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RESUMEN

El desman ibérico (Galemys pyrenaicus) es un mamifero semiacudtico amenazado del que no se conocen
algunos aspectos basicos sobre diversidad y estructura genética. Ademads, existe poca informacién ac-
tualizada sobre su distribucién. En este estudio se muestrearon los rios y arroyos que resultaban en prin-
cipio favorables para la presencia de esta especie en los tres parques nacionales con citas previas (Picos
de Europa, Ordesa y Monte Perdido, y Aigtiestortes i Estany de Sant Maurici), con el objetivo de encon-
trar excrementos de desman y actualizar su distribucién en estos parques. Asimismo, se puso a punto un
método de identificacion genética de los excrementos basado en la amplificacion y secuenciacion de genes
mitocondriales que permitiera confirmar la especie de procedencia, ya que algunos excrementos de des-
man pueden equivocarse con los de otros mamiferos semiacudticos como los del género Neomys. Usando
este protocolo pudimos confirmar rastros de desman en algunas cuencas del Parque Nacional de Picos
de Europa, pero en otras resulté muy escaso o ausente. También se encontraron excrementos de desman
en la parte oriental del Parque Nacional de Aigtiestortes i Estany de Sant Maurici, pero en su parte occi-
dental y en el Parque Nacional de Ordesa y Monte Perdido no se encontré ninguno. Estos resultados
ponen de manifiesto una distribucién muy fragmentada de las poblaciones de desman, incluso en luga-
res aparentemente 6ptimos para la especie. Ademads, un andlisis de las secuencias mitocondriales de estas
muestras junto con otras del resto del area de distribucién permitié constatar una fuerte estructuracion
genética, con las poblaciones de desman divididas en dos grupos principales, a su vez subdivididos en
cuatro linajes sin apenas intercambios genéticos entre ellos. Estos datos genéticos permitieron inferir que
la historia evolutiva del desmdn ibérico estuvo muy determinada por la existencia de refugios glaciales
dentro de la peninsula Ibérica, ubicindose el mas importante en la zona noroccidental. Por otro lado, se
comprobé que, a pesar de los fuertes requerimientos acudticos del desmadn, la estructura genética de esta
especie no estd tan condicionada por las cuencas fluviales como se esperaba. Todos estos resultados de-
berfan ser tenidos en cuenta en los programas de conservacién del desman ibérico, tanto en la Red de Par-
ques Nacionales como a nivel de todo el drea de distribucién de la especie.
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SUMMARY

The Pyrenean desman (Galemys pyrenaicus) is a threatened semi-aquatic mammal of which we ignore
some basics aspects of its genetic diversity and structure. Moreover, there is limited updated informa-
tion about its distribution. In this study, we sampled the rivers and streams a priori favorable for this
species in the three National Parks with previous records (Picos de Europa, Ordesa y Monte Perdido,
and Aigiiestortes i Estany de Sant Maurici), with the aim of finding desman droppings and updating
its distribution in these Parks. Moreover, we developed a method of genetic identification of excre-
ments based on the amplification and sequencing of mitochondrial genes that allowed us to confirm the
species of origin, since some desman excrements can get confused with those of other semi-aquatic
mammals such as species of the genus Neomys. Using this protocol we could confirm desman droppings
in some basins of the National Park of Picos de Europa, but in others it was very scarce or absent. We
also found desman excrements in the eastern part of the National Park of Aigiiestortes i Estany de Sant
Maurici, but in its western part and in the National Park of Ordesa y Monte Perdido, we did not find
any desman excrement. These results reveal a very fragmented distribution of desman populations,
even in places apparently optimal for the species. In addition, an analysis of mitochondrial sequences
of these samples along with others of the rest of the distribution range helped to confirm a strong ge-
netic structure, with the desman populations divided into two main groups, which were further sub-
divided into four lineages with little genetic exchange between them. These genetic data allowed us to
infer that the evolutionary history of the Pyrenean desman was largely determined by the existence of
glacial refugia within the Iberian Peninsula, with the most important refugium placed in the north-
western part. Furthermore, it was found that, despite the strong aquatic requirements of the desman,
the genetic structure of this species was not as influenced by river basins as expected. All these results
should be considered in conservation programs of the Pyrenean desman in both the Spanish Network
of National Parks as well as at the level of the whole distribution range of the species.

