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1. Resum/abstract

Resum

La sargantana balear (Podarcis lilfordi) és una espécie autoctona de les llles Gimnésies,
catalogada segons la IUCN com una espécie en perill d’extincid per la seva reduida mida
poblacional i extinta a les illes majors de Mallorca i Menorca. El present treball pretén
analitzar la variabilitat poblacional, les relacions filogenétiques i I'estructura geneética de
Podarcis lilfordi a I'Arxipélag de Cabrera, mitjangant I's de marcadors moleculars com la
regio control de 'ADN mitocondrial.

Els resultats revelen la preséncia de tres clades dins l'arxipélag, una relacié entre la
variabilitat genética intrapoblacional i superficie de les illes i haplotips de Cabrera Gran
compartits, el que dur a pensar que l'illa actués com a reservori genétic.

Abstract

The Balearic lizard (Podarcis lilfordi) is a native species of the Gymnesics islands, it has
been cataloged as endangered by the IUCN. Because of its small population size and almost
extinct in the major islands of Mallorca and Menorca. The aim of this work is to analyze the
population variability, the phylogenetic relationships and the genetic structure of Podarcis
lilfordi to the Cabrera Archipelago, through the use of molecular markers such as the
mitochondrial DNA control region.

The results reveal the presence of three clades within the archipelago, a relationship
between the intrapopulation genetic variability and the surface of the islands and also it is
shared haplotypes of Cabrera Gran, which suggesting that the island acted as a genetic
reservoir.

2. Introduccio

La biodiversitat del planeta s’esta reduint dia a dia. En el darrer segle, s’ha arribat a assolit
una taxa d’extincié de vertebrats 100 vegades superior a la taxa mitjana d’extincions que es
van donar entre les cinc extincions massives ocorregudes durant la historia geologica de la
Terra (Ceballos et al., 2015). Moltes altres espécies han reduit considerablement la mida de
la seva poblacio a causa de la pérdua d’habitat, les espécies introduides, la sobreexplotacié
i la contaminacio.

Es important conservar tant la biodiversitat especifica com la biodiversitat genética, ja que la
pérdua d’aquesta diversitat genética redueix la capacitat evolutiva de les espécies i el fet de
poder fer front als canvis ambientals.

Per tal de prevenir i conéixer aquesta pérdua de biodiversitat, ha sorgit la genética de la
conservacio. La genética de la conservacio, s’encarrega d’analitzar els factors genétics que
causen una pérdua de diversitat genética, com I'endogamia, mitjangant el maneig genétic de
poblacions petites, la resolucid d’incerteses taxonomiques i unitats de maneig i la
comprensio de la biologia de les espécies (Frankham, 2003).

El principal objectiu de la biologia de la conservacio és protegir la diversitat bioldgica i els
processos que l'afavoreixen fent front a les possibles pertorbacions que puguin alterar
negativament aquesta biodiversitat (Craig Moritz, 2002). Per aquest motiu, la biologia de la
conservacio té la capacitat d’assignar un caracter distintiu a la poblacié classificant-la com
una unitat evolutivament significativa (ESU). Aquesta designacié li ofereix a la poblacié una
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gestid especifica i una alta prioritat de conservaci6é. La classificacid es dur a terme
mitjangant dades ecologiques, genétiques, filogenétiques i moleculars.

Al llarg del temps el concepte d’ESU ha anat evolucionant fins a arribar al concepte actual.
Ryder l'any 1986 va comencar a definir el concepte com una unitat de poblacié que
representava una variacié adaptativa significativa. Anys més tard Waples (1991) ho va
definir com les poblacions reproductivament separades d’altres i amb adaptacions uniques i
diferents. L’any 1994 Moritz les considerava com poblacions monofilétiques per al-lels
d’ADNmt perd amb diferents freqiiéncies al-leliques en els locus nuclears (Crandall et al.,
2000).

Una altra figura de conservacié que es troba per davall lESU és la unitat de maneig (MU).
Les MUs soén poblacions d’individus entre els quals el grau de connectivitat és baix i per tant
es poden controlar i gestionar les poblacions per separat. Aquesta figura és fonamental per
la gestid a curt termini i la conservacio de les poblacions naturals mitjangant la regulacié dels
efectes de I'activitat humana sobre I'abundancia de les poblacions i espécies (Palsbgll et al.,
2007).

Per tant, aquestes figures de conservacido sén molt importants per evitar I'extincié tant
d’espécies com d’habitats que es troben en perill i permetre mantenir el seu potencial
evolutiu.

2.1. Geénere Podarcis (Wagler 1830)

En la familia dels lacértids es coneixen entre 24 i 30 géneres, entre els quals trobem
Podarcis (Reptilia; Lacertidae). Es un grup de réptils monofilétic (Oliverio et al., 2009) i és el
més divers de la familia amb 19 espécies i predomina en el sud d’Europa. Les espécies
d’aquest génere es caracteritzen per la preséncia d’un orifici en forma de cor a I'estérnum i a
les vértebres autotomiques (Arnold et al., 2007). Encara que les espécies son
morfoldgicament similars, presenten nivells substancials de variacié intraespecifica (Harris &
Sa-Sousa, 2002).

Podarcis lilfordi habita a les illes Gimnésies (ja extinta a Mallorca i Menorca) i Podarcis
pityusensis es troba a les Pitilises (Terrasa et al., 2004). Aquestes dues espécies sén taxons
germans que comparteixen clade amb Podarcis tiliguerta, present a Sardenya i Corsega i
Podarcis filfolensis de Malta. Totes 4 formen part del clade de les llles del Mediterrani
occidental formant un grup reciprocament monofilétic (Arnold et al., 2007; Terrasa et al.,
2009a).

