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“Para vivir en este mundo
hay que poder
hacer tres cosas:
amar lo que es mortal
y sostenerlo
contra los huesos propios
a sabiendas de que tu propia
vida depende de ello;
y, cuando llegue el tiempo
de dejarlo ir,

dejarlo ir.”



AGRADECIMIENTOS

Al final de esta etapa, solo queda agradecer a quienes estuvieron ahi...

Mi familia... mis primos, tios, abuelos, hermanos... en especial a mis padres,

gue siempre saben estar, decir y callar, gracias por empujarme y guiarme.

Mis amigos del alma, porque la verdadera familia casi nunca crece bajo el

mismo techo...
Al Dr. Fernando Fredes, gracias por la paciencia, los consejos y las risas.
Al Dr. Herman Nufiez por mostrarme un mundo de posibilidades.

“‘Deni” Donoso y su gata Boni, porque me presentaron lo que seria la solucion

a todos mis problemas.

A Cristébal Bricefio por aparecer en el momento exacto y mostrarme que todo

tiene una solucion...
A Patricio Toro, ese amigo que siempre esta para alegrarte los dias...

Y finalmente a Catherine Dougnac, mi compariera del alma, sin tus consejos,

guias, correcciones y retos, este trabajo no tendria un punto final.



1

10

11

12

Tabla de Contenidos

Tabla de CoNtENIAOS .......eiiiiiiiiiiieee e s 1
INAice de AYUAas ITUSTIATIVAS ......c.eveveeeeeeeeeeeeeee ettt ettt eae e e e ee e e e e e e eee e enens 3
2.0 FIBUIAS it 3
2.2 TaAbIAS e e 3
RESUMEBN L.ttt e e s a e e e e 5
SU I MY ettt e e e e cre e e e e e ettt e e e e eeeeeeeas e e eeeeeeeeessanaaaaeeeereassnnnanseeeenensssnnnnsaeeeerenrnnnn 6
TaiagoTe [ ToloiTo ] PR TP TP TPTRUPPRPP 7
AV oY W 211 o T 4 = or- TR USSR 9
6.1 ESPECIES INVASOIAS. cciiiieiiieeeieieieieieeeee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeanaeens 9
T A U= o X | = USRI 12
6.3 UN NUEVO rePtil INVASOT......uiiiiiiiiie ettt ettt crree e e e e e e etrrreeeeeeeens 14
6.3.1  Tarentold MAUIIEANICQ ............cocoueeiiiiiiiiiiiiieeeee e 15
6.4  1dentificacion dE ESPECIES.....uuuiiiiiie ittt e e e e e e e e 19
6.5 Consideraciones GENErales........ociiiiiiiiiiiiiiieee e 20
[ T o Yoy ¢=T] E PPN PSPPI 21
(0] o] (=1 A\ e T CT=T o 1=T - PSPPSRt 21
ObjJEtiVOS ESPECITICOS .uvvrrrreriiiiiiiiiitreiiee e ettt e e esebrrer e e e e e e e sessbbareeeeeeeeesenssrraneeeas 21
Material Y METOTOS ....veiiiiiiiiie e e s e re e e e e sbae e e s sareeeesennes 22
RESUITAAOS .. e s 26
11.1 ANALISIS MOIECUIAIES ..c.eeeiiiiie e 26
11.2 DeSCripCiON PArasitaria....cccueeeecceeeeeeiiiee et e eectee e e et e e e eerre e e e e saae e e s eraraeeeeennns 29
DISCUSION ..ttt s e e n e st e r e e n e neenane s 32
12.1 Confirmacion de especie y determinacion del origen ........ceeveeiiiecciiiiiieneenn. 32

1



12.2 FAuNQa Parasitaria.......eeeeueeeieiiiiiiiiiiiiiiii s 34

12.3 Nuevos antecedentes ¥ PErsPeCiVAS......ccccvveeeeeeeeiieiiiireeeeeeeeeeeerrreree e e e e e eseaanns 36
13 CONCIUSIONES ..ttt s e st e e e e st e s sab e e e sabeesnreenane 39
1 1] o1 oY= - | - TP PP PUPRRRRRRRIRt 40
L5 ANEXOS ciiiiiiiiiiitiitiit e e et e e e s aa e e e e e s s s e snrree 50

15.1 ANEXO Lottt e 50

15.2 ANBXO 2.t e s e e e e an e 51



2 indice de Ayudas llustrativas

2.1 Figuras
Figura 1. Fotografia de Tarentola mauritanica (César Muioz V., 2015)......ccccccceverireeennennn. 16
Figura 2. Mapa de distribucidon europea y africana de Tarentola mauritanica.................... 17

Figura 3. Sitio de muestreo, comuna de San Miguel, Santiago, Regidn Metropolitana, Chile
(33°30°S, 70° 39" O, 568 MLS.N.ML) ciiiiiiiiiieiiieeeitee ettt e esteestreesseeesteeessbeeessseeesaseeessseesnsseens 22
Figura 4. Fotografias de los geles de agarosa al 1,5% luego de la electroforesis del resultado
de la PCR para la amplificacion del 125 y 16S ARNr de Tarentola mauritanica.................... 26
Figura 5. Arbol filogenético combinado utilizando el modelo heuristico de Maximum
Likelihood y el modelo bayesiano, de secuencias concatenadas del 125 y 16S ARNr de
Tarentola mauritanica, y utilizando a Tarentola boehmei cOmMo OULEroup ......ccccceeeeeernnnns 28
Figura 6. Fotografias de dcaros trombiculidos parasitando a Tarentola mauritanica ......... 29
Figura 8. Fotografias obtenidas por lupa (aumento de 4x) de Parapharyngodon spp.
encontradas en el intestino Tarentola MAUIitanica...............cccocoeeviiieniiiiniiieniieeneeeseeae 30
Figura 7. Fotografias utilizadas para la identificacién de Geckobia spp. encontradas en
TArentola MAUIIEANICQ .........c..cooiuuiiiiiiiiie ettt ettt e s e s eaneesane 30
Figura 9. Fotografias de microscopia éptica de las muestras de contenido gastrointestinal
de Tarentola mauritanica analizadas mediante el exdmen coproparasitario de flotacion en
SOlUCION SAtUrada de NaCl......coceeiiieiieeeeee e e 31
Figura 10. Fotografia de madriguera de Tarentola mauritanica encontrada por Raul Diaz,

Tahia Rannou y Paula Maldonado............ueeeeiiii i 37

2.2 Tablas

Tabla 1. Numero de especies, especies endémicas y porcentaje de endemismo especifico
(porcentaje de especies presentes que tienen la condicidon de endémica) segln género de
escamosos presentes en Chile continental (fuente: CONAMA, 2008). .......ccooevevrrveeereeennnnns 14
Tabla 2. Partidores utilizados en la PCR convencional para la amplificacién del segmento

125y 165 ARNr de Tarentola mauritQniCa. ..............ceeeeecceiuieeeeeeeeececcciriee e e e e secrrareeee e e 23


file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032570
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032571
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032572
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032572
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032573
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032573
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032574
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032574
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032574
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032575
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032576
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032576
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032577
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032577
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032578
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032578
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032578
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032579
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032579
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032587
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032587
file:///C:/Users/ToTo/Dropbox/TESIS/Magister/Escrito/Tesis%20Magister%20Toto%20CD.docx%23_Toc468032587

Tabla 3. Condiciones de amplificacidn utilizadas en la PCR para los partidores 12S y 16S.
(HArTIS €1 A1., 1998) . eiiiieiiee ettt ee et e e e e e e e et bb e e e e e e e e e s sesssbsaaeeseeesesasssraseeeseeseens 24

Tabla 4. Pardsitos encontrados en Tarentola mauritanica segin muestra.........cccceeeevuneeen. 31



3 Resumen

Las especies invasoras son actualmente la segunda mayor amenaza para la
biodiversidad siendo un componente generalizado y significativo del cambio ambiental
global causado por los seres humanos. Si bien durante las Ultimas décadas se describe una
declinacion de las poblaciones de reptiles y anfibios a nivel mundial, son cada vez mas los
registros de especies de estos grupos que se desplazan a nuevos habitats muchas veces
generando efectos negativos sobre estos ambientes. Tarentola mauritanica o salamanqueja
comun, es una especie de reptil que ha sido reportada como introducida en diferentes
paises incluyendo Chile, donde al parecer de manera accidental se transportaron individuos
junto con materiales importados para el Metro de Santiago. Con el fin de confirmar
molecularmente la presencia de esta especie, determinar su origen y describir su fauna
parasitaria, en el presente estudio se capturé a individuos de la poblacion encontrada en la
ex Ciudad de Nifio en la comuna de San Miguel, Regién Metropolitana. Mediante la
secuenciacion de un segmento de 12S y 16S ARNr fue posible confirmar que Tarentola
mauritanica mauritanica es la especie introducida en nuestro pais. Asimismo, utilizando
secuencias obtenidas de congéneres desde diferentes zonas de su distribucion natural, se
realizaron analisis filogenéticos para determinar la procedencia de este reptil. Dada la baja
diversidad genética mitocondrial descrita para esta especie en el clado europeo, no fue
posible obtener esta informacion. Finalmente, se observd que los individuos capturados
presentaron menor diversidad y densidad parasitaria que lo descrito para la especie en su
distribucién natural, lo cual concuerda con lo reportado para diferentes especies

introducidas a nivel mundial.



4 Summary

Nowadays invasive alien species are considered the second major threat to
biodiversity and a significant component of the global environmental change induced by
human population. Even though it has been described a declination of reptile and
amphibian populations worldwide there is an increasing amount of reports from these

animals moving to new habitats causing negative effects over the colonized environments.

Tarentola mauritanica (Moorish Gecko) is a reptile that has been reported as
introduced in different countries around the world. Apparently, they arrived to Chile
traveling together with imported materials for the Subway (Metro de Santiago). The aim of
the present study was to confirm using molecular methods the presence of T. mauritanica
in Chile, to determinate its origin and to describe its parasites. The samples were taken from
the gecko population located in ex Ciudad de Nifno (Comuna de San Miguel, Regién

Metropolitana, Chile).

