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Resumen—Las nuevas técnicas de secuenciación permiten la identificación de una gran cantidad de polimorfismos de un único
nucleótido (SNPs), que pueden ser empleados para detectar el grado de variación en una muestra de individuos y aplicarse a estudios
poblacionales. En este trabajo se analizaron 90 individuos del lacértido Iberolacerta monticola de la población presente en la ZEC
Betanzos-Mandeo. Se empleó el pipeline de STACKS para obtener, a partir de las lecturas procesadas, un catálogo de loci, genotipar
todos los individuos y llevar a cabo el análisis genético de la población. Previamente a la ejecución, se realizó una exploración del
espacio paramétrico. Además, se elaboró una lista negra de loci para poder restringir los análisis poblacionales a loci autosómicos. El
estudio concluye con la determinación de la estructura genética de la población, que permitió observar el grado de fragmentación y
detectar barreras que pueden estar afectando a la supervivencia de la misma.

Index Terms—estructura genética poblacional, lacértidos, MobiSeq, SNPs, STACKS
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1. INTRODUCCIÓN

EN los últimos años, los métodos de secuenciación ma-
siva de ADN, conocidos como secuenciación de nueva

generación o NGS por sus siglas en inglés (Next Generation
Sequencing), como son los desarrollados por la tecnologı́a
Illumina, han permitido que sea posible obtener millares
de lecturas de una numerosa muestra de individuos en un
tiempo y con un coste considerablemente reducidos. Estas
tecnologı́as permiten, entre otras cosas, la identificación de
polimorfismos de nucleótido único (SNPs por sus siglas en
inglés), que son empleados frecuentemente para identificar
variantes genéticas asociadas a determinadas patologı́as, pe-
ro también a caracteres fenotı́picos de interés en el ámbito de
la ecologı́a y la evolución (GWAS, Genome Wide Association
Studies).

El procesamiento de esta enorme cantidad de datos
supone un gran reto informático, que debe abordarse en
sucesivas etapas. En primer lugar, deben demultiplexarse
los datos en bruto, tras lo que se debe llevar a cabo un
preprocesamiento que elimine las lecturas de baja calidad.
Una vez realizado esto, se puede efectuar un alineamiento
de las lecturas que permite construir secuencias consenso,
localizar supuestos loci e identificar diferentes alelos, para
finalmente identificar los SNPs y poder genotipar cada in-
dividuo para cada uno de ellos. Para completar estas tareas,
se han desarrollado multitud de softwares que permiten
ejecutar estos pasos y modificar diversos parámetros para
que se ajusten al tipo de estudio que se quiere hacer.

El pipeline de STACKS [1–4] ofrece una herramienta para
automatizar estas tareas, especialmente útil cuando se trata
de datos sin un genoma de referencia contra el que alinear
las lecturas (lo que se llama análisis de novo [5]) y los datos
son el producto de una secuenciación de extremos pareados

[6, 7].
Uno de los usos habituales que se les dan a estos

métodos es su aplicación para determinar la estructura
genética de poblaciones naturales [7, 8], la cual viene dada
por los vı́nculos reproductivos entre los individuos que
las componen. La detección de una cantidad significativa
de SNPs repartidos por todo el genoma puede resultar
muy informativa a la hora de detectar variaciones dentro
de los individuos de una población y ası́ poder inferir su
estructura. Sin embargo, estas técnicas suponen una serie
de complicaciones ya no solo a nivel informático, sino
también de ı́ndole biológica, que corresponden al ámbito
de la genética de poblaciones y la evolución y que de no
ser debidamente resueltos pueden dar resultados equı́vocos
y esconder la estructura real de la población [6, 9]. Ası́, la
organización de estos marcadores será diferente para los
que estén ligados a cromosomas sexuales y a cromosomas
autosómicos. Por otro lado, también puede haber diferencias
entre sexos mantenidas por selección natural, que puede
resultar especialmente significativa si la representación de
ambos sexos en la muestra de individuos está sesgada [10].
Además, hay que tener en cuenta que no todos los alelos
tienen el mismo valor informativo, sino que son los alelos
raros precisamente los más importantes para ello, por lo que
hay que establecer una serie de umbrales que permitan su
detección [11–13].

El conocimiento de la estructura genética de una pobla-
ción natural permite estimar la magnitud de barreras que
obstaculizan el flujo génico entre distintas áreas ocupadas
por individuos de una misma especie [14]. Estas barreras
pueden estar asociadas a elementos predefinidos del paisaje,
tener un origen antrópico o incluso se pueden desvelar
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barreras crı́pticas que obedecen a factores no previstos o
de origen desconocido. Esto permite estimar el grado de
fragmentación de las poblaciones, lo cual es un indicador de
la alteración del hábitat y un factor que incide directamente
en el riesgo de extinción al provocar una aceleración en la
pérdida de la diversidad genética [15, 16]. Estos fenómenos,
aunque forman parte de la dinámica natural se están viendo
multiplicados por la acción del hombre, cuyo impacto se
produce cada vez a mayor escala, siendo su máximo ex-
ponente el escenario de cambio climático global al que nos
vemos abocados.

Este trabajo se enmarca en un estudio piloto sobre el
impacto del cambio climático en poblaciones de pequeños
vertebrados en la zona de especial conservación (ZEC)
Betanzos-Mandeo de la red Natura 2000. Ası́, se ha estu-
diado la población del lacértido Iberolacerta monticola que se
extiende de forma discontinua a lo largo de las riberas del
cauce de este rı́o. Esta especie está incluida en el Catálogo
Galego de Especies Amenzadas [17] y las poblaciones de baja
altitud asociadas a gargantas fluviales, como la que ocupa
este trabajo, se consideran las más amenazadas, habiendo
sufrido importantes declives poblacionales en los últimos
años y un progresivo fraccionamiento [18, 19] . Los esfuer-
zos encaminados a contener el riesgo de extinción deben
ser guiados por criterios cientı́ficos que señalen elementos
del paisaje claves para mantener la conectividad de las
poblaciones. Además, por sus caracterı́sticas biológicas, el
estudio de la conectividad y estructura de esta población
podrı́a utilizarse como indicador del grado de amenaza
al que está sometido la zona y orientar posibles acciones
que se diseñen, bien sea para reparar el hábitat o para su
preservación.

