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RESUMEN

Mediante secuenciacién genémica y medicion de variacion en expresion génica, hemos caracterizado
un gran nimero de marcadores y regiones genémicas relacionados con rasgos ligados a historia de
vida en poblaciones de anfibios. Estos marcadores abren la puerta para la determinacion de unidades
de conservacién a escala intraespecifica, no solo en toda la red de parques nacionales de Espaiia,
sino en toda el drea de distribucién de la rana bermeja (Rana temporaria). Comparando poblaciones
de origen térmico vy altitudinal contrastados hemos encontrado unos 2000 genes expresados dife-
rencialmente, identificado polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) en genes relacionados con
funciones metabdlicas y respuesta inmune, detectado | 12 SNPs con extrema divergencia alélica y se
han localizado loci ligados a caracteres fenotipicos (QTL) con alto valor adaptativo.

Dada la elevada homologia genética entre anfibios, estos recursos pueden ser transferibles a otras
especies estrechamente emparentadas (e.g. Rana iberica y Rana pyrenaica), presentes también en la
red de parques nacionales.
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INTRASPECIFIC AMPHIBIAN BIODIVERSITY
IN MOUNTAIN SYSTEMS - EVOLUTIONARY AND
CONSERVATION IMPLICATIONS FORTHE PICOS

DE EUROPA NATIONAL PARK

ABSTRACT

By whole genome sequencing, and measurement of differential gene expression, we found a large
number of genomic regions and markers related to life history traits in amphibians. These markers
allow the characterization of conservation units at intraspecific level, not only within the network
of Spanish national parks but in all the distribution range of the common frog (Rana temporaria). Ve
found ca. 2000 differentially expressed genes in populations from contrasting thermal/altitudinal ori-
gins.We identified single nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes related to metabolic functions
and immune response.We identified | 12 SNPs with extreme divergence among high and low altitude
populations.We also located quantitative trait loci (QTL) linked to life history traits.

These molecular resources are highly transferable, due to the high genetic homology, to closely re-
lated species (e.g. Rana iberica and Rana pyrenaica) inhabiting within the network of Spanish national
parks.

Keywords: Conservation, genomics, Rana temporaria, amphibians, quantitative trait loci, single nucleotide poly-

morphisms, QTL, SNP, local adaptation.

INTRODUCCION

La determinacion de unidades de conservacion
a gran escala es una tarea compleja, especial-
mente si el objetivo es establecer qué unidades
hay que conservar a nivel intraespecifico. La difi-
cultad radica en que los procesos de adaptacion
local, que son el motor que genera la divergencia
entre poblaciones de una especie, son de dificil
estimacion. Idealmente habria que identificar y
medir el grado de diferenciacion en rasgos que
influyan en la eficacia bioldgica (i.e. produccién
de descendientes a lo largo del ciclo vital). Sin
embargo, dentro de una misma especie, esos
rasgos no siempre pueden identificarse con una
examinacién externa de los individuos, requi-
riendo de complejos métodos de medicién. Por
ejemplo, las poblaciones de anfibios que habi-
tan en ambientes diferenciados en cuanto a las
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oportunidades de crecimiento (e.g. de origenes
térmicos y/o altitudinales contrastados) presen-
tan una marcada divergencia en tasas de creci-
miento y de desarrollo (LAUGEN et al, 2003;
CANO et dl,, 2004).

Ante semejante reto se ha optado por métodos
indirectos, como el uso de marcadores genéti-
cos con variacién neutral, para detectar unida-
des evolutivas significativas. Tradicionalmente,
los marcadores mas empleados han sido se-
cuencias de ADN mitocondrial y microsatélites
(FRANKHAM et al, 2002). Desgraciadamente,
ese tipo de marcadores tiende a reflejar dife-
rencias de origen histérico (i.e. ADN mitocon-
drial) o demograficos (i.e. microsatélites) que no
tienen por qué estar directamente relacionadas
con procesos de divergencia evolutiva/adap-
tacion local (CRANDALL et al, 2000; CANO
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et al, 2008). Es mas, estas limitaciones para in-
formar sobre cambios evolutivos recientes son
especialmente problematicas en el contexto
actual de cambio climético.

Las tasas recientes de calentamiento acelera-
do suponen una amenaza de gran importancia
dada su repercusion global y el elevado ritmo al
que las actividades humanas modifican el medio
natural. Las respuestas ecoldgicas al cambio cli-
matico reciente son ya claramente visibles en
la fenologia, fisiologia, rangos de distribucion y
la composicién/dinamica de las comunidades
(BROOK et al,, 2008). Por lo tanto, para medir
la distribucion de la biodiversidad a escala in-
traspecifica, se necesitan métodos que informen
sobre la capacidad de las poblaciones para res-
ponder a cambios ambientales (CHEVIN et al,
2010).

Existe una amplia evidencia de que los procesos
microevolutivos son comunes en poblaciones
naturales, permitiendo adaptarse a cambios am-
bientales en unas pocas generaciones (HENDRY

& KINNISON 2001, GIENAPP et al, 2008).

Dichos cambios evolutivos rapidos implican
que las poblaciones estan diferenciadas genéti-
camente por el efecto de la seleccién natural
divergente (REUSCH & WOOD 2007), forman-
do unidades localmente adaptadas merecedoras
de un estatus especial de conservacion. Sin em-
bargo, condicionantes logisticos inherentes a los
estudios de genética cuantitativa para estimar la
variacion genética aditiva (i.e. la determinante
a corto plazo del potencial evolutivo) impiden
su aplicacion a una escala macroecofisioldgica
(NIKIMMAA & WASER 2007; e.g. en un nimero
representativo de poblaciones en el Parque Na-
cional de Picos de Europa). Ahora que las téc-
nicas de secuenciacién de “Ultima generacién”
son mas accesibles, es posible localizar polimor-
fismos genéticos funcionales relacionados con
rasgos de historia de vida y fisiologia (ELLE-
GREN 2008, STORZ & WHEAT 2010, WHEAT
2010). Los patrones de variacién en esos po-

limorfismos pueden usarse para detectar di-
vergencia adaptativa entre poblaciones ligada
a las condiciones ambientales a gran escala. Es
mas, la caracterizacién de genotipos funcionales
raros puede usarse para determinar el valor de
conservacion de las poblaciones (BONIN et al,
2007).

