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Resumo 

A salamandra-lusitânica (Chioglossa lusitanica) é uma espécie endémica que 

habita as margens de pequenos e médios cursos de água em zonas moderadamente 

montanhosas do noroeste da Península Ibérica. Este salamandrídeo é considerado 

ameaçado pelo "IUCN Red List Data Book". Os padrões de variação genética em 

C. lusitanica foram investigados através de sete loci aloenzimáticos polimórficos e 

do gene do citocromo b do DNA mitocondrial em 17 populações de toda a área de 

distribuição da espécie. As estimativas obtidas para a diversidade genética 

aloenzimática revelaram um elevado grau de subdivisão genética (FST = 0.68), 

justificado fundamentalmente pela existência de dois grupos de populações 

geneticamente diferenciados. Os dois grupos distribuem-se, respectivamente, para 

sul (grupo 1) e para norte (grupo 2) do rio Mondego, indicando a coincidência 

deste rio com uma barreira geográfica histórica para a espécie. Paralelamente, 

observou-se um decréscimo significativo da variabilidade genética a norte do 

Mondego, especialmente para norte do rio Douro, associado com os rio Douro e 

Minho. O padrão geográfico da variação genética e o nível de diferenciação 

encontrados são compatíveis com as seguintes hipóteses: i) subdivisão da 

distribuição ancestral da espécie num período anterior ao Pleistoceno Médio; ii) 

contacto secundário entre populações representativas de refúgios históricos 

distintos iii) expansão geográfica relativamente recente originando a parte 

setentrional da distribuição actual da espécie; e iv) perda de variabilidade genética 

através de "efeito de fundador" durante a expansão geográfica, associada ao 

atravessamento de grandes eixos fluviais. 

A variação genética ao nível do DNA mitocondrial foi analisada através de 

sequenciação de parte do gene do citocromo b e da "análise de ciados agrupados", 

investigando os processos evolutivos determinantes da distribuição geográfica da 

diversidade do DNA mitocondrial em C. lusitanica. Uma associação significativa 

foi observada entre a diversidade genética e a sua distribuição geográfica. Os 

padrões geográficos observados foram explicados por processos de fragmentação 

histórica e de fluxo génico limitado. As inferências efectuadas revelaram-se 

concordantes com hipóteses avançadas previamente, com base em dados 
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aloenzimáticos, implicando um processo antigo de fragmentação e contacto 

secundário numa zona próxima do rio Mondego. Uma expansão geográfica recente 

revelou-se compatível com a variação observada no DNA mitocondrial, mas não 

foi inferida através da "análise de ciados agrupados", provavelmente devido aos 

baixos níveis de divergência nucleotídica observados nas populações localizadas a 

norte do rio Douro. 

Sete loci aloenzimáticos polimórficos foram usados para descrever variação 

genética nuclear na zona de contacto secundário entre os dois grupos populacionais 

geneticamente diferenciados. Foi observado um padrão de intergradação para 

quatro loci diagnósticos {ADH, PEP-C, PEP-D and PGM-1), numa zona com 15-

21 km, sugerindo hibridação e introgressão entre os dois grupos. Foi observado um 

padrão assimétrico de introgressão tanto entre loci nucleares como entre loci 

nucleares e citoplasmáticos. A ausência de desequilíbrio gamético entre os loci 

diagnósticos sugere que não existem barreiras genéticas à miscigenação. A 

presença de populações do grupo 2 a sul do rio Mondego mostrou que este rio não 

representa uma barreira absoluta para a dispersão de C. lusitanica. No entanto, a 

introgressão é espacialmente limitada por uma zona de habitat desfavorável 

associada com o vale do Mondego. 

A análise de variação morfométrica e do padrão de coloração dorsal em C. 

lusitanica permitiu revelar padrões geográficos concordantes com a diferenciação 

genética entre dois grupos populacionais separados pelo Mondego. O comprimento 

dos dígitos em salamandras de populações localizadas a sul do vale do Mondego 

foi menor do que em salamandras de populações para norte do Mondego. Um 

padrão de variação clinal foi observado em sobreposição a esta dicotomia, com as 

dimensões dos membros e dos dígitos a aumentarem de sul para norte. 