Sequencing fragments from 12S and 16S rRNA it was confirmed that Tarentola
mauritanica mauritanica is the alien introduced species in our country. Likewise,
phylogenetic analysis were conducted comparing the obtained sequences with others from
individuals within their natural distribution to determine the origin of this population.
Nevertheless, it was not possible given the low mitochondrial genetic diversity of the

European clade of this specie.

Regarding the parasitic burden, the sampled specimens showed a lower diversity and
density of parasites when compared with individuals from population within their natural
distribution. This finding was expected according to what has been reported to different

introduced alien species around the world.



5 Introduccion

Durante los ultimos 500 afios de globalizacion, el desplazamiento de especies hacia
nuevas zonas geograficas debido a la accion humana ha adquirido gran importancia (Davis,
2003; CONAMA, 2008). La mayoria de las especies trasladadas no llega a establecerse,
porque no encuentran las condiciones necesarias para ello. Sin embargo, se estima que el

1% de estos eventos resulta exitoso (CONAMA, 2008).

El impacto que pueden generar las especies exoticas es variado y complejo de
evaluar, sin embargo, estas representan la segunda mayor amenaza para la biodiversidad,
después de la destruccion de habitat (Chivian y Bernstein, 2008). En nuestro pais, existen
alrededor de 600 especies de vertebrados terrestres, de los cuales 25 son especies

introducidas (Arredondo y Nufiez, 2014; “Fauna Invasora Terrestre”, 2015).

En términos geograficos, Chile posee dos factores caracteristicos estructurantes: un
gradiente longitudinal que va desde los 18°S a los 56°S, y un gradiente altitudinal, que va
desde fosas oceanicas de 8.000 metros de profundidad hasta los 7.000 metros de altitud en
algunos puntos, lo que hace a Chile un pais altamente heterogéneo en términos de
condiciones ambientales que permiten sustentar su diversidad biolégica (CONAMA, 2008).
Esta biodiversidad esta amenazada por la introduccién y establecimiento de especies

invasoras.

Los reptiles pueden presentar un alto potencial como especies exdticas invasoras. Si
bien en nuestro pais solamente se registra a la tortuga de orejas rojas (Trachemys scripta)
como tal, en el planeta son numerosos los casos donde reptiles introducidos representan

una amenaza para la biodiversidad local (Pitt et al., 2005; Ricciardi y Cohen, 2007).

Tarentola mauritanica es un pequefo reptil de la familia Phyllodactylidae, que se
encuentra normalmente en el sur de Europa, el norte de Africa y algunas islas
mediterraneas. Esta especie, ha logrado adaptarse muy bien a los diferentes lugares en los
gue ha sido introducida como EE.UU., Argentina y Uruguay (Vogrin et al., 2009), dado que

posee una dieta generalista y caracteristicas sinantrépicas (Salvador, 2015).
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Arredondo y Nuiez (2014) describen por primera la presencia de Tarentola
mauritanica, en dependencias de la ex Ciudad del Nifio, comuna de San Miguel, Regién
Metropolitana. Dado lo anterior, surge la necesidad de realizar el presente estudio, el cual
busca la confirmacién molecular de la especie, determinar su posible origen y describir su

fauna parasitaria.



6 Revision Bibliografica
6.1 Especies invasoras

La globalizacién es un proceso antrdpico que esta transformando la flora y fauna,
tanto de manera local como regional (Davis, 2003). Durante milenios, los seres humanos
han transportado diferentes especies alrededor del mundo tales como plantas, semillas y
animales domeésticos, asi como también microorganismos que causan enfermedades

epidémicas, introduciéndolas a nuevos ambientes (Chivian y Bernstein, 2008).

El nimero y distancia de origen de estas introducciones se han incrementado de
manera exponencial en la actualidad, junto con el aumento de los viajes y el comercio
internacional (Chivian y Bernstein, 2008). Las rutas en que se transportan las especies
invasoras son variadas y aumentan con el tiempo. Este rapido crecimiento de las redes de
transporte global desplaza personas y productos a destinos remotos, homogeneizando la

flora y fauna global (Mack et al., 2000; Pitt et al., 2005).

La mayoria de estos organismos exdticos, transportados de manera accidental como
“hitch-hikers” (ej. transportados en ropa, neumaticos usados, pallets de madera o lastres
de agua de las embarcaciones) o deliberadamente introducidos, no crean problemas en su
nuevo ambiente (Chivian y Bernstein, 2008). Sin embargo, en algunos casos la introduccién
de especies puede significar dafio econdmico o una amenaza directa para la salud humana
y animal. Algunos ejemplos incluyen al escarabajo asiatico de cuerno largo (Anoplophora
glabripennis) y la pitéon birmana (Python molurus bivittatus) en Estados Unidos o la

serpiente arbdrea café (Boiga irregularis) en Guam (Davis, 2003; Pitt et al., 2005).

Asi, las invasiones bioldgicas se consideran un componente generalizado y
significativo del cambio ambiental global causado por los seres humanos (Vitousek et al.,
1997), donde la introduccién intencional o accidental de nuevas especies tiene el potencial
de modificar la composiciéon y ecologia de las comunidades biolégicas, desde la mas

pequefia y remota isla, hasta un continente completo (Wilson, 2010).



Las especies introducidas pueden alterar ecosistemas amenazando la sobrevivencia
de especies, muchas veces llevandolas a la extincién (Wilcove et al., 1998; Chivian vy
Bernstein, 2008). Los principales mecanismos a través de los cuales amenazan a la fauna
nativa son la depredacion, parasitismo, transmision de patégenos, modificacidn del habitat,

hibridaciéon y competencia por recursos (Simberloff, 2003).

Se describe que el dafio causado por las especies introducidas, muchas veces, se
debe a las altas densidades poblacionales y al mayor tamafio corporal que alcanzan en sus
nuevos ambientes (Vitousek, 1990; Torchin et al., 2002). Se postula que esto podria tener
relacion con la salud de las poblaciones, dado que algunos parasitos pueden reducir la
densidad poblacional de sus hospederos y disminuir su tamafio corporal (Crofton, 1971;
Hudson et al., 1998; Torchin et al., 2001). Asi, una especie introducida que deja a sus
parasitos atrds y encuentra, en su nuevo ambiente, menor cantidad de pardsitos aptos para
infectarlo, podria experimentar una liberacién demografica y convertirse en una plaga
(Dobson y May, 1986; Torchin et al., 2002). Asi mismo, en general, se ha determinado que
las poblaciones introducidas pueden verse afectadas por cerca de la mitad del numero de

especies de pardsitos que infectan a las poblaciones nativas (Torchin et al., 2003).

Durante los ultimos afios, el término “invasivo” se ha utilizado de manera
inconsistente en el estudio y manejo de las invasiones bioldgicas. Este término describe
“cualquier especie introducida no nativa”, “especies introducidas que se diseminan
rapidamente” vy, finalmente, “especies introducidas que tienen impactos ambientales
dafiinos, en especial sobre las especies nativas” (Ricciardi y Cohen, 2007). La segunda
definicidn es la comunmente utilizada por ecélogos, mientras que la tercera definicién por
politicos y legisladores. Dada esta diversidad de definiciones, se hace necesario consensuar
los términos para referirse a las especies introducidas, con el fin de prevenir errores

conceptuales o malas interpretaciones.

En nuestro pais, el Ministerio del Medio Ambiente (MMA), se ha preocupado de
definir el concepto de especie exdtica como “aquella especie fordnea que ha sido

introducida fuera de su distribucién natural”, es decir, corresponden a las especies cuyo
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origen natural ha tenido lugar en otra parte del mundo y que por razones antrépicas han
sido transportadas a otro sitio (voluntaria o involuntariamente). De igual modo, una especie
exotica es “aquella, que aunque sea nativa del mismo pais, ha sido introducida en una zona

|n_

del pais donde no tiene distribuciéon natural”; es el caso del zorro chilla (Pseudalopex
griseus) que se considera exdtico en Tierra del Fuego, introducido durante la década de
1950 (Ministerio del Medio Ambiente, 2015). Algunas de estas especies exdticas, tienen el
potencial de transformarse en invasoras y se definen como “animales, plantas u otros
organismos bioldgicos introducidos por el ser humano (de manera directa o indirecta) en
zonas fuera de su area de distribucion natural, donde se establecen y se dispersan,
provocando un impacto negativo en el ecosistema y especies locales, amenazando la
diversidad bioldgica originaria del lugar donde fue liberada”. Esta definicion proviene del

Convenio sobre la Diversidad Bioldgica (CDB) (IUCN, 2010; Ministerio del Medio Ambiente,

2015; Secretariat of the Convention on Biological Diversity, 2005).

Actualmente, las tres principales amenazas para la biodiversidad son, en
importancia decreciente: la destruccién del habitat, las especies exdticas invasoras y la
sobreexplotacion (Chivian y Bernstein, 2008). No obstante, se considera que en islas
biogeograficas las especies exodticas invasoras corresponden a la principal causa de

extincién de especies (IUCN, 2010).

Un rasgo distintivo de Chile es la insularidad, fendmeno resultante de las barreras
naturales propias de su geografia. Por el extremo norte existe una zona desértica que se
ubica entre las Regiones de Tarapaca y Atacama, al oriente la cordillera de los Andes, y
finalmente el Océano Pacifico que se distribuye por el poniente y sur del continente
(CONAMA, 2008). Debido a este fendmeno de aislamiento biogeografico que presenta la
mayor parte del territorio chileno continental y a su reducida diversidad bioldgica en
comparacion a otros paises sudamericanos, es comun observar un alto porcentaje de éxito
en la introduccion (voluntaria o fortuita) y asilvestramiento de especies exdticas en

ecosistemas naturales (Iriarte, 2008).
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Chile central o el ecosistema Mediterraneo chileno (entre los 25°S y 47°S) es
considerado uno de los 25 “hotspot” o “puntos calientes” de biodiversidad con prioridad
de conservacion (Myers et al., 2000). Estas zonas se definen como regiones donde se
concentra un minimo de 1.500 plantas vasculares endémicas (equivalente al 0,5% del total
de plantas vasculares del mundo), una alta proporcion de vertebrados endémicos y donde
el habitat original ha sido fuertemente impactado por las acciones del ser humano (Myers
et al., 2000; CONAMA, 2008) . Si bien la diversidad de especies del hotspot Mediterraneo
chileno es comparativamente baja respecto a otros, su endemismo puede ser
notablemente alto. Particularmente se destacan los anfibios que presentan un 67% de
especies endémicas en esta zona y los reptiles con un 66% (Simonetti, 1999; CONAMA,

2008).

