba cuando estos se producen.
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HISTORIA EVOLUTIVA DE LOS SAPILLOS MOTEADOS (Pelodytes spp.) EN LA PENINSULA IBERICA

Esta capacidad de resiliencia puede dotar a las poblaciones y a las especies de ciertas ventajas
evolutivas o puede ser, forzosamente, la Unica opcidon que les permita sobrevivir a los impactos
derivados de determinados cambios o perturbaciones (sean ambientales o bidticas). Si tenemos en
cuenta que la capacidad de adaptarse estd directamente relacionada con la riqueza y diversidad
genética, capaz de producir una variedad de fenotipos y de dotar a los organismos de cierta
versatilidad pléstica o adaptativa, entonces las especies sin estas caracteristicas no sobreviviran. O lo
que es lo mismo, las especies con poca riqueza genética tienden a desaparecer.

Siguiendo los pasos del principio de falsabilidad que propuso Karl Popper en “La Logica de la
Investigacion Cientifica” (Logik der Forschung, 1934), la mejor prueba para contrastar esta hipdtesis
seria tratar de encontrar un sistema de organismos poco diverso, desde el punto de vista genético, que
se haya enfrentado con éxito a grandes obstaculos a lo largo del proceso evolutivo. Si el éxito
evolutivo de una especie consiste en la capacidad de sobrevivir a los cambios que se producen en su
entorno, y las especies con mas éxito son aquellas que han enfrentado mas y mayores cambios,
podemos inferir que las especies con mas diversidad genética seran las que han superado un nimero

considerable de obstaculos a lo largo de un periodo evolutivo de existencia amplio.

En la presente tesis doctoral, partiendo del eje hipotético descrito, centraremos nuestro estudio
en la historia evolutiva de los sapillos moteados en la Peninsula Ibérica, un taxén ancestral de
arqueobatracios o anfibios primitivos, a través de la filogenia, filogeografia y los patrones de genética
de poblaciones inferidos a partir de la variacion en el ADN mitocondrial, nuclear y microsatélites. La
familia Pelodytidae es uno de los principales grupos de anuros vivientes mas primitivos que se
conocen, con un complejo registro fosil que abarca desde finales del Jurésico al Mioceno en América
del Norte (Sanchiz, 1998a) y del Eoceno al Holoceno en Europa (Henrici, 2000; Ro¢ek y Rage, 2000;
Sanchiz, 1998a) y que en la actualidad comprende un Gnico género, Pelodytes, con solo tres especies
relictas y restringidas a la region del Paleartico Occidental. Nuestra hipotesis principal de partida sera

la siguiente:

Dado el relativamente largo periodo evolutivo recorrido por el organismo modelo de nuestro
estudio y la entidad de los eventos acaecidos en la region a lo largo del pasado, una aproximacion
evolutiva a los patrones de variacion genética y estructura poblacional nos permitira explorar el actual
grado de diversidad dentro de las dos especies que cohabitan la Peninsula Ibérica, P.punctatus y P.

ibericus, y contrastar el escaso nimero de representantes taxonémicos existente.

A pesar de la historia de la familia Pelodytidae, la exigua diversidad actual puede obedecer, bien
a la pérdida de linajes antepasados, producida por eventos de extincién a lo largo de su extenso
periodo evolutivo, como parece indicar la existencia de taxones fésiles (P. arevacus) (Sanchiz et al.
2002), bien a que la diversidad presente permanece oculta de manera criptica, o bien a ambas

circunstancias. El proceso de diferenciacion es complejo y puede presentar aceleraciones o

12
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ralentizaciones en la apariciéon de cambios morfolégicos que nos permiten distinguir especies
facilmente, en base a caracteres secundarios de especiacion (de Queiroz, 2007), o por el contrario, que
nos impiden identificar linajes evolutivos independientes a pesar de estar presentes. Estos cambios en
el proceso de diferenciacion, pueden manifiestarse en discordancias entre la velocidad de cambio de
caracteres genéticos y fenotipicos, principalmente morfoldgicos, lo que se traduce en la aparicion de
cambios morfoldgicos rapidos en el seno de algunos grupos poblacionales o, por el contrario, en
fendmenos de estasis morfoldgica a lo largo de procesos de especiacion antiguos. En el primer caso,
nos encontramos con una incipiente diferenciacién genética que da lugar a radiaciones adaptativas
(Rundle y Nosil, 2005; Schluter, 2009); mientras que en el segundo, resulta invariablemente en la
aparicion de especies cripticas (Sturmbauer y Meyer, 1992; Bickford et al, 2007). Este caso, la
aparicion de especies cripticas originadas a consecuencia de un periodo de aislamiento reproductivo
prolongado, se manifiesta principalmente por la existencia de linajes evolutivos independientes y es un
fendmeno muy extendido en la naturaleza que afecta a numerosos grupos taxonémicos y que tiene,
segun los indicios, una incidencia real importante en las estimas de biodiversidad (Wake et al., 1983;
Jarman y Elliot, 2000; Pfenninger y Schwenk, 2007). Sin embargo, la importancia de su contribucion
no ha sido estudiada a la par que las radiaciones evolutivas, aunque ambas parecen intervenir en el

origen de la diversidad actual.

Si en base a nuestra hipdtesis, demostramos que, dentro del grupo que nos ocupa, la existencia
de elevada variabilidad, del tipo que fuere (genética, morfoldgica, ecoldgica y/o comportamental, etc.),
estd marcada por patrones filogeograficos independientes fruto de procesos de especiacion cripticos,
debera considerarse una sefial inequivoca de que la diversidad dentro del sistema en estudio se
encuentra subestimada. De lo contrario, alguna de las premisas de partida sera errénea y nuestra

hipotesis, debera ser refutada.

ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Los conceptos de especie y diversidad bioldgica en el estudio de la evolucidon

Desde el punto de vista del pensamiento cientifico, existen dos premisas de las que depende “el
problema de entender el mundo, incluidos nosotros y nuestro conocimiento como parte de é1”, tal y
como define Karl Popper en su vision holistica epistemoldgica (1991). La primera es que las
observaciones dependen de la teoria. Antes de aceptar las observaciones del telescopio se debe mirar
la Optica del telescopio, el modo en que esta montado, con el fin de asegurar que el telescopio esta
apuntando en la direccién correcta y que la luz viaja a través del espacio en linea recta. El segundo es

que la evidencia, por si sola, es insuficiente para determinar qué teoria es correcta. Al igual que los
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prisioneros en la alegoria platonica del “mito de la caverna”, las caracteristicas de las especies que
percibimos son solo sombras. Si queremos conocerlas realmente, necesitamos recurrir a ideas y
conceptos, salir de la caverna. Si, usando este razonamiento sefialado en la teoria de las ideas (Fedon,
Platén), aplicamos el nucleo de la filosofia clasica a la delimitacion de las especies, debemos ser
participes del concepto de especie perteneciente al mundo inteligible, que no se percibe facilmente por
los sentidos. Al basarnos exclusivamente en el estudio de las propiedades adquiridas durante el
transcurso de la evolucion, cometemos un error inherente pues dichas propiedades proceden de la gran

variedad existente en el mundo sensible.

El concepto bioldgico de especie es una de las ideas clave en biologia evolutiva. Cuando
miembros de dos poblaciones tienen la oportunidad de encontrarse en la naturaleza en condiciones
adecuadas para que tenga lugar el reconocimiento mutuo y la reproduccion y, ademas, estan aislados
reproductivamente de otros grupos afines, estamos hablando biolégicamente de especie (Mayr, 1942).
Considerar evolutivamente una especie implica, ademas de asumir que se trata de una poblacién
natural de individuos reproductivamente aislados por barreras de caracter bioldgico, mantener una
identidad frente a otras con un origen independiente (Wiley, 1978), constituyendo un linaje evolutivo
separado. Los nuevos desarrollos en el estudio de la evolucidn tienen que ver con este concepto y con
la aceptacion generalizada de la definicion de Queiroz (1998, 2007). El estudio de las especies como
“linajes independientes que evolucionan por separado” reconoce un periodo de existencia suficiente
que les haya permitido diferenciarse y adquirir propiedades emergentes a lo largo del desarrollo
evolutivo. Segun esta definicion, que las especies pertenezcan a categorias delimitadas por atributos o
criterios secundarios de especiacion, no constituye una razén, en absoluto, determinante. Sin embargo,
las caracteristicas adquiridas en el transcurso de la evolucion por linajes que se desarrollan

independientemente son relevantes porque evidencian dicha separacion.

Cuando hablamos de especies, por tanto, nos referimos indirectamente al tiempo evolutivo y a
la capacidad de reproducirse. En el primer caso, la interaccion génica puede verse interrumpida
cuando dos poblaciones bioldgicas se desarrollan independientemente, en lugares separados o no, el
tiempo necesario durante el cual se acumulan caracteristicas diferentes y estas se fijan en las
poblaciones. Las nuevas mutaciones surgidas en este proceso pueden provocar incompatibilidades
entre los genes responsables de la diferenciacion ecol6gica, fisioldgica y/o comportamentales, que se
pone de manifiesto cuando las poblaciones diferenciadas se reencuentran y tratan de reproducirse entre
si (Coyne y Orr, 2004). La capacidad de que especies pertenecientes a linajes evolutivos
independientes, tengan o no caracteristicas similares, puedan convivir en simpatria y permanecer como

especies distintas, es el Unico test objetivo de especiacion (Jiggins y Mallet, 2000).

Por otro lado, el concepto de biodiversidad fue ya apuntado por la propia teoria de la evolucion

de Darwin. La diversidad biolégica actual es el resultado de la evolucion de los seres vivos sobre el

14



INTRODUCCION

planeta y de los factores externos que han permitido su diversificacion y continuidad. Los patrones que
conforman estos procesos actlian constantemente sobre genes, especies y ecosistemas. Sin embargo, el
concepto biodiversidad, por su caracter intuitivo, ha presentado ciertas dificultades para su definicion
precisa y el abuso en su empleo puede vaciarlo de contenido (Martin Piera, 1991).

Se distinguen habitualmente tres niveles de diversidad biologica:
« Genética o diversidad intraespecifica de los genes y de su distribucion,
« Especifica, entendida como diversidad de los genomas que distinguen a las especies.

« Ecosistémica, la diversidad de las comunidades bioldgicas cuya suma integrada constituye la

biosfera.

A lo largo de esta tesis cuando nos usemos “diversidad”, nos referiremos indistintamente a las
dos primeras, mientras que cuando hablemos de biodiversidad serd exclusivamente haciendo

referencia a la segunda definicion en términos cualitativos, no cuantitativos, de variedad de especies.

La influencia del Mediterraneo en la historia evolutiva de las especies

La region Euroasidtica acoge dos areas de gran riqueza biol6gica y altos niveles de
endemismos™: la cuenca del Mediterraneo y la region del Caicaso. El Mediterraneo, es considerado, en
su conjunto, uno de los 25 puntos calientes 0 “hotspots” de biodiversidad del planeta (Myers et al.,
2000). Son diversos los factores que lo convierten en una region excepcionalmente rica en términos de
diversidad biolégica y comprenden aspectos como la geologia, ecologia, biogeografia e historia.
Cualquier intento de interpretar patrones biogeogréaficos requiere una investigacion de las dinamicas

pasadas a escalas de tiempo y espacio adecuadas.

De los procesos histéricos que han influenciado la diversidad bioldgica actual en las zonas
templadas, los cambios climaticos ciclicos u oscilaciones de Milankovitch (Milankovitch, 1941) son
probablemente los procesos ambientales mas importantes ocurridos durante el Cuaternario llegando a
afectar profundamente la distribucién de la variacidn genética (Hewitt, 2000). Hace cuarenta afios, el
estudio del movimiento de translacion del planeta revel6 que las oscilaciones en la drbita terrestre han
sido una de las causas fundamentales de las alteraciones climaticas del Cuaternario (Hays et al 1976).
Esto unido a un proceso de retroalimentacion en el planeta provoc6 repetidos episodios de
enfriamiento conocidos como edades de hielo o glaciaciones. Durante estos periodos hubo un
descenso generalizado de las temperaturas que desencadend cambios en cascada con repercusion en
todo el planeta: se expandieron los hielos desde los polos hacia el Ecuador, lo que originé un descenso

del nivel del mar de alrededor 120 m. (abriendo zonas de paso entre continentes e islas) y un descenso

' Endemismos son aquellas especies exclusivas de un lugar o &rea geogréfica concreta.
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de las cotas de nieve y hielos en todos los sistemas montafiosos continentales. Aunque las
fluctuaciones climéaticas comenzaron durante un periodo anterior, el Plioceno, la primera gran capa de
hielo en el hemisferio Norte comenzaria a crecer alrededor de hace 2,5 millones de afios y los mayores
episodios de oscilacion climatica ocurrieron sobre todo durante el Pleistoceno con un ciclo dominante
de 100.000 afios (Webb y Bartlein, 1992), siendo las principales denominadas en Eurasia como Giinz
(600-500 ka), Mindel (450-350 ka.), Riss (200-135 ka.) y Wirm (120-18 ka.) (ka = miles de afios
antes del presente). El Cuaternario debi6 ser probablemente, para las regiones dominadas por el hielo,
una época fria interrumpida periédicamente por eventos calidos catastréficos, las breves
interglaciaciones, con climas similares al actual (Davis, 1976). Por consiguiente, la relativa estabilidad
climética registrada durante los Gltimos 8000 afios parece ser la excepcidn que confirma la regla. Los
patrones biogeograficos actuales pertenecen a un periodo interglacial poco comdn en la historia
reciente de Europa. El area mediterranea fue mucho mas extensa y sus caracteristicas biogeogréaficas
mas complejas de lo que son en la actualidad, como resultado de la bajada del nivel del mar, entre 100
y 150 m., por el intenso secuestro de agua dentro de las grandes masas de hielo. Aunque el tipo de
clima mediterraneo, tal y como se conoce en la actualidad, se establecié hace alrededor 3,2 millones
de afios, época clave en la Peninsula Ibérica como veremos mas adelante, esta larga serie de
fluctuaciones climaticas ocurridas en el pasado, condicion6 notablemente la vida bajo su influencia,
afectando de manera decisiva en la composicion y distribucion de las especies y las comunidades
bioldgicas de la region.

En general, se viene considerando que las edades de hielo tuvieron una influencia notable en la
estructura genética de las poblaciones y en la supervivencia de las especies de todo el mundo (ver
Hewitt 2000). Existen pruebas aportadas por una gran diversidad de estudios (paleobotanicos,
paleontoldgicos, palinolégicos y paleolimnoldgicos) que revelan la naturaleza transitoria del ambiente
y los profundos cambios sucedidos a lo largo del tiempo geoldgico. Los analisis de los depositos de
polen fosil muestran que, incluso durante los periodos glaciales mas severos, existieron diversos
refugios que acogieron gran cantidad plantas y animales en la cuenca mediterranea. La permanencia
en ellos a largo plazo, cambi6 la estructura de las comunidades, alterando de forma notable la
evolucion posterior de cada especie. En Europa, las condiciones frias y secas que caracterizaron los
periodos glaciales del Pleistoceno, dieron lugar a la contraccion de los rangos de distribucion de las
especies hacia las regiones del sur, debido al avance de la capa de hielo desde las latitudes mas altas
(Hewitt, 1996; 1999; 2000). Los periodos glaciales provocaron la mezcla de muchas comunidades,
especialmente sobre la fauna debido a su capacidad elevada de dispersion. Por ejemplo, en los
depositos de fauna fosil en el sur de Francia que datan de la fase méas severa de la glaciacion de Wirm
(hace unos 80.000 afios), se encuentran especies de distribucion nordica, tan dispares como el baho
nival (Nyctea scandiaca) o el reno (Rangifer tarandus), y especies mediterraneas termoéfilas, como la

tortuga mediterranea (Testudo hermanni). Esto indica que las condiciones climaticas permitian la
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coexistencia de ambos tipos de especies, boreales y meridionales, limitadas a un area geografica
concreta (Blondel y Aronson, 1999). A escala de tiempo grande, es perfectamente aceptable usar el
término “migracion” sensu stricto, en relacion a estas especies en el mismo sentido que se usa para
referirse a las migraciones estacionales de los animales. Durante los periodos interglaciales, plantas y
animales que habian sobrevivido en poblaciones aisladas, se propagaron hacia el centro y norte de
Europa nuevamente, sin abandonar las regiones mas meridionales. Luego, la supervivencia de las
especies de origen boreal, al abrigo de estos refugios durante los periodos glaciales, incremento el
numero de especies a bajas latitudes, alterndndose entre pequefios nucleos supervivientes, aislados
durante periodos climatoldgicos adversos, y extensas poblaciones durante las calidas interglaciaciones
(Taberlet et al. 1998; Hewitt, 1996, 1999).

