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2 - MUESTREOS Y METODOLOGIA GENERAL

Aunque en los siguientes capitulos se describdatamente la metodologia seguida y el materiizatio en
cada uno de ellos, creemos conveniente incluirapitelo de metodologia general. Dentro de estdutapi
dedicamos una atencion especial al muestreo psidaarlo como una fuente basica de informaciémeseb
medio ocupado por las especies del género y sbbataglo de conservacion actual de las diferermpiones.

2.1.- Puntos de muestreo

La eleccién de los puntos de muestreo dentro dal s& efectud tratando de cubrir dos objetivosbijidad de
analisis taxonomico posterior e inclusion de la onaiiversidad posible. Siguiendo un criterio taxoied se tratd
de abarcar el mayor nimero de taxa descritos,cetendo como puntos de muestreo las localidades
correspondientes a la "terra typica" del taxénoalidades préximas, con objeto de no incurrir eares de
caracterizacion al utilizar ejemplares incorrectare@signados a una subespecie u otra. El segljetovo se
tratd de cubrir seleccionando por una parte acuplidlaciones que se encontraban geograficamestaeas y por
otra, poblaciones que sin estar estrictamentedaisise encontraban relativamente alejadas o pabsentasgos
morfologicos externos peculiares. Todo el materidgizado bien formaba parte de las coleccionesviedeo
Nacional de Ciencias Naturales o bien fue recogavlas correspondientes autorizaciones (ver agiragentos).

Como resultado se seleccionaron las siguienteidadas que se resumen en la tabla | y en el mapefijura 3.
Tabla I.

Localidades de las que se utiliz6 material paraiaisis.
La numeracién entre paréntesis hace referenciaparde la figura 3.

ESPECIE LOCALIDAD
Alytes cisternasi ESPANA

AVILA: Rio Arevalillo (4)

BADAJOZ: Alburquerque (5)
CACERES: Aliseda (5)

JAEN: Aldeaquemada (6)

MADRID: Villanueva de la Cafada (1)

PORTUGAL

ALENTEJO: Cuba, Beja (3)

ALENTEJO: Viana do Alentejo (2)
Alytes muletensis ESPANA

MALLORCA (7)
Alytes sp. (Sierras Béticas) ESPANA

ALBACETE: Sierra de Alcaraz (21)

MALAGA/GRANADA: Sierra Tejeda (22)
Alytes obstetricans ESPANA

ASTURIAS/LEON: Picos de Europa (18)
AVILA: Venta del Obispo (16)
BARCELONA: Barcelona (13)




BARCELONA: Berga (12)

CASTELLON: Caudiel - Benicassim (14)
GUADALAJARA: Ciruelas - Azuqueca (15)
HUESCA: Piedrafita (11)

LA CORUNA: La Corufia (19)

MADRID: Rascafria (16)

NAVARRA: Ituren - Irati (10)
PONTEVEDRA: Tuy - Bayona (20)
SORIA: Vinuesa (17)

VALENCIA: Algar de Palancia (14)

FRANCIA

MAYENNE: Jublains (9)

ALEMANIA

Cuenca del Rhr (8)

Figura 3. Procedencia del material utilizado situado sobres@inbreado correspondiente a cada subespecie. La
numeracion de los puntos se indica en la tabla I.

Alytes cisternasii
- Villanueva de la Cafiada - Quijorna (Madrid)

5 ejemplares. Poblacién asentada en terrenos aerndos margenes de un riachuelo temporal. Lataeign de
la zona esta dominada por el encinar y sus etapdegtadacion (predominan Quercus ilex ballotataiRa
sphaerocarpa). Las larvas se desarrollan durameietno, primavera y parte del verano. Esta poblafue
seleccionada por su posicion geografica casi #maé nororiental de la distribucién de la espeadisur del
Sistema Central, en la cuenca del Tajo.

- Rio Arevalillo (Avila)

5 ejemplares. Los adultos se encuentran en lodaslarenosos proximos al cauce. La vegetacionztmkesta
constituida por un extenso pinar de Pinus pinedrgd@ de una de las localidades situadas en relneat
noroccidental de su distribucién al norte del $isteCentral, en la cuenca del Duero. Las poblaciooascidas en
la zona son muy escasas, aunque los efectivoaguweimponen parecen ser abundantes.

- Aldeaquemada (Jaén)

1 ejemplar. Ejemplar adulto capturado en un encirediterraneo con abundante matorral. Las larvas se
encontraban en las pozas de un pequefio arroyo tehegocano. Esta poblacion se asienta en el Isniteriental
de la distribucion de la especie, en una zona aleghte simpatria con A. obstetricans (Pleguezugag).