L’'origen de la sargantana a les Balears es va donar durant el Messinia quan les illes van
quedar unides amb la peninsula Ibérica a causa del tancament de I'estret de Gibraltar que
va provocar l'aillament de la Mar Mediterrania de l'ocea. Aquesta situacié va facilitar la
dispersié de fauna i flora per tota la Mediterrania dessecada. Perd els moviments tectonics
que es varen donar al Pliocé, van permetre la separacié del continent europeu i africa
permetent la transgressio marina a la Mediterrania. Com a consequéncia de la transgressio,
fa uns 5 milions d’anys, les llles Balears van quedar separades en dos donant lloc a les
Pitilses i a les Gimnésies. Aquesta separacié va donar lloc a les dues espécies endémiques
de sargantanes que trobem actualment a les Balears (Terrasa et al., 2009c).



2.1.1. Podarcis lilfordi

La sargantana balear, Podarcis lilfordi (Ginther, 1874), es troba repartida en 43 poblacions
insulars (Figura 1) dels quals 16 es troben a l'arxipélag de Cabrera (Terrasa et al., 2009a).
Es va extingir a l'illa de Mallorca i Menorca per la preséncia de depredadors com les genetes
(Genetta geneta) o moixos (Felis silvestris) entre altres, i per les pertorbacions humanes.
Perd, I'abséncia de depredadors en els illots no impedeix que la mida poblacional en alguns
d’ells sigui extremadament petita, assolint rangs des de 1000 fins a menys de 50 individus,
motiu pel qual es considera que aquesta espécie es troba en perill d’extincié per la IUCN i és
una espécie en régim d’especial proteccid a nivell autondmic. A la reduida mida de la
poblacié se li sumen altres motius com l'alta fragmentacié de la seva distribucié i una
reduida extensio de 'area d’ocupacio (Pérez-Mellado et al., 2008).

Figura 1: Mapa de les arees de distribuci6 actuals de P. lilfordi a les Balears. Predomina als illots del
voltant de Mallorca i Menorca i a I'arxipélag de Cabrera.

Entre les poblacions hi ha una gran variacié de mida, dimorfisme sexual, nombre d’escames
dorsals i coloracié dels individus (Salvador, 2009). A més, presenten caracteristiques
ecologiques propies, com a consequéncia dels microambients aillats que es donen a cada
illa o illot. Per aquest motiu, s’han pogut descriure 28 subespécies basant-se en la diversitat
morfoldgica observada, ja que aquestes no formen unitats genéticament distintes, el que
significa que les adaptacions morfologiques de les diferents subespécies sén relativament
molt recents (Terrasa et al., 2004; Terrasa et al., 2009c).

Morfolbgicament és de constitucié robusta amb un morro molt punxegut. Els mascles sén de
longitud major gracies al dimorfisme sexual que presenten, 81 mm enfront de 75 mm de les
femelles que a més també mostren un nombre inferior d’escames dorsals. A l'illa de Cabrera
es dona una varietat en la coloracié associada amb I'edat dels individus. Els mascles adults
s6n més obscurs, mentre que les femelles presenten una coloracié pareguda als juvenils.

Presenten una alimentaciéo omnivora, la seva dieta varia segons I'época de I'any responent
als canvis de la disponibilitat de I'aliment. De la dieta animal destaquen les formigues o
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homopters, i de la part vegetal es poden alimentar tant de fulles, flors, néctar, pol-len i fruits
de nombroses plantes. Poden detectar alguns components toxics de les plantes per evitar el
seu consum.

Es reprodueixen des de febrer fins al comengament de I'estiu. Posen una mitja de 2,5 ous
amb una taxa de naixement del 79%, entre una i tres vegades a 'any (Salvador, 2009).

Figura 2: Exemplar de Podarcis lilfordi. Font: (Terrasa et al., 2009c)

La variabilitat genética depén de la mida de la poblacié. En les poblacions grans la
variabilitat €s major que en les poblacions petites (Pérez-Mellado et al., 2008). En canvi, la
variabilitat genética de les illes de I'Arxipélag de Cabrera és elevada, possiblement com a
causa de les repetides colonitzacions per part de les poblacions continentals a aquestes illes
(Harris & Sa-Sousa, 2002; Terrasa et al., 2004).

Les técniques d’amplificacidé i sequienciacido del DNA mitocondrial han permés conéixer la
variabilitat nucleotidica dels diferents individus. Amb aquests analisis s’han pogut establir
relacions filogenétiques consistents permetent diferenciar les poblacions de P. lilfordi en
quatre grans grups. A més, les xarxes filogenétiques suggereixen que el génere Podarcis
forma un clade monofilétic, en canvi les subespécies de P. lilfordi no formen un grup
monofilétic en totes les illes, per exemple a Cabrera, les subpoblacions sén parafiletiques.
(Oliverio et al., 2009; Terrasa et al., 2004).

El primer grup esta format per les 16 poblacions insulars de Menorca, i es va originar al final
del Pliocé fa uns 2,6 Ma com a resultat de 'augment del nivell del mar.

El segon, el grup format per les poblacions de I'oest de Mallorca originat a finals del Plioce i
inicis del Plistocé entorn a uns 2 Ma, a causa de la topografia abrupta i empinada dels illots.
Els dos darrers grups es van diferenciar durant el Plistocé fa aproximadament 1,2 Ma.