La influencia de las peninsulas del Mediterraneo en los patrones de biodiversidad europeos, ha
sido destacada por un amplio nimero de estudios que coinciden, a escala continental, en su
contribucion, desde refugios glaciales del sur de Europa (Hewitt 2000, 2004; Provan y Bennet, 2008),
aunque éstos no han sido Unicos y han existido otros refugios tanto para la flora como para la fauna en
el continente (p. ej. Stewart y Lister 2001; Weiss et al. 2002; Rendell y Ennos 2002, Schmitt y Seitz
2001; Jaarola y Searle 2002; Haynes et al. 2003; Deffontaine et al. 2005; Nieberding et al. 2005;
Sommer y Benecke, 2005). Si bien las peninsulas Ibérica, Itdlica, Balcanica o Egéa y Anatodlica,
experimentaron, obviamente, una mayor estabilidad climatica que las regiones frecuentadas por los
glaciares, también las islas, los valles de los grandes rios y ciertas laderas montafiosas de la cuenca del
Mediterraneo, asi como areas cercanas al Caucaso y el mar Caspio, han sido relevantes durante estos
periodos de climatologia adversa, especialmente para aquellas especies que encontraron abrigo a bajas
latitudes (Taberlet et al 1998; Petit et al. 2003; Hewitt, 2004). A lo largo del tiempo, se debieron dar
repetidas oportunidades que permitieron la divergencia evolutiva y la especiacion a partir de las areas
de distribucion iniciales. La fragmentacion ciclica en diferentes poblaciones alopétricas en el interior
de las principales areas de refugio, permitié historias demograficas complejas e independientes. Por
tanto, mucha de la diversidad genética intra- e interespecifica que observamos en el presente, es el
legado de los procesos de diferenciacion ocurridos cuando la biota europea estuvo restringida y
separada en diversos refugios mediterraneos durante sucesivos periodos en condiciones climatoldgicas
adversas. Estas areas actuaron a la vez en tres sentidos: a) como refugio permitiendo la supervivencia
de las especies de distribucion boreal, b) como centros y origen de nuevos endemismos y €) como
reservorio y fuente en la recolonizacién de especies hacia zonas anteriormente heladas ocupadas de

nuevo en periodos interglaciales calidos (Hewitt, 2001; Weiss y Ferrand 2007).

Como anticiparon los primeros estudios (Cooper y Hewitt, 1993; Hewitt, 1996) la compleja
topografia y el mosaico geografico de héabitats en las peninsulas del sur de Europa habrian favorecido,

muy probablemente, la existencia de maltiples refugios aislados, permitiendo la persistencia en ellos

17



HISTORIA EVOLUTIVA DE LOS SAPILLOS MOTEADOS (Pelodytes spp.) EN LA PENINSULA IBERICA

de poblaciones durante periodos glaciales. De acuerdo con el concepto de “refugios dentro de
refugios” (Gomez y Lunt 2007), las caracteristicas geogréficas de &reas como la Peninsula Ibérica,
fragmentada por cadenas montafiosas y bordeada por mares, permitié la diversificacion de los
organismos creando paisajes altamente heterogéneos.

Causas y consecuencias genéticas del proceso evolutivo de diferenciacion

Cuando dos poblaciones se desarrollan aisladamente, la interaccién génica puede verse
interrumpida el tiempo suficiente durante el cual se acumulen mutaciones que, posteriormente,
pueden ser fijadas por efecto de la seleccion natural o a través la deriva genética. Con el aumento de
divergencia ocurre una disminucién gradual en el flujo génico hasta que se alcanza un umbral de
especiacion a partir del cual el genoma se encuentra fuertemente ligado a cada linaje y la introgresion

se reduce considerablemente entre ellos (Barton y Hewitt, 1989).

Un gran namero de evidencias paleontolégicas y estudios moleculares sugieren que los mayores
cambios climaticos ocurridos, no solo en el Pleistoceno sino desde el Plioceno, produjeron aislamiento
bioldgico favorable para la diferenciacién genética en un gran nimero de especies. Los periodos
climaticos ciclicos y los procesos asociados de contraccion hacia refugios del sur y expansion
posterior hacia el norte, dejaron profundas huellas en la distribucién geogréfica de la diversidad
genética (Taberlet et al. 1998; Hampe y Petit 2005). Las expansiones y contracciones en los rangos de
distribucion espacial de las especies marcan su acervo genético y este hecho ha sido utilizado para la
reconstruccion histérica de las poblaciones actuales (Avise, 2000). En general, las poblaciones que han
colonizado areas recientemente, muestran una variabilidad genética mas baja que aquellas que
sobreviven en refugios, exhibiendo menor tamafio efectivo de poblacién, debido al cuello de botella
poblacional de la colonizacion (efecto fundador). Esto ocurre principalmente debido a eventos de
difusién casi continua durante la colonizacion (Hewitt 1996). Por otro lado, los fenémenos vicariantes
en el pasado pueden quedar reflejados por una segregacion espacial de los linajes. Tradicionalmente,
los patrones de distribucion de las especies se interpretan con referencia a eventos biogeograficos
historicos y la distribucion espacial de los caracteres, a menudo, se interpreta en términos de
vicarianza (Avise 2000). Muchas especies muestran una orientacion geografica de los distintos linajes
genéticos, es lo que se conoce como unidades filogeograficas. Dependiendo del grupo taxonémico que
nos ocupe, asi como de la duracion del aislamiento y el rango de distribucion de la especie,
encontramos mas o menos posibilidades de diferenciacion regional a varios niveles de organizacion,

desde la estructura genética intraespecifica de las poblaciones hasta las subespecies y especies.
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El papel de la filogeografia en el estudio de la diversidad bioldgica

Como hemos explicado, las especies modifican sus rangos de distribucion a lo largo del tiempo.
La distribucion de la variacion genética es extremadamente variable y estd influenciada por diversos
factores temporales. Entre ellos se encuentran los principales eventos geoldgicos, oscilaciones
climéaticas y cambios en el habitat ecolégico de muchas especies que han promovido eventos
vicariantes y que, como venimos tratando, son utilizados a menudo como argumentos para explicar la
diversificacion de las especies. Por lo tanto, la distribucidén actual de la variacion genética estd
determinada, no solo por los requerimientos ecoldgicos de cada especie, sino también por su historia
evolutiva. El conocimiento de la variabilidad genética ha sido fundamental para la reconstruccion de la
historia evolutiva de las especies. La estructura de esta variabilidad, considerada en un marco
geografico, es el resultado de las relaciones historicas entre las poblaciones y la propia dindmica
poblacional (Avise, 2000). Con la intencion de analizar e interpretar los factores historicos que
condujeron a la distribucién geogréafica actual de las diferentes unidades evolutivas (a nivel intra e
interespecifico), surgio a finales de la década de los ochenta una nueva disciplina, la filogeografia, que
trata de establecer nexos entre la genética poblacional y la sistematica, integrando ciencias como la
genética molecular y poblacional, la filogenia, la ecologia, la etologia, la paleogeografia y la
paleontologia (Avise et al., 1987). El término filogeografia, descrito la primera por vez Avise et al.
(1987), se refiere a la disciplina que estudia el papel que tuvieron los factores histéricos en la
formacion de la distribucion geografica de los linajes genealégicos. Atendiendo a esta primera
definicion, la filogeografia se ocupa de los principios y procesos que rigen la distribuciéon de los
linajes y considera conjuntamente tiempo y espacio como ejes de un mapa ideal para una determinada
genealogia de genes (Avise, 2000). Asi mismo, establece paralelismos con la biogeografia historica
desde el momento en que puede revelar el papel de la vicarianza en la estructura biotica (Riddle et al.,
2000). Aunque la filogeografia representa la interconexién de dos campos tradicionalmente distintos,
la genética de poblaciones y la filogenia, la universalidad de esta perspectiva es subrayada por la
observacién de que casi todas las especies en la naturaleza presentan algun nivel de estructuracion
genética asociada con la geografia (Avise, 2000). El desafio de la filogeografia deriva de la dificultad
de descubrir las causas historicas de los procesos geogréficos en la conformacion de la arquitectura

genética actual.

El nimero de trabajos publicados sobre la filogeografia de multitud de especies de flora y fauna
viene aumentando de manera considerable desde finales del siglo pasado (Avise, 2000; Hewitt, 2000)
y existen, desde principios del presente siglo, numerosos estudios para diversos grupos taxonémicos
en todas las regiones del planeta (Hewitt 2004; Emerson y Hewitt, 2005). Los patrones de similaridad
entre la distribucion geogréafica y los linajes evolutivos de especies co-distribuidas o complejos de

especies, no suelen ser aleatorios (Gémez y Lunt, 2007). En un intento de identificar los patrones
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filogeograficos comunes entre distintos taxones (Taberlet et al., 1998; Arbogast y Kenagy, 2001)
aparecio la filogeografia comparada, una herramienta fundamental que permite aclarar el papel de la
geografia en la distribucion de especies, la asociacion entre esta y los ciclos climaticos, y puede ayudar
a identificar cudles son las areas que albergan una elevada diversidad, “hotspots” importantes desde el
punto de vista de las politicas de conservacion. Ademas, los andlisis en filogeografia comparada han
proporcionado informacion pionera en el desarrollo de patrones regionales histéricos de distintos
linajes genéticos (Bernatchez y Wilson 1998; Avise et al, 1998; Riddle et al. 2000; Arbogast y Kenagy
2001). Para explicar estos patrones, han sido propuestos diferentes escenarios de diferenciacién en los
llamados “refugios glaciales” alopatricos y posteriores expansiones del rango de distribucién de las
unidades filogeograficas, tanto en aves como en otros grupos de animales y plantas. Un ejemplo
clasico de diferenciacién entre especies emparentadas lo constituye el caso de los trepadores o sitidos
(Sittidae). Existen tres especies de trepadores estrictamente endémicos de la cuenca mediterranea, el
trepador corso (S. whiteheadi) en Cdrcega, el trepador de Kabilia (S. ledanti) que ocupa una pequefia
region de Argelia y el trepador de Kriiper (S. krueperi) en Turquia. Las tres son muy parecidas y sus
preferencias ecolégicas, morfologias y cantos son similares; sin embargo, se distribuyen de manera
fragmentada a lo largo del Mediterraneo. Se esperaria pensar que su diferenciacién es reciente, no
obstante estudios moleculares sobre el gen mitocondrial citocromo-b indican que pertenecen a linajes
separados que divergieron durante el Plioceno (Pasquet, 1998). De la misma manera, el trepador azul
(S. europaea), el trepador siberiano (S. arctica), el trepador de las Naga (S. nagaensis), el trepador de
Cachemira (S. cashmirensis), el trepador indio (S. castanea), el trepador ventricastafio (S.
cinnamoventris) y el trepador indochino (S. neglecta) también forman un clado cuyas especies

componentes se sustituyen geograficamente entre si de sur a norte y de oeste a este a través de Eurasia.

Europa esta caracterizada por un gran namero de refugios glaciares pleistocénicos. Las rutas de
colonizacidn post-glacial y las zonas de sutura para las especies terrestres han sido bien establecidas y
muestran patrones coincidentes (Hewitt, 1996; Taberlet et al 1998; Hewitt, 1999). Los procesos
ciclicos de contraccion poblacional a refugios del sur y consiguientes expansiones a los territorios del
norte han dejado una marcada huella en la distribucion geografica de la diversidad genética dentro de
un gran numero de especies. Las especies o complejos de especies que se distribuyen ampliamente en
Europa, a menudo presentan un gradiente latitudinal en cuanto a la distribucion de la diversidad
genética. A diferencia de las poblaciones nordicas, habitualmente menos diversas como consecuencia
de la pérdida de estructura causada por la expansién a partir de poblaciones mas al sur, la persistencia
de las especies confinadas en estos subrefugios alopétricos a largo plazo permiti6 la diferenciacion en
una amplia gama de linajes evolutivos independientes. El gradiente de variacion genética junto al
evidente nivel de diversidad y subestructura que se observa a bajas latitudes en una amplia variedad de
taxones —patrén denominado “pureza del norte frente a la riqueza del sur” (Hewitt, 1996; 2000)—

constituye una prueba de la existencia de estos multiples subrefugios glaciales meridionales.
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Este modelo lleva implicito varias premisas:

e que los refugios meridionales albergan mayores niveles de biodiversidad en cuanto a riqueza

de especies, diversidad genética y endemismos,

e que llevan asociados procesos de radiacién evolutiva y sirven como fuente de expansiones

demogréficas futuras para numerosos organismos,

¢ que describen rutas de recolonizacion similares reconocibles en los patrones filogeograficos de

especies diferentes,

eque proponen el establecimiento de un escenario de zonas hibridas, donde genomas
divergentes entran en contacto secundario y que es especialmente complejo cuando estos ocurren entre

linajes con historias evolutivas independientes muy antiguas.

El patrén descrito esta bien ilustrado en los primeros estudios filogeogréficos europeos
realizados en una variedad de taxones (por ejemplo, en los erizos, Erinaceus europaeus / concolor
(Santucci et al., 1998; Seddon et al., 2001), saltamontes, Chorthippus parallelus (Cooper et al, 1995).
0s0, Ursus arctus (Taberlet y Bouvet, 1994) y tritdn crestado, Triturus spp, (Wallis y Arntzen, 1989),
entre otros. Por otra parte y debido a los patrones generales de rutas de recolonizacion descritos en
diferentes especies (Hewitt, 1999; Taberlet et al., 1998), aparecen con frecuencia conjuntos de zonas
de contacto secundario en el norte de Europa, promoviendo escenarios coincidentes y relativamente
complejos en el sur. En la Peninsula Ibérica, estas historias evolutivas estan bien investigadas y se
describen para una gran variedad de taxones, mostrando patrones notables de concordancia
filogeografica (véase Gomez y Lunt, 2007 y referencias) que implican subdivisiones genéticas
profundas, alta riqueza de especies y zonas de contacto secundario entre ellas. De hecho, la
complejidad de las historias evolutivas descubiertas, subraya el importante papel que esta region ha
jugado en el pasado, no so6lo facilitando la redistribucién hacia el norte de especies después de
repetidos enfriamientos climaticos, sino también fomentando la diversificacion mediante patrones
concordantes de fragmentacion, contraccion, expansion y mezcla de las poblaciones. La placa “Ibero-
Mauritanica” que derivo en la actual Peninsula Ibérica y la parte norte de Marruecos, fue una matriz
fértil que dio origen a la mayor parte de los grupos de animales y plantas que conviven hoy en esa
region de Europa y que, gracias a las fluctuaciones Pleistocénicas, modelaron su distribucién mediante
extinciones y nuevas olas de especiacion, que permitieron la diferenciacion en los patrones

filogeogréficos actuales como veremos a continuacion.
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El papel de la Peninsula Ibérica en los estudios filogeogréaficos

La Peninsula Ibérica es extremadamente rica en diversidad de especies y endemismos. Aunque
ocupa solo una pequefia parte de Europa Occidental (menos del 6%), el 50% de las especies de
vertebrados terrestres y plantas europeas se encuentran en ella. Entre las 8.000 y 9.000 especies de
plantas vasculares (helechos y plantas con flores) que existen en la peninsula, mas de 6.500 son
autdctonas, incluyendo unos 1.500 endemismos unicos en el mundo, y otros 500 compartidos con el
Norte de Africa, lo cual representa el 80% de las especies vegetales existentes en la Union Europea y
casi el 60% de las que se hallan en todo el subcontinente europeo. En cuanto a la fauna, la Peninsula
Ibérica posee la mayor riqueza de Europa Occidental, entre 50.000 y 60.000 especies animales, lo que
equivale a mas del 50% de las existentes en la Union Europea. EI nimero total de especies endémicas
estimado esta en torno a un millar, es decir, de las especies endémicas de Europa alrededor del 31% se
encuentran en la Peninsula Ibérica (Williams et al., 2000) ocupando una gran variedad de habitats. De
los 226 tipos de hébitats reconocidos como de alto interés por la Union Europea (Directiva relativa a la
conservacion de los habitats naturales y de la fauna y flora silvestres o Directiva Habitats), 121 (54%)
se encuentran en territorio espafiol y 88 (39%) en la region continental de Portugal. Por estas razones,
su importancia para la conservacion de la biodiversidad ha sido reconocida en las distintas politicas de
conservacion comunitarias. La Organizacion No Gubernamental “Conservation International” incluye
casi el 80% de la zona de la Peninsula Ibérica dentro del hotspot de biodiversidad Mediterranea.
Espafia es el pais mayor de la UE en términos de superficie dentro de la red europea de sitios
importantes para la conservacion (Red Natura 2000) con un promedio total del 30% del territorio, si el
ambito normativo no se modifica y las Directivas de la Naturaleza se mantienen intactas, como

recientemente nueve Estados de la Unién Europea han manifestado, incluido el Estado Espafiol®