Key words: conservation genetics, mammals, mitochondrial genes, Pyrenean desman, Iberian en-
demism, semi-aquatic

Este pequefio mamifero se encuentra en rios y
arroyos de aguas permanentes y limpias. La alti-
tud no es my importante para el desman ibérico
pero los cursos de agua que habita han de tener
una cierta pendiente y una profundidad no muy
grande para asegurar la oxigenacién del agua
(NORES et al., 2007). Asimismo, las riberas deben
tener caracteristicas especificas para poder alber-
gar refugios, de gran importancia para la especie
(MELERO et al., 2012). Entre los principales fac-
tores que regulan su presencia estd su gran de-
pendencia de macroinvertebrados benténicos,
principalmente larvas de tric6pteros, efemerép-
teros y plecopteros, que constituyen su dieta
principal (SANTAMARINA, 1993; CASTIEN &
GOSALBEZ, 1999). Esto hace que, aunque el des-

INTRODUCCION

El desmadn ibérico, Galemys pyrenaicus (E. Geoffroy
Saint-Hilaire, 1811), es un mamifero semiacuético
endémico de la peninsula Ibérica a nivel de género
y especie. Junto con el desmdn ruso, Desmana mos-
chata (LINNAEUS, 1758), son las dos tnicas espe-
cies vivas de la subfamilia Desmaninae. Esta
subfamilia fue mucho més diversa en nimero de
especies en el pasado (MCKENNA et al., 1997;
ARRIBAS, 2004), por lo que se trata de un linaje re-
licto que ha experimentado unas elevadas tasas de
extincién. Ademds, este grupo de especies presenta
adaptaciones a la vida acudtica desde hace mds de
10 millones de afos, con lo cual el desmén ibérico

es uno de los dos tinicos representantes actuales de
un linaje adaptado a vivir en unas condiciones eco-
l6gicas muy particulares.
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man sea capaz de soportar niveles moderados de
contaminacién orgdnica, la alteracién de las co-
munidades de sus presas pueda limitar su pre-
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sencia en zonas de elevada eutrofizacién. Debido
a sus elevadas exigencias ecoldgicas, se considera
que el desman ibérico es un excelente indicador
de la calidad del hébitat. Por su elevado grado de
endemicidad, su drea de distribucién cada vez
mas restringida y el grado de amenaza de mu-
chas de sus poblaciones, el desman ibérico estd
considerado por la IUCN como especie “Vulne-
rable” (FERNANDES et al., 2008). En el Estado
espafiol figura en el Catdlogo Nacional de Espe-
cies Amenazadas en la categoria “Vulnerable”
excepto las poblaciones del Sistema Central, que
aparecen como "En peligro de extincién".

El drea de distribucién actual del desmén ibérico
se extiende por las cuencas fluviales de Pirineos,
Cordillera Cantébrica, Galicia, norte de Portugal,
parte del Sistema Ibérico y algunas zonas del Sis-
tema Central. Falta de gran parte del Pafs Vasco,
de modo que las poblaciones cantédbricas y pire-
naicas no estarfan conectadas. Tampoco estarian
conectadas las poblaciones del Sistema Ibérico y
las del Sistema Central con otras poblaciones. De
esta forma, el drea de distribucién del desmén
ibérico se configura en varios ntcleos poblacio-
nales posiblemente aislados entre si. Aunque se
supone que el desman es relativamente frecuente
en muchos lugares de la parte septentrional de
su drea, aun existe un gran desconocimiento
sobre la extension de la distribucién y abundan-
cia actual de la especie. Sf que se sabe que las po-
blaciones de desmdn en situacién més critica son
las del Sistema Central y parece que se habria ex-
tinguido al este de la Sierra de Gredos, pero atin
no se conocen de manera clara las causas del de-
clive que estd experimentando esta especie
(NORES et al., 2007).

Un problema de conservacién afiadido en el caso
del desman es que, debido a su elevado grado de
adaptacién al medio acudtico, parece que el in-
tercambio de individuos entre poblaciones inde-
pendientes tan solo se ve facilitado en areas de
terreno suave con redes hidrogréficas extensas
donde las conexiones entre cuencas son relativa-
mente frecuentes. En cambio, en zonas de relieve
abrupto y red fluvial limitada, el intercambio de
individuos entre las diferentes cuencas puede
verse restringido a las zonas de alta montafia
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donde las cabeceras de los rios se encuentren a
escasa distancia. En este contexto, un hipotético
intercambio de individuos entre subcuencas si-
guiendo rio abajo y remontando después por
otro afluente, con recorridos largos por habitats
muy desfavorables, parece altamente improba-
ble (AYMERICH & GOSALBEZ, 2002).