Los anfibios son el taxdn mas amenazado entre
todos los vertebrados, al borde de la sexta ex-
tinciéon masiva (STUART et al, 2004; WAKE &
VREDENBURG 2008). Especialmente vulnera-
bles son las poblaciones de altitudes elevadas, ya
que suelen tener tamafos efectivos pequefios
resultando en una menor capacidad para des-
plegar una respuesta adaptativa a cambios am-
bientales bruscos (LANDE 1982; LANDE|988).
Ademds, las poblaciones que habitan en los limi-
tes de su nicho fisiologico han sufrido fuertes
procesos selectivos, resultando en genotipos lo-
calmente adaptados y con poca variabilidad para
hacer frente a cambios futuros (HOFFMANN &
PARSONS 1997).

Rana temporaria es una especie ampliamente
distribuida por toda Europa y que ha sido muy
estudiada en el contexto de la biologia evoluti-
va. Sus poblaciones estin localmente adaptadas
a ambientes frios —como los montanos— ace-
lerando su tasa de desarrollo como respuesta
a la corta estacion de crecimiento (LAUGEN
et al, 2003). Se ha demostrado que esos patro-
nes adaptativos estan causados por la accion
de la seleccion direccional (CANO et al,, 2004)
aunque sus implicaciones fisioldgicas y sus posi-
bles consecuencias respecto a su capacidad para
tolerar un calentamiento acelerado estan por
dilucidar (SORENSEN et al., 2009).

La destruccion del habitat y la emergencia de
nuevos patdgenos (en sinergia con el calenta-
miento) estdn causando una oleada de extin-
ciones de anfibios. Existe, pues, un riesgo obvio
de que los efectos directos ligados al presente
incremento de temperaturas puedan causar una
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segunda ola de extinciones a medio o largo plazo.
También existe evidencia de que los efectos ne-
gativos del calentamiento serdn mas severos en
especies o poblaciones especializadas en micro-
climas frios (BERNARDO & SPOTILA 2006),
tales como ambientes montanos o en los limites
de su rango de distribucién, ya que los reducidos
niveles de variacion genética (debidos a selec-
cién direccional severa) y los tamafos de pobla-
cién pequeiia pueden resultar en mayores limi-
taciones fisiologicas y genéticas (HOFFMANN &
PARSONS 1997).Todos estos factores de riesgo
confluyen en las poblaciones de Rana temporaria
en el Parque Nacional de Picos de Europa.

El presente trabajo caracteriza la biodiversidad
relacionada con adaptacién a ambientes mon-
tanos de la rana bermeja (Rana temporaria) me-
diante el uso de técnicas transcriptémicas y ma-
peado genético. El objetivo es sentar las bases de
futuros programas de monitorizacién de varia-
cién funcional dentro de especies, evaluando el
potencial de los métodos gendmicos recientes.

MATERIALY METODOS

Este estudio comprende tres tareas comple-
mentarias: |) Estudio de la expresién génica
relacionada con la adaptacién a calentamiento
rapido (medicion de niveles de produccion de
acido ribonucleico mensajero o ARNm), 2) loca-
lizacién de los genes involucrados en las adap-
taciones a ambientes montanos (relacionados
con tasa de desarrollo y metabolismo median-
te mapeo de rasgos cuantitativos o QTL) y 3)
caracterizacion de los polimorfismos genéticos
mediante escaneados genémicos.

Transcriptoma y expresion génica
El objetivo es establecer si dos poblaciones de

rana bermeja (Rana temporaria) procedentes de
franjas altitudinales contrastadas activan genes
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en diferente medida como respuesta a incre-
mentos de temperatura repentinos. Las pobla-
ciones seleccionadas fueron Aliva (43°10'41.62"
N, 4°45'53.51" O; 1462 m.s.n.m.; Cantabria) en
el Macizo Oriental de los Picos de Europa, y
Viango (43°22'13.76" N, 4°48'13.46" 0; 471
m.s.n.m.; Asturias), al norte de la Sierra del
Cuera y en el entorno del parque. Estas dos
poblaciones experimentan ambientes térmicos
contrastados, siendo mas frio en Aliva (meno-
res valores de temperaturas medias y minimas,
mayor oscilacion térmica, mayor periodo de co-
bertura nival).

Durante la primavera de 2012 se procedid
a la captura de parentales en ambas pobla-
ciones. Se realizé la fertilizacion artificial de
huevos para cada poblaciéon por separado y
de hibridos. Se obtuvieron 4 familias de her-
manos completos para cada tipo de cruce
(Viango x Viango, Aliva x Aliva y Viango x
Aliva) y se usaron 2 descendientes por cada
familia (n = 24). Los descendientes se mantu-
vieron el laboratorio a 16 °C y, al alcanzar las
larvas el estadio 34 (GOSNER 1960) se so-
meti6 a un choque térmico (34 °C) a la mitad
de los individuos (i.e. uno por familia; en lo
sucesivo larvas tratamiento frente a las larvas
control, que no experimentaron choque tér-
mico) y se muestred el tejido 30 minutos
después. Estas muestras se procesaron con
las plataformas Roche 454 e lllumina HiSeq
para secuenciar el transcriptoma y cuantifi-
car los niveles de ARNm respectivamente.
El secuenciado del transcriptoma se realiz
a partir del tejido de una larva de Viango. La
variacion en cantidad de ARN transcrito se
estimé a partir del total de las larvas (i.e. 24
larvas). Para el ensamblado del transcriptoma
de la larva deViango se usaron los programas
Newbler (MARGULIES et al., 2005) y Trinity
(GRABHERR et al,, 2011). Para la cuantifica-
cion de niveles de ARN mensajero transcrito
se uso el programa Bioconductor R (GENT-
LEMAN et al., 2004).
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Mapa de rasgos cuantitativos

Para esta tarea se realizé un cruce artificial entre
un macho de la localidad de Candioches en Leén
(1687 m de altitud; 42°59'4.85" N, 5°55'28.77"
O) y una hembra de Barcena Mayor (Cantabria;
551 m de altitud; 43° 7'50.74" N, 4°10'25.46" O).
La familia obtenida se mantuvo en el laboratorio
a 14 °C y alimentada ad libitum. Para obtener
una estima de la tasa de crecimiento, cada larva
se pes6 una vez a la semana durante 4 semanas
(35,42,49 y 56 dias después de la fertilizacion).
Al llegar al estadio 33 se midieron las tasas me-
tabdlicas basales siguiendo la metodologia des-
crita en ALVAREZ & NICIEZA (2005), pero con-
trolando el flujo de agua a través de las camaras
de respirometria mediante una bomba peristél-
tica y registrando el contenido de oxigeno en
las cdmaras de forma continuada durante un
periodo de 5 min; de esta forma se consigue un
flujo constante y estimas mas precisas de la tasa
de consumo de oxigeno. El tiempo de desarrollo
se midié como el tiempo desde la fertilizacion al
estadio 42. También se midié el peso corporal
en fresco al final del periodo larvario (estadio
42) y al completar la metamorfosis (estadio 46).
Todos estos rasgos se midieron para un total de
162 individuos de la misma familia. Al completar
la metamorfosis, los animales experimentales se
sacrificaron con una sobredosis de benzocaina.
Se guardaron muestras de tejido fresco para su
genotipado.