El tercer grup esta format per les poblacions del nord-est i sud de Mallorca juntament amb
les illes del nord de l'arxipélag de Cabrera que van actuar de refugi de poblacions de
Mallorca en époques desfavorables i en les que posteriorment es va donar una migracié en
direcci6 oposada al refugi.

El darrer i quart grup esta compost per dos subgrups, un compost per les poblacions de
Cabrera Gran i les illes dels voltants i el grup més petit format per tres illes del sud de
larxipélag: Estel Xapat, Estel de Fora i Esclata-sang (Brown et al., 2008; Terrasa et al.,
2009a).



La majoria d’aquests esdeveniments de cladogénesis es varen donar quan els nivells de la
mar eren alts, el que suggereix que hi va haver una série de colonitzacions transmarines i
una baixa introgressié d’ADNmt entre les poblacions durant els periodes posteriors en qué
les illes quedaren unides (Brown et al., 2008; Terrasa et al., 2009a).

El flux genétic actualment és asimétric des del sud de Cabrera al nord de Mallorca com a
resultat de que Cabrera Gran actués com a refugi en époques desfavorables. Entre les illes
properes de Cabrera Gran i aquesta, el flux es troba molt restringit per la profunditat del mar
que suposa l'aillament de les poblacions. En canvi, entre les illes del sud, la poca profunditat
permet un flux genétic casi simétric (Terrasa et al., 2009a).

La determinacié de quatre grups filogenétics determinen que al menys s’han de reconéixer
quatre ESUs per conservar les poblacions que presenten una historia maternal Unica,
sobretot les poblacions del Toro i el Colomer que presenten haplotips ancestrals exclusius
d’aquestes illes (Terrasa et al., 2009c).

2.2. L’Arxipélag de Cabrera

L’Arxipélag de Cabrera es troba a 9 km al sud de Mallorca. Esta format per l'illa principal
anomenada Cabrera o Cabrera gran i 18 illes menors orientades de nord-est a sud-oest.
Encara que es trobi a tan sols 9 km des de lilla més propera de l'arxipélag (l'illa de Na
Foradada) al cap de Ses Salines, pertany administrativament al terme de Palma i va ser
declarat Parc Nacional I'abril de 1991 (Servera, 1993).

L’illa més propera a Mallorca és Sa Foradada, seguida de Na Pobra, Na Plana, N'Esponja,
Sa Conillera i Na Redona. Al voltant de Cabrera Gran es pot trobar Ses Rates, Fonoll, Ses
Bledes i Imperial. Al sud de Cabrera Gran trobem un conjunt d’illes anomenades els Estels,
compost per I'Estel Esclata-sang, I'Estel Xapat, I'Estel des Coll i 'Estel de Fora.

L’arxipélag presenta una extensié de 18,36 km? dels quals 11,54 pertanyen a Cabrera Gran.
Tot I'arxipélag es caracteritza per tenir una costa abrupta amb penya-segats que hi dificulten
I'accessibilitat. Per la seva part, l'illa de Cabrera Gran presenta una gran varietat. La costa
irregular alterna platges, costa baixa i penya-segats que poden superar els 50m d’algaria. El
punt més elevat és el puig de Na Picamosques amb 172 metres. Les altres illes tenen una
alcada molt variada, la segona illa amb més extensié és Sa Conillera amb penya-segats de
fins a 122 m (Servera, 1993).

L’época post-messiniana, es va caracteritzar per ser una época de glaciacions. L’arxipélag
es va veure afectat sobretot per les glaciacions del Pleistocé del Riss i del Wurm. Les
pujades i baixades del nivell de la mar durant aquesta época de glaciacions va ser clau per
la biogeografia actual de Cabrera, ja que en les etapes interglacials només quedaven els
pics elevats emergits i durant les glaciacions les illes quedaven comunicades entre si
(Terrasa et al., 2009c; Servera, 1993).

A l'Arxipélag de Cabrera es troben dos tipus de fauna, la fauna autdoctona com les rates-
pinyades o i I'al-loctona com els erigons. Durant la historia s’han extingit un gran nombre
d’animals a l'arxipélag. En el cas dels réptils, Podarcis lilfordi és I'linic supervivent autdcton
juntament amb dues espécies de dragons al-loctons com soén Hemidactylus turcicus i
Tarentola maurianica d’aquesta classe. Pel que fa a la flora, Servera al 1993 citava 496
espécies de plantes entre Cabrera Gran i la resta d’illots (Servera, 1993).



2.3. Marcadors genétics

La biologia molecular proporciona eines utilitzades en la investigacio evolutiva, ecoldgica i
taxondmica per respondre a una gran varietat de questions.

La majoria de vegades, la variaci6 d’ADN es mesura amb sistemes de marcadors genétics
moleculars que ens permeten seqienciar el genoma complet per fer estudis de diversitat,
d’associacio, seleccié i mapejar trets genétics (Duran et al., 2009). La capacitat d’utilitzar la
variacié d’ADN de seqliéncia per la reconstruccio de la filogénia, s’ha disparat en la darrera
déecada amb I'arribada de la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR).

A I'hora de determinar relacions filogenétiques entre poblacions, espécies i subespécies,
destaca I'is del DNA mitocondrial per les seves propietats moleculars, com presentar un
embalatge genétic compacte, per la manca de recombinacio, per la gran evolucié que sofreix
en comparacié amb les sequéencies nuclears, per la gran quantitat de copies presents en una
sola cél-lula i per ser només d’heréncia materna (Hewitt, 2001; Pereira, 2000).