El desmaén ibérico presenta un cierto grado de va-
riabilidad individual en su 4rea de distribucién,
pero el estatus taxonémico de las diferentes for-
mas ha sido objeto de amplio debate. Asi, la su-
bespecie G. p. rufulus (GRAELLS, 1897) fue
descrita inicialmente en el Sistema Central aten-
diendo a una coloracién mas clara que la de otras
poblaciones. La validez de esta subespecie fue re-
frendada en revisiones subsiguientes, pero en
base a un mayor tamafio de los individuos que
se encuentran desde Galicia hasta el Sistema
Central, considerando a la subespecie tipica G. p.
pyrenaicus para los Pirineos y la Cordillera Can-
tébrica. La divisién subespecifica se mantuvo en
revisiones mads recientes (JUCKWER, 1990). Sin
embargo, GONZALEZ-ESTEBAN et al., (1999),
con abundante material, encuentran que ni la co-
loracion ni las medidas corporales apoyan estos
criterios subespecificos. Finalmente, LOPEZ-
FUSTER et al., (2006), en un andlisis morfomé-
trico separado por sexos, encuentran que las
poblaciones pirenaicas son las mds diferentes de
las demas. De este modo, no descartan la validez
de las subespecies G. p. pyrenaicus y G. p. rufulus,
aunque con una distribucién de las mismas dife-
rente a la cldsicamente considerada, y especulan
con la posibilidad de que la diferenciacién ocu-
rriera por aislamiento durante las glaciaciones
pleistocénicas.

A pesar del interés que representa tener un género
como Galemys endémico de la peninsula Ibérica, y
de los numerosos estudios que se han realizado a
lo largo de los tltimos afios para conocer diversos
aspectos sobre su taxonomia, biologfa, ecologia,
distribucién y conservacion (véanse referencias en
Nores (2007)), en ningtn trabajo se ha analizado la
variabilidad genética del desman ibérico en su drea
de distribucién. Entre otros muchos aspectos, las
herramientas moleculares podrian ser muy dtiles
para: 1) clarificar el estatus taxonémico de las dos
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subespecies descritas; 2) conocer el efecto que tie-
nen y que han tenido las barreras geograficas en
la distribucién actual de la especie; 3) identificar
las rutas de colonizacién seguidas por el desman
después de las glaciaciones pleistocénicas; 4) in-
vestigar el nivel y direccién del flujo génico entre
las diferentes poblaciones; 5) conocer el grado de
diversidad genética de la especie tanto a escala
global como local para identificar qué zonas de
la peninsula Ibérica albergan la méxima diversi-
dad genética; 6) delimitar las unidades bdsicas de
gestion de las diferentes poblaciones; y 7) inves-
tigar aspectos demograficos bdsicos de cara a di-
lucidar si ha habido expansiones poblacionales
recientes o cuellos de botella que hayan produ-
cido una reduccion dréstica del tamarfio de las
poblaciones.

Una de las razones que han podido dificultar los
trabajos genéticos a nivel intraespecifico sobre el
desmdn ibérico es la complicacién que entrafia
conseguir un nimero suficiente de muestras.
Una alternativa para este propdsito es el mues-
treo de excrementos, utilizado desde hace tiempo
para detectar la presencia de esta especie y que,
a pesar de las limitaciones que presenta, se con-
sidera un método globalmente 1til para estudiar
su distribucién en grandes dreas y para el segui-
miento de la evolucién de sus poblaciones
(QUEIROZ et al., 1996; AYMERICH et al., 2001).
Un aspecto importante de los excrementos es que
estos pueden ser utilizados, no sélo para deter-
minar la presencia de la especie, sino también
para realizar andlisis genéticos y evolutivos.

Debido al buen estado de conservacién y al ele-
vado nivel de proteccién, los parques nacionales
representan lugares idéneos para la superviven-
cia de este endemismo de la peninsula Ibérica.
Segtn la cartografia de referencia sobre la distri-
bucién de mamiferos en Espafia, el desman ibé-
rico estaria presente en los parques nacionales de
Picos de Europa, Ordesa y Monte Perdido, y Ai-
gliestortes i Estany de Sant Maurici (NORES et
al., 2007). De hecho, estos tres parques nacionales
tienen una red hidrolégica amplia y con muchas
zonas propicias para el desmdn ibérico. Sin em-
bargo, algunas de estas citas son antiguas y otras
muchas dudosas por estar basadas en observa-
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ciones o rastros sin confirmar. Por ello, es perti-
nente una revision de la distribuciéon del desman
ibérico en estos parques para, a modo de estudio
piloto, examinar su estado de conservacién. En
este trabajo se describen los resultados de dicho
estudio a la vez que se exponen las principales
conclusiones obtenidas, con muestras de todo el
drea de distribucion, sobre la estructura y varia-
bilidad genética del desman ibérico.