2. MATERIAL Y MÉTODOS

2.1. Población de estudio y muestreo
Se analizaron un total de 90 individuos de Iberolacerta

monticola, 33 machos y 57 hembras, que fueron capturados
entre el mes de junio de 2018 y abril de 2019. Para su captura
se empleó una varilla telescópica con un lazo corredizo en
su extremo. Esta forma de captura no supone daño para los
animales. Tras su captura se tomaron datos sobre el sexo,
edad y medidas morfológicas, y se les cortó el extremo de
la cola, que se transfirió a un tubo con alcohol absoluto,
donde se conservó hasta la extracción de su ADN. Se anotó
también la localización precisa de cada individuo en el
punto de su captura, donde por último fueron liberados tras
su procesamiento (la cola se regenera espontáneamente).

La población de estudio corresponde a la de la Cuenca
del rı́o Mandeo (UTM 29T NH69-79-78, ayuntamientos de
Betanzos, Coirós, Paderne, lrixoa, Aranga y Curtis, pro-
vincia de A Coruñaa) donde a su vez podemos distinguir
varias subpoblaciones, relativamente aisladas por hábitats
inadecuados entre ellas. De forma genérica, se establecen
dos subpoblaciones principales: la correspondiente al tramo
inferior, que va desde el coto fluvial de Chelo hasta 9 km
rı́o arriba en Ponte Xielas, y la que corresponde al tramo
superior, en el cañón del Mandeo, situado entre Aranga y A
Castellana (Figura 1). Dentro de estas dos subpoblaciones,
se diferenciaron hasta 10 localizaciones diferentes, posibles
subpoblaciones, 8 pertenecientes al tramo inferior y 2 al

Tabla 1
Poblaciones de estudio

ID Zona Tramo N Machos Hembras
1 Chelo

Inferior

40 13 27
2 Espenuca 4 2 2
3 Chelo-Zarzo 2 1 1
4 Zarzo 11 5 6
5 As Balsas 9 4 5
6 As Pı́as 6 2 4
7 Ambaslasaugas 6 1 5
8 Ponte Xielas 1 0 1
9 Ponte Aranga Superior 9 5 4
10 Cañón 2 0 2

tramo superior. En la Tabla 1 se recogen los diferentes
lugares de muestreo y el número de individuos capturados
(machos y hembras). En el Anexo I se muestra información
del lugar de muestreo y del sexo para cada uno de los
individuos capturados.

2.2. Técnicas moleculares
Para cada una de las 90 muestras se aisló el ADN y

se construyó una genoteca siguiendo el método MobiSeq
[20], para el cual se seleccionó como marcador un elemento
transponible (TE) del tipo SINE (del inglés Short Interspersed
Nuclear Elements) con decenas de miles de copias insertas
por todo el genoma. Una vez indexadas las muestras se
secuenciaron mediante un Illumina NovaSeq PE150, obte-
niéndose unos 60 Gb de lecturas de ADN. Estas lecturas
son paired-end o de extremos pareados de 150 nucleótidos.

2.3. Análisis de calidad y preprocesado de las lecturas
Tras esto, se analizó la calidad de las secuencias utilizan-

do FASTQC 0.1.5 [21] y usando MULTIQC [22] para generar
los gráficos resumen de este análisis.

A continuación, se llevó a cabo el preprocesado de estas
lecturas. Para eliminar productos de la secuenciación repe-
tida del mismo fragmento de ADN (con lecturas idénticas
forward y reverse) se utilizó el script clumpify.sh, contenido
en el paquete BBMAP [23]. Para eliminar los adaptadores
y truncar las lecturas a 140 nucleótidos se utilizó TRIM-
MOMATIC 0.36 (opción Illuminaclip) [24]. Las lecturas con
longitud inferior a 140 nucleótidos o con una calidad pro-
medio inferior a 26 se descartaron para el resto del análisis.
CUTADAPT 1.3 [25] se usó para eliminar las secuencias que
no presentaban los debidos cebadores en sus extremos 5´y
3´, permitiéndose hasta un máximo de 2 diferencias nu-
cleotı́dicas. Además, se empleó el script PROCESS RADTAGS
de STACKS 2.5 [3] como una evaluación adicional de la
calidad de las lecturas.

Los pasos previos al genotipado de las muestras fueron
llevados a cabo por la empresa AllGenetics & Biology SL
(www.allgenetics.eu).

2.4. Genotipado
Una vez preprocesadas y filtradas, las lecturas en for-

mato FastQC se emplearon como input para la ejecución
del pipeline de novo de STACKS [1, 3, 4]. Este ejecuta 5
programas diferentes que son: USTACKS (compara lecturas
de cada individuo construyendo lo que denomina stacks,

www.allgenetics.eu
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Figura 1. Localización geográfica de la zona de estudio. En la imagen inferior aparece en blanco la ZEC Betanzos-Mandeo y están numeradas
todas las zonas de muestreo siguiendo el código que se recoge en la Tabla 1. Imágenes aéreas obtenidas del visor del IGN (https://www.ign.es/
iberpix2/visor/) a escala 1:422293 (arriba) y 1:105223 (abajo)

https://www.ign.es/iberpix2/visor/
https://www.ign.es/iberpix2/visor/
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forma un set de loci y encuentra SNPs para cada individuo),
CSTACKS (construye un catálogo de loci atendiendo a los loci
homólogos entre las diferentes muestras), SSTACKS (realiza
una búsqueda de los loci de cada muestra enfrentándolos
al catálogo), TSV2BAM (que organiza los datos por muestra
en vez de por locus), GSTACKS (que llama a los SNPs en
la población y genotipa cada muestra en estos sitios), y
por último POPULATIONS (que realiza el análisis genético
poblacional y obtiene una serie de estadı́sticas derivadas de
este). En la Figura 2 podemos ver una esquematización de
algunos de los pasos de este pipeline.