La Peninsula Ibérica fue uno de los mas importantes refugios pleistocénicos del subcontinente
europeo (Hewitt 1999, 2001). Los altos niveles de biodiversidad y endemismos se acompafian también
de un alto grado de diversidad genética intraespecifica. Numerosas son las caracteristicas que han
favorecido la supervivencia de gran parte de la flora y fauna europea en la Peninsula Ibérica durante el
Pleistoceno. Primero, la Peninsula posee una compleja orografia con montafias orientadas
principalmente en direccion este-oeste. Esta orientacion ofrece una variedad microclimética que ha
podido favorecer la supervivencia de poblaciones a diferentes altitudes, haciendo posible diversos
microclimas. Segundo, debido a su posicion geogréfica la Peninsula Ibérica esta bajo la influencia del

Atlantico Norte y el Mediterraneo y disfruta de una amplia variedad de climas, que incluye sub-

2 En visperas de la Cumbre del Clima de las Nacione Unidas, que comemz6 en Paris en el mes de noviembre de 2015, donde 195 estados
trataron de alcanzar un acuerdo global y vinculante contra el calentamiento del planeta y sus impactos, se celebraba una Conferencia en la
Comision Europea. Méas de 300 expertos, incluyendo representantes de instituciones de la Unién, de los ministerios nacionales y ONGs,
discutieron las conclusiones del proceso de consulta pablica sobre las Directivas de la Naturaleza ("Fitness Check"). La revision de la
Estrategia Europea de Biodiversidad destaca su importancia como pilar sobre el que se asienta la red de espacios naturales protegidos (Red
Natura 2000). A nivel social una importante campafia en defensa de las directivas comunitarias de proteccion de la naturaleza, respaldada por
un gran nimero de personas (mas de medio millén) y organizaciones ecologistas europeas, se convertia en la mayor respuesta ciudadana a
una consulta publica lanzada desde la Comision Europea en la historia.
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desértico, mediterraneo, alpino y atlantico. Estas caracteristicas, junto con su gran superficie (580.000
km?) nos lleva a considerar que no existiera un solo refugio, sino que constituyeran un escenario de
refugios dentro de refugios, “refugia-within-refugia” (Gomez y Lunt, 2007). Esta hipdtesis es
corroborada por un nimero cada vez mayor de estudios y, actualmente, es ampliamente aceptado que
las razones que sostienen la riqueza bioldgica de la region estan relacionadas con la persistencia de las
poblaciones a largo plazo en maltiples subrefugios glaciales. Los datos paleontoldgicos, palinolégicos
y paleolimnoldgicos demuestran la coexistencia de especies templadas durante la Edad de Hielo
(Huntley y Borks 1983). La repeticion de los mismos patrones filogeograficos en el rango de
distribucion de multitud de taxones de flora y fauna, pone de manifiesto, en primer lugar, el
aislamiento genético al que se vieron sometidas las poblaciones durante el maximo glacial
pleistocénico. Los sucesivos periodos de calentamiento y enfriamiento habrian contribuido a la
fijacion de las diferencias genéticas entre las poblaciones a lo largo del tiempo. Y en segundo lugar, el
hecho de gue gran nimero de especies ampliamente distribuidas, hayan entrado desde entonces en un
periodo de expansion desde los refugios europeos mas meridionales al resto del continente (Hewitt
1996) un proceso que continlia hasta la actualidad. Asi, podemos encontrar grosso modo, mamiferos,
aves, anfibios y plantas que muestran patrones determinados por el hecho de colonizar el oeste y norte
de Europa desde la Peninsula Ibérica después de la Edad de Hielo (Taberlet et al. 1998; Hewitt 1999;
Lenk et al. 1999; Beebee y Rowe 2000; Griswold y Baker 2002; Grivet y Petit 2002; Jaarola y Searle
2002; Vernesi et al. 2002; Michaux et al. 2003).

Ventajas e inconvenientes del uso de marcadores genéticos en los estudios

filogeogréaficos

En los Gltimos afos, el estudio filogeogréafico ha adquirido un gran auge gracias al rapido
desarrollo de técnicas moleculares que ha permitido extenderlo a un gran nimero de organismos en
todo el planeta (Hewitt 2004). La aplicacion de las técnicas moleculares ha revelado que el analisis
exclusivo de caracteres morfoldgicos puede inducir a interpretaciones erréneas de la historia evolutiva
de los organismos (Avise y Nelson 1989; Bernatchez y Dondson, 1994; Babik et al. 2005). La
dificultad de cuantificar la variacion a partir de caracteres morfol6gicos o ecolégicos supone un
problema importante a nivel especifico e intraespecifico, ya que muchos de esos caracteres suelen
resultar homoplasicos debido a que los procesos de presién selectiva y adaptacion pueden generar
convergencia en su expresion y plasticidad. En cambio, bajo algunos supuestos de la Biologia
Molecular, las técnicas moleculares permiten obviar en gran parte este sesgo (Hillis et al., 1996;
Avise, 2001; Edwards, 2009). Por otra parte, la creciente necesidad de delimitar unidades de
biodiversidad para su conservacion debiera tener un fundamento sélido evolutivamente significativo
(ej. Moritz, 1994; Waples et al. 2006; Leaché et al., 2009; Rivera et al., 2011; Camargo et al., 2012),
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lo que permite una mejor comprension de la singularidad evolutiva de las poblaciones (Weisrock et al
2001; Ahrens et al., 2013; Carstens et al., 2013; Edwards and Knowles, 2014). Cualquier
aproximacion debe tratar, en todo caso, el concepto inherente de especie como linajes evolutivos
independientes en lugar de delimitar categorias por criterios de especie secundarios (de Queiroz, 1998,
2007) para lo cual, el uso de herramientas moleculares es efectivo y determinante en la mayoria de los

Casos.

Existe una gran cantidad de caracteres o marcadores moleculares que se han empleado con éxito
en el estudio de la variacion genética, como son los derivados del estudio de proteinas (e
inmunologia), de cromosomas (citogenética) y de acidos nucleicos. Hasta bien entrada la década de los
afios 60, la caracterizacién molecular de las poblaciones y especies se realizaba fundamentalmente
mediante separacion de las variantes de proteinas de acuerdo a su movilidad sobre una matriz sélida
cuando eran sometidas a un campo electromagnético (electroforesis de alozimas e isoenzimas) y la
hibridacion de fragmentos basada en los polimorfismos de fragmentos de restriccion (o en su acronimo
en inglés RFLPs), que se basan en definitiva en un patron de bandas generado cuando el genoma de
una especie es digerido por una combinacion de enzimas de restriccion, la amplificacion aleatoria
(RAPD) y la combinacion entre ambos (AFLPs) en todas sus variantes (SCAR, CAPs, SPAR). Gracias
al descubrimiento de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa o PCR, el desarrollo de las
técnicas moleculares ha visto un gran auge a través de numerosos marcadores desde el estudio del
polimorfismo de secuencias repetidas en tandem de nimero variable (STRP en su acrénimo en inglés),
los minisatélites (VNTRS) y los microsatélites (SSLPs), los polimorfismos de simples nucle6tidos
(SNPs) o snurps a la secuenciacion de fragmentos de ADN mitocondrial y nuclear. La utilidad de cada
una de estas herramientas moleculares depende del grado de resolucién y del tipo de cuestion

evolutiva que se plantee analizar.

Durante las tres Gltimas décadas, el analisis de polimorfismo en sistemas proteicos y el andlisis
de la variacion de distintos fragmentos de la molécula mosaico que es el ADN mitocondrial (ADNmt)
ha demostrado ser una de las principales fuentes de informacion para estudio de la variacion genética.
El ADN mitocondrial no recombinante ha sido la herramienta tradicional de filogeografia molecular
(Avise 2000, 2004). Numerosas son las ventajas que contribuyeron a uso que esta molécula ofrece: la
facilidad para la extraccién y obtencién de los datos, la alta tasa de mutacién, en comparacion con los
genes nucleares, la naturaleza haploide y, por tanto, su ausencia de recombinacién para la mayoria de
las especies (Avise, 2000) y su modo particular de herencia. EI ADNmt es heredado por via materna,
al igual que ocurre con el ADN cloropléstico, por lo que virtualmente no recombina, determinando
una reduccion del tamafio efectivo de poblacion, siendo cuatro veces menor que el tamafio efectivo
para genes nucleares. Por lo tanto, se torna un marcador més sensible a la deriva génica (Moore,

1995). También se han descrito varios inconvenientes asociados a la utilizacion exclusiva del ADNmt
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especialmente en el caso de especies sometidas a seleccion sexual o bajo los efectos de la dispersion,
que incluyen la eliminacion de polimorfismo ancestral, la introgresion y el flujo génico sesgado por el
género (FitzSimmons et al., 1997, ver revision de Zhang y Hewitt, 2003; Ballard y Whitlock, 2004;
Galtier et al. 2009).

La utilizacion de un sélo tipo de marcador, puede conducir a inferencias erroneas debido a la
actuacion diferencial de la seleccion natural, a la existencia de fendmenos estocésticos y al distinto
grado de resolucién que cada problema evolutivo represente (Pamilo y Nei, 1988; Edwards y Beerli,
2000; Ballard y Whitlock, 2004; Knowles y Maddison, 2002). En general, se reconoce y acepta
ampliamente que las historias evolutivas obtenidas a partir Unicamente del ADNmt se ven limitadas
s6lo a una genealogia que revela principalmente la historia natural de herencia maternal de un
organismo. Las relaciones entre filogrupos inferidos a través ADNmt pueden ser discordantes con las
reveladas sobre la base de los genes nucleares (Harrison 1991; Avise 2000) y tales discordancias
ilustran varios estudios filogeograficos recientes (por ejemplo: Leache y McGuire, 2006; Riddle et al,
2008; McGuire et al, 2007; Sequeira et al, 2008; Zink y Barrowclough, 2008). Se espera discordancia
entre distintos tipos de marcadores cuando el tiempo medio desde la divergencia no es suficiente para
permitir la monofilia reciproca, por la evolucion lenta de las secuencias de ADN nuclear. Estas
discordancias también se explican tanto por la variacion ancestral entre las poblaciones, y/o eventos de
hibridacion mas recientes (Avise, 2004). En cualquier caso, en aquellos sistemas donde la dispersion
sesgada por el género es fuerte, o se ha producido la hibridacion interespecifica en un genoma de
organulos, el andlisis basado Unicamente en el marcador de un gen mitocondrial, puede ser totalmente

engafioso (Melo Ferreira et al 2005).

El escenario evolutivo en el que se mueven los genes mitocondriales que codifican proteinas en
taxones proximos, es basicamente neutralista y se basa en: i) la aparicion de nuevos haplotipos, casi
exclusivamente por nuevas mutaciones, inserciones y delecciones; ii) la eliminacion por seleccion
negativa de las inserciones y delecciones, puesto que el 98% de los cambios de nucle6tidos en las
primeras posiciones y el 100% en las segundas generan cambios de aminoacidos, mientras que esta
cifra sélo es del 32% en las terceras posiciones (mutaciones silenciosas). Por altimo, iii) influyen
también en la fijacion o eliminacién de los haplotipos por deriva génica, fenGmeno que ocurre tanto en
a nivel de individuos (por distinto éxito reproductivo) como en el reparto de las mitocondrias entre las
células en division durante la ovogénesis. ElI campo de la investigacion filogeografica, no obstante,
sigue estando dominado por estudios que utilizan un solo locus de herencia uniparental (ADNmt,
cpDNA) (Weiss y Ferrand, 2007).

El analisis combinado de marcadores resulta una herramienta potente para estudiar las
relaciones entre las distintas unidades evolutivas, linajes o0 especies. La combinacion de diferentes

marcadores moleculares con diferentes tasas de sustitucion, permite investigar la distribucion de la
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variabilidad genética a diferentes escalas espaciales y temporales. No hay que olvidar que el uso
exclusivo de ADNmt corresponde al analisis de un solo locus y la informacion obtenida se
corresponderé con la historia evolutiva de esa molécula y no necesariamente a la de las poblaciones en
estudio (Bazin et al., 2006). El estudio de genes nucleares a partir de loci multiples e independientes se
ha mostrado capaz de proporcionar un cuadro mas completo de la historia evolutiva de las especies. El
enfoque multilocus revela ser una herramienta Gtil para el estudio de los procesos histdricos,
demogréficos y selectivos que determinan la arquitectura genética de las especies (Hare, 2001). La
principal ventaja que representan surge del hecho de que recombinan, permitiéndonos inferir sobre el
grado de hibridacién y mezcla entre las poblaciones y revelandose extremadamente Utiles en el estudio
de zonas hibridas (Antunes et al., 2002; Baird et al, 2006; Godinho et al., 2006; Sequeira et al., 2008).
Estos marcadores no muestran las desventajas descritas anteriormente para el ADNmt, ya que revelan
ambas herencias, masculina y femenina, y son menos susceptibles a los fendmenos estocasticos y de
deriva genética, lo que permite la percepcion de la historia evolutiva de una especie mas
profundamente. Sin embargo, esta ventaja unida a la baja tasa de mutacion y al elevado tamafio
efectivo de poblacion, pueden dificultar en algunos casos las inferencias obtenidas a partir de ellos
(Zhang y Hewitt, 2003). Cabe esperar que dada la elevada tasa de cambio del ADNmt en relacion al
nuclear, los primeros sean eficaces para determinar relaciones entre los grupos terminales de los
arboles filogenéticos, en tanto que los marcadores nucleares deberian resultar mas utiles en la

resolucion de los nodos basales (Mindell y Honeycutt, 1990; Hillis y Dixon, 1991; Tan y Wake, 1995).

En la Peninsula Ibérica varios estudios han puesto de relieve la importancia del uso de
diferentes tipos de marcadores para describir los complejos escenarios evolutivos y demogréaficos que
probablemente caracterizaron a especies que han persistido durante el Cuaternario. Por ejemplo, en el
lagarto verdinegro Lacerta schreiberi (Godinho et al., 2008) la evidencia de flujo de genes y la
introgresion ancestral entre linajes de ADN mitocondrial, aparentemente alopatricos, sélo fue
detectada por el uso de marcadores nucleares. Ademas, dentro de los limites de las especies de
Podarcis spp. bien definidos por ADNmt (Pinho et al., 2008), el analisis de genealogias de genes
nucleares permitié la deteccion de la extensa introgresion nuclear entre éstas, que tras un analisis
detallado fue identificado como separacion incompleta de los linajes y no debido a un reciente flujo
génico.

Un problema inherente al analisis filogeografico, es el error que se comete debido al sesgo de
muestreo. La mejor aproximacion al patron filogenético de una especie es aquella que utilizan
muestras provenientes del rango méximo posible de distribucion de la especie. Los estudios que tratan
de mostrar inferencias a gran escala a partir de una pequefia proporcién de la distribucion, conllevan
una serie de dificultades para captar la diversidad genealdgica total existente, mostrar patrones

filogenéticos fiables y predecir la influencia de la fragmentacion del paisaje en la estructura genética
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de las poblaciones. Por otro lado, cuando el conjunto de datos proviene Gnicamente de un solo locus se
incrementa la incertidumbre (Weiss y Ferrand, 2007). Otro aspecto a tener en consideracion en el
analisis filogeogréafico, es el enfoque para estimar los tiempos de divergencia entre las poblaciones o
taxones hermanos. En la teoria, la separacion entre dos linajes, estimada a partir de los datos del ADN,
es siempre anterior a la division real de las poblaciones, pues ambos linajes se mantienen juntos
durante algin tiempo antes de que ésta se produzca. Muchos estudios ignoran esta diferencia y
sobreestiman la divergencia hasta en un 50%, o incluso més, en poblaciones altamente estructuradas
(Edwards y Beerli 2000; Arbogast et al. 2002). Este sesgo es especialmente relevante cuando los
analisis estan basados en tasas de cambio universales o calibraciones utilizadas para otros taxones con
escalas de tiempo totalmente diferentes. Es el caso de algunos grupos de anfibios ancestrales en
comparacion con los neo-batracios, como veremos mas adelante. La calibracion del reloj molecular
basada en la evidencia geoldgica o en el registro fosil puede corregir de manera crucial este sesgo. Una

vez mas, este problema se incrementa cuando se utiliza la informacién proveniente de un Gnico locus.