MATERIAL Y METODOS

Muestreos de excrementos del desman ibérico

En este estudio se muestrearon los rios y arroyos
que resultaban en principio favorables para la
presencia de desmdn ibérico en los tres parques
nacionales con citas previas de esta especie: Picos
de Europa, Ordesa y Monte Perdido, y Aigties-
tortes i Estany de Sant Maurici (NORES et al.
2007). El objetivo era encontrar excrementos con
caracteristicas propias de desman que normal-
mente depositan en las piedras centrales del
curso de los rios. Se realizaron muestreos en di-
ferentes tramos fluviales de los tres parques na-
cionales siguiendo una metodologia ya puesta a
punto y contrastada (AYMERICH et al., 2001;
AYMERICH & GOSALBEZ, 2002). Para asegurar
la fiabilidad de los puntos negativos en la me-
dida de lo posible, se muestrearon varias veces
los tramos negativos en distintas épocas del afio
asi como en distintos afios para poder prospec-
tar el rio con diferentes condiciones de caudal, lo
que pudiera afectar a la presencia y detectabili-
dad de la especie.

Ademads, para poder entender los patrones de di-
versidad genética de G. pyrenaicus se muestrearon
excrementos en otros lugares seleccionados del
drea de distribucion de la especie: Pirineos, Cor-
dillera Cantdbrica, Sistema Ibérico y Sistema Cen-
tral. Se obtuvieron muestras de algunos puntos de
Pirineos, Cordillera Cantdbrica y Sistema Ibérico,
pero las prospecciones en el Sistema Central no tu-
vieron éxito. Finalmente, se pudo completar el
drea de estudio gracias a muestras de tejido pro-
cedentes de distintas colecciones bioldgicas.
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Caracterizacién genética de los excrementos
del desman ibérico

Algunos excrementos de desmdn son dificiles
de distinguir de los de otras especies semiacua-
ticas, en particular de los de musgafios (Neomys
sp.), que son frecuentes en los mismos rios ha-
bitados por el desmén. Por lo tanto, se hace ne-
cesaria la confirmacién de los excrementos de
desmadn en el laboratorio, lo cual hasta ahora se
ha venido haciendo mediante la deteccién de
pelos caracteristicos que suelen estar presentes
en los excrementos (QUEIROZ et al., 1996; AY-
MERICH et al., 2001). Para este trabajo pusimos
a punto un protocolo alternativo consistente en
la confirmacién genética a partir del ADN mi-
tocondrial extraido del excremento. Todos los
excrementos se identificaron genéticamente, ha-
ciendo uso de este protocolo, para confirmar la
especie de procedencia.

Los excrementos recogidos en el campo se con-
servaron en pequeiios tubos con etanol absoluto
y se tomaron las coordenadas de los puntos de
recogida. Una vez en el laboratorio, los tubos se
guardaron a 4 °C hasta su procesamiento.

Las extracciones de ADN a partir de excremen-
tos de desman se realizaron usando un kit co-
mercial disefiado especialmente para tratar con
este tipo de muestras, que maximiza la cantidad
de ADN endégeno obtenido y, al mismo
tiempo, minimiza la concentracién de com-
puestos presentes en las heces que puedan inhi-
bir la reaccién de PCR. El gen que se us6 para
las identificaciones iniciales mediante su ampli-
ficacién por PCR fue el gen mitocondrial del ci-
tocromo b. El ADN obtenido a partir de
extracciones de excrementos se caracteriza por
un elevado nivel de degradacién y una baja con-
centracién, por lo que se procedié a amplificar
este gen utilizando varios fragmentos solapan-
tes de PCR. En primer lugar, usando una se-
cuencia conocida de las bases de datos (CABRIA
et al., 2006), se procedi6 al disefio de cebadores
especificos de G. pyrenaicus que amplificaban
278 pares de bases de este gen. Con estos ceba-
dores se realizaron las reacciones de PCR a par-
tir de las muestras de ADN purificado. Cuando
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la PCR resultaba positiva para Galemys se pro-
cedia a otras tres PCR que inclufan el citocromo
b entero y un fragmento de la regién D-loop del
genoma mitocondrial, con cebadores también es-
pecificos. En todas las extracciones se usaron
blancos de extraccién (sin muestra) y en todas las
PCR se incluyeron blancos de PCR (sin ADN)
para comprobar que no existian contaminaciones
durante el proceso.

Las reacciones de PCR fueron preparadas en una
sala especialmente dedicada y controlada, ais-
lada de los lugares en los que se manipulan pro-
ductos de PCR e irradiada regularmente con luz
ultravioleta, ya que las contaminaciones pueden
ser un problema debido al bajo contenido de
ADN enddégeno de los excrementos y a que éste
puede estar muy degradado. Asimismo, el ins-
trumental de laboratorio empleado en la prepa-
racién fue también irradiado con luz ultravioleta
para eliminar cualquier resto posible de dcidos
nucleicos. La secuenciacién de ADN de los pro-
ductos de PCR se llevé a cabo en distintos servi-
cios de secuenciacion.