2.3.1. ADN mitocondrial

L’ADN mitocondrial és una molécula circular tancada que conté un genoma petit
extracromosomal d’aproximadament unes 16-19 kb amb 13 gens codificants per proteines,
22 tRNAs, 2 rRNAs i un regié major no codificant coneguda con a regié control (B6hme et
al.,, 2007). La replicacid6 d’aquesta molécula de doble cadena es produeix de forma
asimeétrica tant per la cadena pesada com per la lleugera a partir de dos origens de
replicacié independents (OH, OL). Aquest fet juntament amb l'impacte d’'un entorn altament
reactiu dins els organuls sén la principal causa de lalta taxa de mutaci6 del DNA
mitocondrial (Bohme et al., 2007). Aquestes mutacions solen ser neutrals o nocives. Si es
produeix un canvi nociu, la seleccié de purificacié s’encarrega d’eliminar la mutacié. Per
aquest motiu , la variacio en el DNAmt es deu a processos neutrals (Galtier et al., 2009).

Tots els genomes mitocondrials contenen els mateixos 37 gens que, juntament amb ARN i
proteines citosoliques, sintetitzen els components que formen les mitocondries juntament
amb sistemes propis pel seu correcte desenvolupament i funcionament. La regié control
conté elements de control per a la replicacié i transcripcid (Boore, 1999). Aquesta regi6 és
utilitzada en estudis poblacionals deguts a l'alta variabilitat nucleotidica que presenta. En
canvi, gens codificants per proteines com el citocrom b, es sol utilitzar per fer analisis
filogenétics a nivell d’espécie (Pereira, 2000).

ElI DNAmt és idoni per realitzar estudis filogenétics al presentar, tant en vertebrats com en
invertebrats, un contingut gendmic, una arquitectura genomica i una asimetria de les
cadenes dels gens casi invariable. A més, l'alta variabilitat nucleotidica que presenten les
poblacions naturals a causa de la seva elevada taxa de mutacid, serveix com indicador de la
historia de la poblacié a curt termini (Galtier et al., 2009; Gissi et al., 2008).
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Lacerta v. viridis

17156 bp

Figura 3: Organitzacié del genoma mitocondrial de Lacerta viridis viridis (Reptilia: Lacertidae) (Béhme
et al., 2007).

2.3.2. Regi6 control

La regidé no codificadora es caracteritza per presentar una sequéncia repetida en tandem de
35 pb en la terminacié 5’ amb un composicié superior de cisteina i una disminucié d’adenina
en comparacié amb la resta de la regioé control (Bbhme et al., 2007). S’estén entre els gens
que codifiquen per el tRNA de la fenilalanina (tRNAPhe) i el tRNA de la prolina (tRNAPro).

El fet de que aquesta regid6 no presenti elements de correccidé, fa que s’acumulin
substitucions de bases, indels i s’originin les repeticions en tandem responsables de la
variacio en el longitud en les molécules de ADN mitocondrial. En el lacertid Lacerta viridis
viridis, el nombre de repeticions varia entre 6 i 10, causant una longitud de la regié control
que compren des de 1680 a 1820 pb respectivament (Bbhme et al., 2007; Brehm et al.,
2003a).

La RC és la regié del genoma que evoluciona més aviat per aquesta raé és molt utilitzada
per realitzar estudis de filogenética intra e interespecifica. (Brehm et al., 2003a).

La composicié de bases per Lacerta viridis viridis és de: 30,2 % A, 22,7% C, 35,8% T, 11,2%
G. Aquesta composicié és molt semblant a la de Lacerta dugesii i altres vertebrats (Bohme
et al., 2007).

L’organitzacié estructural de la regié control és molt semblant en tots els organismes i esta
dividida en tres dominis:

- Domini de sequéncies associades a terminacié estesa (ETAS): es troba entre la
posicié 350 i 650, a I'extrem 5’ i adjacent al tRNAPro. S’hi identifiquen fragments
associats amb sequéncies de terminacié (TAS) o motius reguladors com “GYRCAT”.

- Domini central: domini molt conservat flaquejat per dues zones repetitives (R1 i R2).

- Domini de blocs de sequiéncia conservats (CSB): es troba a I'extrem 3’ adjacent al
tRNAPhe. Conté els elements reguladors: I'origen de replicacié OH i dos promotors
(HSP i LSP). Presenta estructures termodinamicament estables amb blocs de
sequeéncies curtes conservades anomenades CSB1, CSB2 i CSB3 que actuen com a
senyals reguladores pel processament dels cebadors d’ARN per la replicacié de la
cadena pesada (Bohme et al., 2007; Sbisa et al., 1997).
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Figura 4: Regi6 control de Lacerta viridis (Bbhme et al., 2007).

3. Objectius

Les illes presenten uns microambients que afavoreixen la biodiversitat, i a més les llles
Balears, i concretament I'Arxipélag de Cabrera, ofereixen un escenari per realitzar i establir
relacions filogenétiques. A més, Podarcis lilfordi presenta una alta variacié genética
intraespecifica. A Terrasa et al (2009a) s’ha observat, a partir també de DNAmt, perd amb
un nombre limitat de mostres, la preséncia de dos clades de sargantanes amb l'existéncia
d’'un flux genétic entre ells.