Se genotiparon todos los microsatélites publi-
cados para la especie, de los cuales 61 ampli-
ficaron y resultaron informativos para la ela-
boracion del mapa de ligamiento. También se
secuencioé el genoma de los 162 descendientes
usando la técnica de ADN asociado a lugares de
restriccion (i.e. secuenciacién RAD, de acuerdo
con su acrénimo en inglés), basandonos en el
protocolo descrito en ELSHIRE et al,, (2011).Se
construyd una referencia gendmica para anotar
SNPs (nucledtidos de polimorfismo simple) a
partir los fragmentos de secuencia ensamblados

de los dos individuos parentales.Tras un control
de calidad, se combinaron los fragmentos para
obtener grupos con un 95% de similitud. Las re-
ferencias de estos grupos se ensamblaron con
los algoritmos implementados en el software
Mira Assembler (CHEVREUX et al,, 2004) para
dar lugar a coéntigos (unién de fragmentos de
secuencia consecutiva). Se mantuvieron aquellos
contigos con >10 y <1000 reads por individuo
(i.e. fragmentos). Cada alelo observado debia
tener al menos un 5% de presencia para ser
tenido en cuenta. Se desecharon los SNPs fija-
dos en ambos parentales y se anotaron los SNPs
restantes en los descendientes. Se realizé otro
filtrado eliminando los céntigos con menos de
200 reads y mas de 20.000. Se comprobé que
los loci siguieran un patrén de segregacion
mendeliana. Al final del proceso se obtuvo un
total de 7077 SNPs que se usaron para elabo-
rar un mapa de ligamiento combinados con los
61 microsatélites. Se construyé un mapa para
cada sexo con el programa MSTmap (WU et dl,
2008) y se localizaron los QTL (loci ligados a
rasgos cuantitativos) con el programa GridQTL
v3.3.0 (SEATON et al, 2006).

Escaneados genémicos

Usando la misma metodologia en cuanto a se-
cuenciacion usada para el mapa de rasgos cuanti-
tativos, se secuenciaron 60 individuos provenien-
tes de 4 poblaciones (i.e. |5 por poblacién). Las
poblaciones de Rana temporaria eran provenientes
de diferentes ambientes térmicos en la Cordillera
Cantabrica. De ambientes frios en altura se usaron
la poblacién de Aliva (Parque Nacional de Picos
de Europa) y la de Candioches (Parque Natural
de las Ubinas, Asturias/Ledn). Para detectar dife-
renciacion respecto a poblaciones de ambientes
mas cdlidos y altitud baja, las restantes dos po-
blaciones fueron Barcena (Parque Natural del Sa-
ja-Besaya, Cantabria) y de Nueva de Llanes (220
m;43°25'11.12" N, 4°55'18.12" O; vecina al Parque
Nacional de Picos de Europa, Asturias). Las mues-
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tras provienen de tejido fresco de metamorfos
capturados en dichas localidades. Entre los frag-
mentos de secuencias obtenidos se ensamblé de
novo el genoma de un individuo de la poblacién
de Nueva de Llanes, usando el programa Bowtie
(LANGMEAD et al, 2009), que se usé6 como
genoma de referencia. El resto de los fragmentos
se alinearon respecto a esa referencia para anotar
polimorfismos nucledtidos simples (SNPs). La ali-
neacion se realizoé con el programa SAMtools (LI
et al, 2000) y la deteccion con el programa VCF-
tools (DANECEK et al, 201 I). Se comprobé que
los SNPs detectados se ajustaran al equilibrio de
Hardy-WWeinberg y se estimé qué frecuencias alé-
licas se separaban significativamente de un patrén
de variacion neutral con el uso del programa LO-
SITAN (ANTAO et al, 2008).

RESULTADOS
Transcriptoma y expresion génica

A partir del ADN complementario, secuenciando
la descendencia de los cruces intra- e interpobla-
cionales de Viango y Aliva, se obtuvieron 24 ge-
notecas (cDNA). Las genotecas tuvieron 336485
fragmentos (reads) por muestra, con un tamafio

medio por fragmento de ~700 pares de bases.

De los 284585 fragmentos que pasaron el filtro
de calidad se consiguié ensamblar 152731.Tras el
ensamblado se identificaron unas 10000 secuen-
cias relacionadas con genes (isogrupos, isotigos
y contigos). Se cotejaron las secuencias con el
genoma de Xenopus tropicalis encontrdndose co-
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rrespondencias con unos 2000 genes. Cotejados
(BLASTS) de los fragmentos con bases de datos
més diversas taxondmicamente (i.e. SwissProt)
permitieron la deteccién de mas genes. En breve,
de un conjunto de 141831 secuencias iniciales se
anotaron con éxito 27963 secuencias. Mediante
el programa GATK (MCKENNA et al, 2010), se
detectaron polimorfismos de nucleétido simples
(SNPs). En Aliva se encontraron 35464 variantes
de SNPs y 34032 en Viango. El nimero de SNPs
por muestra, la frecuencia de variantes por pares
de bases (bp) y heterocigosis fue similar en las
dos poblaciones. En conjunto se contaron 47115
SNPs y se observé que, en promedio, se encuen-
tra un SNP cada 928 bp. La diversidad de nucleé-
tidos por contigos se usé para detectar aquellas
variantes posiblemente afectadas por seleccion
natural (test de la D deTajima usando el programa
VCFtools; DANECEK et al, 201 1). No se encon-
tré ninglin contigo con valor de D menor que -2.
En cambio, se encontraron 26 céntigos con valo-
res de la D mayores que 2, indicando que tienen
una diversidad de nucleétidos mucho mayor de la
esperada debido a variacién neutral o aleatoria.
Esos contigos con D>2 se pueden ver en la tabla
con la ontologia genética anotada seglin la base de
datos SwissProtID (Tabla 1).Algunos céntigos son
heterocigotos en todas las muestras, posiblemen-
te derivados de duplicaciones de genes. Resulta
muy interesante el que algunos de esos genes con
D>2,y por tanto posiblemente bajo seleccién na-
tural, estan relacionados con funciones metabdli-
cas (genes SASB, CP2R| y SMAD4; en negrita en
la Tabla 1) y respuesta inmune (genes MUC5A y
PERM; en cursiva en laTabla I).