2.4.1. Exploración del espacio paramétrico
Antes de ejecutar el pipeline para todas las muestras,

se llevó a cabo una exploración del espacio paramétrico
de STACKS, realizando ensayos con 16 de las muestras (8
del tramo inferior y 8 del tramo superior) y variando los
parámetros M (distancia máxima en nucleótidos permitida
entre stacks) y n (número de diferencias permitidas entre loci
para construir el catálogo) entre 1 y 8 y con el parámetro
m (lecturas mı́nimas necesarias para formar un stack) fijado
en 3 para todos los casos. Además, también se modificó el
parámetro var y gt, que marcan los umbrales de alfa para la
detección de SNPs y para llamar a los genotipos, fijando un
valor de 0,05 para algunas combinaciones y 0,01 para otras.
Ası́, las combinaciones de parámetros que se probaron fue-
ron: M1n1, M1n2, M1n3, M2n1, M2n2, M2n3, M3n1, M3n2,
M3n3, M3n4, M5n5, M5n6, M7n6, M7n7, M7n8, M5n5gt05,
M5n5gt05var05, M1n2gt05var05 y M2n1gt05var05 (las com-
binaciones en que no se indica el var y gt estos estaban
fijados en 0,01). Tras esto se visualizó la distribución de
loci frente al número de SNPs por locus y se determinó la
combinación óptima de parámetros. Una vez obtenida, se
ejecutó el pipeline para las 90 muestras.

2.4.2. Detección de loci ligados al sexo y mitocondriales
Aunque con estos pasos ya habrı́a datos para poder

llevar a cabo un estudio poblacional, hay que tener en
cuenta que la distribución de la variación genética no es
la misma para todos los loci, sino que depende del tipo de
genoma y de sus patrones de herencia. Ası́, antes de pro-
ceder al análisis genético-poblacional, deben identificarse y
catalogarse los loci ligados al genoma mitocondrial y a los
cromosomas sexuales (Z y W).

Para localizar estos loci se aplicaron una serie de filtros
sobre los outputs de POPULATIONS de STACKS basados en
los patrones de variación genética esperados en este tipo de
loci para ambos sexos, complementados por alineamientos
sobre el genoma de una especie próxima, Podarcis muralis
(tiempo estimado de divergencia 15 millones de años) [26],
y búsquedas sobre bases de datos públicas.

En primer lugar, para localizar los loci ligados a W, se
ejecutó POPULATIONS sobre el catálogo de todos los loci
obtenidos, pero esta vez para una población de solo 10
hembras, exigiendo que se quedase con los loci presentes
en al menos 8 de las 10 hembras (parámetro R = 0,8) y a
continuación se ejecutó lo mismo para 10 machos, esta vez
exigiendo que se quedase con los loci que estén presentes
en alguno de los individuos (R = 0,1). Se compararon los
dos listados resultantes de loci y aquellos que solo estaban
presentes en las hembras se consideraron ligados a W. Esto

permitió además sexar algunos individuos cuyo sexo era
dudoso en el momento de la captura por ser juveniles.

Para localizar los loci ligados a Z se ejecutó POPULA-
TIONS aportando como poblaciones los machos y las hem-
bras y con un R = 0,8, es decir, que se filtrasen aquellos
loci que no estuviesen presentes en al menos 8 de cada
10 individuos. Tras esto, se filtraron los loci atendiendo a
la heterocigosidad observada (HetO), teniendo en cuenta
que las hembras de reptiles son hemicigóticas para este
cromosoma (WZ), por lo que la heterocigosidad esperada
(HetE) es 0. Ası́, se tomaron como ligados al Z aquellos en
que la HetO es mayor que 0,25 para los machos y menor que
0,04 para las hembras (permitiendo ası́ un margen de error
asociado a la secuenciación). Para aquellos que se identifica-
ron como ligados a Z se comprobó si estaban alineados en
este cromosoma en Podarcis muralis y, además, se comprobó
si habı́a otros loci no filtrados por las anteriores condiciones
que también mapeaban sobre el Z en esta especie. Para
ello se empleó la herramienta BWA [27], cuyo output en
formato SAM permite comprobar esto. Dado que a lo largo
de la evolución de estas dos especies es posible que se
hayan producido traslocaciones cromosómicas entre el Z y
los autosomas, se hizo un análisis adicional del grado de
cobertura de las lecturas para ambos sexos para una serie
de loci, pues lo esperado serı́a que, para las hembras, la
cobertura de los loci ligados al Z fuese del orden de la mitad
que en machos. Para calcular la cobertura relativa (y ası́
evitar diferencias debidas a la calidad de cada muestra) se
calculó la cobertura media para un total de 7516 loci que con
seguridad eran autosómicos (relación de HetO en hembras
frente a HetO en machos mayor que 0,8 y HetO en machos
mayor que 0,1) y se obtuvo la relación entre la cobertura de
cada loci sospechoso de estar ligado a Z y la cobertura de
los autosómicos.