L’objectiu general és analitzar la variabilitat i I'estructura genética de l'espécie Podarcis
lilfordi a T'Arxipélag de Cabrera emprant com a marcador la regié control del DNA
mitocondrial.

Per tant, els objectius especifics son:

- Determinar la variabilitat intra i inter poblacional de Podarcis lilfordi.

- Coneixer les relacions filogeografiques de Cabrera Gran amb la resta d’illes de
l'arxipélag.

- Establir 'estructura genética de Podarcis lilfordi a I'Arxipélag de Cabrera.

4. Material i métodes

4.1. Material i area d’estudi

S’han analitzat 93 individus de P. lilfordi obtinguts mitjangant la captura amb técniques no
invasives i la seva posterior alliberacié al mateix lloc de recollida. Les mostres emprades
s’obtingueren a partir de la coa dels diferents individus i es varen conservar dins tubs amb
etanol absolut a 4°C.
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Figura 5: Localitzacié geografica de les poblacions de P. lilfordi mostrejades.

Sigla lllot (localitat) N°
individus

Cp Cabrera Gran-Port 10
Cf  Cabrera Gran-Far de n’Enciola 6
Cm Cabrera Gran-Miranda 9
Fo Sa Foradada 5
Po Na Pobra 4
Pl Na Plana 5
Co Sa Conillera 4
Ej NEsponja 3
Rd Na Redona 5
Rt  Ses Rates 4
I N’Imperial 5
B Ses Bledes 5
Fl Fonoll 9
Et Esclata-sang 5
X Estel Xapat 5
Xc  Estel Xapat-Carabassot 2
Ec Estel des Coll 4
Ef Estel de Fora 3
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Taula 1: Correspondencia entre les sigles i els illots (localitats) juntament amb els individus mostrejats
a cada lloc.

4.2. Metodologia

4.2.1. Extraccio i sequenciacié del DNA mitocondrial

Extraccio del DNA

Per I'extraccio de DNA a partir de mostres de coes es va seguir el protocol de Terrasa et al.
2009a.

Abans d’iniciar la lisi dels fragments de coa i amb la finalitat d’hidratar-los, es mantingueren
una hora en aigua destil-lada. A continuacio, es tallaren en petits segments, s’hi afegir el
tampd de lisi (Tris-HCI 10mM, KCI 50mM, MgCl, 25mM, 0.45% Igepal CA-630, 0,45%
Tween-20) i s’Thomogeneitza amb I'ajuda d’'un homogeneitzador (Tissue Master 125). Els
detergents del tampd de lisi faciliten la ruptura de la membrana lipidica provocant I'alliberacié
del DNA de dins la cél-lula.

Després de I'homogeneitzacié dels fragments de coa s’afegiren el detergent dodecil sulfat
sodic (SDS) al 10% i la proteinasa K que degrada i desnaturalitza les proteines
respectivament. Es deixaren els tubs tot el vespre a 37°C al bany per accelerar la reaccié
anterior.

Purificacio del DNA

Per eliminar les restes cel-lulars es va seguir el métode estandard de fenol-cloroform. El
fenol actua com nucleases eliminant les proteines i el cloroform els residus lipidics.
S’afegiren en primer lloc 4 ml de fenol a cada mostra, al decantar el sobrenedant s’afegiren
2 ml de fenol i 2 ml de cloroform i novament al decantar el sobrenedant se li afegiren 4 ml de
cloroform. Després d’introduir cada reactiu es centrifugaren les mostres durant 10 minuts a
3000 rpm.

Precipitacio del DNA

La precipitacio de les mostres es dugué a terme mitjangcant una incubacié a -20°C amb
etanol absolut en fred i NaCl 5M. A continuacio, es centrifuga 10 minuts a 4000 rpm amb
etanol al 70% per eliminar les sals. Després de decanta la fase liquida i eixugar durant una
hora a la bomba de buit, s’obtingué el precipitat de DNA que es ressuspengué amb H,O
mili-Q per poder quantificar la concentracié de DNA.

Quantificacié del DNA

Per quantificar les mostres, es va utilitzar un espectrofotometre (NanoVue™). Si les
concentracions foren molt elevades, es diluiren amb H20 mili-Q per obtenir concentracions
d’ADN a 80ng/ul, valor optim per fer la reaccio en cadena de la polimerasa (PCR).
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Ampilificacié i seqiienciacié del DNA mitocondrial

Per 'amplificacid de les mostres es seguiren les técniques de la reaccié en cadena de la
polimerasa (PCR). A cada tub es va posar: 17,7 yl d’'H20 mili-Q, 2,5 yl de Tampo 10X, 1,75
pI de MgCly, 0,5 ul del primer corresponent, 1 pl de dNTP i 0,05 ul de Taq polimerasa.

Dins cada tub de microcentrifuga s’afegiren 24 pl d’'aquesta mescla i 1 ul de DNA, si en la
quantificacié alguna mostra dona uns valors inferiors a 80 ng/ul, es posaren 2 ul de DNA i 23
pI de mescla. Es prepara un control positiu préviament estudiat i un control negatiu per cada
amplificaci6 realitzada.

Primers

12L4 (Terrasa et al., 2009) 5-TACCCTTGCTCATAGCATAACTG-3’

12H3 (Terrasa et al., 2009) 5-GTCTTGTTGACTGTAATTAACCGATA-3’

Condicions termociclador

Temperatura Temps (min)
96°C 5:00
94°C 1:00
50°C 1:00 30 cicles
72°C 2:00
72°C 5:00
4°C 00

Comprovacio del producte de PCR

Es prepara un gel d'agarosa a 1% amb bromur d’etidi per comprovar la qualitat
d’amplificacié a partir del producte de la PCR i tampé de carrega (40% de sacarosa i 0,25%
de blau de bromofenol).