Finalmente, los marcadores de evolucion rapida, como los microsatélites, han sido empleados
para abordar cuestiones relacionadas con escalas de tiempo contemporaneas. Los microsatélites, con
una tasa de mutacion promedio estimado de aproximadamente p = 5x10-4 (Goldstein y Schlotterer,
1999; Whittaker et al 2003), proporcionan una excelente resolucién de los procesos microevolutivos
recientes y en curso. Mediante el anélisis de polimorfismo molecular basado en microsatélites, se
puede investigar tanto la existencia de estructura de la poblacién, como el flujo de genes entre las
poblaciones y los procesos de hibridacion posteriores. La exploracion de multiples loci nucleares a
través de zonas de contacto ofrece la oportunidad de comprender de forma mas completa el mosaico
de patrones moleculares observados entre especies distintas y proporciona nuevos conocimientos

sobre la historia evolutiva mas reciente.

Con el progreso reciente de las tecnologias de secuenciacién de ADN descritas, el campo de la
filogeografia ha desplazado rapidamente el enfoque de las cuestiones relacionadas con la cantidad y
calidad de los datos (por ejemplo, la identificacion de caracteres diagnostico, la evaluacion de
congruencia a través de diferentes bases de datos) hacia el desarrollo de herramientas analiticas mas
eficientes. Esto implica poder extraer el maximo de informacion a partir de datos moleculares, unido a
la posibilidad de integrarlos con la informacion morfoldgica, biogeogréfica y ecoldgica. El objetivo es
proporcionar resultados repetibles y fiables, de forma que consigan delimitar linajes evolutivos
independientes que sean susceptibles de ser considerados especies candidatas y que permitan examinar
hip6tesis posteriores (Leache et al, 2009; Rivera et al, 2011; Camargo et al, 2012; Ahrens et al, 2013;
Carstens et al, 2013; Edwards y Knowles, 2014). Por ejemplo, la aplicacion de metodologias que
incorporan la teoria de coalescencia (Drummond y Rambaut, 2007) en base a los datos de ADNmt y

genealogias nucleares, permiten estimar parametros genéticos de poblacion, tales como tamafios de la
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poblacion y las tasas de migracion (Hey y Nielsen, 2004) y diferentes medidas de diferenciacion de la
estructura genética poblacional (por ejemplo, Fst o equivalentes) basadas en los datos de
microsatélites, Si a ello unimos la capacidad de una gran variedad de métodos recientes para inferir
grupos usando métodos de agrupamiento bayesianos (como STRUCTURE; Pritchard et al., 2000) e
incorporar informacion sobre su origen geografico (por ejemplo Geneland, BAPS, TESS), obtenemos
un abanico de herramientas muy potentes para contrastar hipotesis y evaluar la diversidad genética a
distintos niveles, desde la estructura genética intrapoblacional a la diversidad interpoblacional.

JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Justificacion de la eleccion del modelo de estudio

El estudio de los fenémenos vicariantes y de los patrones de diversidad genética es
especialmente informativo en organismos con escasa capacidad de dispersion y limitado flujo génico.
Debido a su limitada tasa de migracion y su gran dependencia del medio hidrico, en general, los
anfibios muestran una intensa filopatria. Sus patrones de variacion genética entre las poblaciones a
gran escala tienden a reflejar procesos histéricos, en lugar de procesos contemporaneos (ver revision
de Avise, 2000). Los anfibios son, por tanto, sujetos idoneos para examinar estos aspectos y esclarecer
los procesos que determinaron sus historias evolutivas (Duellman y Trueb, 1986; Smith y Green,
2005; Zeisset y Beebee, 2008).

Desde una perspectiva biogeografica, la fauna de anfibios y reptiles de la cuenca mediterranea
comenzd a establecerse pronto entre el Eoceno superior y el Mioceno (hace 38-15 Ma.) desde regiones
biogeogréficas diversas, incluyendo el area Euro-Siberiana, Saharo-Arabica y Turano-Caucasica. La
ecofisiologia de los anfibios puede explicar en parte la desigual riqueza de especies, especialmente
evidente entre el norte y sur de la cuenca mediterranea. Muchas de las especies norteafricanas
colonizaron el area, procedentes de Europa antes de la reapertura del estrecho de Gibraltar, al final de
la crisis salina del messienense, hace 5.3 millones de afios. Ejemplos “recientes” de emigrantes son las
salamandras (Salamandra salamandra), el sapo comun (Bufo bufo), el sapo partero (Alytes
obstetricans) y la ranita meridional (Hyla medirionalis). En el norte de Africa, el nimero de especies
de anfibios declina de oeste a este. Los patrones de distribucidn diferencial entre reptiles y anfibios
sugieren efectos histéricos que afectaron de modo ampliamente diverso a los dos grupos. Entre ellos,
destacan varios casos de especificidad regional y vicarianza, con relevo de especies este-oeste.
Ejemplos de ello son el tritdn ibérico, palmeado y comun (Lissotriton spp.) (Martinez-Solano et al.,
2006), el ibérico sapo de espuelas y el resto de miembros de la familia (Pelobates spp.) (Crottini,
2007) o las ranitas arbdreas (Hyla spp.) (Stock et al. 2012).
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A pesar de que la Peninsula Ibérica es uno de los refugios glaciales mejor estudiados en
términos filogeograficos, la mayoria de los estudios se centran en especies que, o bien tienen un rango
de distribucion mas o menos estrecho dentro de la region (por ejemplo Chioglossa lusitanica
(Alexandrino et al., 2000, 2002), Lacerta scheriberi (Paulo et al., 2002), Lissotriton boscai (Martinez-
Solano et al., 2006), o implican complejos de especies que, aunque distribuidas ampliamente, en
general, presentan una estructura genética derivada de eventos cladogénicos relativamente antiguos,
por ejemplo, Podarcis spp (Harris y Sa-Sousa, 2002; Pinho et al, 2008) o Alytes spp (Martinez-Solano
et al, 2004). Aunque es patente la existencia de distintos subrefugios pleistocénicos en la Peninsula,
los andlisis a través de zonas de contacto secundario reciente bien definidas son escasos. La
hibridacion entre linajes en el sur de los limites de distribucidn evidencia la complejidad e interés que

suscita este tipo de estudios (Weiss y Ferrand, 2007).

Familia Pelodytidae

De las 30 especies de anfibios ibéricos, trece son endémicas, lo que supone el 31% del total de
especies nativas, no obstante el nimero de especies y subespecies descritas ha continuado creciendo
en los Gltimos afos. Los sapillos moteados o Pelodytidae son una familia relativamente rara, debido a
su escasez, de arqueobatracios o anfibios primitivos con un nimero limitado de representantes
taxondémicos descritos en un Unico género existente Pelodytes (Bonaparte, 1838), estrechamente
emparentado con los Pelobatidos (Savage, 1973), incluyendo actualmente sélo tres especies frente a
las méas seis mil quinientas especies de anuros vivientes (6554 especies segun Frost et al., 2015;
Duellman, 1993). Los peloditidos constituyen un taxén pequefio y ancestral de anuros de reducido
tamafio (3-5 cm) de habitos nocturnos que viven en encharcamientos y aguas de curso lento de la
region Eurasiatica, exclusivamente en Europa y Asia Occidental, aunque en contraste con las especies
europeas la especie asiatica muestra preferencia por habitats acuaticos semi-corrientes (Gasc et al.
1997). La morfologia se caracteriza por estadios de caracteres plesiomoérficos (Sanchiz et al 2002;
Garriga y Llorente, 2011) lo cual, junto a otros caracteres fisioldgicos de indole primitiva (Cardellini y
Sala, 1987), permiten situar evolutivamente a estos anfibios entre los grupos basales de la radiacién
del Orden Anura (Duellman y Trueb, 1986: Ford y Cannatella, 1993) y apartados filogenéticamente
del grupo de los neobatracios. Las divergencias de los peloditidos de su grupo hermano (Pelobatidae y
Megophrydae, Pyron y Wiens, 2011) tuvieron lugar hace mas de 140 millones de afios (Roelants et al.,
2007).

Desde el punto de vista taxondmico, Pelodytidae viene siendo agrupado habitualmente a nivel
de familia dentro del clado Pelobatoidea, aunque éste no se reconozca siempre de manera consistente,
y que comprende, a su vez, tres grupos: Pelobatidae, Pelodytidae y Megophryidae (Frost, 1985). Las

relaciones entre estos grupos no estan claras y han sido motivo de controversia (Henrici, 1994; Maglia,
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1998; Garcia-Paris et al., 2003). Atendiendo a las hipotesis morfoldgicas (Ford and Cannatella, 1995;
Gao and Wang, 2001) y basadas en la sistematica molecular (Hay et al., 1995; Ruvinsky and Maxon,
1996) las relaciones de estos anuros difieren en cuanto a la posicion de Pelobatidae (Garcia-Paris et
al., 2003), lo que unido a la existencia de un limitado registro fosil (Sanchiz, 1998; Rocek and Rage,
2000; Sanchez-Herraiz, 2000) plantea hipdtesis biogeogréaficas no del todo concluyentes. En cualquier
caso, Pelodytidae es un grupo monofilético, que forma junto a Pelobatidae, Megophryidae y
Scaphiopodidae una agrupacion igualmente monofilética (Pelobatoidea) y bien diferenciada del resto

de los anuros.

De acuerdo con la clasificacién actual, la familia Pelodytidae comprende tres especies
morfolégicamente similares. Pelodytes caucasicus- (Boulenger, 1896), con una distribucién aislada y
fragmentada que se extienden desde la costa oriental del Mar Negro hasta la ladera norte del Caucaso
(regiones caucasicas Yy transcaucéasicas). Sus poblaciones se encuentran amenazadas y restringidas al
noroeste de Azerbaiyan (en la parte Belokany de State Reserve Zakatala), Georgia (sudoeste y Osetia
del Sur), Rusia (distrito de Krasnodar) hasta su limite sur en el noreste de Turquia, cerca de la frontera
de Georgia (Steiner, 1968; Darevsky et al 1971; Bannikov y Drozdov, 1975, Golubev, 1980, Kuzmin,
1997; Iskanderov, 2009). Pelodytes ibericus Sanchez-Herraiz, Barbadillo, Machordom y Sanchiz,
2000, es una especie endémica del sur de la Peninsula Ibérica (Portugal y Espafia), estrechamente
relacionada con charcas muy temporales de Alentejo a Andalucia, ocupando casi toda la extension de
esta Ultima region, excepto las provincias orientales (Crespo y Oliveira, 1989; Barbadillo, 2002a;
Ceacero et al., 2007). Y, por ultimo, Pelodytes punctatus (Daudin, 1803) que, segun los conocimientos
actuales, se distribuye de manera discontinua por Europa Occidental, desde la Peninsula Ibérica, en el
sureste de Espafia y el suroeste de Portugal, a Francia y el noroeste de Italia (Sindaco y Andreone,
1988; Le Garff, 1988; Guyétant, 1999; Barbadillo, 2002b; Crespo et al., 2008; Dencél et al 2009). En
la figura 1 se pueden apreciar los rangos de la distribucion actuales de las tres especies segun el listado
de especies amenazadas de la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza o IUCN
(acrénimo de sus siglas en inglés: The International Union for Conservation of Nature, Red List of

Threatened Species. www.iucnredlist.org 2015).
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Figura 1: Rangos de la distribucién actual de las tres especies del género Pelodytes en Eurasia segun la IUCN: P.
ibericus en color azul, P. punctatus en color amarillo y P. caucasicus en color verde.

La distribucion actual de las especies de peloditidos esta limitada a la region Paleartica
occidental, en areas mediterrdneas y caucasicas caracterizadas por sus altos niveles de diversidad
bioldgica, ocupando la franja de clima mesotérmico (Escoriza y Ruhi, 2014). No obstante, el
restringido limite actual de distribucién contrasta con la amplia procedencia de sus taxones fosiles. En
base al registro fosil, la familia Pelodytidae estuvo ampliamente distribuida en Europa en el pasado,
con presencia documentada, al menos, desde el Eoceno medio, donde parecen haber convivido formas
que morfolégicamente pueden ser consideradas Pelodytes o géneros muy préximos. Se han encontrado
en los depdsitos Pleistocénicos de Europa y en dep6sitos de Norteamérica en el Mioceno (Sanchiz,
1998a; Rocek y Rage, 2000). Segun la informacién paleontoldgica disponible, los escasos restos
estudiados del Mioceno inferior no son adscribibles a ningun linaje especifico actual. En la Peninsula
Ibérica, se han identificado Pelodytes a lo largo de todo el Neogeno (depdsitos de Soria y Teruel). En
el Mioceno medio se ha descrito una especie ibérica, P. arevacus, similar a las vivientes actualmente
en la peninsula, y considerado posible antecesor de ellas (Sanchiz, 1978; Sanchiz et al. 2002). El
registro paleontoldgico del mioceno y plioceno no aporta datos cronoldgicos fiables sobre la hipotética
diferenciacion de Pelodytes en los actuales linajes oriental (P. caucasicus) y occidental (P. punctatus y
P. ibericus).

Hasta finales del siglo XX, todas las poblaciones del género del sapillo moteado comun en
Europa occidental fueron asignados a una sola especie, P. punctatus (Arnold et al., 1978). Después del

descubrimiento de ciertas diferencias bioacusticas entre poblaciones francesas e ibéricas del sur
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(Paillette et al., 1992), estudios detallados de la morfologia, osteologia y aloenzimas, llevaron a la
descripcion de las poblaciones espafiolas mas meridionales como una nueva especie, el sapillo
moteado ibérico, P. ibericus (Sanchez-Herraiz et. al 2000). La diferenciacion de esta especie se
confirmd posteriormente por una serie de estudios adicionales (Pargana et al 2003; Garcia-Paris et al
2003; Veith et al 2006; Crespo et al 2010) aunque hasta muy recientemente se carecia de analisis que
pusieran de manifiesto la existencia de zonas de contacto entre ambas especies (Van Vliet et al. 2012).
Estudios genéticos a escala detallada han revelado que el patron de diferenciacion genética es mas
complejo de lo que originalmente se pensaba, con dos linajes adicionales, lo que sugiere una historia
evolutiva de diferenciacion alopatrica con contacto secundario reciente entre ellos (Diaz-Rodriguez et
al., 2015).

Figura 2. Yacimientos del Cuaternario conocidos de peloditidos en Europa. La distribucion (UTM 50x50 km)
modificada sigue a Gasc et al. (1997). 1: Kozi Grzbiet (Polonia). 2: Steinbruch Schmid (Alemania). 3: Westbury
(Reino Unido). 4: Baradla (Hungria). 5: Jebel Irhoud (Marruecos), con presencia dudosa de Pelodytes. Azul:
Pelodytes punctatus. Rojo: Pelodytes ibericus. Amarillo: especie indeterminada de Pelodytes. Verde: Pelodytes
caucasicus.

A continuacién, pasaremos a enumerar los objetivos de esta tesis, tanto de modo genérico, como

pormenorizado a través de una serie de objetivos especificos.
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OBJETIVOS Y ORGANIZACION DE LA TESIS

Objetivos de la Tesis Doctoral

El objetivo general de la presente tesis es reconstruir la historia evolutiva del género Pelodytes y
los procesos macro y micro evolutivos que han determinado (y determinan) los patrones de diversidad
genética de las poblaciones distribuidas en el interior de la Peninsula Ibérica.

El objetivo ultimo, es poner de manifiesto mediante el desarrollo de una hipdtesis robusta, la
relevancia de los procesos, histéricos y contemporaneos, en la arquitectura genética de estas especies,
determinando el grado de diferenciacion actual y discutiendo las posibles implicaciones taxonémicas
de los resultados. Para ello, se trataran de esclarecer los procesos evolutivos que determinan los
patrones de variacién genética de las poblaciones y la relacion entre los procesos genealdgicos y
demograficos. De una parte, se exploraran los fendbmenos que originaron la diversidad genética actual
mediante el uso de una metodologia integrada, combinando un enfoque molecular multilocus
(polimorfismo de genealogias de ADN mitocondrial, ADN nuclear y de marcadores de evolucién
rapida, microsatélites) al analisis de los caracteres fenotipicos de las especies, partiendo de un disefio

de muestreo a distintas escalas en base al tipo de preguntas que se plantean en cada caso.
Para lograrlo planteamos los siguientes objetivos especificos:

i) definir la diversidad actual mediante el empleo de diferentes marcadores moleculares

(nucleares y mitocondriales),

ii) identificar los principales linajes evolutivos en Iberia y estimar los tiempos de divergencia

entre ellos;
iii) analizar el grado de diferenciacion genotipica y fenotipica encontrada;

iv) delinear la distribucion de las unidades filogegraficas existentes y determinar las posibles

areas de contacto secundario;
V) detectar los niveles de introgresion e hibridacion entre las diferentes formas;

vi) inferir los procesos responsables que han dado origen a los patrones de estructura y

distribucion actual de las especies;

vii) y en dltima instancia, discutir las implicaciones evolutivas y taxonémicas que permitan

contribuir a la conservacion de la diversidad genética de sus poblaciones.
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Organizacion general de la Tesis Doctoral

La estructura de la tesis seguird los objetivos especificos a lo largo de los diferentes capitulos

(articulos publicados o en proceso de publicacion) como se detalla a continuacion:

Capitulo primero: Evidencia molecular de especies candidatas cripticas en los Pelodytes

ibéricos.