Analisis filogeografico

Las secuencias de citocromo b y D-loop se conca-
tenaron para su posterior anélisis. Se estim¢ el
modelo de evolucién éptimo para estas secuen-
cias, se reconstruyé un drbol de méxima verosi-
militud con el programa PhyML (GUINDON et
al., 2010) y, a partir de este drbol, se obtuvo la ge-
nealogia de haplotipos. Los pardmetros de di-
versidad nucleotidica se estimaron con DnaSP
(LIBRADO & ROZAS, 2009).

RESULTADOS Y DISCUSION

Muestreos de excrementos del desman ibérico
y resultados de la confirmacién genética

Los porcentajes de excrementos determinados
genéticamente como de desman ibérico fueron
muy variables dependiendo del lugar donde se
realizaron las prospecciones. Por ejemplo, en
zonas donde el desman es escaso o falta com-
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pletamente, se deben recoger muchos excre-
mentos, aunque sean dudosos, para poder de-
terminar si alguno corresponde a la especie. En
estos casos, los porcentajes de éxito pueden ser
tan bajos como del 30%. En rios donde la espe-
cie es mds abundante y, por lo tanto, se pueden
recoger excrementos frescos y con todas las ca-
racteristicas propias de la especie, los porcenta-
jes de éxito suelen llegar al 50%. Incluso en estas
circunstancias, la degradacién del ADN en mu-
chos de los excrementos encontrados limita que
los porcentajes de éxito sean mayores, ya que
puede ocurrir que algunos excrementos que
sean efectivamente de desmdn no generen un
producto de PCR por lo degradado del material
genético extraido.
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Distribucion del desmén ibérico en los
parques nacionales

Para cada parque nacional y sus alrededores se
seflalan los puntos de muestreo para poder
apreciar de manera cualitativa el esfuerzo de
muestreo realizado en cada zona (Figura 1). No
en todos estos puntos de muestreo se encontra-
ron excrementos con caracteristicas de Galemys.

En el Parque Nacional de Picos de Europa y al-
rededores, de 172 excrementos encontrados con
caracteristicas tanto tipicamente atribuibles a
desmdn como dudosas, s6lo 50 resultaron ser
de desmédn después de los andlisis genéticos (Fi-
gura 1A). Los resultados fueron bastante peores
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Figura 1. Muestreos realizados en los parques nacionales de Picos de Europa (A), Ordesa y Monte Perdido (B), y Aigiiestortes i Es-
tany de Sant Maurici (C) y alrededores. Los puntos grises indican localidades de muestreo. Los puntos rojos indican localidades
donde se encontraron excrementos de desman ibérico, tal como se confirmé por los analisis genéticos.

Figure 1. Sampling localities in the National Parks of Picos de Europa (A), Ordesa y Monte Perdido (B), and Aigiiestortes i Estany
de Sant Maurici (C) and surroundings . Grey dots indicate sampling localities. Red dots indicate localities where we found excre-

ments of Pyrenean desman, as confirmed by genetic analyses.
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de lo esperado, ya que sélo se encontraron ras-
tros de desman frecuentes en la cuenca del
Deva, incluyendo su afluente Cantijdn (sector
sureste del Parque). También resulté ser fre-
cuente en el rio Puerma (sur del Parque, ya en
la cuenca del Esla). A pesar de todas las pros-
pecciones realizadas en la cuenca del rio Cares
(sector central del Parque) tan solo se encontré
en un arroyo de la cabecera un excremento con
caracteristicas propias de desmén y que pudi-
mos confirmar genéticamente como de esta es-
pecie. En las cuencas del Sella y Dobra (sector
occidental del Parque) no se encontré ningin
excremento de desman. Es interesante destacar
que las tres cuencas con desmdn (Deva, Puerma
y Cares) estdn separadas por muy poca distan-
cia y conectadas por los collados de Pandetrave
y Remonia.

Dentro del Parque Nacional de Ordesa y Monte
Perdido se prospectaron diversos tramos del
rio Arazas y del valle de Pineta, ademds de
otros rios cercanos al Parque. Tan solo se en-
contraron dos excrementos con caracteristicas
dudosas de desmdn, pero ninguno resulto serlo
después de su andlisis genético (Figura 1B). Se
confirman asi estudios anteriores, basados en
excrementos y su confirmacién por pelos, en los
que tampoco se habian encontrado rastros de
desmadn en este Parque Nacional (AYMERICH
& GOSALBEZ, 2009). En realidad, estos estu-
dios indican la falta de desmdn en practica-
mente todo el sector central del Pirineo, donde
las caracteristicas de los rios y su dificil cone-
xién con otras cuencas podrian no ser 6ptimos
para su colonizacién por parte de esta especie
después de la dltima glaciacién (AYMERICH &
GOSALBEZ, 2009).