Purificacio del producte de PCR

Al comprovar amb un transiluminador que no hi havia contaminacié de les mostres en el
control negatiu i que la qualitat era la indicada, les mostres es van purificar amb el kit
comercial Smarter Nucleic Acid Sample Preparation (Stratec molecular), el qual sotmet les
mostres a distints tampons per eliminar enzims, sals i els productes d’amplificacio.

Reaccid de seqiienciacio i seqiienciacio

Per la sequlienciacié de les mostres es necessitava una concentracié d’'uns 20ng/ul de DNA
per mostra, concentracié adequada per realitzar el marcatge corresponent a la llargaria de la
regid control (500pb). Per saber a quina concentracié estaven les nostres mostres, abans de
sequenciar es va quantificar el producte purificat. Si era necessari es diluiren les mostres.
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Per la reacci6 de sequienciacio, es varen utilitzar: 0,2 yl del primer corresponent; 7 ul de H20
mili-Q, 1,2 yl de Big Dye i 0,6 pl de tampd 10x i 1 pl de DNA purificat.

Condiciones termociclador
Temperatura Temps (min)

94°C 3:00

96°C 0:10 35 cicles
50°C 0:05

60°C 4:00

4°C o0

Abans de dur al sequienciador es va precipitar el producte de PCR, per aix0 s’afegiren a tot
el producte del termociclador etanol absolut i NaAc. El resultat, es va centrifugar a maxima
velocitat. Posteriorment, després de llevar tot el sobrenedant, afegir etanol i repetir la
centrifuga, es va eixugar el precipitat a temperatura ambient tota la nit.

Abans de sequenciar, d’afegiren 20 ul d’H20 mili-Q.

La seqlienciacié es va realitzar amb el seqlienciador 3130 Applied Biosystems ® en el que
I’ADN es desnaturalitza per calor i les cadenes es someten a una electroforesi capil-lar en un
gel de poliacrilamida on es separen els nucledtids. D’aquesta manera les cadenes es
separen segons la seva mida. A més, les cadenes son irradiades per laser amb el qual els
nucledtids terminals marcats poden ser detectats gracies a la florescéncia que emeten.
Finalment, el seqUenciador interpreta I'ordre i posicié de les emissions i obté la seqiéncia en
forma de grafic.

Edicié i alienacio de seqiiéncies

Les sequéncies obtingudes es varen editar i alinear amb el software BioEdit 7.0.5 (Hall,
1999). Amb els cromatogrames es varen comprovar cada una de les seqliéncies, tant les
cadenes H i L. Es varen comparar les dues sequéncies per obtenir una sequéncia unica.
Una vegada es varen obtenir totes les sequencies uniques, es varen alinear i tallar per
obtenir fragments de la mateixa longitud.

4.2.2. Analisi estadistic

Parametres de diversitat

Els parametres de diversitats estudiats es varen calcular amb els software DnaSP6 (Librado
i Rozas, 2009) i MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016):
e Els Indels son llocs en els que s’ha produit una insercié o una delecié d’'una base
nitrogenada.
e S: nombre de posicions variables o nombre de posicions nucleotidiques on hi ha un
polimorfisme i la seva distribucié en els codons.
e Ts: nombre de transicions.
e Tv: nombre de transversions.
e A+T: composicid nucleotidica de les mostres segons la proporcié d’Adenina i Timina
presents.
H: nombre d’haplotips, cada un dels patrons de variabilitat nucleotidica.
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Hd: diversitat haplotipica, probabilitat de que dues mostres a l'atzar contenguin
haplotips diferents.

/ e
a_n—l P

i=1

La diversitat haplotipica ve determinada per I'anterior formula on la n es refereix al
nombre de mostres, la k al nombre d’haplotips i la p; a la freqliéncia relativa de
I'haplotip i.

m: diversitat nucleotidica, nombre mitja de diferéncies nucleotidiques per lloc entre
dues mostres de DNA a l'atzar.

n
T= P; Py
n—1 o

ij

La diversitat nucleotidica ve determinada per l'anterior formula on n es refereix al
nombre de mostres, pii p; a la frequéncia de les sequéncies i i j respectivament i mj;la
proporcio de nucledtids que difereixen al comparar les dues sequéncies i i j.

K: nombre mitja de diferéncies entre dues sequéncies.

index de neutralitat

Els index de neutralitat s’han calculat mitjangant el software DnaSP6 (Librado i Rozas,
2009). Els tests de neutralitat ens permeten comprovar si les mostres han estat
sotmeses a un procés d’evolucié neutra o a algun tipus de pressioé selectiva:

D de Tajima (Tajima, 1989), relaciona el nombre mitja de diferéncies entre dues
seqleéncies de DNA i el nombre total de mutacions observades baix condicions de
neutralitat o properes a la neutralitat:
m—0
Vv

La theta (©) indica el valor esperat i es calcula mitjangant el nombre de llocs
segregants (S) i el nombre total de mostres, 1T és la diversitat nucleotidica trobada i V
la varianga de 7.

- SilaD ésigual a0, ens trobam davant una situacié d’equilibri neutral.

- Sila D és positiva significa que existeix una major variabilitat de la esperada.
Aquesta situacié es dona quan hi ha varis al-lels que es troben davant una
seleccio positiva, una reduccio poblacional o una seleccid equilibradora.