Existen alrededor de 600 especies de vertebrados terrestres en Chile, de las cuales,
25 son introducidas. De ellas, 14 son mamiferos, ocho son aves, dos reptiles y un anfibio
(Arredondo y Nuiez, 2014; “Fauna Invasora Terrestre,” 2015). Si bien a primera vista el
numero de especies introducidas es pequefio, sus impactos pueden ser significativos. Tal es
el caso del castor americano (Castor canadensis), responsable de la destruccion de los
bosques de lenga (Nothofagus pumilio) en Tierra del Fuego, o el caso del vison (Mustela
vison), especie de carnivoro indicado como el responsable de la disminucion de diversas

poblaciones de aves acuaticas (“Fauna Invasora Terrestre,” 2015).
6.2 Reptiles

Los reptiles son vertebrados mandibulados, terrestres o acudticos, de piel seca casi
desprovista de glandulas y cuerpo recubierto de escamas epidérmicas queratinizadas, a
veces superpuestas o con osificaciones dérmicas. Presentan un solo condilo occipital y su
mandibula esta compuesta de varios huesos. Pueden ser desde tetrdpodos con cinco dedos,

hasta apodos, en distintos grados; entre otras muchas caracteristicas (CONAMA, 2008).

El orden Squamata (serpientes y lagartijas) se caracteriza por: poseer el cuerpo

cubierto por escamas, la pérdida del arco temporal y la presencia de érganos copuladores
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pares (hemipenes) en los machos (Dowling y Duellman, 1978). En general, este grupo de
reptiles presenta un modo reproductivo oviparo, con unas cuantas especies viviparas u
ovoviviparas (Vidal, 2004). Ademas, presentan un amplio espectro tréfico que incluye a

especies herbivoras, carnivoras y omnivoras (Dowling y Duellman, 1978).

Chile es uno de los paises de mayor extension longitudinal del planeta, abarcando
desde los 17°S a los 56°S, incluyendo desde ambientes desérticos hasta patagdnicos
esteparios. En esta abundante diversidad de ambientes, los reptiles han proliferado
adoptando singulares adaptaciones tales como: viviparia y omnivoria en medios adversos,
estrategias conductuales para eludir los rigores invernales o colores singulares para

adaptarse a ambientes desérticos (CONAMA, 2008).

Asi, esta particularidad que tiene Chile de ser isla biogeografica redunda en altos
niveles de endemismo en su biota (Simonetti, 1999; CONAMA, 2008). En el caso de reptiles
escamosos (orden Squamata), se han documentado 12 géneros aunque aparentemente
ninguno es endémico, siendo el numero total de especies de este orden 107, sin embargo,
el numero de especies endémicas alcanza a 67, lo que significa un 62,6% de especies

exclusivas para Chile (tabla 1) (CONAMA, 2008).

En los dltimos 20 anos, la declinacion mundial de anfibios y reptiles ha sido bien
documentada (Pitt et al., 2005). Pero un nimero creciente de especies pertenecientes a
estos grupos han invadido nuevos habitats, incluso alcanzando tamafios poblacionales que
han tenido consecuencias negativas en la flora y fauna nativa, agricultura y economia local

(Mooney y Hobbs, 2000).

Los reptiles invasores generalmente poseen una alta tasa reproductiva, lo que
facilita un rdpido crecimiento poblacional y recuperacion frente a eventos estocasticos.
Ademas, poseen dietas generalistas, lo que permite que utilicen eficientemente cualquier
recurso abundante. Por otro lado, normalmente los invasores exitosos son pequefios y/o
sigilosos, lo que les permite pasar desapercibidos en las redes de transporte. Estos
comportamientos cripticos también permiten el desarrollo de poblaciones incipientes, que

son dificiles de detectar hasta que los animales se encuentran bien establecidos. Las
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especies que presentan todos estos atributos, tienden a ser mas exitosas al colonizar

nuevos ambientes (Pitt et al., 2005).

Tabla 1. Numero de especies, especies endémicas y porcentaje de endemismo especifico
(porcentaje de especies presentes que tienen la condicidn de endémica) seglin género
de escamosos presentes en Chile continental (fuente: CONAMA, 2008).

g g v
= Z = g
S| 28| =8
, 2| 82| 24
Geénero o v e E g
7] v T -2
- = = = c g
o o W o o
rd z =
Callopistes; Iguanas 1 1 100
Diplolaemus, Cabezones 3 0
Homenota, Salamanquejas 2 2 100
Liol. ; lagartos d Il
‘ro aemus; lagartos de cuello 76 43 6.6
liso !
Microlophus, Corredores 6 5 83
Phrynosaura, Lagartos dragén 5 4 80
Phyllodactylus, Salamanquejas | 2 2 100
Phymaturus; Matuastos 2 2 100
Vilcunia, Lagartija patagénica 1 1 100
Pristydactylus, Grunidores 4 4 100
Philodryas, Culebras de col
ilodryas, Culebras de cola 3 ) 67
larga
Tach s, Culebras de cola
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En Chile se describe oficialmente una especie de reptil exético invasor que
corresponde a la tortuga de orejas rojas (Trachemys scripta), especie originaria del Estado
de Florida, EE.UU. y que ha sido importada al pais de manera masiva para su venta como

mascota (Iriarte et al., 2005).
6.3 Un nuevo reptil invasor

En el afio 2005, un empleado de las “cocheras” de Metro S.A. ubicadas en la estacidn
Lo Ovalle (comuna de San Miguel, Region Metropolitana), encontré un pequefio reptil en
las dependencias de su lugar de trabajo. El ejemplar fue enviado al Museo Nacional de

Historia Natural para su identificacion. En este lugar, Herman Nufiez, herpetdlogo y Jefe de
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Zoologia del Museo, identificd este animal como un reptil no nativo (especie exética), al
parecer Tarentola mauritanica. Puesto que no se volvid a reportar su presencia, el hallazgo

fue catalogado como accidental y no permanente (H. Nufiez, comunicacién personal).

Durante el afio 2013, la presencia de un reptil desconocido fue reportado de manera
informal por vecinos en sitios habitados cercanos a la estacién de Metro Lo Ovalle en
Santiago (Denisse Donoso Valverde, comunicacién personal), colindantes a un terreno
donde se localiza la ex Ciudad del Nifio, propiedad del Consejo de Defensa del Nifio
(CODENI). Este sitio presenta multiples acumulos de escombros y construcciones
abandonadas. En el afio 2014, Arredondo y Nuiiez describen por primera vez en nuestro

pais la presencia de T. mauritanica en este lugar.

6.3.1 Tarentola mauritanica

Los gecos del género Tarentola son miembros de la Familia Phyllodactylidae
(Gamble et al., 2008), e incluyen a 21 especies diferentes (Baha El Din, 1997; Sprackland y
Swinney, 1998; Rato et al., 2012).

Tarentola mauritanica, salamanquesa comun o geco Mediterraneo (Figura 1), es una
especie robusta y de gran tamafio, cuya longitud de cabeza hasta el inicio de la cola puede
alcanzar 86 mm y su longitud total unos 190 mm (Gonzalez de la Vega, 1988). La cabeza, el
cuerpo y la base de la cola estdn comprimidos dorsoventralmente. Posee en la parte
superior de la cabeza pequeiias escamas poligonales. Presenta de 10 a 14 hileras de grandes
tubérculos aquillados en el dorso, los cuales se encuentran rodeados de otros tubérculos
menores también aquillados. Posee dedos ensanchados lateralmente, sobre todo en su
porcidn distal y comprimidos dorsoventralmente, con unas 12 laminillas subdigitales
adhesivas no divididas por el centro. También posee ufias visibles en el tercer y cuarto dedo
en machos y en todos los dedos en hembras (Martinez-Rica, 1974; Rieppel, 1981; Salvador,

2015).

En cuanto a su color, dorsalmente es pardo o gris, con cuatro o cinco bandas

transversales oscuras de forma irregular y ventralmente es de color blanquecino o
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amarillento. La coloracién general tiende a ser muy oscura durante el dia y muy clara

durante la noche. Presenta una pupila vertical y un iris de color grisaceo. (Salvador, 2015)
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Figura 1. Fotografia de Tarentola mauritanica (César Mufioz V., 2015).

Hasta la fecha se describen cuatro subespecies para la salamanquesa comun, estas
son: T. mauritanica mauritanica (Linnaeus, 1758), T. mauritanica
fascicularis (Daudin, 1802), T. mauritanica juliae (Joger,1984) y T. mauritanica

pallida (Geniez, 1999).

En relacién a su distribucion original, T. mauritanica se extiende por la Region
Mediterranea, incluyendo el sur de Europa (Peninsula Ibérica, Francia, Italia, Los Balcanes y
Grecia), la mayoria de las islas mediterraneas y el norte de Africa (Marruecos, Argelia,
Tunez, Libia y Egipto) (Salvador, 2015)(Figura 2). Esta especie ha sido reportada como
introducida en Uruguay (Achaval y Gudynas, 1983), Argentina, California y Florida en EE.UU.
(Vogrin et al., 2009), Tenerife, la isla de Madeira (Rieppel, 1981), Azores (Barreiros et al.,

2010) y mas recientemente en Chile (Arredondo y Nuiez, 2014).