De nueve excrementos encontrados en el Parque
Nacional de Aigtiestortes i Estany de Sant Mau-
rici y alrededores con caracteristicas propias de
desmdén o dudosas, cuatro resultaron ser de des-
man después de su andlisis. Todos ellos se obtu-
vieron en dos localidades del rfo Escrita, que se
encuentra en la parte oriental del Parque (Figura
1C). Otros dos excrementos adicionales apare-
cieron en una zona més alejada al sureste del Par-
que (Figura 1C). Estudios anteriores realizados
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en este Parque Nacional (AYMERICH et al., 2001)
ya habian comprobado que sélo habia desmén
ibérico en el sector oriental del Parque y no en el
sector occidental (rios Sant Nicolau y Noguera de
Tor). Por lo tanto, los muestreos realizados en
este estudio confirman este mismo resultado.

Filogeografia del desman ibérico

Los andlisis filogeograficos realizados con 134
muestras de desmdn ibérico procedentes de los
distintos lugares de su drea de distribucién nos
permitieron obtener resultados de gran interés
para conocer la historia evolutiva de la especie y
el origen de sus distintas poblaciones. Uno de los
aspectos mds destacados de los andlisis de las se-
cuencias mitocondriales fue el descubrimiento de
una fuerte estructuracién filogeografica de esta
especie, que se encontraria subdividida en dos
grandes grupos (A y B), los cuales a su vez se
subdividen en cuatro linajes (Figura 2) (IGEA et
al., 2013). El linaje A1 ocupa el noroeste de la pe-
ninsula Ibérica, desde el norte de Portugal y Ga-
licia hasta la parte central de la Cordillera
Cantébrica (a la altura de Somiedo); el linaje A2
ocupa el Sistema Central y parte del Sistema Ibé-
rico (Cameros, Picos de Urbién y Sierra Cebo-
llera); el linaje B1 ocupa desde la parte central de
la Cordillera Cantébrica (a la altura de Redes),
hasta el norte del Sistema Ibérico (Sierra de la De-
manda); y el linaje B2 ocupa desde las estribacio-
nes orientales de la Cordillera Cantdbrica hasta
los Pirineos. Estos linajes no se mezclan practi-
camente en ningtn sitio, lo que resulta un as-
pecto muy singular para esta especie. La tnica
excepcion la constituyen algunos rios de la parte
oriental de la Cordillera Cantdbrica, donde se
encuentran juntos desmanes de los linajes Bl y
B2 (Figura 2).

Los andlisis de variabilidad genética a lo largo
del espacio también resultaron muy reveladores,
ya que se corroboré que la mayor variabilidad
genética se da en las poblaciones del noroeste (li-
naje Al; = 0,0036), lo que indicaria que esta
zona habria sido uno de los principales refugios
glaciares. Las menores medidas de diversidad
genética se dan en las poblaciones pirenaicas
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Al

B2

Figura 2. Andlisis filogeografico del desman ibérico. En la parte superior de la figura se muestra el mapa de la mitad norte de
la peninsula Ibérica con el drea de distribucion histérica del desman ibérico sefialada en gris y los tres parques nacionales in-
volucrados en este estudio, en verde. Los puntos indican las muestras de desmdn usadas y los colores se corresponden con los
cuatro linajes encontrados en el drbol de haplotipos mitocondriales de la parte inferior de la figura: A1, A2, B1 y B2. Un punto
azul y verde indica que en la misma localidad se encontraron juntas muestras de los dos linajes correspondientes.

Figure 2. Phylogeographic analysis of the Pyrenean desman. The upper part of the figure shows the northern part of the Iberian
Peninsula with the historical distribution area of the Pyrenean desman in grey, and the three National Parks involved in this
study, in green. Dots indicate the Pyrenean desman samples used and colors denote the four mitochondrial lineages recovered
in the tree of mitochondrial haplotypes: A1, A2, B1 and B2. The single dot with blue and green colors indicates that, in this lo-

cality, samples of both corresponding lineages were found together.

(linaje B2; m = 0,0004), posiblemente debido a
una colonizacién postglacial muy rdpiday a tra-
vés de un cuello de botella demogréafico. Asi,
todos estos datos mitocondriales, junto con re-
sultados complementarios derivados de secuen-
cias obtenidas a partir de ocho intrones
nucleares, nos permitieron reconstruir de manera
fidedigna el origen de las distintas poblaciones
de desmén y su dispersion postglacial a partir de
cuatro refugios ibéricos (IGEA et al., 2013).