Molecular evidence for cryptic candidate species in Iberian Pelodytes (Anura,

Pelodytidae). Diaz-Rodriguez, J., Gongalves, H., Sequeira, F., Sousa-Neves, T., Tejedo, M., Ferrand,
N. y Martinez-Solano, I. (2015). Molecular Phylogenetics and Evolution, 83, 224-241.

1. En primer lugar, se investiga la variacion genética y las relaciones entre las distintas

poblaciones del género que cohabitan la Peninsula Ibérica. Para ello, se identifican los
principales linajes evolutivos, partiendo de un extenso niumero de muestras pertenecientes a
todo el rango de distribucion en Europa Occidental, a través de un enfoque multilocus basado
en un modelo coalescente, que permita evaluar la congruencia entre diferentes /oci nucleares y

mitocondriales, y delimitar estos linajes a posteriori con métodos de validacion de especies.

Se tratan de definir, partiendo de un exhaustivo muestreo, los patrones filogeograficos, los
limites de distribucion actuales e identificar las zonas de contacto secundario entre las

diferentes formas en base a los resultados del analisis de las genealogias moleculares.

Como tercer objetivo, exploramos mediante diferentes medidas de diversidad genética, la
influencia de los factores demograficos que han determinado los patrones de distribucion y la

estructura poblacional actual.

Capitulo segundo: Taxonomia de cara de la especiacion criptica: integracién de datos

moleculares, bioacusticos y morfolégicos sugieren dos nuevas especies de Pelodytes de la Peninsula

Ibérica

Taxonomy in face of cryptic speciation: integration of molecular, bioacoustic and

morphological data suggest two new species of Pelodytes from the Iberian Peninsula. Diaz-

Rodriguez, J., Gehara, M., Mérquez, R., Vences, M., Tejedo, M. (2015). Accepted in Zootaxa.

34

4. En este segundo capitulo, se describe, de manera integrada, la estructura genética al interior
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multiples marcadores nucleares de evolucion mas lenta (y ampliando los analisis precedentes),

se investiga de forma mas completa el mosaico de patrones genealogicos observados.

También se analizan de forma comparada la diferenciacion genética, morfologica y
bioacustica en cada uno de los clados detectados integrando los resultados en la delimitacion

de especies

Por tultimo, se evaltan sus implicaciones taxonémicas dentro del género aportando un nuevo

punto de vista a los conocimientos sobre la historia evolutiva del género en la Peninsula.

Capitulo tercero: Andlisis genético de dos zonas de contacto secundario entre P atlanticus, P

ibericus y P. hespericus en el sur de la Peninsula Ibérica

Genetic analysis of two secondary contact zones between P. atlanticus, P. ibericus and P.

hespericus in Southern Iberian Peninsula.

7.

El objetivo del tercer capitulo es analizar los procesos de flujo genético, introgresion e
hibridacion y determinar la contribucion de los individuos hibridos al proceso de especiacion.
Para ello se exploran, de manera independiente, los patrones de mezcla en el interior de dos
zonas hibridas a través de la variacion mitocondrial y el polimorfismo de marcadores

nucleares de evolucion rapida (microsatélites).

Por otro lado, se tratan de determinar especificamente los factores que influyen en la
estructura genética de estas dos zonas, sean principalmente intrinsecos o extrinsecos, debidos
a barreras de aislamiento reproductivo pre y post-cigéticas o asociados a la adaptacion

diferencial al habitat.

Discusion general

Finalmente profundizamos, a partir de los patrones filogeograficos de los resultados
obtenidos, en las dindmicas de fragmentacion, diferenciacion y expansion postglacial que han
dado origen a dicha estructura aportando una vision integradora al conocimiento actual sobre
el tiempo de separacion y la localizacion geografica de la diversificacion genética en el género

Pelodytes en la Peninsula Ibérica.

10. Se tratan de identificar las areas de refugio y compararlas a los patrones publicados para otras

especies y plantar las bases para un estudio que permita en el futuro delinear medidas de

conservacion prioritarias y esfuerzos eficaces para la conservacion de las especies.
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Abstract

Species delineation is a central topic in evolutionary biology, with current efforts focused on
developing efficient analytical tools to extract the most information from molecular data and provide
objective and repeatable results. In this paper we use a multilocus dataset (mtDNA and two nuclear
markers) in a geographically comprehensive population sample across Iberia and Western Europe to
delineate candidate species in a morphologically cryptic species group, Parsley frogs (genus
Pelodytes). Pelodytes is the sole extant representative of an ancient, historically widely distributed
anuran clade that currently includes three species: P. caucasicus in the Caucasus; P. punctatus in
Western Europe, from Portugal to North-Western Italy; and P. ibericus in Southern Iberia.
Phylogenetic analyses recovered four major well-supported haplotype clades in Western Europe,
corresponding to well demarcated geographical subdivisions and exhibiting contrasting demographic
histories. Splitting times date back to the Plio-Pleistocene and are very close in time. Species-tree
analyses recovered one of these species lineages, corresponding to P. ibericus (lineage B), as the sister
taxon to the other three major species lineages, distributed respectively in: western Iberian Peninsula,
along the Atlantic coast and part of central Portugal (lineage A); Central and Eastern Spain (lineage
C); and North-eastern Spain, France and North-western Italy (lineage D). The latter is in turn
subdivided into two sub-clades, one in SE France and NW Italy and the other one from NE Spain to
NW France, suggesting the existence of a Mediterranean-Atlantic corridor along the Garonne river.
An information theory-based validation approach implemented in SpedeSTEM supports an
arrangement of four candidate species, suggesting the need for a taxonomic revision of Western

European Pelodytes.

Keywords: Species delineation, Species trees, Systematics, Amphibians, Iberian Peninsula, Pelodytes

43



HISTORIA EVOLUTIVA DE LOS SAPILLOS MOTEADOS (Pelodytes spp.) EN LA PENINSULA IBERICA

1. Introduction

Species delineation, or the grouping of individuals and populations into discrete lineages based
on different sets of data and operational criteria, remains one of the central topics in evolutionary
biology (Wiens, 2007; Fujita et al., 2012). With the recent and rapid progress of DNA sequencing
technologies, the field has quickly shifted focus from issues related to quantity and quality of data
(e.g., identification of diagnostic characters, assessment of congruence across datasets) towards the
development of more efficient analytical tools. This implies extracting the most information from
molecular data, integrating it with morphological, biogeographic and ecological information, thus
providing objective, repeatable and robust results in the form of well demarcated, independently
evolving lineages that are considered candidate species amenable to further hypothesis testing (Leaché
et al., 2009; Rivera et al., 2011; Camargo et al., 2012; Ahrens et al., 2013; Carstens et al., 2013;
Edwards and Knowles, 2014). New developments in the field are related to widespread acceptance of
de Queiroz’s definition of species as “separately evolving metapopulation lineages” (de Queiroz,
2007) and the conceptual shift from gene-tree to species-tree inference, which has transformed the
field of molecular systematics (Edwards et al., 2007; Edwards, 2009).

Some of the most challenging systems for delineation of evolutionarily independent lineages
include relatively young, morphologically cryptic species groups, where lack of diagnostic characters
and conflict between datasets complicates attempts to delineate lineages and infer species trees
(Bickford et al., 2007; Weisrock et al., 2010; Florio et al., 2012; Puillandre et al., 2012; Barley et al.,
2013). While examples are widespread across many taxonomic groups, amphibians are particularly
well represented because, in general, they are morphologically similar and high historical effective
population sizes and/or incomplete reproductive isolation often yield conflicting gene trees (Vences
and Wake, 2007; Fontenot et al., 2011; Sequeira et al., 2011; Martinez-Solano et al., 2012; Fouquet et
al., 2013; Barrow et al., 2014). The widespread use of molecular markers since the 90's uncovered
high levels of "cryptic" amphibian diversity, especially in the tropics (e.g., Fouquet et al., 2007; Funk
et al., 2012), but also in the more extensively studied temperate regions, notably in areas that acted as
glacial refugia during the Pleistocene, like the Iberian Peninsula (Hewitt, 2004; Weiss and Ferrand,
2007; Recuero et al., 2012; Stock et al., 2012).

An interesting case study is represented by Eurasian Parsley frogs (genus Pelodytes), including
three extant species, one in the Caucasus (P. caucasicus), and two in Western Europe: P. punctatus,
distributed throughout most of the Iberian Peninsula and also present in France and coastal
northwestern Italy (Dendel et al., 2013), and the Iberian endemic P. ibericus (Barbadillo, 2002).
According to the fossil record, Pelodytes has a long history in Western Europe, where it was widely
distributed (see review in Martin and Sanchiz, 2014), including fossil taxa (Pelodytes arevacus) dating

back to the Miocene (9.7-22.5 million years —myr- ago, Sanchiz, 1978, 1998; Martin and Sanchiz,
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2014) and closely resembling extant Iberian species in osteological characters (Sanchiz et al., 2002).
Fossils morphologically ascribed to P. punctatus that are at least 3.2 myr old have been reported in
southeastern France (Blain, 2009). Therefore, and taking into account the role of the Iberian Peninsula
as a hotspot for inter- and intraspecific differentiation across a large number of taxa (Abellan and
Svenning, 2014), additional opportunities for speciation in Iberian Pelodytes may have existed, and
current species diversity may be underestimated. In fact, a recent study suggested the existence of
additional, cryptic species in southwestern Iberia (van de Vliet et al., 2012).

In the present study we use DNA sequences from a comprehensive sample of 384 individuals
from 160 Iberian populations to delineate major independently evolving lineages in Pelodytes through
a combination of discovery and validation species-delineation approaches. Our results indicate the
existence of additional candidate species in the genus, help to identify their contact zones and provide

new insights into the timing and geography of their diversification.

2. Material and methods
2.1 Sampling and DNA extraction

We sampled one to 12 individuals per population in a total of 160 localities spread across the
extant ranges of P. punctatus and P. ibericus, including seven individuals of P. caucasicus that were
used as outgroup (Fig. 1, Table 1). A total of 391 individuals (including the outgroup) were used for
subsequent molecular analyses (Table 1). Tissue samples were obtained from either tail tips of larvae
and/or toe tips of adults and preserved in 70% ethanol or frozen. Whole genomic DNA was extracted
using the commercial DNA extraction kit Dneasy® Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) following

the manufacturers’ instructions or with the standard high-salt protocol of Sambrook et al. (1989).

2.2 Molecular markers, amplification and sequencing

Four markers, including two mitochondrial (mtDNA) and two nuclear (nDNA) gene fragments
were analyzed: 705 bp of cob, 788 bp of nad4 (including adjacent tRNAs), a fragment of 393 bp of
PPP3CAint4, and 752 bp of g-fibint7. All markers were amplified via the polymerase chain reaction
(PCR) using the following combination of primers and PCR thermal cycling conditions. For cob,
reactions were performed with primers “L.14724” (Irwin et al., 1991), and “MVZ16” (Moritz et al.,
1992) with initial denaturation at 94 °C for 3 min; 35 cycles with a denaturing temperature of 92 °C
(40 s), annealing at 47 °C (1 min), and extension at 72 °C (1 min and 20 s) followed by final extension
at 72 °C for 5 min. For nad4 we used primers ND4 and Leu, previously described by Arevalo et al.
(1994), with an initial denaturation at 94 °C (5 min); followed by 35 cycles of denaturation at 94 °C
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(40 s), annealing at 56 °C (1 min), extension at 72 °C (1 min and 20 s); and final extension of 72 °C
for 5 min. Additionally, sequences of PPP3CAint4 were amplified with PCR conditions described by
Pinho et al. (2010), consisting of an initial denaturation at 94 °C for 3 min; 40 cycles with a denaturing
temperature of 94 °C (30 s), annealing at 53 °C (1min), and extension at 72 °C (1 min and 30 s), with a
final extension at 72 °C for 5 min. Amplified fragments were sequenced in both directions. For f-
fibint7 a two-step amplification procedure was used, with a combination of two primer pairs (PCR1:
FIBX7 and FIBX8; PCR2: BFXF and BFXR) as described by Sequeira et al. (2006), with an initial
denaturation at 94 °C for 3 min, followed by 40 cycles of denaturing at 94 °C (40 s), annealing at
50 °C (PCR1) and 56 °C (PCR2), (1 min), extension at 72 °C (1min 30 s) and a final extension of
72 °C for 5 min. Amplified fragments of PCR2 were also sequenced in both directions using the
primers BFXF and BFXR. In both nuclear markers, indels present only in the outgroup and regions in
the alignment that could not be unambiguously edited or aligned due to the presence of short repeats
were excluded prior to further analyses (reported alignment sizes take into account exclusion of these

sites).

PCRs were performed in a total volume of 10 pl, including 0.1 pl Taq polymerase (5 U/ul
Biotag® and Bioline DNA Polymerase); 0.1 pl BSA (20 mg/ml); 0.5 ul of each primer (5 uM); 0.1 ul
dNTPs (25 mM); and 0.3 pl of MgCl, (50 mM) plus 1 pl of reaction Buffer. For PPP3CAint4, PCRs
were performed in a total volume of 10 pl, including 0.1 pl of EcoTaq polymerase (5 U/ul Tag DNA
Polymerase, EcoGen); 0.3 ul of each primer (10 uM); 0.5 pl dNTPs (40 uM); and 0.5 pl of MgCl, (50
mM) plus 1 pl of reaction Buffer NH3 (Bioline).

After PCR products were purified with Montage PCR columns (Millipore), samples were cycle-
sequenced using ABI Prism Big Dye Terminator Cycle in an ABI PRISM® 310 automated sequencer

(Applied Biosystems) following the manufacturers’ instructions.

2.3. Lineage identification and delineation

Sequences were checked by eye, edited and aligned using the program Bioedit version 7.2.5
(Hall, 1999). All sequences generated for this study are deposited in GenBank under Accession Nos.
KP165846-KP167135 (Table 1). Polymorphic positions corresponding to heterozygous individuals in
nuclear loci were coded with IUPAC ambiguity codes. Haplotypes were phased using PHASE v2.1
(Stephens et al., 2001; Stephens and Donnelly, 2003), using SeqPHASE (Flot, 2010) to format the
input files. Length variant heterozygotes (LVHs), which resulted from the amplification of alleles with
different sizes from a single individual, were phased interpreting directly the mixed trace in the

electropherogram formed by the two allelic peaks superimposed onto each other downstream of the
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indel (e.g. Sousa-Neves et al., 2013). All known haplotypes were incorporated for subsequent
haplotype inference. We accepted haplotypes with a minimum probability of 0.9.

We performed phylogenetic analyses in MrBAYES v3.2.1 (Huelsenbeck and Ronquist, 2001;
Ronquist et al., 2012) to estimate relationships between mtDNA and nDNA haplotypes. Full
alignments were collapsed into haplotypes using the online tool Fabox (Villesen, 2007). For the
MtDNA dataset, we used PartitionFinder v1.1.1 (Lanfear et al., 2012) to choose the optimal
partitioning strategy. Best support was obtained for three partitions, corresponding to first positions in
cob and nad4 and the fragment containing the tRNAs; second positions in cob and nad4; and third
positions in cob and nad4. Analyses in MrBAYES were set to explore the full GTR parameter space in
each of the three partitions using the commands nst=mixed rates=invgamma. Convergence of results
was assessed by examination of values of the standard deviation of split frequencies across runs and

visual inspection of parameter values during the run in Tracer v1.6 (Rambaut et al., 2014).

Genealogical relationships among haplotypes for each locus were estimated using phylogenetic
algorithms as implemented in Haploviewer (Salzburger et al., 2011). Phylogenetic relationships
among haplotypes for each locus were estimated using a Maximum Likelihood (ML) approach, as
implemented in the software RAXML v.7.0.4 (Silvestro & Michalak, 2010), using the graphical front-
end RAXML GUI v.0.93 (Randomized Accelerated Maximum Likelihood; Stamatakis, 2006). Using
default options we ran the program with the best fit model for each locus as selected by
PartitionFinder v0.9 (Lanfear et al., 2012) under the Akaike information criterion (AIC; Akaike,
1973), and the generated trees were used to estimate each haplotype network.