En lo que se refiere a la seleccidén de habitat, se ha observado que este geco prefiere
rocas de gran tamafio o acumulos de rocas pequefias con grandes espacios entre ellas, en
donde puede desplazarse con facilidad y por todo tipo de superficies gracias a las laminillas

adhesivas de sus dedos. Ademas, pueden vivir en troncos de arboles y matorrales (Salvador,
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2015). En Espaiia, se han realizado observaciones invernales de individuos activos en cajas
nido situadas en arboles de 5 a 10 m de altura (Cerdeira i Ribot, 2006). Se ha constatado
que, a pesar de disponer de abundantes muros, piedras y edificios, la especie se encuentra
en algarrobos (Ceratonia siliqua), con hasta 14 individuos en un solo arbol (Martinez-Rica,
1974). Aunque utiliza las rocas como refugio, también se desplaza por el suelo de los

alrededores (Salvador, 2015).
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Figura 2. Mapa de distribucién europea y africana de Tarentola
mauritanica. Se destaca en amarillo las zonas donde se considera nativa y
en purpura, introducida (Fuente: Vogrin et al., 2009)

Esta especie es sinantrdpica, encontrandose en construcciones humanas (muros de
separacion de fincas, edificios, albercas, cisternas, etc.) incluso en pueblos y ciudades, a
condicién de que cuente con refugios donde ocultarse (Valverde, 1967; Martinez-Rica,
1974; Mellado et al., 1975; Lizana et al., 1992; Salvador, 2015). Su relacién cercana a los
humanos, ha favorecido introducciones accidentales a nuevos lugares (Rato et al., 2010),
tal como fue reportado por Arredondo y Nufiez (2014) para nuestro pais, en donde se
plantea la hipdtesis de un posible origen europeo, especificamente Francia, dado que el
primer avistamiento fue hecho en bodegas con materiales importados desde dicho pais por

el Metro de Santiago.
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Su categoria de conservacidn, segun la Unidn Internacional para la Conservacién de
la Naturaleza (IUCN en inglés) es de Preocupacion Menor (LC), debido a que sus poblaciones
se encuentran estables, siendo comun en muchas zonas de su distribucion. Sumado a esto,
es probable que sus poblaciones continden aumentando debido al incremento de Ia

urbanizacion (Vogrin et al., 2009).

En lo que respecta a su genoma, esta especie se caracteriza por poseer una
variabilidad genética mitocondrial extremadamente alta en las poblaciones de Africa del
Norte, lo que lleva a la hipétesis de que este taxdn podria ser un complejo de especies. En
contraste, las poblaciones europeas de la salamanquesa comun poseen una muy baja
diversidad genética mitocondrial, que inicialmente se atribuia a su reciente introduccion,
probablemente mediada por seres humanos. Sin embargo, nuevos estudios han
demostrado que la baja variabilidad del ADN mitocondrial (ADNmt) que caracteriza a las
poblaciones europeas de T. mauritanica, puede ser el resultado de un “hitchhiking”
genético, y no solamente a eventos de colonizacién recientes (Rato et al., 2012). Este
fendmeno, llamado también arrastre por ligamiento, consiste en que cuando ocurre una
mutacién que aumenta la eficacia bioldgica de un organismo frente a congéneres de la
misma poblacidn, la seleccién natural favorecera a aquellos individuos con la mayor aptitud
y, con el transcurso de las generaciones, el nuevo alelo mutante incrementard su frecuencia
en la poblacion. Al mismo tiempo, todos los genes neutrales o casi neutrales que se hallan
ligados a la nueva mutacién también incrementaran su frecuencia en la poblacion (Barton,

2000; Maynard Smith y Haigh, 2007).

Estudios filogenéticos, enfocados a los genes 12S y 16S ribosomales (parte del
ADNmt) de T. mauritanica, han demostrado que a lo largo de su distribucidn se identifican
claramente cinco linajes (A, B, C, D y E). El primer linaje (A) abarca poblaciones europeas,
marroquies y tunecinas; el segundo (B) incluye a las poblaciones de la Peninsula Ibérica; el
tercer linaje (C) las del centro y sur de Marruecos; el cuarto (D) comprende poblaciones del
noreste de Marruecos y Espafia; y finalmente, el quinto linaje (E) corresponde a Libia y las

islas Italianas de Lampedusa y Conigli (Rato et al., 2010).
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En cuanto a los agentes infecciosos transmisibles descritos en T. mauritanica,

respecto a la fauna parasitaria, se registran tanto endo como ectoparasitos, entre ellos:

Acaros: Hirstiella insignis, Geckobia latastiei, Geckobia loricata (Gil-Collado et al.,

1985; Haitlinger, 2004) y Geckobia estherae (Bertrand et al., 2012).

e Protozoos: Coccidias (Alvarez-Calvo, 1977) y Eimeria Tarentolae (Cordero del
Campillo etal., 1994).

e Trematoda: Paradistomum mutabile (Roca, 1993), Plagiorchis mentulatum y
Sonsinotrema tacapense (Roca et al., 1984; Roca, 1993).

e Cestoda: Nematotaenia Tarentolae, Diplopylidium acantotetra, Diplopylidium
nolleri, Joyeuxiella pasqualei (Roca et al., 1985) y Diplopylidium quinquecoronatum
(Cordero del Campillo et al., 1994).

e Nematoda: Pharyngodon auziensis, Pharyngodon neyrai, Spauligodon auzensis,
Spauligodon mascomai, Spauligodon tectipennis, Skrjabinodon mascomai,
Parapharyngodon echinatus, Parapharyngodon bulbosus, Parapharyngodon
micipsae, Acuaria spp. y Spiurida spp. (Roca, 1985, 1993; Cordero del Campillo et
al., 1994).

6.4 Identificacién de especies

El método clasico para estimar relaciones taxondmicas entre especies es mediante
comparacion de caracteristicas morfoldgicas, usando claves taxondmicas. Sin embargo, el
aumento en el acceso a informacion molecular, como son las secuencias nucleotidicas o
aminodcidicas, y fragmentos de restricciéon de longitud polimérfica (RFLPs), ha tomado
protagonismos en los Ultimos afios como herramienta para inferir relaciones filogenéticas

(Lemey et al., 2009).

Durante los ultimo afios, el ADNmt ha sido ampliamente usado como una
herramienta en la investigacién de relaciones filogenéticas, sistematica y estructura de
poblaciones en diversas especies animales (Avise, 2000; Le et al., 2000a, 2000b, 2002; Zhao
et al., 2009; Bernt et al., 2013). Lo anterior, favorecido por el origen materno de las

mitocondrias, sus tasas de mutacidn generalmente mayores que en genes nucleares, la

19



ausencia de recombinacidn, la disponibilidad de partidores universales y la mayor cantidad
de repeticiones de genes comparado con el ADN nuclear (McGuire et al., 2007; Haag-
Liautard et al., 2008; van Oven y Kayser, 2009). La mayoria de los animales poseen un
ADNmt circular y compacto, cuyo tamanfo varia entre los 14 a 20 Kb (Li et al., 2010). Este
contiene 37 genes, todos esenciales para una funcion mitocondrial normal, donde 13 de
ellos producen enzimas involucradas en la fosforilacion oxidativa. Los otros genes codifican
moléculas llamadas acidos ribonucleicos de transferencia (ARNt) y acidos nucleicos

ribosomales (ARNr) (Taanman, 1999).

El ARNr es ampliamente utilizado como marcador molecular. Estas moléculas son
componentes esenciales funcionales y estructurales de los ribosomas, la unidad celular
encargada de la sintesis de proteinas (Ni¢ et al., 2009). En comparacién con los genes que
codifican proteinas, la tasa de evolucion de los genes 12S y 16S del ARNr mitocondrial es
baja y a menudo se utilizan para analizar las relaciones filogenéticas a niveles taxondmicos

superiores (Hay et al., 1995; Li et al., 2010).

6.5 Consideraciones Generales

El presente estudio busca confirmar la presencia de T. mauritanica en Chile
mediante técnicas moleculares, comprobar su supuesto origen europeo y finalmente,
describir la fauna parasitaria de estos individuos la cual pudiese ser una amenaza para la

herpetofauna nacional.

Confirmar la presencia y origen de esta especie exdtica en nuestro pais, seria
evidencia de su introduccién a través de la importacién de materiales provenientes de
Europa, dados los antecedentes presentados. Esto permitiria exigir mayores medidas de
fiscalizacién sobre el ingreso de productos a nuestro pais, para evitar la introduccion

accidental de especies.
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7 Hipotesis

Dado que:

Tarentola mauritanica es un reptil exdtico para Chile

El primer reporte de una poblacidn de esta especie en nuestro pais se encontré
en un recinto colindante con terrenos de la estacion Lo Ovalle de Metro de
Santiago en la ex Ciudad del Nifio

- Esta empresa importa materiales desde Europa 'y,

- Este geco posee una distribucion mediterranea

Se propone la siguiente hipotesis de trabajo:

La poblacién de Tarentola mauritanica encontrada en Chile tiene un origen europeo
y presenta una menor diversidad parasitaria respecto a lo descrito para la especie en su

distribucion nativa.

8 Objetivo General

Analizar ejemplares de Tarentola mauritanica con el fin de confirmar la especie a
través de marcadores moleculares, determinar su potencial origen europeo y describir su

fauna parasitaria.

9 Objetivos Especificos

1. Confirmar genotipicamente la presencia de Tarentola mauritanica en Chile.
2. Determinar el potencial origen de este reptil.
3. Describir su fauna parasitaria comparando con la comunicada para la especie.
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10 Material y métodos

En este estudio se capturaron individuos de Tarentola mauritanica de la poblacion
encontrada en el recinto de la ex Ciudad del Nifio, comuna de San Miguel, Santiago, Region
Metropolitana, Chile (33° 30" S, 70° 39’ O, 568 m.s.n.m.). El lugar es un sector urbano
abandonado de aproximadamente 5,2 ha (Figura 3), el cual presenta escombros, basura y
se encuentra rodeado por un sector de condiciones similares. Este sitio pertenece al
Consejo de Defensa del Nifio (CODENI), al cual se le solicité el apoyo y autorizacién para
poder hacer ingreso. Los individuos fueron capturados manualmente y conservados en
bolsas de tela para su traslado al laboratorio de biologia molecular de la Unidad de
Parasitologia de la Facultad de Ciencias Silvoagropecuarias y Veterinarias de la Universidad
de Chile (FAVET).El presente estudio conté con la autorizacion del Comité de Bioética de

FAVET para la captura y utilizacién de animales (anexo 1).