Con respecto a la reparticion de estos linajes en

los parques nacionales, en Picos de Europa se en-
contraron individuos tan solo del linaje B1, aun-
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que no se descarta que pudieran aparecer indivi-
duos del linaje B2 en el futuro ya que se encon-
traron ejemplares con este haplotipo en lugares
muy cercanos al Parque. En el Parque Nacional
de Aigtiestortes i Estany de Sant Maurici tan solo
se encontraron desmanes del linaje B2. Ademads,
ninguno de los parques nacionales de la red
acoge poblaciones del grupo A (linajes Aly A2)
que, como se ha indicado, contiene las poblacio-
nes mds diversas genéticamente. Por lo tanto,
estos datos indican que la diversidad genética del
desmaén ibérico albergada en los parques nacio-
nales es muy escasa con respecto al total de la es-
pecie.
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Utilizaciéon de marcadores moleculares para
analizar el nivel y direccién del flujo génico
entre las diferentes poblaciones del desman
ibérico

Otro interesante resultado que encontramos con
respecto a la estructuracién genética del desman
ibérico es que las cuencas fluviales no suponen
una barrera al flujo genético tan grande como se
esperaba en una especie de estrictos requeri-
mientos acudticos. Asi, cuando se agruparon las
muestras de desmaén por las principales cuencas
hidrogréficas, un 32% de la variacién genética era
atribuible a este agrupamiento por cuencas. Ade-
mads, este valor fue mucho menor cuando el ana-
lisis se realizé sélo en el linaje Al, que no tiene
tanta estructura genética y ocupa un drea mds
compacta y, por lo tanto, no presentaria proble-
mas de aislamiento por distancia. Esto indicaria
que al menos algunas divisorias de las cuencas
fluviales no suponen una barrera importante al
flujo genético y, por tanto, parece que los des-
manes se pudieran mover o se habrian movido
recientemente entre algunas cuencas fluviales,
posiblemente a través de collados que enlazan
cabeceras préximas. Sin embargo, debieran rea-
lizarse estudios mds centrados en cada cuenca
concreta para poder determinar la cantidad de
flujo genético reciente o histérico que ha habido
entre cada una de ellas.

Por otro lado, son muy destacables las barreras
al flujo genético mitocondrial que detectamos
tanto en la Cordillera Cantdbrica (en la zona
entre Somiedo y Redes) como en el Sistema Ibé-
rico (a ambos lados del rio Najerilla), ya que los
individuos pertenecientes a un clado no penetran
en las zonas correspondientes al otro clado a
pesar de situarse a distancias muy cortas, espe-
cialmente en el Sistema Ibérico. Sin embargo, de-
bido a que el genoma mitocondrial es de
transmisién materna, estos datos sélo se refieren
a las hembras y no se puede descartar, de mo-
mento, que la dispersién de machos sea mayor.
En todo caso, serdn necesarios estudios més de-
tallados y con una gran cantidad de genes nucle-
ares para poder saber a qué se debe este efecto
de barrera genética en estas zonas.
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Evaluacion del estatus taxonémico de las dos
subespecies del desman ibérico

La existencia de dos grandes grupos de linajes
mitocondriales en el desmdn ibérico (A y B) po-
dria corresponderse, en principio, con las dos
subespecies descritas, G. p. pyrenaicus y G. p. ru-
fulus. La distribucién de los linajes mitocon-
driales y la localizacién de las zonas de contacto
no encajan bien con ninguna de las dreas de dis-
tribucién propuestas, que han variado en los
distintos trabajos realizados sobre estas subes-
pecies (JUCKWER, 1990; GONZALEZ-ESTE-
BAN et al., 1999; LOPEZ-FUSTER et al., 2006). Si
bien los estudios descriptivos iniciales sobre
este tema estaban basados en muy pocos ejem-
plares, los mds recientes (GONZALEZ-ESTE-
BAN et al., 1999; LOPEZ-FUSTER et al., 2006)
emplearon un mayor nimero de individuos. Sin
embargo, éstos fueron agrupados por grandes
regiones geograficas que englobaban varios de
los linajes mitocondriales aqui descritos. Por
ejemplo, todos los especimenes del Sistema Ibé-
rico se agruparon en una sola poblacién cuando,
en realidad, hay dos linajes muy distintivos en
esta regién. Esto podria haber ocultado la de-
teccién de diferencias morfoldgicas entre las su-
bespecies. Por tanto, estudios dirigidos a
analizar especificamente posibles gradientes
morfolégicos teniendo en cuenta las zonas de
contacto detectadas en este estudio genético po-
drian ayudar a determinar mejor la validez de
las subespecies descritas.