We assessed probability of recombination in nuclear sequences with TOPALi v2.5 (Milne et al.,
2004), using the difference of sums of squares (DSS) method with a sliding window of 100-bp and 10-
bp step size, and also with the PhiTest implemented in Splitstree v4.2 (Huson and Bryant, 2006).

Four major lineages of Iberian Pelodytes were recovered in previous analyses (see results
below) and for each of them, several genetic diversity parameters were estimated. In addition, we
performed a pairwise mismatch distribution analysis (Rogers and Harpending, 1992), and calculated
several statistics including Tajima’s D (Tajima, 1989), Ramos-Onsins and Rozas’ R* (Ramos-Onsins
and Rozas, 2002) and Fu’s Fs (Fu, 1997) to test for signatures of demographic expansion in each of
the four lineages using DnaSP v 5.10 (Librado and Rozas, 2009). Genetic distances (p-uncorrected)

within and between species lineages were calculated with Mega6 (Tamura et al., 2011).

Species trees were reconstructed based on two different methodologies. First, we used the
coalescent-based method implemented in *BEAST (Heled and Drummond, 2010). We used a Yule
speciation prior with strict molecular clock. Each marker was analyzed as an independent partition,

with nucleotide substitution models selected by jModeltest v 2.1.1, based on the Bayesian Information
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Criterion (Darriba et al., 2012). Tree topologies and molecular clocks across partitions were unlinked.
We specified a lognormal prior for the substitution rate of the mtDNA partition with a mean of 0.0075
substitutions/site/myr and a standard deviation of 0.2, encompassing values typically reported in the
literature (see for example Recuero et al., 2012). Three independent analyses were run for one hundred
million generations and trees and other parameters were sampled every 10,000 generations. Traces
were visualized in Tracer v 1.6 (Rambaut et al., 2014) to check for adequate mixing and convergence
of results across runs, and log and treefiles were subsequently combined. Additionally, we used the
pseudo-likelihood approach implemented in MP-EST v. 1.3 (Liu et al., 2010) to infer the Pelodytes
species tree. To estimate branch support, 1,000 replicate gene trees for each marker (taken from the
post burn-in sample of trees from a MrBAYES run, see above) were subjected to MP-EST analyses to
derive bootstrap proportions of inferred clades in the species tree. MP-EST analyses were run in the
STRAW server (Shaw et al., 2013). Both *BEAST and MP-EST attribute gene-tree discordance to
incomplete lineage sorting and do not take into account gene flow across population lineages;
therefore, individuals and populations identified as admixed based on inspection of the mtDNA tree
and nDNA haplotype networks (see results below) were excluded from the datasets prior to analyses.
All other individuals from populations where mtDNA haplotypes from different lineages were found

in sympatry were also excluded.

2.4. Validation approach

We used SpedeSTEM (Ence and Carstens, 2011) as a validation approach to evaluate support
for the previously identified candidate species. SpedeSTEM calculates the likelihood of multiple
arrangements of putative evolutionary lineages based on externally generated gene trees and ranks
them by model probability using information theory. Gene trees were estimated by maximum-
likelihood inference in Garli v 0.951 (Zwickl, 2006) using alignments with a single representative per
haplotype (excluding admixed populations, as in previous analyses). We used a weighted average
across loci calculated in DnaSP as the estimate for theta (theta= 0.03093), with a scaling (variable
sites/total sites) of 1:0.47:0.32 for mtDNA, p-fibint7 and PPP3CAint4, respectively. Pelodytes
caucasicus was used as outgroup, with the remaining samples divided into two major groups
corresponding to P. ibericus and P. punctatus, with the latter subdivided into the three lineages
recovered in previous analyses. Analyses were run online in the SpedeSTEM server at:

https://spedestem.osu.edu/runspedestem.
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3. Results

Amplification of the two mtDNA fragments was successful in 367 individuals (including seven
outgroup samples, Table 1), yielding an alignment of 1493 bp with 155 unique haplotypes (375
variable sites, 321 parsimony-informative). Additionally, 139 individuals (278 phased sequences)
from the ingroup plus two from the outgroup were sequenced for PPP3CAiInt4 (393 bp) and -fibint7
(752 bp). Different individuals were sequenced for each nuclear marker (see Table 1). An A+T-biased
content (70%) was observed in PPP3CAiInt4 sequences, which is consistent with values reported for
this marker in other species (according to Prychitko and More, 1997, this feature of A-T rich
sequences is a peculiarity of non-coding regions that are not under functional constraint). There were
23 unique haplotypes in PPP3CAint4 (25 variable sites, 13 parsimony-informative); and 40 haplotypes
in g-fibint7 (45 polymorphic sites, 31 parsimony-informative). Table 1 lists individuals sequenced for

each marker. We did not find significant evidence of recombination in the nuclear markers.

Phylogenetic analyses of mtDNA data recovered a well-resolved tree with four major haplotype
clades (labeled A to D), with a strong association with geography (Figs. 1 and 2). Clade B corresponds
to P. ibericus, whereas the remaining clades (A, C and D) are ascribed to P. punctatus: A is distributed
in the south-west of the Iberian Peninsula, along the Atlantic coast and part of central Portugal; C
occupies central and eastern Spain; and D is present in north-eastern Spain, France and north-western
Italy. All four major clades are well supported by Bayesian Posterior Probabilities (BPP) of 0.99-1.0.
Clade D is subdivided in two well-supported sub-clades, one containing samples from NW ltaly and
SE France (localities 152 to 157, BPP: 1.0) and the other with the remainder of samples (BPP: 0.99).
Clades A, C and D form a monophyletic group (BPP: 0.96), with D being the sister taxon to (A+C),
although with moderate support (BPP: 0.86). In some populations, we found haplotypes of different
clades co-occurring (Table 1 and Fig. 1). These include localities 17-21 (clades A + B), and 75, 88
(clades B+C). We found no localities with mtDNA haplotypes of clades C+D occurring in sympatry.

Estimates of genetic diversity and intra- and interpopulation genetic distance are shown in
Tables 2 and 3, respectively. For mtDNA, we found moderate levels of genetic diversity in haplotype
clades B and C, with higher values of haplotype and nucleotide diversity in clades A and D. Mismatch
distribution plots revealed a clearly unimodal pattern in clades A, B and C, suggesting demographic
expansion (Fig. S1). This is in accordance with significant values of Tajima’s D, Fu’s Fs and Ramos-
Onsins & Rozas’ R? statistics in the same clades (Table 2). In contrast, clade D exhibits a multimodal
mismatch distribution, with no significant values for any statistic, suggesting demographic stability or
genetic substructuring. The average number of pairwise sequence differences (p-uncorrected distance)
between clades ranged from 3.3% to 4.4% (Table 3), whereas between each of the Iberian clades and

P. caucasicus the values ranged from 15.7-16.8%. Within clades, p-distances were higher in clade D
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(0.64%) than in the other clades (0.12-0.37%, Table 3). We interpret haplotype clades A-D to diagnose
four species lineages.

Haplotype networks based on mtDNA and nuclear sequences are shown in Fig. 3. In mtDNA,
lineages B and C exhibit star-like topologies, with one high frequency, central haplotype and several
additional haplotypes connected by one-step mutations, again suggesting recent demographic
expansion. The most frequent haplotype in lineage B was present in 42 out of 94 sequences and was
widely distributed, with 23 haplotypes occurring only once and 10 additional haplotypes with
frequencies 2-9. The most frequent haplotype in lineage C occurred in 50 out of 151 individuals from
the center and east of the Iberian Peninsula, with 37 haplotypes with a frequency of 1 and an
additional 17 haplotypes with frequencies 2-9. Lineage A was subdivided into two main haplotype
groups, one of them largely distributed in central (Setdbal, Lisboa and Santarém) and Northern
Portugal (Porto and Coimbra), and the other geographically restricted to the south (Faro). We found 42
haplotypes in this lineage, with a highest frequency of 15 and 30 haplotypes observed only once.
Finally, lineage D includes two major haplotype groups: a) from Catalonia to Northwestern France;
and b) from Southern France (Provence-Coéte D’Azur) to Northern Italy (Liguria). We found a total of
20 haplotypes in this lineage, with frequencies ranging from 1-6. Nuclear networks were congruent
with mtDNA, with four major haplotype groups in each marker (Fig. 3), but we also detected the
presence of heterozygous individuals with alleles clustering with different lineages, especially in areas
of close geographic proximity between them (lineages A+B: populations 17, 18, 21; lineages B+C:
population 88; lineages C+D: population 143, see Table 1 and Fig. 1). Some individuals had mtDNA
haplotypes characteristic of one lineage and nuclear alleles of a different lineage (lineages C+D,
populations 143, 144, 150, Table 1, Fig. 1).

Species tree analyses recovered concordant, robust topologies, with P. ibericus (lineage B)
being the sister taxon to a clade including the other three major linages (BPP: 0.89, bootstrap support —
Bs: 100), with lineage D being the sister taxon to (A+C) (BPP: 0.75; Bs: 87.6). According to *BEAST
results, major speciation events in Iberia were concentrated in the Pliocene and Lower Pleistocene
(Fig. 4). Median and 95% highest posterior density intervals (HPDs) for inferred splits were 3.63
(2.07-5.50) myr (P. ibericus vs. lineages A, C and D; 2.91 (1.68-4.51) myr for lineage D vs. lineages
A+C; and 2.86 (1.54-4.48) myr for lineages A and C (Fig. 4).

The SpedeSTEM-based validation approach provided the highest support for the four-lineage
arrangement (Table 4), supporting their qualification as candidate species (P. ibericus plus three

candidate species, one of which would retain the name P. punctatus, see Discussion).
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4. Discussion

Initial attempts at probabilistic, molecular-based species delineation were received with
criticism (Bauer et al., 2011; Fujita and Leaché, 2011), but in a short time these methods have become
more popular. However, they have not replaced character-based species descriptions, and thus the
lineages identified in species delineation analyses are best treated as candidate species, or species
hypotheses amenable to further testing with as many different sources of evidence as possible. Our
approach, based on multilocus analyses of a comprehensive sample, consistently recovered four
historical lineages in Iberian Pelodytes, showing strong geographic structuring (lineages A-D, Figs. 1-
4). Of these, one corresponds to Pelodytes ibericus (lineage B), which has been shown to differ in
morphological, osteological, behavioral (mating calls), and molecular characters from populations
ascribed to P. punctatus (Sanchez-Herréiz et al., 2000; Sanchiz et al., 2002; Pargana et al., 2003;
Garcia-Paris et al., 2003; Veith et al., 2006). In our analyses, P. ibericus is also recovered as diverging
from the rest of the Iberian lineages around 3.6 myr ago, in accordance with previous estimates based
on allozymes and mtDNA data (3.3-3.8 myr, see Sanchez-Herraiz et al., 2000; Sanchiz et al., 2002;
Garcia-Paris et al., 2003). Contact zones with lineages A and C have been approximately identified
(Fig. 1), and further fine-scale sampling coupled with detailed analysis using a large set of fast-
evolving nuclear markers (microsatellites or single nucleotide polymorphisms) will be of crucial
importance to assess the extent of reproductive isolation across lineages (which is incomplete, as
shown by our observation of several instances of cyto-nuclear discordance; see also van de Vliet et al.,

2012, where boundaries between lineages A and B slightly differ from our results).

The second most differentiated lineage (lineage D) includes all populations north of the
Pyrenees, and since it includes the type locality of P. punctatus (“aux environs de Beauvais",
Department Oise, northern France: Daudin, 1802) it would retain this name. Two sub-clades were
strongly supported in phylogenetic analyses of mtDNA sequences. One of these groups includes
populations in SE France and NW lItaly, whereas the other one is more widely distributed from NE
Spain (Catalonia) to northern France. Remarkably, there is little genetic differentiation in this second
sub-clade. The pattern of haplotypic diversity, with more haplotypes in populations south of the
Pyrenees, suggests a rapid, recent expansion, probably along the Garonne river basin, which provides
a corridor connecting the Atlantic and Mediterranean coasts of France. The genetic distinctiveness of
these populations had previously been noted by Sanchez-Herréiz et al. (2000) and Garcia-Paris et al.
(2003). Relatively high levels of genetic diversity in lineage D are consistent with a long fossil record,
possibly dating back to 3.2 myr ago (Séte, see Blain, 2009). Further research is needed to delineate the
contact zone with lineage C, although the finding of instances of cyto-nuclear discordance in

populations 143, 144 and 150 suggests a wide area of admixture. Surprisingly, haplotypes of lineages
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C and D were never found in sympatry, although this may be an artifact of sparser sampling at the
potential contact zone.

Lineage A is endemic to Portugal, with populations all along its Atlantic coast. Genetic
distinctiveness of populations in this area was initially reported by Pargana (1998), who also noted
differences in bioacoustic parameters, and more recently by van de Vliet et al. (2012), who reported
strong cross-amplification failure in microsatellite markers developed from samples in SW Portugal
when tested in samples from northern Spain (which would correspond to lineage C in our study, see
Fig. 1). The existence of well-differentiated linages in SW Portugal has been previously reported for
other amphibian species, like Salamandra salamandra, Lissotriton boscai or Alytes cisternasii (Reis et
al., 2011; Martinez-Solano et al., 2006; Gongalves et al., 2009). The addition of Pelodytes to an
increasing group of taxa with important genetic reservoirs in this region makes it one of the key
Iberian “refugia within refugia” (Gémez & Lunt, 2007; Abellan and Svenning, 2014). The existence of
putative Pleistocene glacial refugia in Southern Portugal, Spain and France, on the basis of our data
and previous studies with other taxa, has strong implications for regional conservation planning.
Understanding cryptic diversity is a concern as amphibian habitat, temporary ponds in traditional

Mediterranean farmland, is disappearing at a fast rate (Ferreira and Beja, 2013).

Finally, lineage C is the most widespread in Iberia, with populations in the two major plateaus
in central Spain. The presence of Pelodytes in the Northern Plateau dates back at least to the Early
Pleistocene in Atapuerca (Cuenca-Bescos et al., 2010) and is relatively well documented in other
(more recent) sites within the current range of this lineage (for example, see Blain et al., 2007, 2011).
In spite of this, levels of genetic diversity are comparatively low in this lineage, and with lineage B (P.
ibericus), it is the only one where all tests of demographic expansion were significant (Table 2, Fig.
S1). The harsher climatic conditions of central Spain may have subjected Pelodytes populations to
strong demographic fluctuations through time, although it remains unclear what circumstances
governed long-term demographic trends in P. ibericus. Species distribution models (SDMs) are a
powerful tool to identify potential differences across lineages in their ecological niche, which may
have been important in the speciation process (Fitze et al., 2011). However, a recent approach to
examining functional divergence between lineages A, B and C revealed weak differentiation in
thermal physiology (M. Katzenberger, J. Diaz-Rodriguez, H. Duarte, J.F. Beltran and M. Tejedo,
unpublished data).

Molecular-based species delimitation approaches are rapidly becoming popular in molecular
systematics because they allow rapid and objective identification of major historical lineages as
candidate species. Results of our species-delimitation approach suggest that species diversity in
Iberian Pelodytes may be currently underestimated, with up to two additional lineages that may

warrant recognition as new species. More detailed analyses of contact zones, as well as morphological
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and ecological comparisons of populations representing all major lineages are underway in order to
provide robust evidence supporting (or rejecting) these species hypotheses.
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Table 1. Sample information: ID_POP as in Fig. 1 (an asterisk marks populations where two different mtDNA
clades were found in the same locality), sample code, mtDNA clade, locality, country, latitude and longitude and
GenBank accession numbers for newly generated sequences. The “Observations” field highlights instances of
cyto-nuclear discordance (based on discordance between gene trees).