Adicionalmente, a variabilidade do padrão de coloração revelou semelhanças com 

a variação genética, na zona de contacto entre o grupo 1 e o grupo 2 e nas 

populações do grupo 2. Processos históricos de isolamento geográfico, 

miscigenação na zona de contacto secundário e deriva genética associada a um 

processo de expansão, poderão explicar os paralelos observados entre a variação 

genética e morfológica. Por outro lado, limitações à evolução de um tipo eco-

morfológico especializado poderão explicar o facto de as populações de C. 
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lusitanica apresentarem uma diferenciação morfológica reduzida 

comparativamente aos níveis de diferenciação genética observados. 

A integração da modelação ecológica da distribuição geográfica e da análise 

multivariada da diversidade genética (dados aloenzimáticos) permitiu reforçar e 

reinterpretar as hipóteses formuladas para a biogeografia histórica de C. lusitanica, 

nomeadamente, a associação do vale do Mondego a uma subdivisão histórica da 

distribuição da espécie e um processo recolonização pós-glaciar. Discrepâncias 

entre a modelação bioclimática e a distribuição actual da espécie sugerem que a 

espécie possa não ter atingido os limites ecológicos da sua distribuição, no nordeste 

da Península Ibérica, e que o processo de expansão geográfica não tenha ainda 

terminado. Com base na análise biogeográfica integrada, tendo em contra processo 

históricos e actuais, propõe-se a identificação de duas "Unidades Evolutivas 

Significativas" para a conservação de C. lusitanica, e sugere-se que esta 

informação seja considerada na definição de áreas prioritárias para a conservação 

da biodiversidade na Península Ibérica. 

As duas unidades populacionais distintas de C. lusitanica não atingiram um 

nível de isolamento genético compatível com um estatuto de espécie. No entanto, 

com base numa longa história de evolução independente, nos baixos níveis de 

introgressão observados e em variação morfológica concordante (ainda que 

reduzida), propõe-se o reconhecimento de duas subespécies distintas em C. 

lusitanica. 
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Abstract 

The Golden-striped salamander (Chioglossa lusitanica) is an endemic streamside 

species inhabiting mountainous areas in the northwestern Iberian Peninsula. This 

Salamandrid is considered to be threatened in the IUCN Red List Data Book. 

Patterns of genetic variation were assessed at seven polymorphic enzyme loci and 

one mtDNA marker (cytochrome b) in 17 populations across its range. Estimates of 

enzyme genetic diversity revealed a high degree of genetic subdivision (FST = 

0.68), mainly attributable to the existence of two groups of populations. The groups 

were located respectively north and south of the Mondego River, indicating that 

this river coincided with a major historical barrier to gene flow. A significant 

decrease in genetic variability from the Mondego northwards was associated with 

the Douro and Minho rivers. MtDNA sequence variation revealed a congruent 

pattern of two haplotype groups (d = 2.2%), with a geographical distribution 

resembling that of allozymes. The pattern and depth of genetic variation is 

consistent with the following hypotheses: i) subdivision of an ancestral range of the 

species prior to the middle Pleistocene; ii) secondary contact between populations 

representing historical refugia; iii) relatively recent range expansion giving rise to 

the northern part of the species range; and iv) loss of genetic variation through 

founder effects during range expansion across major rivers. 

We gathered cytochrome b mitochondrial sequence DNA data from samples 

across the species range and used nested clade distance analysis to assess 

evolutionary processes explaining the geographical distribution of mtDNA 

diversity in Chioglossa lusitanica. Significant association was observed between 

genetic structure and geography. The geographical patterns were explained by past 

fragmentation and restricted gene flow. Inferences were largely concordant with 

previous hypotheses (from allozyme data) involving an old fragmentation event 

and secondary contact near the Mondego River. The hypothesized range expansion 

to the north from a southern refuge was compatible with mtDNA variation, but not 

inferred from nested clade analysis. This is probably due to the low levels of 

genetic divergence observed in the northernmost populations. 