Para detectar los loci mitocondriales, que como tales
corresponden a un genoma haploide, se filtraron aquellos
en los que la HetE en machos era mayor que 0,2 y la HetO
tanto para machos como para hembras resultaba ser de
0. Además, los loci filtrados se buscaron en las bases de
datos del NCBI mediante la herramienta web BLAST (https:
//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), empleando como que-
ries las secuencias nucleotı́dicas consenso obtenidas por
STACKS para esos loci, con los valores paramétricos por
defecto. También se comprobó su cobertura relativa, como
se hizo para los loci sospechosos de estar ligados a Z,
pues lo esperado para un locus mitocondrial es que la
cobertura estuviera muy por encima de la observada en
loci nucleares autosómicos (hay vvarios miles de copias del
genoma mitocondrial por célula).

2.4.3. Análisis de la estructura poblacional
Una vez obtenidos estos loci, se ejecutó el módulo PO-

PULATIONS de nuevo incluyendo una lista negra con estos
loci para que los descartase a la hora de obtener los es-
tadı́sticos poblacionales. Se tuvieron en cuenta los siguientes
parámetros: R = 0,8 (proporción de individuos en toda la
muestra en la que debe estar presente un locus para ser
tenido en cuenta), min-maf = 0,01 (frecuencia mı́nima del
alelo menos frecuente) y max-obs-het = 0,7 (heterocigosidad
observada máxima) y, además, se activó la opción write-
single-SNP, que restringe el análisis a solo el primer SNP por

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Figura 2. Pipeline de STACKS [2]
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Figura 3. Resultados de los análisis de calidad. Cada columna repre-
senta un parámetro de calidad, mientras que cada barra es cada una
de las muestras. Una barra en verde significa que esa muestra está por
encima del umbral de calidad para ese parámetro, en amarillo está en
este umbral y en rojo por debajo de este

locus. Unos de los outputs que ofrece este módulo son los
archivos PLINK, que sirven como input para el programa
FASTSTRUCTURE [28], que es el que infiere finalmente
la estructura de la población, empleando una aproximación
bayesiana. Para este programa se utilizó una K máxima
de 10 (complejidad del modelo o número de poblaciones
máximos). El resultado de esta ejecución se visualizó en el
programa disponible online CLUMPACK [29], que permite
obtener una gráfica de la estructura de la población dada.

2.5. Recursos informáticos

La ejecución del pipeline de STACKS se llevó a cabo
en el superordenador FinisTerrae-II del Centro de Super-
computación de Galicia (CESGA, https://www.cesga.es/)
utilizando la partición thinnodes.

Los scripts, tanto del pipeline como del módulo POPU-
LATIONS que se emplearon se encuentran disponibles en
el repositorio de GitHUb: https://github.com/elenabeade/
iberolacerta

3. RESULTADOS

3.1. Análisis de calidad de las lecturas

En la Figura 3 se muestran algunos de los resultados de
los parámetros de calidad para todas las muestras. Como
vemos, para la calidad de las lecturas (per sequence quality),
todas las muestras cumplen los estándares de calidad.

3.2. Preprocesamiento de las lecturas

Tras el filtrado de las lecturas que se llevó a cabo, se
conservaron una media del 58,5 % de las lecturas en bruto
(desviación estándar de 11,9 %).

3.3. Exploración del espacio paramétrico

En la Figura 4 se muestran los resultados de la explora-
ción del espacio paramétrico. En ella se muestra el número
de SNPs encontrados por locus para cada una de las com-
binaciones de parámetros. Como se ve, para pocos SNPs,
son las combinaciones de M y n más bajas las que conducen
a un mayor número de loci, sin embargo, al aumentar el

número de SNPs esto se revierte. Son las combinaciones que
cuentan con los parámetros var y gt de 0,05 las que destacan
en número de loci a partir de los 2 SNPs por locus. Por ello,
se elige como óptima la combinación M2n1gt05var05 para
llevar a cabo la ejecución de Stacks.

3.4. Resultados de Stacks

En el Anexo II se muestran los resultados por individuo
de los 3 primeros pasos de STACKS. Tras la ejecución del
pipeline se obtuvo un catálogo de un total de 230560 loci
(CSTACKS), de los que se genotiparon 215293 (GSTACKS). El
promedio de loci por individuo presente en el catálogo fue
de 45959,4.Tras la ejecución de POPULATIONS, un total de
31545 loci pasaron los filtros, sobre los que se detectaron
23421 SNPs.

En la búsqueda de los loci con patrones de herencia
diferentes (sexuales y mitocondriales), se encontraron un
total de 1 locus mitocondrial, 5 ligados al W y 94 ligados
al Z. Además, se mapearon en el cromosoma Z de Podarcis
un total de 988 loci, entre los que se identificaron 48 que
tenı́an un patrón de herencia autosómica (los restantes 940
se asumieron como ligados a Z). Ası́, para la comparación
de las coberturas de estos loci se distinguió entre 4 grupos:
aquellos identificados como Z y que mapearon en el cromo-
soma Z de Podarcis (66), aquellos identificados como Z pero
que no mapearon en Podarcis (10), aquellos identificados
como Z que mapearon en cromosomas autosómicos (18) y
los identificados como autosómicos pero que mapearon en
Z en Podarcis (48) . En la Figura 5 vemos representada esta
cobertura. Sı́ parece haber diferencias claras entre machos
y hembras para todos aquellos que habı́amos identificado
como Z con el filtro, pero no ası́ para los demás, por lo que
estos últimos no se tomaron como ligados al Z.

Por su parte, la cobertura relativa para el locus identifi-
cado como mitocondrial fue de 0,56.

Combinadas estas evidencias se elaboró una blacklist o
lista negra de 1040 loci, para que no se tuviesen en cuenta en
el análisis poblacional. Ası́, tras excluir estos loci se volvió
a ejecutar el módulo POPULATIONS, identificándose 22847
SNPs.