=
c
:)DP—P gample < | Locality Country | Latitude | Longitude = 5 Observations
ode zZ < | S|®
Q o|z|2|)
E s|gla|a
1 MINO1 A Mindelo Portugal | 41,30 -8,71 X | X X
MINO2 A Mindelo Portugal | 41,30 -8,71 X | X
2 Torr - Murtosa, Portugal Portugal | 40,76 -8,71 X
3 IMS4630 A Séo Jacinto Portugal | 40,67 -8,74 X | X
IMS4631 A Séo Jacinto Portugal | 40,67 -8,74 X | X
4 BUS03 A Bustos, Oliveira do Bairro Portugal | 40,49 -8,61 X | X
5 Coimbra A Coimbra Portugal | 40,21 -8,43 X | X| X[ X
6 Svarao A Santo Vardo, Montemor-o-Velho | Portugal | 40,18 -8,60 X | X
7 SOU01 A Soure Portugal | 40,06 -8,63 X | X| X
Soure A Soure Portugal | 40,06 -8,63 X | X
8 SALO1 A Salgueiral, Vila-Velha-de-R6dao Portugal | 39,65 -7,67 X[ X[ X
SALO02 A Salgueiral, Vila-Velha-de-R6dao Portugal | 39,65 -7,67 X | X| X
9 IMS4624 A Rexaldia Portugal | 39,57 -8,53 X | X
IMS4639 A Granja do Ulmeiro, Rio Mondego | Portugal | 40,16 -8,64 X | X
IMS4640 A Granja do Ulmeiro, Rio Mondego | Portugal | 40,16 -8,64 X | X
10 IMS4618 A Mosteiro de Alcanena Portugal | 39,42 -8,84 X | X
IMS4619 A Mosteiro de Alcanena Portugal | 39,42 -8,84 X | X
11 SAires01 A Serra de Aires Portugal | 39,56 -8,58 X | X X
SAires02 A Serra de Aires Portugal | 39,56 -8,58 X | X
SAires03 - Serra de Aires Portugal | 39,56 -8,58 X| X
12 IMS4614 A Alpalhédo Portugal | 39,27 -7,38 X | X
IMS4615 A Alpalhdo Portugal | 39,27 -7,38 X | X
IMS4616 A Alpalhédo Portugal | 39,27 -7,38 X | X
IMS4617a A Alpalhdo Portugal | 39,27 -7,38 X | X
IMS4617b A Alpalhdo Portugal | 39,27 -7,38 X | X
13 IMS2893 - Montejunto Portugal | 39,17 -9,02 X| X
IMS2894 A Montejunto Portugal | 39,17 -9,02 X | X[ X| X
14 IMS2870 - Sintra-Mafra Portugal | 38,83 -9,36 X| X
IMS2871 - Sintra-Mafra Portugal | 38,83 -9,36 X
15 CA15 A Cacém Portugal | 38,78 -9,31 X | X[ X
16 CID03 B Cidrdo, Mosqueirfes, Grandola Portugal | 38,12 -8,56 X | X
CID06 B Cidrdo, Mosqueirdes, Grandola Portugal | 38,12 -8,56 X | X
17* GRAO3 B Grandola Portugal | 38,08 -8,46 X | X
GRA04 B Gréandola Portugal | 38,08 -8,46 X | X
GRA06 A Gréandola Portugal | 38,08 -8,46 X | X
Cyto-nuclear
Grando08 A Gréandola Portugal | 38,08 -8,46 X | X| X| X ?_ls_cordance @
ibint7 and
PPP3CAInt4)
Cyto-nuclear
- discordance (-
18* oLOo21 A Outeiro do Lobo Portugal | 38,01 -8,53 X | X| X| X fibint7 a(nﬁd
PPP3CAInt4)
0LO18 B Outeiro do Lobo Portugal | 38,01 -8,563 X | X
0OLO20 B Outeiro do Lobo Portugal | 38,01 -8,53 X | X X
0LO22 - Outeiro do Lobo Portugal | 38,01 -8,53 X
19* XAU01 A Vale de Agua Portugal | 37,92 -8,55 X | X X
XAU02 A | Vale de Agua Portugal | 37,92 -8,55 X | X
XAU04 B Vale de Agua Portugal | 37,92 -8,55 X | X
20* CBS01 A Campo Redondo Portugal | 37,80 -8,56 X | X
CBS02 A Campo Redondo Portugal | 37,80 -8,56 X | X
BICD3 - Campo Redondo Portugal | 37,80 -8,55 X
BICDS - Campo Redondo Portugal | 37,80 -8,55 X
BICD6 A Campo Redondo Portugal | 37,80 -8,55 X | X
BICD7 A Campo Redondo Portugal | 37,80 -8,55 X | X
BICD8 B Campo Redondo Portugal | 37,80 -8,55 X | X
BICD9 A Campo Redondo Portugal | 37,80 -8,55 X | X
COLF2 A Campo Redondo Portugal | 37,78 -8,56 X | X
COLF3 A Campo Redondo Portugal | 37,78 -8,56 X | X
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COLF5 A Campo Redondo Portugal | 37,78 -8,56 X | X
COLF4 B Campo Redondo Portugal | 37,78 -8,56 X | X
Cyto-nuclear
21* | SOL03 A | Soalheira, Campo Redondo Portugal | 37,76 | -8,51 X | X X ?F',S;g;dggicﬁt "
(clades A+B)
SOL04 A Soalheira, Campo Redondo Portugal | 37,76 -8,51 X | X
SOL01 B Soalheira, Campo Redondo Portugal | 37,76 -8,51 X | X
22 VMF49 A Vila Nova de Milfontes Portugal | 37,74 -8,74 X | X
23 SLU40 A Vila Nova de Milfontes Portugal | 37,72 -8,71 X | X
SLUO1 A Vila Nova de Milfontes Portugal | 37,72 -8,71 X | X
SLU02 A Vila Nova de Milfontes Portugal | 37,72 -8,71 X | X
SLUO06 - Vila Nova de Milfontes Portugal | 37,72 -8,71 X
VMF01 A Vila Nova de Milfontes Portugal | 37,72 -8,77 X | X
VMF02 A Vila Nova de Milfontes Portugal | 37,72 -8,77 X | X
VMFO03 A Vila Nova de Milfontes Portugal | 37,72 -8,77 X | X
24 ALM25b A Cavaleiros Portugal | 37,67 -8,79 X | X
CVLO01 A Cavaleiros Portugal | 37,64 -8,76 X | X
CVLO3 A Cavaleiros Portugal | 37,64 -8,76 X | X
25 BMPO1 A Bemposta Portugal | 37,60 -8,61 X | X
BMPO03 A Bemposta Portugal | 37,60 -8,61 X | X
BMP05 A Bemposta Portugal | 37,60 -8,61 X | X
26 PAC401 A Odeceixe Portugal | 37,43 -8,78 X | X
PAC402 A Odeceixe Portugal | 37,43 -8,78 X | X
PAC403 A Odeceixe Portugal | 37,43 -8,78 X | X
27 BRRO1 A Barreiros, Boido Portugal | 37,39 -8,31 X | X
BRR03 A Barreiros, Boido Portugal | 37,39 -8,31 X | X
28 ALJ01 - Aljezur Portugal | 37,30 -8,84 X
ALJ02 A Aljezur Portugal | 37,30 -8,84 X | X| X
ALJ03 A Aljezur Portugal | 37,30 -8,84 X | X
TELO7 A Vale de Telha Portugal | 37,30 -8,84 X | X
TELO8 A Vale de Telha Portugal | 37,30 -8,84 X | X
LAG312 A Aljezur Portugal | 37,31 -8,81 X | X
LAG313 A Aljezur Portugal | 37,31 -8,81 X | X
29 PEN31 A Penina Portugal | 37,25 -8,11 X | X
PEN32 A Penina Portugal | 37,25 -8,11 X | X
RDPO03 A Rocha de Pena Portugal | 37,25 -8,10 X | X| X
RDP04 A Rocha de Pena Portugal | 37,25 -8,10 X | X
30 NDB40 A Nave do Baréo Portugal | 37,22 -8,05 X | X
NDB41 A Nave do Bardo Portugal | 37,22 -8,05 X | X
31 PFU212 A Pena Furada Portugal | 37,15 -8,91 X | X
PFU213 A Pena Furada Portugal | 37,15 -8,91 X | X
32 VDB47 A Vila do Bispo Portugal | 37,10 -8,88 X | X
ROR91 A Vila do Bispo Portugal | 37,11 -8,91 X | X
ROR92 A Vila do Bispo Portugal | 37,11 -8,91 X | X
ROR93 A Vila do Bispo Portugal | 37,11 -8,91 X | X
33 Lagos A Lagos Portugal | 37,12 -8,65 X | X| X| X
34 AEL23 B Aldeia dos Elvas, Aljustrel Portugal | 37,81 -8,28 X | X
AEL24 B Aldeia dos Elvas, Aljustrel Portugal | 37,81 -8,28 X | X
35 CAHO05 B Canhestros Portugal | 38,04 -8,27 X | X
36 OUR09 B Ourigue Portugal | 37,72 -8,30 X | X
OUR16 B Ourigue Portugal | 37,67 -8,26 X | X
OUR18 B Ourigque Portugal | 37,67 -8,26 X | X
37 RMO32 B Rio de Moinhos, Aljustrel Portugal | 37,89 -8,19 X X X[ X
RMO33 B Rio de Moinhos, Aljustrel Portugal | 37,89 -8,19 X | X
38 ESCO01 B Santiago do Escoural Portugal | 38,54 -8,17 X | X
ESC02 B Santiago do Escoural Portugal | 38,54 -8,17 X | X X
39 CAV01 B Castro Verde Portugal | 37,74 -8,01 X | X
CAVT7 B Castro Verde Portugal | 37,74 -8,01 X | X
CAV78 B Castro Verde Portugal | 37,74 -8,01 X | X
40 ARU16 B Alcaira Ruiva, Mértola Portugal | 37,71 -7,79 X | X
ARU17 B Alcaira Ruiva, Mértola Portugal | 37,71 -7,79 X | X
41 RMT1 B Monte do Trigo Portugal | 38,40 -7,73 X | X
42 MEQ2 B Mértola Portugal | 37,64 -7,57 X | X
43 IMS2881 B Sedas Portugal | 37,54 -7,60 X | X]| X[ X
IMS2882 B Sedas Portugal | 37,54 -7,60 X | X[ X[ X
44 ODE2023 B Odeleite Portugal | 37,34 -7,49 X | X]| X[ X
ALO02 B Almada de Ouro Portugal | 37,34 -7,49 X | X| X[ X
45 PAY2032 B Paymogo Spain 37,75 -7,33 X | X X
46 GLBO1 B Los Barros Spain 39,13 -7,06 X | X X
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GLB02 B Los Barros Spain 39,13 -7,06 X | X
GLBO03 B Los Barros Spain 39,13 -7,06 X | X

47 NSEO02 B Ouguela Portugal | 39,08 -7,03 X | X

48 SMB02 B Santa Marta de Barros Spain 38,60 -6,61 X | X

49 ZFRO1 B Zafra Spain 38,40 -6,44 X | X
ZFR02 B Zafra Spain 38,40 -6,44 X | X

50 EBD55 B Parque Nacional de Dofana Spain 37,00 -6,44 X | X| X

51 CJA04 B Campo de Javata, Cala Spain 37,96 -6,32 X | X
CJA03 B Campo de Javata, Cala Spain 37,96 -6,32 X | X

52 1B32 B PN Dofiana Spain 37,07 -6,28 X | X| X
IB35 B PN Dofiana Spain 37,07 -6,28 X | X[ X
IBH1 B PN Dofiana Spain 37,07 -6,28 X | X| X
IBH2 B PN Dofiana Spain 37,07 -6,28 X | X[ X
IBL4 B PN Dofiana Spain 37,07 -6,28 X | X X
IBL5 B PN Dofiana Spain 37,07 -6,28 X | X| X

53 AZN157 - Aznalcollar Spain 37,52 -6,28

54 | couol B &f;or Quemada,  Sanlucar la | g iy | 3740 | -624 X | X

55 TRE185 B Salida A-471. Trebujena Spain 36,84 -6,20 X | X
TREO2 B Salida A-471. Trebujena Spain 36,86 -6,19 X | X
TRE13 B Salida A-471. Trebujena Spain 36,86 -6,19 X | X
TRE14 B Salida A-471. Trebujena Spain 36,86 -6,19 X | X

56 JERO1 B Jerez Spain 36,66 -6,17 X | X
JERO2 B Jerez Spain 36,66 -6,17 X | X
JER12 B Jerez Spain 36,66 -6,17 X | X[ X

57 ATA01 B Montellano Spain 36,95 -5,81 X | X
ATA02 B Montellano Spain 36,95 -5,81 X | X

58 P0OJ27 B Pista Ojén Spain 36,15 -5,59 X | X

59 IMS2868 B Marchena-Puebla de Cazalla Spain 37,28 -5,37 X | X| X
IMS2869 B Marchena-Puebla de Cazalla Spain 37,28 -5,37 X | X[ X

60 GRZ02 B Grazalema Spain 36,74 -5,34 X | X
GRZ04 B Grazalema Spain 36,74 -5,34 X | X
GRZ10 B Grazalema Spain 36,74 -5,34 X | X

61 IMS2880 B Puebla de Cazalla Spain 37,17 -5,24 X | X| X

62 OLV73 B Olvera Spain 36,95 -5,19 X | X

63 RON23 B Ronda Spain 36,77 -5,08 X | X

64 GUA41 B Guadalcézar Spain 37,76 -4,95 X | X

65 TOB09 B Toba Spain 37,99 -4,90 X | X[ X
TOB10 B Toba Spain 37,99 -4,90 X| X X

66 IMS4425 B Estacion de Obejo Spain 38,03 -4,80 X | X
IMS4426 B Estacion de Obejo Spain 38,03 -4,80 X | X

67 TAR67 B Taraje Spain 37,32 -4,59 X | X[ X

68 IMS2863 - Cabra Spain 37,49 -4,38 X

69 PAR101 B Nac. Parrica Spain 36,99 -4,16 X | X
PAR102 B Nac. Parrica Spain 36,99 -4,16 X | X
ZAF103 B Zafarraya Spain 36,99 -4,16 X | X
ZAF104 B Zafarraya Spain 36,99 -4,16 X | X
ZAF33 - Zafarraya Spain 36,99 -4,16
ZAF82 - Zafarraya Spain 36,99 -4,16 X

70 VIL163 B Vilches Spain 38,14 -3,54 X
VIL164 B Vilches Spain 38,14 -3,54 X
VIL182 - Vilches Spain 38,14 -3,54

71 ARQO1 B Arquillos Spain 38,15 -3,46 X | X
ARQ02 B Arquillos Spain 38,15 -3,46 X | X

72 JAE47 B | Ubeda Spain 38,02 -3,41 X | X
51UBD B Ubeda Spain 38,02 -3,39 X | X

73 SAN45 B Santisteban del Puerto Spain 38,22 -3,28 X | X
SAN46 B Santisteban del Puerto Spain 38,22 -3,28 X | X
SAN49 B Santisteban del Puerto Spain 38,22 -3,28 X | X

74 MON35 B Montizén Spain 38,38 -3,04 X | X
MON36 B Montizén Spain 38,38 -3,04 X | X

75* ISN1 B Iznatoraf Spain 38,15 -3,03 X | X| X
1ZN228 B Iznatoraf Spain 38,15 -3,03 X | X
1ZN222 C Iznatoraf Spain 38,15 -3,03 X | X
1ZNO1 B Iznatoraf Spain 38,15 -3,03 X | X

76 BEAD11 B Arroyo de Beas de Segura Spain 38,28 -2,95 X | X
BEAD12 B Arroyo de Beas de Segura Spain 38,28 -2,95 X | X

77 35BEDO1 C Bedar Spain 37,20 -1,99 X[ X X
35BEDO02 C Bedar Spain 37,20 -1,99 X | X