- Aliseda (Caceres)

5 ejemplares. Los adultos se localizaron en lagled situados junto a tierras de labor y olivarelg magenes d
un riachuelo. En toda la zona esta especie parageabundante con poblaciones asentadas a lo largmids los
arroyos y riachuelos muestreados. La selecciérstdepoblacion y de la siguiente se efeaamo consecuencia
su posicion central dentro del area de distribud®ta especie.

- Alburquergue (Badajo:



20 ejemplares. Observados en condiciones simitales de la poblacion anterior, aunque en zonayegetacion
arborea mucho mas escasa. El criterio seguidospagteccion fue su posicion central dentro del acegada por
la especie y su relativa proximidad a la "terradgp: Mérida (Badajoz).

- Cuba, Alentejo (Portugal)

5 ejemplares. Muestras de tejidos enviadas por.el.WV. Arntzen para el analisis electroforético.

- Viana do Alentejo (Portugal)

9 ejemplares. Muestras de tejidos enviadas por.el.V. Arntzen para el analisis electroforético.

Alytes muletensis

- Material en cautividad de Museo Nacional de Cian®aturales de Madrid, del Zoo de Jersey y denladusidac
de East Anglia en Norwich, procedente directa a@atihmente de Mallorca. Se utilizaron para eldotesis 2
ejemplares procedentes de Madrid y 4 del Zoo dyePara el analisis de biometria externa searin 30
ejemplares vivos de la Universidad de Norwich.

Alytes obstetricans

- Tuy - Bayona (Pontevedra)

14 ejemplares. Los adultos se encontraron en tsleidosos o bajo piedras préximas a los puntagjdie donde
liberan a las larvas, especialmente pequefias espeesarroyos y depadsitos de agua. Las poblactmesta zona
fueron escogidas tanto por su importancia taxon@mlidocalizarse en el area la "terra typica" deulaespecie A.
0. boscai, como por su posicion geografica eneal Aproccidental peninsular.

- La Coruia (La Corufia)

10 ejemplares. Capturados en zonas préoximas adadi Esta poblacion fue seleccionada por su @equdird de
coloracién, similar al de las poblaciones ponteesds, pero muy diferente del de las poblacionesiasas
préoximas.

- Picos de Europa - Puerto de San Isidro (Asturizedn)

17 ejemplares. La concentracién de adultos enllededores de lagos de montafia, como el de Isslemame.
Los ejemplares se capturaron bajo piedras. Panaadibis electroforético se seleccionaron poblason
provenientes de ambas vertientes de la Cordillargdbrica (leonesa y asturiana). La coloracidnstise
poblaciones y el patron de verrugas dorsales essimilar al de las poblaciones nor-pirenaicas.

- Ituren - Irati (Navarra)

21 ejemplares. Los individuos se recogieron enztwacosas de media montafia, en general bajo qi&ira
seleccion se baso en la posibilidad de la existeheiuna zona de transicion entre las poblaciomés slibespecie
tipica (A. 0. obstetricans) y las de la ibérica §Aboscai) en esta region, basada en los dattsadteéticos ya
publicados y en su patron de coloracion.

- Vinuesa (Soria)

5 ejemplares. Recogidos bajo piedras proximasasldg alta montafia. Su interés radica en su pgsikieion
transicional entre las dos subespecies citadas.

- Piedrafita (Huesca)
5 ejemplares. Capturados bajo piedras en los aloedg de los ibones de montafia. Sus poblacioneszena son

abundantes. Algunos aspectos en su coloraciérasiania de los individuos de las zonas litoralslanas y su
aparente diferenciedn de la de los individuos europeos noso a su selecon.



- Berga (Barcelona)

29 ejemplares. Los adultos se encuentran en tafolieados en zonas rocosas 0 pastizales, proxictseas y
abrevaderos de montafia. Su seleccion se bas@esitdlidad de existencia de contactos entre suHuisp
préximos a la cadena pirenaica.

- Barcelona (Barcelona)

6 ejemplares. Capturados en el interior de la ciuBlara la reproduccién utiliza pequefios medicsgde, como
estanques en jardines. Su interés radica tanto aislamiento como en la proximidad a las zonatecas.

- Caudiel - Benicassim (Castellon)

30 ejemplares. Localizados en zonas de cultivee@almente naranjales, donde disponen de balsagu#eque
posibilitan su reproduccion. En ocasiones paradsrca dichos puntos de agua han de trepar porgsared
completamente verticales de mas de dos metroguta.ahlgunas poblaciones, como la de Benicassienap se
encuentran a unos metros de la playa. Estas pob&ccosteras ubicadas en un habitat muy disteitoabitual
para la especie, presentan un interés especialgmeculiar coloracidy aspecto general, que recuerda al de A
muletensis.