El resultado del FASTSTRUCTURE mostró una compleji-
dad del modelo que maximiza la probabilidad de 2, es decir,
que se estima que existen dos subpoblaciones. Además, la
estructura poblacional se explica a partir de 3 componentes,
lo que quiere decir que de todos los SNPs estudiados la
variación observada se explica por 3 agrupaciones. En la
figura 6 vemos la representación de los resultados obtenida
con CLUMPACK. Los individuos están ordenados según
su localización a lo largo del curso del rı́o, mostrándose
estas de forma ascendente. El código del Anexo I Çódigo
orden”hace referencia a esta disposición. Los colores hacen
referencia a los componentes de variación mencionados.

4. DISCUSIÓN

4.1. Espacio paramétrico

En vista de los resultados obtenidos en la exploración del
espacio paramétrico, vemos que no existen grandes diferen-
cias en el número de SNPs obtenidos entre los diferentes
valores, siendo los parámetros de umbral var y gt los que

https://www.cesga.es/
https://github.com/elenabeade/iberolacerta
https://github.com/elenabeade/iberolacerta
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Figura 4. Resultados de la exploración del espacio paramétrico. Cada barra muestra el número de loci (Y) y el número de SNPs por locus (X) para
cada combinación de valores paramétricos ensayada.

Figura 5. Coberturas relativas de los loci sospechosos de estar ligados a Z. Cada punto representa la cobertura para un locus relativa a la
observada como promedio en una muestra de loci autosómicos. A) Loci identificados como Z y que mapearon en el cromosoma Z de Podarcis, B)
loci identificados como Z pero que no mapearon en Podarcis, C) loci identificados como Z que mapearon en cromosomas autosómicos y D) los
identificados como autosómicos pero que mapearon en Z en Podarcis. La lı́nea naranja representa la cobertura para esos loci en machos y la azul
para las hembras
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Figura 6. Resultado de Clumpack. Cada barra vertical representa a un individuo, que están ordenados según el curso ascendente del rı́o, en el
orden del código que aparece para cada individuo en el Anexo I (Código orden). Bajo el gráfico se señalan las zonas de muestreo, indicándose su
nombre e ID siguiendo la Tabla 1. Los colores representan los componentes que explican la variación genética de la población

más diferencias marcan entre los diferentes modelos. Tal y
como era de esperar, al aumentar el número de diferencias
nucleótidicas entre los loci que se incorporan al catálogo
(n), el número total de loci disminuye. Lo mismo ocurre
al aumentar el número de nucleótidos que separen a dos
loci (M). El modelo con la combinación de parámetros
finalmente seleccionados para la ejecución del pipeline es
el valor por defecto que recomiendan los autores [30], lo
que significa que la especie Iberolacerta monticola se ajusta al
modelo general.

4.2. Resultados de Stacks

El númerod de loci en el catálogo obtenido por STACKS
supone una estima del número de SINEs a lo largo del ge-
noma que se han usado en la construcción de la genoteca de
Iberolacerta monticola empleando el método Mobiseq. Puesto
que el catálogo obtenido es de 230560 loci y cada individuo
tiene del orden de 46000 loci presentes en el catálogo, esto
quiere decir que se están muestreando aproximadamente
una quinta parte de todos los loci que se podrı́an muestrear
para cada individuo. Estas cifras son similares a las obte-
nidas con el método RAD-Seq [31], el más empleado para
este tipo de estudios, que rondan los 200000-300000 loci por
catálogo, y en torno a los 30000-60000 loci por individuo
[32–34].

En cuanto a los resultados relativos a la variabilidad
poblacional obtenidos por POPULATIONS, la cifra de 23000
SNPs es un número similar al empleado para otros estudios
recientes de poblacionales en lacértidos [35, 36] en los que
se ha empleado STACKS. Para otros estudios con lacértidos
en los que se emplearon otros programas, los resultados
fueron variables. Un estudio en el que se usó DARTSEQ se
consiguieron del orden de 30000 SNPs, aunque con un ratio
de genotipado del 70 % [37]. Para otro estudio en el que
se empleó el pipeline IPYRAD las cifras resultaron mucho
más bajas, entre 2200 y 3500 SNPs [38]. Hay también que
tener en cuenta que en el presente trabajo se obtuvo un
número considerablemente alto de SNPs a pesar de que solo
se seleccionó un SNP por locus (para tener solamente SNPs
no ligados).

Por otro lado, el grado de variación que reflejan los SNP
también va ligado a determinadas consideraciones relativas
al organismo y la poblacición de estudio, ya que podrı́a estar
correlacionado con el tamaño efectivo a largo plazo de la
población [39].

4.3. Filtrado de loci

En cuanto a los resultados otenidos del filtrado de loci
sexuales y no nucleares, hay una serie de cuestiones a tener
en cuenta.

En primer lugar, la identificación de un locus mito-
condrial se trata de una anomalı́a, ya que lo esperado es
que no hubiese ninguno. El elemento trasponible emplea-
do en el método MobiSeq no está presente en el genoma
mitocondrial, por lo que no se deberı́an haber obtenido
lecturas de este genoma. Una posibilidad podrı́a ser que
se tratase de una inserción, sin embargo, esto no explicarı́a
el patrón de herencia propio de un mitocondrial. Además,
la cobertura resultó ser la propia de un locus ligado a un
cormosoma hemicigótico. La unica explicacion posible es
que este locus esté asociado a un cromosoma B. Aunque
no se ha encontrado un cromosoma de estas caracterı́sticas
en las preparaciones de tejidos en Iberolacerta monticola (el
primero en reptiles se encontró en el año 2019), su presencia
en organismos superiores parece ya confirmada para todas
las especies [40].