78 AGU04 C | Aguilas Spain 37,56 -1,87 X | X
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AGUO05 C Aguilas Spain 37,56 -1,87 X | X
79 | 49LORC | C igfgae” Rambla de las Fuentes, | qpain | 3776 | -1,98 X | x X
80 ANI3059 - Salida de las Animas Spain 37,90 -2,64
81 CAP3047 C Cortijo El Capricho Spain 37,95 -2,43 X | X
82 CUE15 C Cueva Paria Spain 37,97 -2,76 X | X
83 FBell C Fuente Bella Spain 38,04 -2,46 X | X
FBell03 C Fuente Bella Spain 38,04 -2,46 X | X
FBell04 C Fuente Bella Spain 38,04 -2,46 X | X X
POR3050 C Salida Porcunas Spain 38,00 -2,46 X | X
84 | AcDCOl | cC E?SZZ;"* Carrasco, Santiago de I3 | gpain | 3812 | -2,60 x| x
ACDCO?2 c Casas de Carrasco, Santiago de la Spain 3812 2,69 x | %
Espada
cobcras | ¢ E:;:Z:e Carrasco, Santiago de 1 | gpain | 3813 | -2,60 X | X
85 IMS1958 C Aspe Spain 38,33 -0,73 X | X X
86 54ANCH C CM 412 Km 230, bajo la Anchura | Spain 38,45 -2,09 X | X
87 VRO03 C Villarrodrigo Spain 38,50 -2,71 X | X X
VRO04 C Villarrodrigo Spain 38,50 -2,71 X | X
VRO06 - Villarrodrigo Spain 38,50 -2,71 X
VROO07 - Villarrodrigo Spain 38,50 -2,71 X
VROO08 - Villarrodrigo Spain 38,50 -2,71 X
VRO09 - Villarrodrigo Spain 38,50 -2,71 X
VRT10 C Laguna del Tiro. Villarrodrigo Spain 38,49 -2,70 X | X
VRT11 C Laguna del Tiro. Villarrodrigo Spain 38,49 -2,70 X | X
Cyto-nuclear
88* Mest01 B Mestanza Spain 38,60 -4,02 X | X X ?;’Ssg;dé,:(i:ﬁt 4)
(clades B+C)
Mest02 C Mestanza Spain 38,60 -4,02 X | X X
MES01 C Mestanza Spain 38,60 -4,02 X | X
MESO02 C Mestanza Spain 38,60 -4,02 X | X
MES06 C Mestanza Spain 38,60 -4,02 X | X X
PPP3CAint4
- alleles
MESO07 - Mestanza Spain 38,60 -4,02 X . .
clustering with
clades Band C
89 CAD31 C Torre de Juan Abad Spain 38,60 -3,10 X | X
CAD32 C Torre de Juan Abad Spain 38,60 -3,10 X | X
90 REO01 C Reolid Spain 38,62 -2,58 X | X
91 CAL41 C Campo de Calatrava Spain 38,66 -3,84 X | X
CAL42 C Campo de Calatrava Spain 38,66 -3,84 X | X
92 ALC27 C Rio Alcaraz, Albacete Spain 38,66 -2,54 X | X
ALC28 C Rio Alcaraz, Albacete Spain 38,66 -2,54 X | X
ALC29 C Rio Alcaraz, Albacete Spain 38,66 -2,54 X | X
93 IMS1941 C Mas de Celedons Spain 38,67 -0,52 X | X X
IMS1942 C Mas de Celedons Spain 38,67 -0,52 X | X X
94 CANa90 C Cafiamares Spain 38,74 -2,76 X | X
CANagl C Caflamares Spain 38,74 -2,76 X | X
CANa92 C Cafiamares Spain 38,74 -2,76 X | X
CANa93 C Cafiamares Spain 38,74 -2,76 X | X
SMAO06 C Santa Maria Spain 38,73 -2,74 X | X X
SMA94 C Santa Maria Spain 38,73 -2,74 X | X
SMA95 C Santa Maria Spain 38,73 -2,74 X[ X
95 TIRO1 C Tirteafuera Spain 38,74 -4,05 X | X X
TIR02 C Tirteafuera Spain 38,74 -4,05 X | X
TIR03 C Tirteafuera Spain 38,74 -4,05 X | X
TIR04 C Tirteafuera Spain 38,74 -4,05 X | X
96 VVEO1 C Villaverde Spain 38,81 -2,37 X | X
97 55LOS C Canal de Los Losares Spain 38,82 -1,09 X | X X
98 56BON C Pozo cerca Cerro del Almarejo Spain 38,85 -1,34 X | X
99 BON70 C El Bonillo, Loma de Pelao Spain 38,92 -2,60 X | X X
BON71 C El Bonillo, Loma de Pelao Spain 38,92 -2,60 X | X
BON72 C El Bonillo, Loma de Pelao Spain 38,92 -2,60 X | X
57AYHOR | - Arroyo de Los Horcajos Spain 38,93 -2,58 X
100 RUI62 C Laguna Tinaja. Ruidera Spain 38,93 -2,83 X | X
RUI63 C Laguna Tinaja. Ruidera Spain 38,93 -2,83 X | X
RUI64 C Laguna Tinaja. Ruidera Spain 38,93 -2,83 X | X
RUI65 C Laguna Tinaja. Ruidera Spain 38,93 -2,83 X | X
101 IMS1881 C Enguera Spain 38,94 -0,79 X | X
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IMS1882 C Enguera Spain 38,94 -0,79 X X X[ X
IMS1889 C Enguera Spain 38,94 -0,79 X | X X
IMS1890 C Enguera Spain 38,94 -0,79 X | X X
IMS1891 C Enguera Spain 38,94 -0,79 X | X X
IMS1892 C Enguera Spain 38,94 -0,79 X | X X
IMS1893 C Enguera Spain 38,94 -0,79 X | X X
102 BON77 C El Bonillo, Navazo de Navalcudia | Spain 38,94 -2,49 X | X
BON78 C El Bonillo, Navazo de Navalcudia | Spain 38,94 -2,49 X | X
58PIC - Cafiada de Picado o Losilla Spain 38,90 -2,51 X| X
103 HIG84 C Higueruela Spain 38,97 -1,43 X | X
HIG85 C Higueruela Spain 38,97 -1,43 X | X
104 OMO58 C Ossa de Montiel Spain 39,00 -2,69 X | X
LEZ23 C Lezuza Spain 39,02 -2,38 X | X
LEZ24 C Lezuza Spain 39,02 -2,38 X | X
105 LEZ15 C Lezuza Spain 39,03 -2,32 X | X
LEZ16 C Lezuza Spain 39,03 -2,32 X | X
106 PDRO5 C Puebla de Don Rodrigo Spain 39,08 -4,61 X | X
107 | DAI6O c | Paraue - Nacional Tablas de | qppn | 3914 | -3,69 x| x
Daimiel
DAI61 c Parque Nacional Tablas de Spain 3914 -3.69 x | x
Daimiel
IMS1558 C Malagén Spain 39,18 -3,91 X | X[ X[ X
IMS1559 C Malagoén Spain 39,18 -3,91 X | X| X| X
108 MALO1 C Malagén Spain 39,18 -3,91 X X X[ X
MALO02 C Malagoén Spain 39,18 -3,91 X | X
109 IMS1578 C Las Labores Spain 39,29 -3,49 X | X| X| X
IMS1579 C Las Labores Spain 39,29 -3,49 X X[ X| X
110 IMS1587 C Pueblonuevo de Bullague Spain 39,31 -4,26 X | X| X| X
IMS1588 C Pueblonuevo de Bullague Spain 39,31 -4,26 X[ X[ X
CAB01 C Parque Nacional de Cabafieros Spain 39,29 -4,33 X | X
CAB02 C Parque Nacional de Cabafieros Spain 39,29 -4,33 X | X
111 IMS1538 C Herencia Spain 39,38 -3,30 X | X| X| X
IMS1539 C Herencia Spain 39,38 -3,30 X | X| X| X
112 IMS1659 C Urda Spain 39,45 -3,81 X | X| X
IMS1660 C Urda Spain 39,45 -3,81 X | X[ X| X
113 IMS1533 C El Toboso Spain 39,49 -2,98 X[ X[ X| X
IMS1534 C El Toboso Spain 39,49 -2,98 X | X
114 IMS1618 C Marjaliza Spain 39,51 -4,11 X | X
IMS1619 C Marjaliza Spain 39,51 -4,11 X | X
IMS1640 C Marjaliza Spain 39,52 -4,07 X | X[ X| X
IMS1641 C Marjaliza Spain 39,52 -4,07 X | X[ X
115 IMS1976 C Las Nogueras Spain 39,59 -1,09 X X X[ X
IMS1977 C Las Nogueras Spain 39,59 -1,09 X | X X[ X
116 IMS1513 C Villacafias Spain 39,63 -3,36 X[ X| X| X
IMS1514 C Villacafas Spain 39,63 -3,36 X | X| X| X
117 IMS2786 C Navahermosa Spain 39,66 -4,42 X | X| X| X
IMS2787 C Navahermosa Spain 39,66 -4,42 X | X[ X| X
118 IMS2051 C Alcublas Spain 39,83 -0,66 X | X| X| X
IMS2052 C Alcublas Spain 39,83 -0,66 X | X[ X[ X
119 PHS3 C Cerro Pelado Spain 39,86 -4,09 X | X[ X
PHS4 C Cerro Pelado Spain 39,86 -4,09 X | X| X| X
120 LTO02 C La Toba Spain 39,94 -1,70 X | X| X
121 | IMS3158 | C SQTAZZresdE' Sumidero, - L0S | gopin | 4002 | -1.98 X | X| x| x
IMs3159 | ¢ | Samino del - Sumidero, Los | iy | 4002 | -108 x| x| x| x
Palancares
122 IMS1751 C Soto de Oreja, Ontigola Spain 40,04 -3,51 X | X X
IMS1752 C Soto de Oreja, Ontigola Spain 40,04 -3,51 X | X| X
123 PP300 C Valdepuercos Spain 40,06 -3,30 X | X| X| X
PP301 C Valdepuercos Spain 40,06 -3,30 X | X]| X[ X
124 PPO1 C Altos de Palomero, Ciempozuelos | Spain 40,13 -3,62 X | X
125 IMS1756 C Castillejos, Fuentiduefia Spain 40,14 -3,14 X | X X[ X
IMS1757 C Castillejos, Fuentiduefia Spain 40,14 -3,14 X | X[ X| X
IMS1781 C Estremera Spain 40,15 -3,12 X X X[ X
IMS1782 C Estremera Spain 40,15 -3,12 X | X
126 PP278 C Valdemoro Spain 40,18 -3,66 X X X[ X
PP279 C Valdemoro Spain 40,18 -3,66 X | X X[ X
127 PP142 C Morata de Tajufia Spain 40,24 -3,43 X | X| X| X
PP143 C Morata de Tajufia Spain 40,24 -3,43 X | X| X| X
128 PP21 C La Boyeriza, camino de | Spain 40,26 -3,56 X | X X[ X
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Polvorines
PP22 c |La Boyeriza, camino e | quun | 4026 | -3,56 X | x| x
Polvorines
129 PP42 C Carabafia Spain 40,27 -3,25 X | X[ X[ X
PP43 C Carabafa Spain 40,27 -3,25 X | X| X| X
Camino  de  Preresa La -
130 IMS1511 C Aldehuela) Getafe ( Spain 40,30 -3,60 X | X| X| X
Camino  de  Preresa La .
IMS1512 C Aldehuela) Getafe ( Spain 40,30 -3,60 X | X| X| X
131 PP166 C Arroyo de la Vega Spain 40,32 -3,20 X | X| X
PP167 C Arroyo de la Vega Spain 40,32 -3,20 X | X[ X
132 PP102 C Pozuelo del Rey Spain 40,37 -3,32 X | X X[ X
PP103 C Pozuelo del Rey Spain 40,37 -3,32 X | X| X[ X
133 PP248 C Pezuela del Rey Spain 40,37 -3,18 X | X| X
PP249 C Pezuela del Rey Spain 40,37 -3,18 X | X| X| X
134 PP62 C La Yesera, Rivas Vaciamadrid Spain 40,39 -3,52 X | X[ X| X
PP63 C La Yesera, Rivas Vaciamadrid Spain 40,39 -3,52 X | X X[ X
P82 c La Guindalera, San Fernando de Spain 40,41 350 x | x| x
Henares
PP83 ¢ | La Guindalera, San Fernando de Spain 4041 350 x| x| x| x
Henares
135 PP228 C Las Cruces, Pezuela del Rey Spain 40,42 -3,17 X | X| X| X
PP229 C Las Cruces, Pezuela del Rey Spain 40,42 -3,17 X | X| X| X
136 IMS2116 C Cedrillas Spain 40,46 -0,86 X | X| X| X
IMS2117 - Cedrillas Spain 40,46 -0,86 X| X
137 IMS2081 C Ares del Maestre Spain 40,46 -0,17 X | X
IMS2082 C Ares del Maestre Spain 40,46 -0,17 X | X[ X| X
138 | PP122 c | Sanorcaz a Los Santos de la | qoun | 4048 | 3,24 x| x| x| x
Humosa
PP123 c | Santorcaz a Los Santos de la Spain 40,48 324 x| x| x| x
Humosa
139 IMS3203 C Revilla de Campos Spain 42,01 -4,71 X | X| X| X
IMS3204 C Revilla de Campos Spain 42,01 -4,71 X | X| X| X
140 IMS3918 C Loma de los Perdigones Spain 42,11 -1,39 X | X[ X
IMS3919 C Loma de los Perdigones Spain 42,11 -1,39 X | X| X
141 IMS3876 C Arnedo, La Maja Spain 42,29 -2,04 X | X[ X
IMS3877 C Arnedo, La Maja Spain 42,29 -2,04 X | X| X
142 BURO02 C Paramo de Masa Spain 42,66 -3,78 X | X| X| X
Cyto-nuclear
143 Barna01 D Castellet i la Gornal Spain 41,25 1,59 X | X| X| X| discordance (S-
fibint7)
Cyto-nuclear
Barna02 | D | Castelleti la Gornal Spain | 41,25 | 1,59 x| x| |x ?F',S;g;dg/’l?ﬁt "
(clades C+D)
144 GARO03 D El Garraf Spain 41,27 1,84 X | X
Cyto-nuclear
GARO1 D | ElGarraf Spain | 41,27 | 184 X | x| x| x ?F',S;grsdgzicﬁt "
(clades C+D)
GAR02 D El Garraf Spain 41,27 1,84 X | X[ X[ X
145 IMS2498 D Prades Spain 41,80 1,58 X | X[ X| X
IMS2499 D Prades Spain 41,80 1,58 X | X X
146 BRU128 D El Brull (Osona) Spain 41,80 2,26 X | X[ X[ X
BRUO06 D El Brull (Osona) Spain 41,80 2,26 X | X| X| X
BRUOS D El Brull (Osona) Spain 41,80 2,26 X | X
147 RIVO1 D Riudarenes Spain 41,83 2,72 X | X X
RIV02 D Riudarenes Spain 41,83 2,72 X | X X
148 IMS2477 D Suria Spain 41,85 1,79 X | X[ X
IMS2478 D Suria Spain 41,85 1,79 X | X]| X[ X
149 SOS04 D Solsona Spain 42,10 1,65 X | X
SOS05 D Solsona Spain 42,10 1,65 X | X]| X[ X
SOS06 D Solsona Spain 42,10 1,65 X | X X
Cyto-nuclear
. discordance (f-
150 LLAO1 D Llanca Spain 42,37 3,16 X | X| X| X fibint7) (clades
C+D)
LLAO2 D Llanca Spain 42,37 3,16 X | X
151 Pataris D Mare de Pataris France 43,57 3,70 X X[ X| X
Devois D Mare de Devois France 43,57 3,69 X[ X[ X| X
152 SUE2310 D Mare du Mas de Sueuilles France 43,57 3,70 X | X
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CAZ1920 D Cazevieille France 43,57 3,69 X | X

153 MLT10271 | D St. Martin de Castries France 43,78 3,47 X | X

154 SML1808 D La Boissiére France 43,83 3,75 X | X
MSE2150 D Mare de St-Etienne France 43,81 3,78 X | X

155 SMI110280 D Saint-Michel France 43,85 3,39 X | X

156 SAV02 D Savona Italy 44,18 8,37 X | X
SAV04 D Savona Italy 44,18 8,37 X | X
SAV06 D Savona Italy 44,18 8,37 X | X

157 SBCO01 D Saint-Bonnet-en-Champsaur France 44,68 6,08 X | X
SBC02 D Saint-Bonnet-en-Champsaur France 44,68 6,08 X | X

158 IMS4024 D Libourne France 44,91 -0,27 X | X| X
IMS4026 D Libourne France 44,91 -0,27 X | X| X

159 HAV01 D Estuaire de la Seine France 49,46 0,21 X | X

160 AMBO01 D Ambleteuse France 50,80 1,62 X | X| X
AMBO03 D Ambleteuse France 50,80 1,62 X | X
AMB04 D Ambleteuse France 50,80 1,62 X | X

161 Cauc01 Rize Turkey X | X
Cauc02 Rize Turkey X | X

162 IMS4649 Uzungol Turkey X | X
IMS4650 Uzungol Turkey X | X
IMS4651 Uzungol Turkey X | X
IMS4652 Uzungol Turkey X | X
IMS4653 Uzungol Turkey X | X

Table 2. Polymorphism statistics for the mitochondrial and nuclear markers analyzed in this study. (n) number
of sequences; (h) number of haplotypes; (S) number of segregating sites; (Hd) haplotype diversity; (7) nucleotide
diversity; (Ow) Watterson’s (1975) mutation parameter Theta. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.

Marker n h S Hd I ow Tajima's Fu's Fs R2

D
mtDNA
All 360 151 219 0.9