- Sila D és negativa, hi ha una menor variabilitat de la esperada. En aquest cas
aixo es pot deure a una expansio poblacional, a la preséncia de mutacions
deletéries o0 a una seleccioé purificadora.

D =

Fsde Fu (Fui Li, 1993) compara el nombre de mutacions observades amb el nombre
de mutacions esperades baix certes condicions de neutralitat usant dades sobre la
distribucio haplotipica, el que permet discriminar entre una expansié recent o una
deriva génica.
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S’ és la probabilitat d’observar, de forma aleatoria, una mostra amb un nombre
d’haplotips igual 0 menor al nombre observat baix el nivell de diversitat observada i
baix el criteri de que tots els haplotips sén selectivament neutrals.

Un valor de Fs negatiu vol dir que s’ha donat una expansié demografica després
d’haver-se sotmeés a un coll de botella o a una seleccié sobredominant i que per tant
hi ha un excés d’al-lels. En canvi, un valor positiu indica una pérdua d’habitat o una
seleccio positiva el que s’evidencia amb un déficit d’al-lels (Perfectti et al., 2009).

Per tal d’analitzar I'estructura poblacional de I'arxipélag es va realitzar una xarxa haplotipica
amb el programa TCS 1.21 (Clement et al., 2000) on els haplotips s’agrupen segons la seva
abundancia i un arbre filogenétic de maxima verosimilitud amb el software MEGA 7.0
(Kumar et al., 2016). El nivell de confianca de cada nddul es va estimar mitjangant el métode
Bootstrap.

5. Resultats i discussio

Una vegada editades les sequéncies amplificades, s’han obtingut fragments de 455 pb.

No es troben delecions ni insercions per cap dels 93 fragments ja que la seva influéncia en
poblacions intraespecifiques és petita (Pearce, 2006). S’han observat 25 llocs polimorfics, la
majoria es troben a lilla de Cabrera Gran i a Na Plana amb 9 i 7 llocs polimorfics
respectivament. Aquests llocs polimorfics, corresponen a 16 transicions i 9 transversions. En
’ADN mitocondrial de vertebrats és comu trobar un elevat nombre de transicions en front a
les transversions i més si son sequéncies que es troben estretament relacionades (Moritz et
al., 1987). En larticle de Terrasa (2009a) tampoc es troben indels en la regié control i
destaquen més les transicions que les transversions a causa de la proximitat dels individus;
com meés propers son els individus estudiats més transicions es troben, en canvi a nivell
d’ordre destaquen les transversions (Avise et al., 1987).

No s’observa una gran variacié entre el contingut d’adenina i timina dins les diferents
poblacions. En l'arxipélag el percentatge és de 69,75% de A+T en front a 30,25% de G+C.
El valor de A+T és superior al contingut total d’aquestes bases en el DNA mitocondrial
d’altres vertebrats que és de tan sols el 59,7% (Bohme et al., 2007), perd si es compara amb
el contingut de la regi6 control d’altres espécies de lacertids com Lacerta viridis, el biaix no
és molt elevat. Les petites diferéncies poden ser degudes al rapid canvi evolutiu que pateix
aquesta regi6 al no codificar per proteines i a la pressié de mutacié direccional que sofreixen
els gens, en el nostre estudi a favor de I'adenina (Béhme et al., 2007; Jermiin et al., 1994).

Hi ha un total de 15 haplotips en l'arxipélag. L’illa de Cabrera Gran presenta un major
nombre d’haplotips (nou) que la resta d’illes, el nombre d’haplotips correspon al llocs
polimorfics trobats. Es troben nou illes monomofiques (Na Foradada, Na Pobra, N'Esponja,
Na Redona, Ses Rates, Ses Bledes, Imperial, Estel Xapat i Estel de Fora) la majoria
corresponen a les illes del nord de I'arxipélag.

En general, I'arxipélag presenta una variabilitat nucleotidica de 0,00558, un valor de K de
2,54 i una variabilitat haplotipica alta (0,829), ja identificada a altres estudis. La causa de
l'alta variabilitat possiblement es deu a les continues colonitzacions a les illes per part de
poblacions ja extintes procedents de Mallorca (Terrasa et al., 2009a; Terrasa et al., 2004).

Les illes que presenten la diversitat haplotipica més alta correspon a l'illa de Sa Conillera
(0,833), seguit de Cabrera Gran (0,79) i Na Plana (0,7). A més, son també les illes que
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presenten una major diversitat nucleotidica: Na Plana (0,00703), seguit de Cabrera Gran
(0,00418) i Sa Conillera (0,00366). Per altra banda, l'illa de Na Plana és la que presenta un
major nombre de diferéncies entre dues seqliéncies amb un valor de 3,2. La segona illa amb
major nombre de diferéncies és l'illa de Carabassot amb un valor de 2. Novament, Cabrera
Gran i Sa Conillera es troben entre les illes amb valors més elevats amb una mitja de 1,9 i
1,667, respectivament.

Cal destacar que les tres illes que presenten una major variabilitat genética (Cabrera Gran,
Sa Conillera i Na Plana) son les tres illes de major superficie. Aquesta relacié assegura la
conservacio de la poblacié segon Pérez-Mellado et al. (2008), que detecta una clara relacio
entre la densitat de la poblacié de P. lilfordi il'area de les illes i entre la mida poblacional i la
variabilitat genética.