- Algar de Palancia (Valencia - Castellon)

5 ejemplares. Como las poblaciones anterioregcsdizaron en zonas de naranjal, siempre proxinsagetas o
balsas de riego. Ademas de lo ya comentado, estdagones son de especial importancia al basarsias la
descripcion interna de A. 0. boscai efectuada poadte.

- Ciruelas (Guadalajara)

10 ejemplares. Colonia asentada en el interiopdeblo, que utiliza para su reproduccién predontaraente los
abrevaderos para el ganado. Estas poblacionesdasrstobre terrenos calcareos que disponen deaunayagua
superficial para la reproduccién suelen utilizabinelmente los desitos efectuados por el hombre para abre\
ganado (charcas, albercas, pilones, fuentes). IBtac@n y aspecto son muy peculiares y recuerdasytamanio
y forma al de los individuos catalanes.

- Rascafria (Madrid)

10 ejemplares. Recogidos en el limite del pinaPides sylvestris, en zona de media - alta montzd.
poblaciones de montafia del Sistema Central asensatbae suelos predominantemente graniticos utipaaa la
reproduccion arroyos y lagunas de alta montafiaskgiblaciones se seleccionaron por su aparefdmasato en
zonas de alta montafa, y por su proximidad geagrafipoblaciones de A. cisternasii (situadas a mmda@0 km
en linea recta).

- Venta del Obispo (Avila)

5 ejemplares. Capturados bajo piedras en zonassa®g pastizales, en las proximidades del riautjliean para
la reproduccion. Esta poblacion se encuentra ajfganemte aislada en el Macizo de Gredos.

- Jublains, Mayenne (Francia)

11 ejemplares. Muestras de tejidos enviadas [dor.€l. W. Arntzen para el andlisis electroforéticos individuos
medidos se encuentran en la coleccion del Mus@mdlgia de la Universidad de Amsterdam. La poblaci
analizada se sitla en el area centro - septentderia distribucién de A. 0. obstetricans.

- Cuenca del Rhir (Alemania)

5 ejemplares. Se observaron en zonas arenosagmpidadi canteras 0 zonas con tierras erosionadasl@acion,

tipica de la subespecie A. 0. obstetricans, essimiar a la de algunas poblaciones navarras siasas. Esta
poblacén se silla en la pordn oriental de la distribu6n de la subespeciipica.



Alytes s.p. Sierras Béticas
- Sierra de Alcaraz (Albacete)

32 ejemplares. Los individuos capturados se reomgien noches lluviosas sobre la carretera o goréegmidade:
de las fuentes y abrevaderos que utilizan paramwduccién. Las poblaciones de esta Sierra, a dessu
potencial aislamiento, parecen abundantes y baritliidas por todas las zonas rocosas proxima®wuos 0
depdsitos de agua. Los criterios para su selefe@yon su potencial aislamiento y la peculiar mioda de
adultos y larvas.

- Sierra Tejeda (Malaga - Granada)

21 ejemplares. Los adultos capturados se recogardaludes en las proximidades de profundos bawsacon
arroyos y depositos de agua. Al contrario que easb anterior sus poblaciones resultan particelatenescasas y
casi siempre ligadas a actuaciones humanas. Liesi@sipara su seleccion fueron, como en el caisian su
potencial aislamiento y la peculiar morfologia deltos y larvas, todo ello unido a sibitat peculiar que en cier
modo recuerda al de las poblaciones de Alytes enset en Mallorca.

2.2.- Preparacion del material

Tras la captura, los individuos se median y fotiigpan "in situ” o bien se transportaban vivosa@bratorio,
donde tras un periodo mas o menos dilatado devadadi (en funcién de la disponibilidad de muestras)
sacrificaban previa inmersion en liquido anestédit@ vez inmoviles se procedia a la extraccidlosiéejidos
para el analisis electroforético. Los tejidos sardaron inicialmente en arcones congeladores € -que tras
sucesivas anomalias de funcionamiento que supundeeperdida de numerosas muestras, fueron reeataazor
arcones de -70° y botellas de nitrégeno liquidtagEmuestras se procesaron siguiendo el métodesixpen el
capitulo 3.

El resto del animal bien se fijaba en formol pargagsterior transparentado y tincidén osteoldgidaica se somedi
a procesos de maceracion para la preparacion delesusp desarticulados. Todo el material no dekirdurante
estos procesos actualmente forma parte de la adhedel Museo Nacional de Ciencias Naturales.
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