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Filogeografia del desman ibérico (Galemys pyrenaicus)

Objetivos:

- Diversidad genética y estructura poblacional
globales

- Actualizar su area de distribucion en algunas areas
concretas
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Muestras usadas




PCR de ADN de G. pyrenaicus a partir de excrementos

1. Extraccion de ADN

2. PCR de un fragmento mitocondrial del

citocromo b

3. Secuenciacion
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1578 excrementos analizados con morfologia de Galemys
645 (41 %): Galemys pyrenaicus

305 (19 %): Neomys




Filogeografia mitocondrial

134 muestras

Filogenia mitocondrial
(citocromo b + D-loop)

A1

A2

B1

B2

- Fuerte estructura mitocondrial
- 2 grandes clados, Ay B, subdivididos en: Al, A2, B1y B2

- 2 zonas de contacto secundarias: Sistema Ibérico y
Cordillera Cantabrica, con poco o nulo intercambio




Zona de contacto de la Cordillera Cantabrica
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Secuenciacion de ultima generacion
Next-generation sequencing (NGS)

Secuenciacion en paralelo
de millones de clusteres fijados en una placa
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Clusteres de secuenciacion lllumina



Librerias reducidas: Double digest RADseq (ddRAD)

Extracto de DNA

l Digestion con 2 enzimas de restriccion

Ligacion de adaptadores (un barcode por individuo)
Juntar individuos
Seleccion por tamafio (300-400 bp) -> ~1 % del genoma

l Amplificacién con primers de lllumina

Secuenciacion con lllumina



Informacion obtenida a partir de datos de ddRAD

5_C2739_occid_0 Trcccre Tcanc T Tec e TcercTcTTTE TAEGATAA ac Te c
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112C2756_pyren_0 Tz Taang e s s A s s

aan

112C2756_pyren_L
122C2763_pyren_0
122C2763 pyren_1
19.51925_pyren_0
19751925 _pyren_1
20_C2755_pyren_0
20_C2755_pyren_L
217C2799_pyren_0
212C2799 pyren_L
24_C3305_occid_0
247C3305 occid_1
27_C2736_occid_0
27_C2736_occid_1
2872737 occid 0
28_C2737_occid_1
30_C2856_corca_0
30_C2856_corca_l
3123739 sisib_0
31.C3739_sisib_1
3203750 sisib 0
32_C3750_sisib_1
34_C3756_sisib_0
3473756 sisib_1
37.C2892_corca_0
37_C2892_corca_l
38_C2894_corca_0
38_C2894_corca_l
39_C3754_sisib_0
3973754 sisib_1
40_C3774_sisib_0
40_C3774_sisib_1
417C3301 occid_0
4123301 occid_1
42_C2757_pyren_0
42°C2757_pyren_L
43_C485_sisce_0

43_C485_sisce_1

447C2765_pyrén_0
44_C2765_pyren_L
45_C1069_sisib_0
457C1060 sisib_1
46_C2740_occid_0
46_C2740_occid_1
47_C2749 occid 0
47_C2749_occid_1
48_C3303_occid_0
487C3303 occid_1
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Determinacion del sexo de los individuos

Estructura poblacional, delimitacion de unidades evolutivas

Grado de mezcla de los individuos

Diversidad genética poblacional, heterocigosidad de los individuos
Flujo genético (antiguo) entre poblaciones

Grado de parentesco entre parejas de individuos (padres-hijos, hermanos, etc.)
Grado de endogamia de los individuos
Determinacion de la conectividad (actual) entre poblaciones a partir de datos de parentesco



Estructura poblacional global

26 muestras K = 4 poblaciones
1185 SNPs

- 4 0 5 unidades evolutivas aun por confirmar

- Pocos especimenes con mezcla de poblaciones

- Estructura similar a la mitocondrial pero con algunas diferencias que aconsejan el uso
de informacién gendémica



Heterocigosidad

C—
Pyrenees Lince ibérico 0.000102
@)
® .

8 5o O @3 ® Leopardo de las nieves 0.000230
3}5 © . Desman ibérico 0.000246

S Iberian Range
Gorila de montafia 0.000650
D Central System Panda gigante 0.001350
e Orangutan de Sumatra 0.002500

100 km

- Heterocigosidad extremadamente baja

- Mas baja en los Pirineos y mas alta en la parte occidental



Zona de contacto del Sistema Ibérico

37 muestras
912 SNPs

L

o
\‘Qq\)