Tabla 1. Contigs con D de Tajima > 2, putativamente bajo la accion de seleccién natural divergente. La ontolo-
gia genética anotada de los contigs de acuerdo con la base de datos SwissProtID. Genes con funciones metabé-
licas se han marcado en negrita (SASB, CP2R| y SMAD4) y de respuesta inmune en cursiva (MUC5A y PERM).

Nombre del contig SwissProtID Funcion
comp50680_cl_seql  ART2_YEAST Regulador de transporte celular.
comp64003_c0_seq3  CREBI_BOVIN Factor de transcripcion dependiente de fosoriliacién. Involu-

crado en diversos procesos celulares como sincronizacién de
ritmos circadianos y diferenciacion de células adiposas.
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Nombre del contig

SwissProtID

Funcion

comp66154_c2_seq2

CP2GI_RABIT

Pertenceciente al grupo de citocromos P450. Isozima relacio-
nado con olfaccién.

comp58521_c0_seq4

SASB_ANAPL

Tioesterasa involucrada en la biosintesis de acidos grasos.

comp64067_c3_seql

CP2RI_HUMAN

Actividad como D-25-hidroxilasa en vitamina D2 y D3.

comp66225_c0_seql

K2C6A_HUMAN

Heterodimero de queratinas de tipo | y Il. Interacciona con TCHP.

comp65297_c0_seqb

SMAD4_RAT

Coactivador y mediador de la transduccion de sefiales
del TGF-beta (factor de crecimiento transformante).

comp61675_c0_seql

CP2GI_RABIT

Pertenceciente al grupo de citocromos P450. Isozima relacio-
nado con olfaccién.

comp61063_c0_seql

PEX26_MOUSE

Posiblemente participa en la importacién de proteinas a pe-
roxisomas.

comp62941_c0_seq2

H4_MYTTR

Histona, componente principal del nucleosoma. Papel critico
en la regulacién de transcripcion, reparacion de ADN, replica-
cion y estabilidad cromosémica.

comp66728 cl_seq2

MUC5A_HUMAN

Glicoproteina que interviene en la formacion de geles en los epitelios
de los tractos gdstricos y respiratorios.

comp21592_c0_seql

TXN4B_MOUSE

Papel fundamental en splicing de pre-ARNm.

isotig01351

PHS_RAT

Participa en la biosintesis de tetrahidrobiopterina. Favorece la
actividad transcripcional.

comp62828 c0_seql

MUC4_RAT

Puede participar en el avance de procesos tumorales. Posible-
mente a través de represién de apoptosis.

comp53584_c0_seql

LAP2A_MOUSE

Involucrada en la organizacién estructural del nicleo y su en-
samblado post mitético.

comp61440_c0_seql

HRGIB_XENLA

Hemo transportador que regula la disponibilidad de hemoglobina.

comp58354_c0_seq2

CSGA_MYXXA

Proteina transmisora de sefales entre células que se requiere
para la formacién de esporocarpos. Necesaria para agregacion
celular, diferenciacion de esporas y expresién génica.

comp32794_c0_seql

GNAI3_CAVPO

Proteina G, interviene como modulador o transductor en
sistemas de comunicacién entre membranas. Puede tener un
papel en la divisién celular.

comp458387_c0_seql

PERM_MOUSE

Componente del sistema de defensa de leucocitos polimorfonuclea-
res. Responsable de actividad microbicida frente a gran variedad
de organismos.

comp62708_cl_seql

OLFL3_XENLA

Proteina excretada con un papel fundamental en el desarrollo
del patrén dorsoventral en estadios tempranos.

isotig03035

YO84_CAEEL

Desconocida.

comp62904_c4_seq2

DHDDS_HUMAN

Catalizador en procesos de sintesis de glicoproteinas.

comp56996_c|_seql

GLOD4_RAT

Glioxidasa que interviene en el silenciamiento de genes.

comp64471_c0_seql

RAB5C_HUMAN

Participa en transporte de proteinas, probablemente en trafico
vesicular.

comp66952_c0_seq2

RABI0_CHICK

Regulador del tipo GTPasa rab que participa en el trafico in-
tracelular formando y fusionando vesiculas de transporte.

comp57235_c0_seql

SNR40_MOUSE

Componente del complejo de la ribonucleoproteina U5 menor.
Cataliza la eliminacién de intrones de ARN pre-mensajero.
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Combinando los ensamblados de las platafor-
mas 454 Roche e lllumina HiSeq, detectamos
141,831 contigos no-redundantes de los cuales,
27,693, se anotaron como genes usando la base
de datos Swiss-Prot.

Uno de los aspectos mds destacables es que en-
contramos 16 secuencias con alta homologfa, co-
rrespondientes a péptidos antimicrobiales (AMP en
lo sucesivo), ya conocidas en especies de Ranidae
y relacionadas con la capacidad de defenderse de
infecciones. En detalle, las |6 secuencias correspon-
dientes a AMPs comprenden un gen completo: un
dominio sefalizador altamente conservado y una
secuencia no-codificadora (j.e. intrén) ligeramente
modificada.

Proyectos de investigacion en Parques Nacionales: 2012-2015

Las secuencias representan los cuatro mayo-
res grupos de AMPs en la rana bermeja (Fig.
I;i.e. temporina, brevinina-2, melittina y rana-
ciclina-T). Trece de las secuencias han revela-
do nuevos dominios antimicrobiales (aunque
serian necesarias pruebas funcionales para
determinar su papel con certeza). La mayo-
ria de estas homologias se encontraron en
las secuencias obtenidas con la plataforma
454Roche, por ser mas largas (200 pares de
bases) comparadas con las de lllumina HiSeq
(100 pares de bases). En conjunto, nuestro en-
samblado genémico (o borrador de genoma)
para Rana temporaria cubrié un tercio del
genoma.

Fig. 1. Arbol filogenético de las secuencias de los transcritos encontradas. Las ramas de los cuatro grupos principales de
péptidos antimicrobiales (AMPs) en la rana bermeja se resaltan con fondos de color. En verde: temporinas B, H; en azul claro:
emporina-G; en azul oscuro: brevinina-2; en amarillo: péptidos del tipo melittina y en rojo: ranaciclinaT.
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En lo referente a los andlisis de expresién
génica no se encontraron diferencias signifi-
cativas entre poblaciones de ambiente frio y
calido en respuesta al tratamiento de choque
térmico (Fig. 2). Sin embargo, si se observaron
diferencias entre poblaciones con respecto a
su origen térmico. La variacién en expresion
génica parece mas restringida en la poblacién
de montafa y, en menor medida, en hibridos

(Fig. 2).