Por otro lado, el número de loci ligados a W es mu-
cho menor de lo que esperarı́amos (teniendo en cuenta el
tamaño de este cromosoma). Al tratarse de un cromosoma
que no recombina, este es considerado un cementerio de
elementos transponibles [41], pero esto no cuadra con el
resultado. Una explicación podrı́a ser que el elemnto trans-
ponible que hemos empleado esté subrepresentado en este
cromosoma. Puede no ser una inserción aleatoria y estar
asociada al grado de compactación de la cromatina de unos
y otros cromosomas (el W es fuertemente heterocromático),
algo que muestran algunos SINE.

Respecto a los loci ligados al cromosoma Z, aunque se
han encontrado en mayor cantidad, estos siguen siendo
pocos, pero hay que tener en cuenta que los niveles de
polimorfismo son más bajos para este cromosoma, por lo
que pueden no alcanzar el mı́nimo fijado (0,01).

Además, hemos visto una serie de loci que a tenor de
los resultados de cobertura, no han mantenido el ligamiento
entre las dos especies (I. monticola y P. muralis), es decir, que
algunos que están ligados a Z en una especie están ligados a
un autosómico en la otra y viceversa. Esto quiere decir que
existe dinamismo entre los cromosomas de estos lacértidos.

Por último, se ha observado que el resultado de POPULA-
TIONS no se vio muy afectado al incorporar la lista negra con
estos loci y se obtuvo un número similar de SNPs, es decir,
que el grado de variación no estaba muy afectado por la
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presencia de estos loci. Esta variación podrı́a verse reflejada
a nivel de individuo, pero no a nivel poblacional.

4.4. Estructura de la población

En cuanto a la estructura de la población obtenida repre-
sentada en la figura 6, vemos que existen 3 elementos de
variación que la conforman. Ası́, esto nos permite observar
una clara barrera entre las poblaciones de Ponte Xielas y
Ponte Aranga, es decir, entre el tramo inferior y el superior.
Esta diferenciación era de esperar, pues estas localizaciones
están separadas por hábitat inhóspito para la especie. Se
trata de una separación muy antigua y que no tiene que
ver con la acción del hombre. Además, dentro del tramo
superior, la población de Aranga parece estar totalmente
aislada, ya que no presenta variaciones presentes en otras
poblaciones. Esto podrı́a suponer un riesgo que llevase a la
desaparición de esta subpoblación.

Por su parte, la subpoblación del cañón, a pesar de
contar con solo dos individuos muestra la variación que
está presente en el resto de subpoblaciones. Esto parece
indicar que se trata de la población ancestral desde la que se
inició el proceso de colonización aguas abajo en el curso del
rı́o. Además, los individuos presentes pueden considerarse
como reservorio de variación genética.

Por otro lado, la variación aportada por los SNPs se ha
mostrado útil no solo para poner de manifiesto la esperada
diferenciación entre tramo superior y el resto del rı́o, sino
que también ha señalado una barrera criptica en en la
población de Zarzo. Ası́, esta localización marca una zona
de transición entre el resto de puntos de muestreo que
parecen estar aislados entre sı́. De hecho, alguna de las
poblaciones no muestran ningún grado de variación, lo que
parece indicar que se encuentran totalmente aisladas. No
hay explicación para esta barrera, por lo que lo más probable
es que se deba a alteraciones del hábitat ocasionadas por el
ser humano, lo que ha causado zonas de hábitat inadecuado
que aislan a estas subpoblaciones. Por tanto, puede tratarse
de una barrera efı́mera y que puede ser corregida.

5. TRABAJO FUTURO

Se propone como trabajo futuro un análisis más exhaus-
tivo de alguna de las poblaciones, como es la del Cañón,
para lo que habrı́a que contar con la captura de un mayor
número de individuos. Además, se debe indagar en la
barrera crı́ptica destapada en la zona de Zarzo, sobre cuál
puede ser su causa y a qué elementos del paisaje puede
deberse.
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ANEXOS

Anexo I. Individuos capturados

Código Individuo Sexo Código Zona Zona Tramo Código orden
Ib 58638 M 9 Aranga Superior 80
Ib 58650 H 1 Chelo Inferior 2
Ib 58655 M 1 Chelo Inferior 3
Ib 58659 H 1 Chelo Inferior 4
Ib 58706 H 1 Chelo Inferior 5
Ib 58710 H 1 Chelo Inferior 6
Ib 58714 H 1 Chelo Inferior 7
Ib 58717 H 1 Chelo Inferior 8
Ib 58718 H 1 Chelo Inferior 9
Ib 68684 H 1 Chelo Inferior 10
Ib 68688 H 1 Chelo Inferior 11
Ib 68698 M 1 Chelo Inferior 12
Ib 68713 H 1 Chelo Inferior 13
Ib 68734 H 1 Chelo Inferior 14
Ib 68738 H 1 Chelo Inferior 15
Ib 68766 M 1 Chelo Inferior 16
Ib 68781 H 1 Chelo Inferior 17
Ib 68783 H 1 Chelo Inferior 18
Ib 68795 M 1 Chelo Inferior 19
Ib 68801 M 1 Chelo Inferior 20
Ib 8632 M 5 As Balsas Inferior 58
Ib 8633 H 7 Ambaslasaugas Inferior 73
Ib 8639 H 7 Ambaslasaugas Inferior 74
Ib 8640 M 4 Zarzo Inferior 47
Ib 8642 M 6 As Pı́as Inferior 67
Ib 8648 H 8 Ponte Xielas Inferior 79
Ib 8658 M 1 Chelo Inferior 1
Ib 8663 M 2 Espenuca Inferior 41
Ib 8667 H 2 Espenuca Inferior 42
Ib 8670 H 10 Cañón Superior 89
Ib 8671 M 4 Zarzo Inferior 48
Ib 8674 H 1 Chelo Inferior 21