80°00W 7000W 0w
1 1

Figura 3. Sitio de muestreo, comuna de San Miguel, Santiago, Regidén
Metropolitana, Chile (33° 30’ S, 70° 39’ O, 568 m.s.n.m.). En rojo: ex “Ciudad
del Nifno”, puntos amarillos: sitios donde se logrd capturar individuos, en
verde: cocheras Metro S.A., estacion Lo Ovalle.
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Los ejemplares fueron sacrificados utilizando Tiopental Sédico (Richmond S.A.) al 1%
por via intracardiaca, con una jeringa de 5 cc y aguja de 26G. Luego de esto, se realizd una
necropsia de cada individuo, se sexaron mediante visualizacidn directa de ovarios, huevos
o testiculos, y se extrajo una muestra de tejido hepatico (25 mg) para realizar la
identificacion genotipica de la especie y determinar su potencial origen a través de analisis

filogenéticos.

Para la extraccidon y purificacion del ADN, se utilizd el sistema High Pure PCR
Template Preparation Kit® (Roche) siguiendo las indicaciones del fabricante, el cual fue
complementado con una disrupcion mecdanica de las células utilizando el equipo Mini-

BeadBeater 16® previo al uso del Kit.

Una vez extraido y purificado el ADN, las muestras fueron sometidas a una reaccién
de la polimerasa en cadena (PCR) convencional, para amplificar los segmentos ribosomales
(ARNr) 12S (partidores 12Sa y 12Sbs; Kocher et al., 1989), y 16S (partidores 16S SAR y 16S
SBR; Palumbi, 1996) (tabla 2) en duplicado para cada individuo. Las condiciones de
amplificacion fueron programadas segun lo utilizado y descrito por Harris et al. (1998) (tabla

3).

Tabla 2. Partidores utilizados en la PCR convencional para la amplificacién del segmento
12S y 16S ARNr de Tarentola mauritanica.

Nombre Secuencia Fuente

12Sa 5’-AAAAAGCTTCAAACTGGGATTAGATACCCCACTAT-3’
Kocher et al., 1989
12Sbs 5’-TGACTGCAGAGGGTGACGGGCGGTGTGT-3’

16S SAR | 5’-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’
Palumbi, 1996
16S SBR | 5’-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’

Posteriormente los productos de la PCR fueron purificados utilizando el sistema
Wizard® SV Clean-Up System (Promega®), de acuerdo a las indicaciones del fabricante, y
enviados a Macrogen DNA Sequencing Inc. (Seul, Corea) para su secuenciacién automatica
en duplicado, utilizando partidores directos y reversos. Los electroferogramas obtenidos

fueron analizados con el software ProSeq3® (Filatov, 2009) comparando los resultados
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otorgados en sentido directo y reverso, para generar secuencias de consenso para cada
individuo. Estas fueron posteriormente analizadas mediante el software DnaSP 5.10.01®

(Librado y Rozas, 2009) para la identificaciéon de los haplotipos presentes.

Tabla 3. Condiciones de amplificacion utilizadas en la PCR para los partidores 12S y 16S.
(Harris et al., 1998)

Ciclos Temperatura Tiempo
93 °C 30 seg.

30 55 °C 1 min.
72 °C 1 min.

1 72 °C 10 min.

La determinacién genotipica de la especie se realiz6 mediante una comparacion de
las secuencias obtenidas con las disponibles en la base de datos publica del National Center
for Biotechnology Information (NCBI), donde se buscaron similitudes nucleotidicas
utilizando la herramienta BLAST del NCBI, identificando secuencias altamente similares

(Megablast) (objetivo especifico 1).

Para realizar los andlisis filogenéticos, con el objetivo de determinar el origen de los
individuos, se obtuvieron secuencias de Tarentola mauritanica desde la base de datos del
NCBI y desde una base de datos compartida por Catarina Rato, investigadora post-doctoral

en el CIBIO-InBIO, Universidad de Porto, Campus de Vairdo, Portugal.

Todas las secuencias obtenidas fueron alineadas en concatenado, es decir, ubicando
las secuencias del 125y 16S ARNr de manera continua como si fuesen una sola de mayor
longitud. Esto se realizo utilizando el programa ClustalX 2.0.11®(Larkin et al., 2007). Luego
con el software DnaSP 5.10.01®, se identificaron todos los haplotipos presentes, vy
posteriormente, a través del Programa JModelTest 2.1.4® (Darriba et al., 2012) se obtuvo

el modelo de sustitucion nucleotidica mas adecuado para los datos obtenidos.

Los analisis filogenéticos se realizaron utilizando primero un modelo heuristico, el
método de “Maximum likelihood” (ML; 1.000 repeticiones), mediante el Software Mega6®

(Tamura et al., 2013). Este analisis se complementd con un analisis bayesiano utilizando el
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software MrBayes 3.2.2° (Ronquist et al., 2012). El outgroup utilizado para este proceso fue
una secuencia 12Sy 16S ribosomal de Tarentola boehmei (cédigo de acceso gene bank 12S:
AF363569, 16S: JQ300779; Carranza et al., 2002; Rato et al., 2010, 2012) Finalmente, los
arboles filogenéticos fueron presentados utilizando el programa FigTree v1.4.2® (Rambaut,

2015). (objetivo especifico 2).

Por otro lado, con el fin de describir la fauna parasitaria presente en los individuos
de T. mauritanica capturados, se realizd primero una busqueda externa de ectoparasitos,
los que fueron conservados en etanol 70% para su identificacion utilizando claves
taxondmicas. Posteriormente, se procedid a extraer todo el contenido gastrointestinal
durante la necropsia para la blisqueda de estructuras parasitarias mediante visualizacion
directa y técnicas coproparasitarias de flotacion en solucién saturada de NaCl y de

sedimentacion (objetivo especifico 3).
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11 Resultados

11.1 Analisis moleculares

Se capturaron cuatro individuos adultos de T. mauritanica, dos machos y dos

hembras.

Luego de realizar las PCR en duplicado (dos por muestra), se obtuvieron fragmentos
amplificados de alrededor de 450 y 550 pares de bases (pb) para el 125 y 16S ARNr

respectivamente (Figura 4).

EPM A’ BY CHLEBREA B2C2 D2 C-

EPM Al BLoEGEEEE A B 5o

125 [N

Figura 4. Fotografias de los geles de agarosa al 1,5% luego de la electroforesis del
resultado de la PCR para la amplificacion del 125 y 16S ARNr de Tarentola mauritanica.
En rojo se destaca la banda de 500 pares de bases del estdndar de peso molecular (EPM:
estandar de peso; A, B, C, D: muestras de individuos capturados; A2, B2, C2, D2: duplicado
de las muestras; C-: control negativo de amplificacion).

Al analizar los electroferogramas obtenidos a partir de la secuenciacion, se obtuvo
una secuencia de trabajo de 346 y 462 pb para el ARNr 125 y 16S respectivamente. Estas
secuencias fueron analizadas con el software DnaSP® y se determind que los individuos

presentaban un mismo haplotipo para cada gen analizado.

Mediante BLAST (megablast) se determind que las secuencias pertenecian a
individuos de Tarentola mauritanica mauritanica, al presentar un 100% de identidad con

secuencias de dicha subespecie disponibles en la base de datos del NCBI.

Se obtuvieron secuencias para cada gen (12S y 16S) de un total de 117 individuos de
T. mauritanica de diferentes zonas geograficas (anexo 2, tabla con las secuencias utilizadas
en el presente estudio), las que junto a las secuencias obtenidas de los individuos

capturados y a las secuencias de Tarentola boehmei (12S y 16S; outgroup) fueron alineadas
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en concatenado. Esto permitid realizar los analisis filogenéticos con una secuencia de final
de 808 pb de longitud (con 187 sitios variables). Se identificaron 53 haplotipos diferentes.
El mejor modelo de sustitucidon nucleotidica para las secuencias obtenidas fue el de
Hasegawa, Kishino y Yano (Hasegawa et al., 1985), considerando sitios invariables y una
distribucién gamma (HKY+I+G). Ambos métodos (ML y bayesiano) entregaron arboles con

topologias idénticas (Figura 5).

El arbol resultante puede ser descrito identificando seis clados o linajes evolutivos

diferentes, cinco de los cuales han sido descritos con anterioridad (Rato et al., 2010):

1. Clado A, con individuos de Europa, Marruecos y Tunez. En este clado se
encuentra un haplotipo denominado por Rato et al. en el 2010, “haplotipo
europeo comun”, que incluye 39 secuencias de individuos de diferentes zonas
de Europa, el norte de Africa y las encontradas en Chile.

2. Clado B, queincluye individuos de Espana y Portugal, relacionadas a la Peninsula

Ibérica.

Clado C, con individuos del centro y sur de Marruecos.

Clado D, individuos de las Islas Canarias.

Clado E, contiene individuos del noreste de Marruecos, Argelia y Espaia

o v &~ W

Clado F, con individuos de las islas italianas de Lampedusa y Conigli.
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Figura 5. Arbol filogenético combinado utilizando el modelo heuristico de Maximum
Likelihood y el modelo bayesiano, de secuencias concatenadas del 12S y 16S ARNr de
Tarentola mauritanica, y utilizando a Tarentola boehmei como outgroup. Valores sobre los
nodos representan el “boostrap value” (BV) y los valores bajo éstos las “posterior
probabilities” (PP). Los individuos contenidos en cada haplotipo, asi como su lugar de origen
se detallan en el Anexo 2.
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11.2 Descripcidn parasitaria.

Como resultado de la busqueda de ectoparasitos, se encontraron abundantes
estructuras entre las escamas de la zona interdigital, periocular, axilar e inguinal (Figura 6).
Dichas estructuras fueron clasificadas como acaros trombiculidos mediante observacién
por microscopia dptica Estos fueron posteriormente enviados al Dr. Daniel Gonzalez Acufia
(especialista en ectoparasitos) en Universidad de Concepcidn para su identificacién, donde
luego de obtener imagenes de microscopia Optica y electrénica (Figura 8), fueron
clasificados en el género Geckobia (Acari: Raphignathoidea: Pterygosomatidae), sin

embargo no fue posible la determinacién de la especie.