A
I
N

- Poblacion fuertemente estructurada por rios



Parentesco y patrones de herencia de alelos

Padre
abcdefghi]j
0000000000
Hijo 1 Hijo 2
abecdefghilij abcdefghi]j
[ L X ] L3 4 e 0 0 00
09000000000 0000000000

o Coeficiente de
Relacion
parentesco

Gemelos idénticos 1
Padre-hijo 0.5
Hermanos 0.5
Segundo graQo (Medio _ 0.25
hermanos, primos, abuelo-nieto)

bisabusiotoniete) 0.125
Cuarto grado 0.0625

Ninguna relacion 0



Sistema Ibérico: redes de parentesco
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Sistema Ibérico: redes de parentesco

Relaciones
cercanas (1°y 29

Relaciones
lejanas (3°y 4°)

?"@éﬂ Riw

- Alto numero de relaciones intra-rio
- Bajo numero de relaciones inter-rio
-> fuerte problema de conectividad




Emparejamiento de medio
hermanos

Coef. endogamia: 0.125

Endogamia

Emparejamiento de
hermanos

Coef. endogamia: 0.25

Dos generaciones de
emparejamiento de hermanos

Coef. endogamia: 0.375



Sistema Ibérico: coeficiente de endogamia

Inbreeding coefficient
@ <010
@ 0.10-0.13
O 020-0.29
© 0.30-0.33
@ 0.40-0.43

@ >05

- Baja endogamia en el rio Oja

- Alta endogamia en el rio Iregua,
especialmente sobre un pantano (Pajares)



Zamora: NGS de muestras de pelo

Modificacion del protocolo de ddRAD para poder trabajar con las
bajas cantidades de DNA obtenidas a partir de pelos




70 muestras
3874 SNPs

Estructura
gendmica
(K=5)

Coeficiente de
endogamia

Zamora: Estructura poblacional y endogamia

- La poblacion esta claramente estructurada

- Niveles de endogamia variables: bajo en el Leira y alto en el Mondera



Zamora: Pedigris inferidos a partir de los datos gendmicos

1) 2) 3)
BC1037 . [BC1046
24/09/14
11/06/15 Parada - Castro 1110615
01/086/16 Parada
Parada
BC0062 BC1845
F=0.05 12/06/15 08/07/16
30/05/14 (2) Parada - Castro Requejo
Parada
4) 5)
BC1244/ BC1828
30/06/16 05/07/16
05/08/16 07/07/16
Leira 3 02/09/16
Leira 2
BC1780 C5519 BC1364|
07/05/16 07/0716 06/09/16
Leira 2 Leira 2 Leira 4
6) 7)

02/08/14
BC0016) 28/05/14 BCO051) 20/05/15
Mondera Arrochas

—

BC0022 @ BCO967 BC1205

28/05/14 16/09/14 20/0515 19/0515 02/06/16

Mondera Mondera Arrochas 02/06/16 Arrochas
Arrochas

8)

BC1014

09/06/15
Cabril cabecera

BC1091 BC0397

09/06/15 09/06/15 29/05/14 05/06/15
Cabril cabecera Cabril cabecera Cabril cabecera Cabril



Zamora: Redes de parentesco para distintas categorias de parentesco

Padre-hijo

Hermanos

Segundo grado

Otros

- La distancia de dispersion aumenta en cada generacion
- Las redes no estan homogéneamente conectadas -> Falta de conectividad (Barreras)



Frequency
01234567

Frequency Frequency
01 2 3 45 6

0 5 10 15 20 25

Frequency
0 5 10 15 20 25 30

Zamora: Distancias entre parientes

Padre-hijo

(L1 [

2000 4000 6000 8000 10000
distance (m)

Hermanos

il

2(;00 4OIOO S{JIOO BOIOO 10600
distance (m)

Segundo grado

2(;00 4OIOO SOIOO BOIOO 10600
distance (m)

2000 4000 6000 8000 10000
distance (m)

. Distancia

Categoria de Number of . .
. ) lineal media
parentesco relationships
(m)

Padre-hijo 15 564
Hermanos 27 1691
Segundo 232 2051
grado
Otros 423 3591

Distancia media

por generacion

(m)

564

845

1025

Trabajo en curso: Estimacién de distancias a lo largo del rio,

gue pueden dar distancias algo mayores.



Zamora: Aproximacion a la cuantificacion del efecto barrera

Presa Divisoria de aguas Infraestructuras del rio Habitat suboptimo
(Pedro) (Padornelo) (Requejo) (Mondera)

e

yi BRI ¢ S : >
53 (98 — 14) % 94 (99 — 89) % 22 (62 — 0 %) :

Trabajo en curso: Andlisis de las variables y posibles artefactos que influyen en estas estimaciones.



Trabajo futuro

>
PCR NGS (ddRAD) NGS (Genomas completos)
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NGS de muestras no invasivas
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