Por el momento, el grupo A se corresponderia
con G. p. rufulus, ya que el drea de distribucién
propuesto para esta subespecie y la de este grupo
genético coinciden bastante. Ademads, la locali-
dad tipo para G. p. rufulus (Valsain - Venta de los
Mosquitos, al norte del Puerto de Navacerrada,
en Segovia) se encuentra dentro del drea del
grupo genético A. Por otro lado, el grupo B se co-
rresponderfa con G. p. pyrenaicus, ya que sus
dreas solapan en buena medida y la localidad
tipo de esta subespecie (Tarbes, Rio Adour, en el
Pirineo francés) se encuentra enclavada en el drea
del grupo B.
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Aplicacién de los resultados obtenidos a la
conservacion y gestiéon del desman ibérico en
los parques nacionales afectados

Las principales aplicaciones de este estudio para
los parques nacionales afectados son tres. En pri-
mer lugar, hemos puesto a punto un método de
prospeccién de desmaén ibérico basado en excre-
mentos y su confirmacién genética, lo que puede
facilitar los trabajos de censo de esta especie, muy
esquiva y dificil de detectar por otros medios.
Los andlisis confirmatorios son necesarios para
poder excluir que los excrementos de morfologfa
atifpica puedan pertenecer a especies de musga-
fios del género Neomys, ya que algunos excre-
mentos de estas especies, generalmente muy
frecuentes, se pueden confundir facilmente con
los de desmén, como se ha sefialado. Esta meto-
dologfa de confirmacién genética puede ser prac-
tica para muestrear zonas concretas y resulta
especialmente ttil en situaciones de baja densi-
dad del desmédn, cuando se encuentran pocos ex-
crementos y es mds improbable detectar heces
que por su morfologia se puedan atribuir in-
equivocamente a la especie. Debe destacarse que
la confirmacién de excrementos de desmén tam-
bién puede realizarse mediante el andlisis en
lupa de pelos caracteristicos (QUEIROZ et al.,
1996; AYMERICH et al., 2001).

Otro importante resultado ha sido la constata-
cién de la escasez o incluso la ausencia de G.
pyrenaicus en los tres parques nacionales pros-
pectados. Asi, el desmdn no estd tan extendido
en el Parque Nacional de Picos de Europa como
se esperaba e indicaban datos anteriores, ya que
s6lo lo encontramos en las cuencas del Deva y
Puerma y, mucho mds escaso, en la cuenca del
Cares. Asimismo, las prospecciones realizadas
en el Parque Nacional de Aigtiestortes i Estany
de Sant Maurici corroboran la presencia de la es-
pecie en el sector oriental y su ausencia en el oc-
cidental. Finalmente, en el Parque Nacional de
Ordesa y Monte Perdido no se encontré ni un
solo excremento positivo a pesar de la existencia
de zonas aparentemente adecuadas para el des-
man. Los presentes resultados contribuyen a cla-
rificar y establecer la distribucién actual de la
especie en los tres parques nacionales estudiados
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mediante técnicas de muestreo apropiadas y, en
este caso, de determinacion genética. Ademads, la
constatacion de la fuerte fragmentaciéon de las
poblaciones de desmén serd fundamental para la
gestion futura de este importante endemismo
ibérico. No obstante, serd necesario un esfuerzo
mayor, especialmente en zonas donde las pros-
pecciones han dado resultados negativos hasta
ahora, para poder confirmar la ausencia de la es-
pecie en estas dreas.

Por udltimo, los andlisis de las secuencias de G.
pyrenaicus nos han permitido determinar a qué
unidades evolutivas o linajes pertenecen los des-
manes de los parques nacionales. Asf, los del Par-
que Nacional de Picos de Europa pertenecen al
linaje B1 (sin descartar que aparezcan individuos
del linaje B2, ya que hemos encontrado este ha-
plotipo en zonas muy préximas al Parque) y los
del Parque Nacional de Aigtiestortes i Estany de
Sant Maurici pertenecen al linaje B2. Estos linajes
se han determinado, de momento, con genes mi-
tocondriales y, por lo tanto, esta subdivisién co-
rresponde, estrictamente hablando, a las
hembras. Sin embargo, y a la espera de realizar
estudios mds completos y con un ndmero de
genes nucleares suficiente, se deberfa tener en
cuenta la subdivision en estos linajes o unidades
evolutivas a la hora de gestionar la especie, por
ejemplo, en caso de querer realizar planes de
reintroduccién si estos resultaran necesarios. Si-
guiendo un principio de precaucién se deberfa
respetar la identidad de estos linajes y gestionar-
los, por tanto, como unidades de evolucién inde-
pendientes de cara a su conservacion, sin realizar
ninguna translocacién que implique mezclas ar-
tificiales entre ellos.
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