Figura 6. Fotografias de acaros trombiculidos parasitando a Tarentola mauritanica. A: T.
mauritanica en dependencias del Museo Nacional de Historia Natural con presencia de
acaros en la zona del cuello y periocular (fotografia por Juan Carlos Torres). B: Individuo
de T. mauritanica con presencia de parasitos en la zona interdigital. C: Acaro entre las
escamas de la zona interdigital de T. mauritanica (aumento de 4x).

29



Figura 8. Fotografias utilizadas para la identificacion de Geckobia spp. encontradas en
Tarentola mauritanica. A: Fotografia en microscopia éptica de acaro Geckobia spp. B:
Fotografia en microscopia electrénica de barrido de la zona ventral de Geckobia spp.
(Fotografias de Dr. Daniel Gonzalez Acufia).

En la busqueda macroscépica de endoparasitos se encontro, en tres de los cuatro de
los individuos estudiados, abundante presencia de estructuras parasitarias en la zona del
intestino, las que mediante claves taxondmicas, fueron identificadas como “oxiuros” del
género Parapharyngodon (Oxyuroidea: Pharyngodonidae), sin llegar a determinar la

especie (Figura 7).

Figura 7. Fotografias obtenidas por lupa (aumento de 4x) de Parapharyngodon
spp. encontradas en el intestino Tarentola mauritanica. A: extremo anterior. B:
extremo posterior.
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El examen coproparasitario de sedimentacién fue negativo en las cuatro muestras
de los individuos estudiados. Por otra parte, el examen coproparasitario de flotacion en
soluciéon saturada de NaCl entregd resultados positivos en tres de ellas. Se identificé la
presencia de abundantes huevos de forma oval, cuyo didmetro mayor fue de
aproximadamente 200 um (Figura 9), compatibles con huevos de oxiuros, probablemente
del genero Parapharyngodon dado el hallazgo de individuos adultos en el intestino de los
reptiles en estudio. Asimismo, en una de las muestras fue posible encontrar un huevo de
unos 30 um de didmetro, compatible con huevos de cestodo. El detalle de las estructuras

parasitarias encontradas se resume en la Tabla 4.

Figura 9. Fotografias de microscopia dptica de las muestras de contenido gastrointestinal
de Tarentola mauritanica analizadas mediante el exdmen coproparasitario de flotacion en
solucién saturada de NaCl. A: Huevo de Parapharyngodon spp. (objetivo de 40x). B: Huevo
de Cestoda (aumento de 40x).

Tabla 4. Parasitos encontrados en Tarentola mauritanica segin muestra (+ presente; -
ausente).
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12 Discusion

12.1 Confirmacion de especie y determinacion del origen

En el presente estudio se considerd la relacidn filogenética basada en segmentos de
ADN ribosomal como la clasificacién mas certera para ordenar la taxonomia, y de esta
manera, identificar parentesco y origen. Sin embargo, se reconoce que el uso exclusivo de
la genética y del concepto filogenético de especie estdn sujetos a sesgos y pueden conducir
a errores. Considerando lo anterior, este trabajo, logré confirmar, mediante biologia
molecular, la presencia de Tarentola mauritanica mauritanica en Chile. Esta determinacién
se realizé mediante la secuenciacién de dos genes ampliamente utilizados, el 125y 16S
ARNr (Brito et al., 2007; D. Harris et al., 2004b; Hay et al., 1995; Li et al., 2010; Rato et al.,
2010, Rato et al., 2012), y complementa lo expuesto por Arredondo y Nufiez (2014), donde
se identificd a individuos de la misma poblacion dentro del complejo T. mauritanica, en la
subespecie mauritanica, dadas sus caracteristicas morfolégicas y el color presentado por

ejemplares vivos.

Es importante destacar que los procesos de diversificacidn no son proporcionales al
tiempo de separacion entre poblaciones, ya que muchas de las diferencias que definen la
diversidad de especies morfoldgicas, tuvieron origen en una nueva manera de acoplarse
con su entorno fisico, quimico o bioldgico y no al tiempo de separacién con la forma

ancestral anterior (Demangel, 2016).

Una de las principales problematicas en la definicion del concepto de especie,
subyace en el hecho de que en la naturaleza no existen tales especies, muchas veces estan
sustentadas en criterios subjetivos y distintos para cada grupo taxondémico. Lo que existe
son poblaciones con distinto grado de parentesco, de similitud y diferencia morfoldgica, y
también, con distinta potencialidad para volver a tener reproduccién cruzada (Demangel,

2016).

Desde principios del siglo XXI, ya se reconocen mas de una treintena de conceptos de

especie, cada uno con diferentes alcances y limitaciones propias. Es asi como una especie
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bioldgica hace hincapié en la capacidad de reproduccidn y en el aislamiento reproductivo
de los individuos, reconociendo que individuos de la misma especie pueden intercambiar
genes, mientras que individuos de especies diferentes normalmente no pueden
(Dobzhansky et al., 1977; Frankham et al., 2004; Mayr, 1963; Simpson, 1961). Asimismo,
una especie morfoldgica enfatiza los aspectos morfoldgicos y geograficos, y por lo tanto,
medibles o verificables, dejando de lado los rasgos analogos y sustentado en la morfologia,
busca estandarizar los criterios para definir especies. Por otra parte una especie desde el
concepto filogenético, se basa en la historia de parentesco de los individuos, poniendo en
algunos casos, una excesiva valoracién del tiempo de separacion de las poblaciones.
Mientras que una especie evolutiva considera no solamente la historia de parentesco, si no
gue incluye la situacidn presente y la tendencia de las poblaciones, ya que la evolucion de
los seres vivos es enormemente mas rica y compleja que una relacion de parentesco

(Demangel, 2016; Frankham et al., 2004).

Para la determinacién del origen de los individuos, se utilizé la metodologia empleada
por Rato et al. en el 2010, con una base de datos similar a la de dicho estudio. Ya en el
analisis de los haplotipos se pudo evidenciar que los individuos encontrados en nuestro pais
pertenecen al llamado “linaje europeo comun”, que se distribuye ampliamente por Europa
y se encuentra presente ademas en Tunez y Marruecos (Harris et al., 2004a, 2004b; Perera
and Harris, 2008; Rato et al., 2010). De por si, esta informacion no ayuda a dilucidar el origen
de los individuos introducidos en nuestro pais, sin embargo, si tomamos en consideracion
los antecedentes descritos por Arredondo y Nuifiez en 2014, respecto a la supuesta
procedencia europea de los individuos, especificamente Francés, dado el origen de los
materiales importados por Metro de Santiago para la linea 2, podriamos concluir que
efectivamente podria atribuirse un origen en dicho continente, al considerar ambos

antecedentes.

Este linaje europeo comun se describe como un haplotipo ampliamente distribuido
(Europa, Tunez y Marruecos), pero que presenta una variabilidad genética mitocondrial
extremadamente baja, lo que lleva a pensar, inicialmente, en recientes eventos de
colonizacién de origen antrdpico (Harris et al., 2004a, 2004b; Perera y Harris, 2008). Sin

33



embargo, nuevos estudios que incluyen el analisis de genes nucleares, indican la posibilidad
de que esta falta de variabilidad genética mitocondrial podria deberse a un “hitchhiking”

genético y no a recientes eventos de colonizacion (Rato et al., 2012).

Es por lo anterior que no se puede establecer con certeza un origen Francés y por lo
tanto, considerando todos los antecedentes, lo mejor seria realizar estudios
complementarios, incluyendo genes nucleares o estudios de genémica mitocondrial, de

manera de tener una mejor compresion de la procedencia de estos individuos.

Por otra parte, el haber encontrado solamente un haplotipo para la poblacién
estudiada, pudiese ser un indicador de un Unico evento de colonizacidn, con un nimero
indeterminado de individuos, mas que una serie de eventos a los largo de un periodo de
tiempo, donde se esperaria encontrar una mayor diversidad genética. Cabe destacar que T.
mauritanica posee un rango de hogar bastante reducido, que oscila entre los 3,5 a 10 m?
(Martinez-Rica, 1974; Salvador, 2015), lo que es un indicador que los individuos capturados
no se encontraban directamente emparentados, ya que todos se localizaron separados por

distancias mayores dentro de la zona de muestreo.
12.2 Fauna parasitaria

En los individuos capturados fue posible determinar la presencia de tres tipos
parasitarios, un acaro ectoparasito del género Geckobia y dos endoparasitos adultos,
ademas de huevos de nematodos del género Parapharyngodon y huevos platelmintos de la

clase Cestoda.

Para Tarentola mauritanica, se han descrito tanto pardsitos externos como internos, los
que abarcan cinco grupos diferentes (acaros, protozoos, trematodos, cestodos vy
nematodos) con alrededor de 25 especies. El hallazgo de solamente tres tipos de parasitos
indica que, en los individuos capturados, se encontré una menor diversidad y una menor
densidad parasitaria, lo que concuerda con lo descrito por Torchin et al. (2003), donde se
describe que una poblacion de hospederos posee alrededor 16 especies de parasitos en su

ambiente natural, de los cuales solamente, en promedio, tres acompafiaron a su

34



hospedador al ser introducido a un nuevo ambiente. Sin embargo, también se describe que
esta especie introducida, en promedio adquirird cuatro nuevos parasitos en su nuevo
ambiente (Torchin et al., 2003), situacién que aparentemente no se cumple en los
individuos estudiados. Sin embargo, hay que tener presente el fendmeno de
“overdispersion” o sobredispersion parasitaria, concepto que indica que dado que los
parasitos infectan aleatoriamente a sus hospederos y sus tiempos de vida son variables, las
cargas parasitarias dentro de los individuos de una poblacién no siguen una distribuciéon
predecible (ej. Poisson) (Barbour y Kafetzaki, 1991), por lo tanto, es importante aclarar que
estos resultados no son extrapolables a la poblacion estudiada, y que son solo una

aproximaciéon a unos pocos individuos.

La posibilidad del establecimiento y diseminacién de nuevos agentes parasitarios
transportados por especies exdticas es bastante baja, ya que generalmente los pardsitos
poseen ciclos de vida bastante complejos, los que muchas veces implican la presencia de
hospederos intermediarios, que en caso de estar ausentes, imposibilitan el establecimiento

de estos (Torchin et al., 2003).