Fig. 2. Grafico de componentes principales en nimero de
transcripts por individuo a partir de 20000 genes. La va-
riacion en expresion génica para todos los genes expresa-
dos se resume en 2 componentes principales que capturan
~70% de la variacion total. Los cddigos para el origen de
los individuos son AA, Aliva/Poblacion de Montafia colores
azules, color claro temperatura control «C» color oscuro
temperatura de choque «T»; AV hibridos de Aliva y Viango
en colores verdes;VV,Viango/Poblacion de zona Baja en co-
lores rojos.

Mapa de rasgos cuantitativos

Del total de SNPs informativos, 3593 segrega-
ron para la hembra (que corresponden a la po-
blacion de Barcena) y 3129 para el macho (que
corresponden a la poblacién de Candioches) y
se unieron a los microsatélites para construir
el mapa por sexo. Se han obtenido |3 grupos
de ligamiento con un total de 3596 marcadores
en las hembras y 3105 en los machos. Nues-

tras estimas indican que el mapa de ligamien-
to para hembras es 1,87 veces mayor que el de
machos, siendo el tamafio aproximado de 5708
cM para hembras y 3052 cM para machos. En
el mapa para machos se observaron zonas de
recombinacion nula entre loci en varios grupos
de ligamiento (Fig. 4). Por lo tanto, la tasa de re-
combinacién en hembras es aproximadamente
el doble que en machos.

Ademas, el mapa de ligamiento obtenido ha
revelado que el grupo de ligamiento que pu-
tativamente alberga el sistema de determi-
nacién sexual para la especie contiene los
mismos microsatélites que estdn ligados al
sexo fenotipico en localidades en Escandina-
via y Suiza. Sin embargo, se ha detectado otro
cromosoma que puede estar implicado en
fendmenos de determinacion sexual puesto
que presenta una heterocigosis mucho mas
elevada en machos que en hembras (grupo
Rté en Fig. 3).

Fig. 3. Numero de SNPs de machos frente a hembras para
todos los grupos de ligamiento.

Con base en el mapa de ligamiento obtenido en
este proyecto se ha elaborado un mapa de rasgos
cuantitativos (i.e. QTL) encontrando un total de
12 (tres significativos y nueve potenciales, Tabla 2).
Para masa corporal tras la metamorfosis (estadio
46), se ha localizado un QTL significativo en el
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grupo de ligamiento Rt7B que explica un 8% de  Ademas, el andlisis del mapa de la hembra ha en-
su varianza y dos QTL potenciales en Rt2 y Rt7A.  contrado también un QTL potencial para tasa de

Tanto el andlisis del mapa de la hembra como el crecimiento en Rt8A. Para tasa metabdlica basal,
del macho han identificado un QTL significativo se han encontrado tres QTL, dos potenciales en
para tasa de crecimiento en Rt6 explicando alre-  Rté y Rtl0 y uno significativo en Rt4B explicando

dedor de un 8% de la varianza (Tabla 2 y Fig. 4).  un 6.5% de su varianza fenotipica.

Fig. 4. Recombinacion en los dos sexos. A la derecha, el mapa para los grupos de ligamiento (GLs) del macho muestra re-
giones sin recombinacién (i.e. picos con alta densidad de marcadores).A la izquierda la hembra muestra una recombinacién
uniforme en todos los GLs.
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Tabla 2. Lista de QTL encontrados en este trabajo. Se presenta el grupo de ligamiento, el rasgo medido (peso
al completar la metamorfosis, stg46; peso al final del periodo larvario, stg42; tiempo de desarrollo, DT; tasa
metabdlica basal, SMR; tasa de crecimiento, GR), posicién dentro del grupo de ligamiento, valor F del QTL y de
los niveles de significacién 0.05 y 0.0l entre paréntesis, andlisis en el que fue identificado, tamafio del efecto y
porcentaje de varianza explicada (PVE).

Grupo Rasgo  Posicion Valor F (0.05-0.01 Analisis Efecto PVE

ligamiento (cM) nivel cromosémico)

Rt2 stg46 651 F=12.62%(10.76-14.35)  hembra 2183198  180.8728 0.0677
Rt7A stg46 9 F=7.88%(7.75-11.37) macho 184.4077  214.7849 0.0413
Rt7B stg46 127 F=14.88%%(8.49-11.92) hembra 1787235  220.4691 0.0798
Rt7A stg42 33 F=10.57%(9.05-12.43) hembra  332.0811 391.3387 0.0561
Rt3 DT 210 F=10.49%(10.37-13.6) hembra 79.0043 85.7535 0.0560
Rt7A DT 33 F=9.77%(8.84-12.23) hembra  85.9407 788171 0.0530
Rt7A DT 238 F=8.89%(8.79-11.85)a hembra  85.4629 79.2949 0.0472
Rt4B SMR 132 F=12.08%%(8.26-11.88)  hembra 0.0091 -0.0091 0.0648
Rté SMR 387 F=11.36%(10.38-13.33)  hembra 0.0089 -0.0089 0.0608
Rt10 SMR 27 F=8.23%(8.17-11.44) macho 0.0077 -0.0077 0.0432
Rté GR 260 F=17.26+%%(8.25-11.83)  macho 12.5940 17.4078 0.0917
Rté GR 416 F=14.29%%(10.12-13.97)  hembra 17.1615 12.8403 0.0763
Rt8A GR 186 F=8.56%(8.52-12.24) hembra 16.7379 13.2639 0.0448

Fig.5. Mapa de ligamiento, promedio entre sexos, con las posiciones de los QTL detectados. Peso al completar la metamor-
fosis,VW46; tasa metabdlica basal, SMR; tiempo de desarrollo DT.

Un resultado interesante ha sido la identifica-  trolar peso al final del periodo larvario (estadio
cion de un QTL pleiotropico que parece con-  42) y tiempo de desarrollo. Ambos rasgos pre-

449



Josté MaNUEL CANO ARIAs, et al.

sentan ademads una correlacién fenotipica nega-
tiva (Pearson = -0.62).

Escaneados genémicos

En conjunto se detectaron, 210633 SNPs.