Els tests de neutralitat, tant la D de Tajima com el test Fs de Fu, presenten resultats no
significatius en tots els valors. Pel test de la D de Tajima, en tots els casos menys a lilla de
Sa Conillera i Fonoll mostren valors negatius. En canvi, pel test Fs de Fu, tots els valors sén
positius a excepcié de Cabrera Gran i Sa Conillera. Si s’analitza I'arxipélag en general els
dos test donen valors negatius no significatius. Les illes de N'Esponja, Carabassot i Estel de
fora; no s’han pogut calcular els valors dels tests per la manca en el nombre de mostres,
aquests tests requereix un minim de quatre mostres per fer els calculs.

Els tests de neutralitat suggereixen que a l'arxipélag s’ha produit un excés de mutacions i
una expansié de la mida poblacional, associat amb l'alt nivell de variabilitat genética (Pérez-
Mellado et al., 2008). En canvi, els illots més petits presenten una diversitat genética inferior
a causa d’'un possible coll de botella o per una colonitzacié transmarina (Terrasa et al.,
2010).

El mapa haplotipic mostra una certa relacié entre la distribucié haplotipica de I'espécie i la
distribucié biogeografica de l'arxipélag (Figura 6). Es caracteritza per la preséncia d’un
sistema radial amb un haplotip central molt nombrds format per individus principalment de
Cabrera Gran i voltants, i dos més considerablement també nombrosos, un amb individus
del nord i l'altre amb individus del sud de larxipélag, dels quals sorgeixen una série
d’haplotips individuals d’'un sol canvi mutacional.

A les illes del nord es troben haplotips buits, el que podria significar que es va donar un coll
de botella, possiblement com a causa dels moviments del nivell de la mar durant les
glaciacions (Pérez-Mellado et al., 2008; Terrasa et al., 2009a).

Les diferents arees geografiques i els passos mutacionals confirmen la preséncia de tres
agrupacions; les illes del nord es corresponen a una agrupacio, les del sud a una altra
agrupacié i Cabrera Gran i les illes del seu voltant a un altre grup; ja reconegudes per altres
estudis, dins I'Arxipélag de Cabrera a causa de la fragmentacié al-lopatrica. Miranda i Fonoll
actuen com a lloc d’interseccié entre dos dels grups, al presentar individus que comparteixen
haplotip tant amb les illes del nord com amb les del sud. Aquest fet es pot explicar per la
possible actuacié de Cabrera Gran com a refugi durant époques desfavorables en les quals,
els illots quedaven submergits per la mar (Brown et al., 2008; Terrasa et al., 2009a).
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Taula 2: Parametres de diversitat genética i index de neutralitat per cada illot i 'arxipélag. Nombre de

mostres (N), nombre d’insercions-delecions (Indel), nombre de posicions nucleotidiques variables (S),

transicions (Ts), transversions (Tv), contingut d’adenina i timina (A+T), nombre d’haplotips (H),

estandard, nombre mitja de diferéncies entre dues sequencies (K), test D de Tajima (D) i test Fs de

diversitat haplotipica (Hd) amb la desviacié estandard, diversitat nucleotidica (1) amb la desviacio
Fu (Fs). NS: no significatiu.
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Figura 6: Mapa haplotipic i mapa geografic de I'Arxipelag de Cabrera. El tamany dels cercles
correspon al nombre d’individus que tenen aquell haplotip i els punts negres indiquen haplotip buits.
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Figura 7: Arbre de maxima verosimilitud.

L’arbre filogenétic detecta baixos nivells de bootstrap, essent el més baix de 28 i el més alt
de 87. Es detecten tres clades com en el mapa haplotipic, el primer clade esta format per les
illes del nord, el segon per tres de les illes del sud: Estel Xapat, Estel de Fora i Esclata-sang;
i el tercer compost per Cabrera Gran i les illes del voltant.

A altres estudis filogenétics, en els que s’han analitzat individus de P. lilfordi de totes les
poblacions de balears, s’ha pogut observar que el clade format per les illes del nord de
I'Arxipélag de Cabrera comparteixen clade amb les poblacions del nord-est i sud de Mallorca
i que la separaci6 entre els diferents clades es va donar durant el Plistoce, en el periode
interglacial (Brown et al., 2008; Terrasa et al., 2004).

Per tant, la sargantana balear, al ser catalogada com una espécie en perill d’extincio, és
important tenir clar quines unitats evolutivament significatives hem de conservar. L’existéncia
de tres clades a l'Arxipélag de Cabrera, fa que almenys tres haplotips hagin de ser
reconeguts com a ESUs per aixi poder utilitzar-los, si és necessari, per fer reintroduccions a
illes o illots en els quals s’hagin extingit o la densitat poblacional sigui insuficient per
assegurar la seva supervivencia.

6. Conclussions

- P. lilfordi presenta una alta variabilitat genética dins l'arxipélag. Entre les diferents
poblacions la variabilitat és diversa, es troben illots en els que la diversitat és
inexistent o practicament inexistent i altres illes, sobretot les que presenten major
area, en les que la diversitat és alta.
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- A Cabrera Gran s’han trobat haplotips compartits amb els illots del nord i del sud, el
que fa pensar que va actuar com una illa de refugi i per tant com a reservori genétic.

- S’estableixen tres clades dins I'Arxipélag de Cabrera. El primer clade format per les
illes del nord, el segon clade per Cabrera Gran i les illes del voltant i el tercer format
per tres illes del sud (Estel Xapat, Estel de Fora i Esclata-sang).
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