Uno de los agentes encontrados en T. mauritanica en nuestro pais es un dcaro del
género Geckobia spp. Dicho género parasitario ya ha sido descrito en nuestro pais, sin
embargo se destaca que los estudios identificados por el Dr. Daniel Gonzalez Acuiia, solo
fueron confirmados a nivel de género y luego de ser comparadas con las especies
encontradas en la distribucién original del hospedero (Daniel Gonzalez A., comunicacion
personal). Esto puede significar que nos encontramos ante la presencia de una especie no
descrita con anterioridad, la que incluso podria tener su origen en Chile, donde el
conocimiento sobre este grupo es bastante incipiente. Por este motivo, la realizacién de
estudios complementarios para poder determinar la especie de este agente cobra

relevancia.
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12.3 Nuevos antecedentes y perspectivas

Hasta comienzos del 2016, solo se describia la presencia de T. mauritanica en
recintos de la ex Ciudad del Nifio, en la comuna de San Miguel, Regidn Metropolitana
(Arredondo y Nufiez, 2014). Sin embargo, ya existen registros en Pefalolén (Region
Metropolitana) y Limache (Regidon de Valparaiso) sobre la presencia de esta especie
(Demangel, 2016), seial de que esta especie podria estar ampliando su distribucion e
instalandose como una nueva especie en Chile. Una explicacion para este fendmeno es que
segun informacién obtenida durante el primer reporte de la especie (Arredondo y Nuiez,
2014), se determind de que se estaban extrayendo individuos de esta poblacion de manera
sistemdtica para su venta como mascotas en el comercio ilegal, incrementando la

posibilidad de que otros individuos sean dispersados a nuevas areas de distribucion.

Esto cobra relevancia al reconocer que T. mauritanica es una especie con
caracteristicas sinantropicas (Salvador, 2015) y que, como todo su género, presenta una
gran capacidad colonizadora, demostrando tolerancia a ser transportadas a lugares lejanos
de su distribucion original (Tejado y Potes, 2011). Adaptandose particularmente bien al
habitat antropizado (Salvador, 2015), donde la presencia de asentamientos humanos
facilitaria el establecimiento de nuevas poblaciones. Esta situaciéon podria permitir su
dispersion en el medio natural, como ha sucedido en Espafia (Gosa et al., 2011; Serrano,
2011) en la cual se ha registrado ocupando zonas rocosas y arbustivas, matorrales y troncos

de arboles (Hédar, 2002; Salvador, 2015).

Si bien no existen hasta la fecha publicaciones sobre la ecologia de la (o las)
poblacién(es) de T. mauritanica en nuestro pais, comunicaciones personales con un equipo
de investigadores (Raul Diaz, Tahia Rannou y Paula Maldonado), quienes realizaron un
estudio aln no publicado enfocado en obtener datos de la ecologia de la poblacidon de San
Miguel, indican que ésta presentaria un tamafo poblacional de aproximadamente 260
individuos, con una densidad de alrededor de 50 individuos por hectdrea, cifra que supera
ampliamente a lo descrito por Martinez-Rica (1974) en Mallorca (Espafia) de 3,89 individuos

por hectarea. Esto se puede deber a que la abundancia de la especie se relaciona con la
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disponibilidad de refugios (Seva, 1988), los cudles se presentan en gran cantidad en el area
de estudio debido a su condicion (sector urbano abandonado), asimismo, observaciones
realizadas en este sitio, indican abundante presencia de tijeretas (Forficula auricularia),
insecto dermaptero que al parecer podria estar siendo la principal fuente de alimentacién
para este geco. En este contexto, se cree que la poblacién presente en el area, podria estar
actuando como una poblacion fuente, propiciando la dispersién de la especie a zonas
aledafias. Observaciones complementarias, permiten afirmar que “la reproduccién de los
ejemplares en el drea de estudio es efectiva, ya que el 52% de los ejemplares capturados
en dicho estudio se categorizaron como recién nacidos” (Raul Diaz, Tahia Rannou y Paula
Maldonado, comunicacion personal). Asimismo, rastros como huevos eclosionados, fueron
encontrados en madrigueras (Figura 10) (Raul Diaz, Tahia Rannou y Paula Maldonado,
comunicacion personal). Estas se encontraron cubiertas por escombros de gran tamano, y
los huevos estaban dispuestos sobre tierra mezclada con restos de pastizal, hallazgo que
coincide con lo expuesto por Salvador (2015), quien describe que los huevos se depositan

bajo piedras y son enterrados en el suelo.

Figura 10. Fotografia de madriguera de Tarentola mauritanica encontrada por Raul
Diaz, Tahia Rannou y Paula Maldonado. Se destaca la presencia de huevos eclosionados
y muda de piel. Comuna de San Miguel, Santiago, Regiéon Metropolitana. (Fotografia de
Tahia Rannou, 2016).
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Finalmente, es importante remarcar que bajo la definicion del MMA, T. mauritanica se
clasifica como una especie exdtica en nuestro pais. Sin embargo, la posibilidad de que pueda
ademas clasificarse como invasora no puede descartarse, por lo que es relevante generar
mas informacién sobre esta especie en Chile. Esto dado principalmente por la falta datos
sobre la poblacidn establecida en San Miguel, los nuevos antecedentes de distribucion
descritos recientemente y el desconocimiento sobre el impacto que genera la presencia de
esta especie de reptil en Chile, ya que a pesar de lo mencionado por Arredondo y Nunez
(2014), respecto de que T. mauritanica no se ha reportado como un invasor peligroso en
ninguno los paises en los que se ha registrado su presencia, es importante mencionar que
en su distribucién original si se ha descrito depredacién de esta especie sobre lagartos de
mediano tamafio (Podarcis lilfordi, P. hispdnica), salamanquejas (Hemidactylus turcicus) y
ejemplares jovenes de su misma especie (Gonzalez de la Vega, 1988; Salvador, 2015). Esta
situacién podria replicarse con Liolaemus tenuis o L. lemniscatus, especies registradas en el
area de estudio, lo que podria presentar alglin grado de incertidumbre respecto a su

inocuidad.
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13 Conclusiones

En vista de los antecedentes de la primera descripcion de este reptil en nuestro pais
y de los andlisis moleculares realizados en el presente estudio, podemos concluir que los
individuos encontrados en recintos de la ex Ciudad del Nifio en la comuna de San Miguel,
se identifican como Tarentola mauritanica mauritanica, especie no presente de manera

natural en nuestro pais.

Respecto de la determinacidn del origen, los andlisis filogenéticos realizados en este
trabajo no permiten confirmar la hipdtesis planteada por Arredondo y Nufiez (2014)
respecto del origen francés de T. mauritanica en Chile, recomendandose la realizacion de
estudios complementarios, utilizando a la vez genes nucleares para complementar los
analisis realizados o realizar la secuenciacion completa del ADN mitocondrial, para

esclarecer de manera definitiva la procedencia de esta especie.

El estudio parasitolégico determind la presencia de tres tipos de pardsitos presentes
en los individuos capturados. Un acaro del género Geckobia, huevos y adultos del género
Parapharingodon, y un huevo de cestodo. Tal como se planted en la hipdtesis, se concluye
gue estos individuos presentaron una menor diversidad parasitaria respecto a lo descrito

para la especie en su ambiente natural, asi también una menor densidad parasitaria.
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15 Anexos

15.1 Anexo 1.

Certificado de Comité de Bioética de FAVET

UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
Comité de Bioética Animal

Santiago, 25 de mayo de 2015

CERTIFICADO N° 11-2015

En relacién con los procedimientos propuestos para el uso de animales
experimentales, tenida a la vista la metodologia del Proyecto:
“Descripcién, origen y ectopardsitos en Tarentola mauritanica, una
nueva especie invasora en nuestro pais”. Dicho proyecto corresponde a
un Proyecto de Tesis de Magister del Sr. Cristobal Arredondo Elias de
Quiros donde el Investigador Responsable serd el Dr. Cristébal Briceiio
Urziia, y sus detalles contenidos en el Formulario para obtenciéon de
certificado de Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile, este Comité certifica que el Proyecto
satisface lo estipulado en la guia de principios directrices internacionales
para el uso de animales en investigacion biomédica, elaborada por el
Consejo para las Organizaciones Internacionales de las Ciencias
Biomédicas, adecuada y adoptada por este Comité, y se ajusta a la
legislacion chilena vigente sobre la materia, incluida la Norma NCh 324-
2011.

A este respecto este Comité entiende que el Investigador Responsable
trabajara con un maximo de 30 individuos de la especie invasora Tarenfola
mauritdnica. Todos los individuos serdn capturados y sacrificados de
acuerdo al protocolo entregado en el formulario adjunto.

/ (WL,
R s e Z
Dral Tamara Tadi¢hG. antiago Urcelay V.
Director e Presidente
Comité de Bioética Animal mité de Bioética Animal
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15.2 Anexo 2.

Tabla con secuencias de Tarentola mauritanica utilizadas en este estudio, indicando
su haplotipo, clado, lugar de origen, cddigo de acceso de GeneBank y cita para cada
secuencia. Las secuencias de los individuos colectados en Chile no se encuentran publicadas
actualmente. Secuencias sin cédigo de acceso no se encuentran disponibles en el NCBI, y
fueron enviadas por Catarina Rato, investigadora post-doctoral en el CIBIO-InBIO,
Universidad de Porto, Campus de Vairdo, Portugal.