Aplicando criterios de filtrado muy selecti-
vos (90% de similaridad), y tras eliminar loci
con desviaciones significativas del equilibro de
Hardy-Weinberg, se trabajé con un nimero final

Proyectos de investigacion en Parques Nacionales: 2012-2015

de 1542 SNPs. Empleando el programa Lositan
se estimd que la tasa de deriva génica entre po-
blaciones de montafa y zona baja es muy baja
(F;; < 0.005). Del total de SNPs encontrados 80
presentan signos de estar bajo seleccién esta-
bilizante (zona amarilla en Fig. 6) y 112 SNPs
presentan signos de seleccién divergente (zona
roja en Fig. 6). Este conjunto de | 12 SNPs puede
tener un valor adaptativo con relacion a la adap-
tacion a ambientes de montaiia en el Parque Na-
cional de Picos de Europa.

Fig. 6. Divergencia génica (FST) y Heterozigosis (He) en los SNPs hallados con la técnica RAD en poblaciones bajas y de
montafa. Los marcadores en la zona gris presentan variacion neutral, en la zona amarilla son candidatos a estar bajo seleccion
estabilizante y en la zona roja son candidatos a estar bajo seleccion divergente.

DISCUSION

La motivacion para este proyecto era el esta-
blecer si los recientes avances en genémica per-
mitian la deteccién de polimorfismos genéticos
relevantes para la conservacion. La utilidad de
esta aproximacion es especialmente relevante
cuando el objetivo es establecer la diversidad y
rareza de poblaciones dentro de una misma es-
pecie. Trabajos de campo y experimentales han
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demostrado que las poblaciones de una misma
especie son capaces de diferenciarse en periodos
evolutivos cortos (i.e. decenas de generaciones,
HENDRY & KINNISON 1999; BELL et al., 2004;
KAWECKI & EBERT 2004). Esta diferenciacion
tiene en muchos casos una base genética impor-
tante que no se refleja en estudios basados en
marcadores con variacién neutral (i.e. microsa-
télites y ARN mitocondrial; FRANKHAM et al,
2002). A pesar de que amplias revisiones de es-



Biodiversidad intraespecifica en anfibios en sistemas montafiosos - Implicaciones evolutivas y de conservacion en el Parque Nacional...

tudios experimentales y de campo demuestran
que indicadores de divergencia genética neutral
(e.g. F,;) no se corresponden con la divergencia
adaptativa (LEINONEN et al,, 2008), todavia no
se han adoptado los nuevos métodos molecu-
lares con vistas a resolver problemas de con-
servacion. Este trabajo demuestra que, con los
recursos de un proyecto de investigacion medio,
se pueden detectar polimorfismos genéticos
para caracterizacion de diversidad adaptativa a
gran escala.

Uno de los retos que ha enfrentado este pro-
yecto, y que afecta cualquier estudio semejante
con especies silvestres, es la falta de un genoma
de referencia. Un genoma de referencia es la se-
cuencia completa, o casi, del genoma de la es-
pecie de estudio. Esa referencia es critica para
el ensamblado e identificacién (i.e.anotacién de
genes) de los fragmentos de secuencias genera-
dos. En otras palabras, es el molde sobre el que
se sitlan los fragmentos obtenidos para unirlos
e intentar identificar la funcion de los genes ha-
llados. Es por eso que gran parte de éste pro-
yecto se ha dedicado a la elaboracién de un
transcriptoma (secuencia de ARN a partir de
secuencias de ADN complementario; es decir,
Unicamente la fraccion del genoma que se tradu-
ce en proteinas) y de un genoma (secuencia de
ADN a partir de secuencias de ADN gendmico;
es decir, la secuencia completa se transcriba o
no) para la especie de estudio Rana temporaria.

Aunque la elaboracion del transcriptoma y bo-
rrador gendémico se plantearon a priori como
una mera herramienta para ayudar al ensam-
blado de fragmentos de secuencias de nucleé-
tidos, en la prictica condujo a la identificacion
de genes importantes relacionados con rasgos
de historia de vida. La comparacion de los ge-
nomas de dos poblaciones geograficamente
cercanas (Aliva y Viango, separadas por unos 22
Km) revelé la existencia de mas de 40000 poli-
morfismos nucleétidos Unicos. Entre los que se
pudo asignar a alglin gen conocido, al menos 26

mostraron indicacion de haberse diferenciado
por la accién de la seleccién natural divergen-
te. Es especialmente relevante el hecho de que
haya genes relacionados con funciones metabo-
licas y de respuesta inmune (ver Tabla I). Esta
bien establecido que Rana temporaria es capaz
de modificar sus tasas de crecimiento y desa-
rrollo larvarios de acuerdo con las oportunida-
des de crecimiento en el medio (temperatura
y disponibilidad de agua y alimento) (CANO et
al, 2004) que a su vez pueden estar ligadas a
diferencias en tasas metabdlicas (PRIEDE 1985;
METCALFE et al,, 1995; METCALFE 1998).

Las diferencias altitudinales dentro del Parque
Nacional de Picos de Europa bien pueden gene-
rar este tipo de procesos adaptativos y de ahi la
relevancia de disponer de marcadores que iden-
tifiquen divergencia en esos rasgos. Otro tanto
puede decirse de los genes involucrados en res-
puesta inmune, no sélo por la susceptibilidad de
los anfibios a patogenos emergentes que estan
decimando sus poblaciones (SCHLOEGEL et al,,
2006; SKERRATT et al., 2007), sino porque tam-
bién parece haber una relaciéon negativa entre
tasas de desarrollo y capacidad inmunoldgica
(GERVASI & FOUFOPOULOS 2008).

El estudio del transcriptoma permitié la anota-
cion de mas de 27000 genes entre los cuales
destacan 16 genes con funcién antimicrobial
(i.e. para defenderse de las infecciones). Estos
genes representan los cuatro mayores grupos
de péptidos antimicrobianos en Rana temporaria
y revelaron |3 dominios antimicrobiales nuevos.
En conjunto, dada la longitud de las secuencias
obtenidas con la plataforma Roche 454 (i.e. al-
rededor de 200 pares de bases), el genoma y
transcriptoma desarrollados en este proyecto
permitirian el desarrollo de marcadores uni-
versales para estos genes para Rana temporaria
y otras especies estrechamente emparentadas.
Estos marcadores se encuentran en regiones
que muestran divergencia entre poblaciones de
altitudes contrastadas, incluso a la escala espa-

451



Josté MaNUEL CANO ARIAs, et al.

cial que afecta al Parque Nacional de Picos de
Europa y su entorno inmediato.

Sin embargo, no solo las secuencias genémi-
cas estan involucradas en la diferenciacion en
rasgos fenotipicos. Genes con una secuencia
idéntica pueden expresarse en cantidades con-
trastadas dependiendo de las condiciones am-
bientales. En el presente trabajo se expuso a
un choque térmico a larvas de Viango y Aliva
pero no se detectaron diferencias claras en

expresién génica debidas a dicho tratamiento.