Ib 8676-1 H 1 Chelo Inferior 81
Ib 8676-2 H 9 Aranga Superior 34
Ib 8677 H 1 Chelo Inferior 23
Ib 8679 H 1 Chelo Inferior 24
Ib 8680 M 1 Chelo Inferior 25

Ib 8682-1 H 1 Chelo Inferior 26
Ib 8682-2 M 9 Aranga Superior 37
Ib 8683 H 5 As Balsas Inferior 59
Ib 8685 H 1 Chelo Inferior 27
Ib 8686 M 1 Chelo Inferior 28
Ib 8687 H 7 Ambaslasaugas Inferior 75
Ib 8688 M 1 Chelo Inferior 29

Ib 8689-1 H 1 Chelo Inferior 30
Ib 8689-2 H 6 As Pı́as Inferior 68
Ib 8690 H 4 Zarzo Inferior 49

Ib 8693-1 M 1 Chelo Inferior 31
Ib 8693-2 H 9 Aranga Superior 83
Ib 8694 M 4 Zarzo Inferior 50
Ib 8696 M 9 Aranga Superior 84

Ib 8699-2 H 5 As Balsas Inferior 60
Ib 8699-1 H 1 Chelo Inferior 32
Ib 8700-1 H 1 Chelo Inferior 33
Ib 8700-2 M 9 Aranga Superior 85
Ib 8701-1 H 1 Chelo Inferior 34
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Ib 8701-2 M 3 Chelo-Zarzo Inferior 45
Ib 8702 M 9 Aranga Superior 86

Ib 8716-2 H 5 As Balsas Inferior 69
Ib 8721 M 5 As Balsas Inferior 61
Ib 8722 M 7 Ambaslasaugas Inferior 76
Ib 8723 H 9 Aranga Superior 87
Ib 8737 M 4 Zarzo Inferior 51
Ib 8742 H 6 As Pı́as Inferior 70
Ib 8748 H 10 Cañón Superior 90
Ib 8750 M 1 Chelo Inferior 35
Ib 8755 H 6 As Pı́as Inferior 71
Ib 8762 M 1 Chelo Inferior 36
Ib 8763 M 5 As Balsas Inferior 62
Ib 8765 H 5 As Balsas Inferior 63
Ib 8777 H 1 Chelo Inferior 37
Ib 8778 H 3 Chelo-Zarzo Inferior 46
Ib 8788 H 9 Aranga Superior 88
Ib 8794 H 4 Zarzo Inferior 52
Ib 8807 M 4 Zarzo Inferior 53
Ib 8809 H 5 As Balsas Inferior 64
Ib 8813 M 6 As Pı́as Inferior 72
Ib 8703 M 1 Chelo Inferior 38
Ib 8704 H 1 Chelo Inferior 39
Ib 8705 H 1 Chelo Inferior 40
Ib 8707 H 4 Zarzo Inferior 54

Ib 8709-1 H 4 Zarzo Inferior 44
Ib 8711 H 2 Espenuca Inferior 43
Ib 8712 M 5 As Balsas Inferior 65
Ib 8713 H 4 Zarzo Inferior 56
Ib 8714 H 4 Zarzo Inferior 57

Ib 8715orig H 7 Ambaslasaugas Inferior 77
Ib 8716-1 H 2 Espenuca Inferior 66
Ib 8729 H 7 Ambaslasaugas Inferior 78

Ib 8709-2 M 2 Espenuca Inferior 55
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Anexo II. Resultados de Stacks por individuo

ustacks cstacks sstacks

Individuo Lecturas
Loci

ensamblados
Cobertura

media SD Cobertura
Loci encontrados

en el catálogo
Loci añadidos

al catálgo
Loci presentes
en el catálogo

Ib 58638 1155088 59967 16,68 8,56 58060 50390
Ib 58650 936742 54435 14,24 8,45 28586 9668 45001
Ib 58655 1521126 60666 22,58 11,6 31238 5776 51548
Ib 58659 1589407 60555 23,93 13,15 29224 3849 51678
Ib 58706 508552 30882 12,29 7,87 12461 2918 25103
Ib 58710 780922 49666 12,89 7,82 19531 4182 40889
Ib 58714 1667015 62039 23,8 12,45 24233 3151 52330
Ib 58717 1552515 61639 22,48 11,8 22259 2435 52243
Ib 58718 825737 49204 13,47 8,52 14257 4945 39052
Ib 68684 1640905 60741 24,37 12,58 19099 1638 52036
Ib 68688 1108457 59482 16,13 8,92 16325 2765 49772
Ib 68698 1322348 59228 20,14 10,08 15645 1297 51112
Ib 68713 1345065 59189 20,45 11,15 14671 1444 51105
Ib 68734 1106894 59481 16,15 8,42 13573 1958 50356
Ib 68738 1574213 61183 23,16 12,12 13638 1654 52076
Ib 68766 1046364 58371 15,43 8,53 11298 2642 48657
Ib 68781 1536927 60425 23,1 11,97 11474 1262 51562
Ib 68783 1411123 59045 21,48 11,31 10136 1130 50981
Ib 68795 1078679 60281 15,56 8,37 9785 2597 50312
Ib 68801 1104316 57094 17,27 8,21 8522 811 50070
Ib 8632 983856 56461 14,81 8,94 8240 4041 45641
Ib 8633 1198399 62278 16,73 9,4 9315 3332 51147
Ib 8639 977455 56411 14,5 7,25 7495 969 49305
Ib 8640 1245452 59396 18,82 9,77 8205 1188 51188
Ib 8642 1436753 60199 21,74 11,24 8276 1361 51468
Ib 8648 1181827 58469 18,08 9,16 7407 1033 50678
Ib 8658 1235224 60867 17,82 9,43 7758 1191 51356
Ib 8663 1385831 60083 20,87 10,53 6763 2815 47381
Ib 8667 948915 57125 14,12 8,39 5646 1731 46758
Ib 8670 789860 54756 12,09 6,19 3777 3637 26328
Ib 8671 734835 54101 11,13 5,66 7506 1358 50988
Ib 8674 676945 34524 15,34 10,08 2893 2985 21167