Caddigo Codigo
Codigo | Haplotipo| Clado Origen acceso acceso Fuente
NCBI 12S | NCBI 16S

A Hap_EU A Chile - - -

B Hap_EU A Chile - - -

C Hap_EU A Chile - - -

D Hap_EU A Chile - - -
DB1246 | Hap_EU A Espafia JQ300720 | JQ300816 Rato et al., 2012
DB156 | Hap_EU A Portugal - - Harris et al. 20042
DB177 | Hap_EU A Espafia |HMO014476 | HM014533 Rato et al. 2010
DB214 | Hap_EU A Tunez HM014478 | HM014535 Rato et al. 2010
DB215 | Hap_EU A Tunez HMO014479 | HM014536 Rato et al. 2010
DB218 | Hap_EU A Tunez HMO014481 | HM014538 Rato et al. 2010
DB267 Hap_EU A Espafa HMO014483 | HM014540 Rato et al. 2010
DB270 | Hap_EU A Espafia |HMO014484 | HM014541 Rato et al. 2010
DB272 Hap_EU A Espafa HMO014485 | HM014542 Rato et al. 2010
DB273 Hap_EU A Espafia HM014486 | HM014543 Rato et al. 2010
DB292 Hap_EU A Espafia HMO014487 | HM014544 Rato et al. 2010
DB3145 | Hap_EU A Italia JQ300728 | JQ300895 Rato et al., 2012
DB3176 | Hap_EU A Italia JQ300731 | JQ300881 Rato et al., 2012
DB323 Hap_EU A Marruecos | HM014495 | HM014552 Rato et al. 2010
DB3235 | Hap_EU A Croacia JQ300740 | JQ300888 Rato et al., 2012
DB365 | Hap_EU A Espafia | HM014499 | HM014556 Rato et al. 2010
DB369 | Hap_EU A Espafia | HMO014502 | HM014559 Rato et al. 2010
DB394 | Hap_EU A Espafia | HMO014508 | HM014565 Rato et al. 2010
DB395 | Hap_EU A Espafia | HM014509 | HM014566 Rato et al. 2010
DB402 | Hap_EU A Espafia |HMO014512 | HM014569 Rato et al. 2010
DB403 | Hap_EU A Espafia |HMO014513 | HM014570 Rato et al. 2010
DB404 | Hap_EU A Espafia |HMO014514 | HM014571 Rato et al. 2010
DB405 Hap_EU A Portugal [HMO014515|HMO014572 Rato et al. 2010
DB406 | Hap_EU A Espafia |HMO014516 | HM014573 Rato et al. 2010
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DB408 Hap_EU A Espafna HMO014518 | HM014575 Rato et al. 2010
DB409 Hap_EU A Espafna HMO014519 | HM014576 Rato et al. 2010
DB410 | Hap_EU A Espafia | HMO014520 | HM014577 Rato et al. 2010
DB420 Hap_EU A Espafna HMO014528 | HM014585 Rato et al. 2010
DB423 | Hap_EU A Tunez HMO014529 | HM014586 Rato et al. 2010
DB424 | Hap_EU A Tlnez HMO014530 | HM014587 Rato et al. 2010
DB425 | Hap_EU A Tlnez HMO014531 | HM014588 Rato et al. 2010
DB426 | Hap_EU A Tlnez HMO014532 | HM014589 Rato et al. 2010
DB496 | Hap_EU A Algeria JQ300660 | JQ300901 Rato et al., 2012
DB720 | Hap_EU A Italia JQ300719 | JQ300796 Rato et al., 2012
DB724 | Hap_EU A Italia JQ300627 | JQ300833 Rato et al., 2012
DB311 Morl A Marruecos | HM014490 | HM014547 Rato et al. 2010
DB317 Mor2 A Marruecos | HM014491 | HM014548 Rato et al. 2010
DB328 Mor2 A Marruecos | HM014496 | HM014553 Rato et al. 2010
Tm30 |[Spa_Morl A Espafia AY828460 | AY828485 | Harris et al. 20042
Tm58 [Spa_Morl A Marruecos | AY828457 | AY828482 | Harris et al. 20042
Tm27 Spal A Espafa AY828458 | AY828483 | Harris et al. 20042
Tm29 Spal A Espafia AY828459 | AY828484 | Harris et al. 20042
DB216 Tunl A Tunez HMO014480 | HM014537 Rato et al. 2010
DB265 Portl B Portugal [HMO014482|HMO014539 Rato et al. 2010
DB367 |Spa_Portl B Espafia HMO014500 | HM014557 Rato et al. 2010
DB368 |Spa_Portl B Espafia HMO014501 | HM014558 Rato et al. 2010
DB377 |Spa_Portl B Espafia HMO014505 | HM014562 Rato et al. 2010
DB381 |Spa_Portl B Espafia HMO014507 [ HM014564 Rato et al. 2010
DB407 |Spa_Portl B Espafia | HMO014517 | HM014574 Rato et al. 2010
DB411 |Spa_Portl B Espafia | HMO014521| HM014578 Rato et al. 2010
DB413 |Spa_Portl B Espafia | HMO014523 | HM014580 Rato et al. 2010
DB414 |Spa_Portl B Espafia | HMO014524 | HM014581 Rato et al. 2010
DB415 |Spa_Portl B Espafia | HMO014525| HM014582 Rato et al. 2010
DB416 |Spa_Portl B Portugal [HMO014526 | HM014583 Rato et al. 2010
DB1880 Spa2 B Espafia JQ300569 | JQ300798 Rato et al., 2012
DB3834 Spa3 B Espafia JQ300561 | JQ300812 Rato et al., 2012
DB3844 Spa3 B Espafia JQ300715 | JQ300810 Rato et al., 2012
DB3838 Spa4d B Espafa JQ300739 | JQ300972 Rato et al., 2012
DB417 Spas B Espafia |HMO014527 | HM014584 Rato et al. 2010
DB412 Spab B Espafia | HMO014522 | HM014579 Rato et al. 2010
Tm34 Morl10 C Marruecos | AY828463 | AY828487 | Harris et al. 20042
DB321 Morll C Marruecos [ HM014494  HM014551 Rato et al. 2010
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Tm36 Mor12 C Marruecos | AY828461 | AY828488 | Harris et al. 20042
Tm37 Mor12 C Marruecos | AY828448 | AY828489 | Harris et al. 20042
Tm39 Mor13 C Marruecos | AY828450 | AY828474 | Harris et al. 20042
DB1448 Mor14 C Marruecos | JQ300690 | JQ300940 Rato et al., 2012
Tm45 Morl5 C Marruecos | AY828454 | AY828478 | Harris et al. 20042
DB192 Morl6 C Marruecos - - Harris et al. 2004b
Tm43 Morl6 C Marruecos | AY828452 | AY828476 | Harris et al. 20042
DB198 Morl7 C Marruecos - - Harris et al. 2004b
Tm49 Morl8 C Marruecos | AY828466 | AY828492 | Harris et al. 20042
Tm53 Mor19 C Marruecos | AY828468 | AY828494 | Harris et al. 20042
Tm48 Mor20 C Marruecos | AY828456 | AY828480 | Harris et al. 20042
Tm46 Mor21 C Marruecos | AY828455 | AY828479 | Harris et al. 20042
DB190 Mor22 C Marruecos | HM014477 | HM014534 Rato et al. 2010
DB11004 Mor3 C Marruecos | JQ300597 | JQ300914 Rato et al., 2012
DB11042 Mor3 C Marruecos | JQ300686 | JQ300854 Rato et al., 2012
Tm44 Mor4 C Marruecos | AY828453 | AY828477 | Harris et al. 20042
DB11022 Mor5 C Marruecos | JQ300541 | JQ300860 Rato et al., 2012
DB2545 Mor5 C Marruecos | JQ300560 | JQ300960 Rato et al., 2012
Tm40 Mor5 C Marruecos | AY828451 | AY828475 | Harris et al. 2004a
DB11035 Mor6 C Marruecos | JQ300636 | JQ300871 Rato et al., 2012
DB199 Mor6 C Marruecos - - Harris et al. 2004b
DB398 Mor6 C Marruecos [ HM014510 [ HM014567 Rato et al. 2010
Tm38 Mor6 C Marruecos | AY828449 | AY828490 | Harris et al. 2004a
Tm50 Mor6 C Marruecos | AY828467 | AY828493 | Harris et al. 2004a
DB320 Mor7 C Marruecos | HM014493 | HM014550 Rato et al. 2010
DB2635 Mor8 C Marruecos | JQ300657 | JQ300821 Rato et al., 2012
Tm33 Mor9 C Marruecos | AY828462 | AY828486 | Harris et al. 2004a
Tm54 Mor9 C Marruecos | AY828464 | AY828481 | Harris et al. 2004a
DB1334 Canl D I. Canarias - - Rato et al., 2012
DB1402 Canl D I. Canarias - - Rato et al., 2012
DB1358 Can2 D I. Canarias - - Rato et al., 2012
DB1353 Can3 D I. Canarias - - Rato et al., 2012
DB1469 Can3 D I. Canarias - - Rato et al., 2012
DB1340 Can4 D I. Canarias - - Rato et al., 2012
DB1354 Can4 D I. Canarias - - Rato et al., 2012
DB1373 Can4 D I. Canarias - - Rato et al., 2012
DB1374 Can4 D I. Canarias - - Rato et al., 2012
DB1365 Can5 D I. Canarias - - Rato et al., 2012
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DB474 Algl E Algeria JQ300558 | JQ300783 Rato et al., 2012
DB159 Mor23 E Marruecos - - Harris et al. 2004a
DB374 Mor24 E Marruecos | HM014504 | HM014561 Rato et al. 2010
DB373 Mor25 E Marruecos | HM014503 | HM014560 Rato et al. 2010
DB165 Mor26 E Marruecos - - Harris et al. 2004a
Tm57 Mor26 E Marruecos | AY828469 | AY828495 | Harris et al. 2004a
DB205 Mor27 E Marruecos - - Harris et al. 2004b
Tm56 Mor28 E Marruecos | AY828470 | AY828496 | Harris et al. 2004b
DB5113 Mor29 E Marruecos | JQ300585 | JQ300954 Rato et al., 2012
DB318 Mor30 E Marruecos [ HM014492 | HM014549 Rato et al. 2010
DB329 Mor31 E Marruecos | HM014497 | HM014554 Rato et al. 2010
- Perera y Harris,
DB296 | Spa7 E Espaiia . ; ; o{) A
DB379 Spa8 E Espafia | HMO014506 | HM014563 Rato et al. 2010
DB401 Spa9 E Espafia |HMO014511| HM014568 Rato et al. 2010
DB303 Ital F Italia HMO014488 | HM014545 Rato et al. 2010
DB354 Ital F Italia HMO014498 | HM014555 Rato et al. 2010
DB304 Ita2 F Italia HMO014489 | HM014546 Rato et al. 2010
Tb To  |Outgroup - AF363569 | JQ300779 | C3rranza et al. 2002;

Rato et al. 2012
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