Esta falta de diferencia puede deberse a varias
causas. Por una parte, puede que no haya una
diferencia real entre las poblaciones en cuanto
a expresion génica frente a episodios de calen-
tamiento brusco. Por otra parte, puede que no
hayamos sido capaces de detectarla. Esta falta
de deteccién podria ser debida a no haber es-
cogido la etapa en el desarrollo en el que se ma-
nifiesten diferencias en expresion génica como
respuesta a cambios de temperatura. También
puede que la respuesta esté presente pero no
la hayamos identificado debido a estar enmas-
carada por la falta de diferencias en expresion
en otros genes no involucrados en tolerancia
térmica. Hay que tener en cuenta que, debido a
la cantidad de tejido necesaria para una secuen-
ciacién exitosa, se usd una mezcla de tejido de
todo el individuo. Eso implica que la mayoria
de genes expresados tienen que ver con fun-
ciones metabolicas de mantenimiento y pueden
enmascarar diferencias en genes relevantes. Es-
tudios de expresion génica con base en tejidos
escogidos (e.g. higado) serian menos suscepti-
ble a ese problema.

No obstante, en los patrones generales de ex-
presidn génica se observaron diferencias signi-
ficativas en cuanto al origen de las larvas inde-
pendientemente del tratamiento. Las larvas de
la poblacién de mayor altitud (Aliva) presenta-
ron unos niveles de expresién génica menores
que las larvas de altitud baja (Viango). Las larvas
obtenidas al cruzar parentales de Aliva y Viango
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presentaron un patréon de expresién génica bajo,
similar al de la poblacién de altura. Asi, a falta
de comprobar la generalidad de este patrén con
mds poblaciones de altitudes contrastadas, nues-
tro trabajo indica que puede haber diferencia-
cion en niveles de expresion ligada a adaptacion
a altura. Es mas, el genotipo de las poblaciones
altas parece dominar el patrén de expresién
génica cuando hibridan con poblaciones bajas.
Aunque estos patrones de expresion génica
aportan evidencia a la expectacién de divergen-
cia genética entre poblaciones de ambientes tér-
micos contrastados, la complejidad de su inter-
pretacién dificulta su aplicacién en programas
de conservacioén a corto plazo.

Una forma mas directa para medir qué regio-
nes gendmicas estan ligadas con la variacion de
rasgos involucrados en procesos de adaptacion
local es la realizacién de mapas de rasgos cuan-
titativos, mas conocidos como mapas de QTL
por sus siglas en inglés (i.e. quantitative trait
loci). Calculando los patrones de segregacion de
alelos heterocigotos en los padres, podemos es-
tablecer las tasas de recombinacién en los des-
cendientes. De esta forma se pueden establecer
las distancias entre loci y qué loci pertenecen a
un mismo cromosoma o grupo de ligamiento.
Este proyecto ha obtenido el mapa de ligamien-
to mas completo hasta la fecha para Rana tem-
poraria. El mapa se basa en las tasas de recom-
binacion de 7138 marcadores y ha resultado en
I3 grupos de ligamiento, que se ajusta a los |3
cromosomas descritos para la especie (SPASI-
C-BOSKOVIC et al,, 1997).En lo referente a los
aspectos funcionales mas relevantes, cabe des-
tacar el grupo de ligamiento Rtl (Fig. 4). En ese
grupo de ligamiento aparecen una serie de mar-
cadores previamente ligados al sexo fenotipico
en otras poblaciones europeas (MATSUBA et
al, 2008; ALHO et al, 2010; CANO et al, 201 1;
RODRIGUES et al, 2013), resultado que indica
que es muy probable que el sistema de deter-
minacion genética sexual esté muy conservado
en toda el drea de distribucion de la especie.
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Como en previos mapas para Rana temporaria
(CANO et dl, 201 1; RODRIGUES et al, 2013;
BRELSFORD et al, 2016), la tasa de recombi-
naciéon en hembras fue mayor que en machos
y resulté en un mapa de ligamiento unas dos
veces mas largo en hembras que en machos. Es
de notar que el grupo de ligamiento Rtl, putati-
vamente relacionado con determinacién sexual,
no muestra una reducciéon de recombinacién
en machos mucho mas marcada que el resto de
los grupos. Este fendmeno va en contra de los
modelos clasicos de evolucion de cromosoma
sexuales heteromorficos (CHARLESWORTH &
CHARLESWORTH 2000; CHARLESWORTH et
al, 2005) que predicen un colapso de recom-
binacion en el mismo (i.e. el cromosoma Y en
el caso de Rana temporaria) e indica que en la
familia estudiada existe una recombinacion sig-
nificativa en machos incluso en el cromosoma
sexual. Este patrén no es Unico en nuestro es-
tudio ya que también se ha detectado en una
poblacion suiza (BRELSFORD et al,, 2016). Otro
criterio diagnéstico propuesto para la deteccién
de cromosomas sexuales es un marcado exceso
de heterocigosis en machos (BRELSFORD et
al, 2015). Nosotros lo hemos detectado en el
grupo de ligamiento Rt6 (Fig. 3).A falta de com-
probaciones mds exhaustivas (e.g. correlacion
de alelos con sexo fenotipico), nuestros resulta-
dos apuntan a este cromosoma como candidato
a intervenir en los procesos de determinacién
sexual.

Mientras las tasas de recombinacién en hembras
son bastante homogéneas en todos los grupos
de ligamiento, no ocurre lo mismo en machos
ya que presentan zonas sin recombinacion en
muchos de los grupos de ligamiento (Fig. 4). Los
loci localizados en esas zonas sin recombina-
cién tienen un especial interés ya que pueden
albergar genes de gran importancia funcional
(YEAMAN 2013).