Ib 8676-1 1468050 60377 21,69 11,23 2228 2548 15856
Ib 8676-2 977761 57863 14,16 7,3 7264 2085 51374
Ib 8677 609554 27959 16,69 11,23 6573 1542 51730
Ib 8679 548532 21597 20,04 14,99 5662 813 50808
Ib 8680 1375600 61567 19,54 10,2 5218 849 50483

Ib 8682-1 1360377 61085 19,5 10,08 7645 3827 52135
Ib 8682-2 1667911 65122 22,21 12,61 3712 3448 30937
Ib 8683 1349184 58546 21,14 10,6 3313 2816 29374
Ib 8685 1130184 57894 17,14 8,64 5819 1297 51662
Ib 8686 1482643 65674 19,77 11,4 5180 969 50837
Ib 8687 666158 39383 12,89 8,57 7198 2232 52282
Ib 8688 662026 36844 13,78 8,73 5646 1839 51572

Ib 8689-1 1238063 60771 17,86 9,17 6783 2325 52348
Ib 8689-2 1180047 58602 17,88 9,2 5292 3887 47509
Ib 8690 1588526 63745 21,93 11,93 1449 1276 16549

Ib 8693-1 1364034 61636 19,67 10,47 5554 1420 52020
Ib 8693-2 508240 25115 15,53 10,18 5430 1381 51673
Ib 8694 1592117 63928 21,98 11,78 3698 834 47868
Ib 8696 1392333 58595 21,15 10,56 5559 1731 51946

Ib 8699-2 400905 20053 13,1 8,15 3564 3836 30270
Ib 8699-1 1000334 59353 14,14 8,55 4365 2291 46153
Ib 8700-1 1461034 61604 21,16 11,18 5123 1581 51648
Ib 8700-2 563720 44954 10 5,01 3926 2436 42854
Ib 8701-1 1474461 60975 21,54 11,23 4132 1581 48089
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Ib 8701-2 874710 54191 13,65 6,65 4538 1966 48792
Ib 8702 1399357 62134 19,36 10,45 4474 1065 51197

Ib 8716-2 1116575 61461 15,8 8,53 3173 2142 36663
Ib 8721 1209553 60416 17,28 10,04 5439 1933 51896
Ib 8722 1194618 59460 17,76 8,9 3796 720 51070
Ib 8723 1321376 59197 19,64 10,13 4269 1338 50741
Ib 8737 1679703 63618 23,61 12,46 4919 1830 51599
Ib 8742 1030733 59351 14,97 7,82 4853 2738 49492
Ib 8748 1430711 58129 22,45 11,89 4293 1163 50953
Ib 8750 589881 40687 11,21 6,47 3429 779 50107
Ib 8755 1156797 60034 16,74 8,72 5494 1767 52610
Ib 8762 1485068 62270 21,55 11,22 4218 1513 50502
Ib 8763 1164442 58321 17,77 8,8 2805 1761 34167
Ib 8765 1098511 59553 15,52 8,25 4489 1382 51085
Ib 8777 1538611 61600 22,72 12,07 4842 1447 52408
Ib 8778 1138879 58466 16,84 9,28 3421 824 50806
Ib 8788 1218020 56061 19,8 10,02 4386 1780 50111
Ib 8794 1188083 60907 17,17 9,68 4275 1103 52545
Ib 8807 1289544 60354 19,07 9,68 4022 1859 49224
Ib 8809 1055015 57262 16,24 8,08 4201 2192 50657
Ib 8813 1509715 62510 21,68 11,48 4049 1038 51812
Ib 8703 1453959 62225 20,79 10,92 3004 751 50405
Ib 8704 823619 39875 16,67 11,23 4952 1571 52156
Ib 8705 867596 55269 13,05 7,52 4295 1886 50836
Ib 8707 1148480 60867 16,42 8,62 3026 1272 47811

Ib 8709-1 869403 51851 13,98 8,71 4557 1741 49393
Ib 8711 933316 57958 13,69 7,61 7409 2618 51932
Ib 8712 1327803 59822 19,79 10,01 1983 1698 20225
Ib 8713 597013 43625 10,34 6,47 4325 1317 50065
Ib 8714 1351323 62519 19,03 10,38 2195 534 40650

Ib 8715orig 1303801 58446 20,2 10,26 6242 2174 50502
Ib 8716-1 1206908 59376 18,01 9,28 4696 1075 50458
Ib 8729 1080363 57385 16,37 8,31 3040 742 51007

Ib 8709-2 879164 56486 13,45 7,28 2823 552 49817


	Introducción
	Material y métodos
	Población de estudio y muestreo
	Técnicas moleculares
	Análisis de calidad y preprocesado de las lecturas
	Genotipado
	Exploración del espacio paramétrico
	Detección de loci ligados al sexo y mitocondriales
	Análisis de la estructura poblacional

	Recursos informáticos

	Resultados
	Análisis de calidad de las lecturas
	Preprocesamiento de las lecturas
	Exploración del espacio paramétrico
	Resultados de Stacks

	Discusión
	Espacio paramétrico
	Resultados de Stacks
	Filtrado de loci
	Estructura de la población

	Trabajo futuro
	Anexos