Con base en el mapa obtenido, se estimo la aso-
ciacion entre variacion en rasgos ligados a histo-

ria de vida y frecuencias alélicas. Nuestro mapa
ha encontrado al menos 12 regiones genémi-
cas claramente asociadas a los rasgos medidos
(QTL). Para todos los rasgos, excepto peso cor-
poral al final del periodo larvario (estadio 42),
se ha localizado mas de un QTL. El QTL pleio-
tropico encontrado entre peso corporal al final
de la fase larvaria y tiempo de desarrollo podria
explicar la correlacion genética y fenotipica a
menudo encontrada entre estos dos rasgos
(BERVEN & GILL 1983; LAURILA et al, 2002).
Hay que notar que, aunque el mapa presentado
identifica las zonas gendmicas relacionadas con
los rasgos de interés, los loci QTL detectados en
el mapa no pueden usarse directamente en pro-
gramas para monitorizar polimorfismos funcio-
nales. Al disponer de una cobertura parcial del
genoma con nuestro mapa, no podemos estar
seguros de la distancia entre el QTL hallado y
el gen que estd directamente asociado al rasgo
(CANO et al, 2006). El paso siguiente seria el
secuenciar las zonas donde se han hallado los
QTL y realizar un estudio de desequilibro de
ligamiento a escala fina (MAKINEN et al,, 2008).
De esta forma se podria localizar de forma muy
precisa que gen, o grupo de genes, esta direc-
tamente ligado a cada rasgo. En cualquier caso,
la presencia de QTL significativos denota que
existe una segregacion fenotipica con una fuerte
base genética en todos los rasgos considerados
y que las poblaciones parentales pueden consi-
derarse como unidades evolutivas bien diferen-
ciadas.

La udltima tarea de este proyecto consistié en un
escaneado genomico comparando la variacién
alélica entre un par de poblaciones de baja altitud
y un par de alta montafia en la cordillera canta-
brica. El método se basa en comparar los niveles
de variacion alélica basados en una gran cantidad
de polimorfismos de nucleétido simples (SNPs;
1542 en este proyecto) y detectar aquellos que
se desvien significativamente de un patrén de
variacion neutral. Aquellos SNPs que presenten
un grado de divergencia claramente superior
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a la neutral son loci que se considera que han
divergido por efecto de la seleccién direccional
(BEAUMONT et al, 2005). Esos loci con di-
vergencia extrema pueden usarse directamen-
te para monitorizar el grado de diferenciacién
adaptativa entre poblaciones de Rana temporaria
en una escala espacial como la del Parque Na-
cional de Picos de Europa. Nuestra comparacién
de poblaciones altas y bajas revelé un total de
I 12 SNPs posiblemente afectados por seleccién
divergente frente a ninguno cuando se compara-
ron las poblaciones altas entre si o 14 cuando se
compararon solo las bajas. Este patrén indica de
manera clara que los ambientes de origen ejer-
cen un fuerte efecto selectivo, generando una
divergencia genética significativa entre poblacio-
nes de Rana temporaria de altitudes contrasta-
das. Debido a la corta longitud de los contigos
con los SNPs divergentes (un promedio de 100
pares de bases) no se pudieron asignar inequi-
vocamente a ninglin gen incluido en las bases de
datos gendmicas actuales. A medida que se vaya
completando el borrador del genoma de Rana
temporaria se podran ir identificando.

Queremos resaltar el hecho que el descrip-
tor habitual usado para determinar el grado
de diferenciacion genética entre poblaciones
fue muy bajo (F;<0.005). Un valor tan redu-
cido de divergencia neutral se consideraria
tradicionalmente como evidencia de panmixia
entre poblaciones y podria dar lugar a reco-
mendaciones de manejo como si se tratase de

una poblacién tnica (FRANKHAM et al,, 2002).

Nuestra aproximaciéon demuestra que, a pesar
de no haber divergencia neutral aparente, las
poblaciones si estan diferenciadas de forma sig-
nificativa en loci relacionados con procesos de
adaptacién local.

Consideraciones finales

En este proyecto hemos demostrado que pobla-
ciones geogrificamente cercanas en el Parque
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Nacional de Picos de Europa y zonas limitro-
fes, presentan un grado de divergencia genética
adaptativa importante en funcién de su origen
altitudinal. Por lo tanto, recomendamos que las
poblaciones de altura de Rana temporaria se con-
sideren como unidades evolutivas significativas
objeto de conservacién. El éxito de la técnica
de secuenciacion de ADN asociado a lugares de
restriccion (i.e. secuenciacion RAD) para detec-
tar polimorfismos adaptativos la convierte en
una buena herramienta para la monitorizacién
de diversidad intraspecifica.Ya que el método no
precisa de marcadores desarrollados para cada
especie concreta, y en muchos casos se puede
obtener ADN con métodos poco intrusivos, se
propone la realizacién de escaneados genémi-
cos a escalas de paisaje relevantes. Por ejemplo,
la distribuciéon de una especie dentro de la red
de parques nacionales.

La elevada sintenia (i.e. grado de homologia y
organizacion estructural genémica) entre espe-
cies de anfibios con tiempos de divergencia ele-
vados (BRELSFORD et al,, 2015; BERLSFORD et
al, 2016; PALOMAR et al, 2017) indican que los
polimorfismos adaptativos encontrados en la
anotacién del genoma y transcriptoma posible-
mente pueden usarse en especies estrechamen-
te emparentadas. En el caso de la red de parques
nacionales Rana iberica y Rana pyrenaica serian
buenas candidatas.
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EL EFECTO DEL CLIMA EN LA BIOGEOGRAFIA
MICROBIANA DEL SUELO ASOCIADO A PLANTAS
EN SIERRA NEVADA
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RESUMEN

Teniendo en cuenta que los microorganismos presentes en el suelo y especialmente en el suelo rizosférico
ejercen un papel clave en la dindmica y el funcionamiento de los ecosistemas terrestres, es necesario conocer
como las comunidades microbianas se ven influenciadas por los cambios climaticos que se producen en el medio
ambiente. Por consiguiente, el objetivo principal del presente estudio ha sido evaluar el efecto del clima en las
comunidades microbianas asociadas a la rizosfera de la planta cosmopolita tomillo salsero (Thymus zygis L) y en
suelo suelto. Para ello se han estudiado tanto a nivel taxonémico como funcional las comunidades microbianas
presentes en ambos tipos de suelo siguiendo un transecto altitudinal en dos regiones del Parque Nacional
Sierra Nevada, Capileira y Puerto de la Ragua, durante dos afios consecutivos. Los resultados obtenidos con
la secuenciacion masiva de amplicones de marcadores taxonémicos de bacterias y hongos en combinacion
con microchips funcionales (GeoChip) ha demostrado que las diferencias mas significativas de comunidades
microbianas se observan entre los distintos tipos de suelos (suelo suelto vs. suelo rizosférico) y en las distintas
altitudes. También, el estudio ha permitido la identificacion de los taxones bacterianos y flingicos que componen
los microbiomas centrales caracteristicos de cada altitud. Este trabajo es el primer estudio sistematico de la
diversidad taxonomia y funcional microbiana presente en diferentes regiones, tipos de suelos y altitudes en el
Parque Nacional Sierra Nevada.

Palabras clave: Rizosfera, transecto altitudinal; diversidad microbiana, ADN metagenémico; Thymus zygis, cam-
bio climatico, suelo
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