8 



Seven polymorphic enzyme loci were used to describe nuclear genetic 

variation across a secondary contact zone in the salamander Chioglossa lusitanica 

in central Portugal. A northern and a southern form are genetically well 

differentiated, supporting data previously obtained from mitochondrial DNA and 

morphology. Four diagnostic loci intergradated over a 15-21 km interval, 

indicating hybridization and introgression between the groups. Position and shape 

of clines are not concordant when comparing nuclear-nuclear and nuclear-

cytoplasmic loci. The absence of linkage disequilibrium in populations central to 

the contact zone indicates that the two forms admix freely. The presence of the 

northern form south of the Mondego shows that this river is not an absolute barrier 

to salamander dispersal. Rather, dispersal and introgression appear to be limited by 

a zone of unfavourable habitat associated with the Mondego river valley. 

Morphometric and colour pattern variation in C. lusitanica is concordant 

with genetic differentiation between groups of populations separated by the 

Mondego River in Portugal. Southern salamanders have shorter digits than those 

from the north. Clinal variation with increasing limb length, toe- and finger length 

was found superimposed on this dichotomy, resulting in stepped clines for each of 

the characters describing appendage size. Genetic variation was paralleled by 

colour pattern variability in the group 1-2 secondary contact zone and in group 2 

populations. We invoke historical processes of vicariant isolation, admixture in a 

secondary contact zone and genetic drift associated to population bottlenecking to 

explain the observed parallels. Morphological constraints resulting from a highly 

specialized niche may explain why genetic subdivision of C. lusitanica is not 

matched by a pronounced morphological differentiation. 

The combination of bioclimatic modelling of the species distribution and 

multivariate analysis of genetic data (allozymes) strengthens previous hypotheses 

concerning the historical biogeography of C. lusitanica: the Pleistocene subdivision 

of the range of the species and a process of postglacial recolonization. 

Discrepancies between bioclimatic modelling predictions and the present-day 

distribution suggest that the species may still be expanding its range northwards. 

The existence of an expansion front would be an invaluable opportunity to study 

the expansion process, for monitoring the expansion edge and to evaluate the 
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effects of global climate change. On the basis of integrated information, we 

propose the identification of two "Evolutionary Significant Units" for the 

conservation of the species and suggest that this information should be taken into 

account in defining key areas for conservation in the Iberian Peninsula. 

The two units of C. lusitanica have not reached the status of full species and 

we propose that their long-term independent evolution should be taxonomically 

recognized at the subspecific level. 

10 



Résumé 

La salamandre du Portugal {Chioglossa lusitanica) est endémique du Nord-Ouest 

de la Péninsule Ibérique et habite aux bords des petites et moyennes rivières dans 

les régions montagneuses. Cette salamandridée est répertoriée comme une espèce 

menacée dans le "IUCN Red List Data Book". Nous avons analysé la variation 

génétique de sept locus protéiques et du gène du cytochrome b de l'ADN 

mitochondrial au sein de 17 populations de toute l'aire de répartition de C. 

lusitanica. Les estimations de la diversité génétique ont révélé une subdivision 

génétique élevée {FST - 0.68), expliqué fondamentalement par l'existence de deux 

groupes populationnels différenciés. Ces deux groupes se repartissent, 

respectivement, au sud (groupe 1) et au nord (groupe 2) du Mondego, ce qui 

suggère que cette rivière correspondrait à une barrière géographique historique 

pour l'espèce. De façon parallèle, nous avons observé une réduction significative 

de la variabilité génétique au nord du Mondego, spécialement au nord du Douro, 

associé avec les rivières Douro et Minho. Le patron géographique de la variation 

génétique et le taux de differentiation observé sont compatibles avec les hypothèses 

suivantes: i) subdivision d'une distribution ancestrale de l'espèce avant le 

Pleistocénique Moyen, ii) contact secondaire entre populations représentatives des 

refuges historiques distincts,iii) expansion géographique récente vers le nord qui 

est à l'origine de la partie septentrionale de la distribution actuelle de l'espèce, et 

iv) réduction de la variabilité génétique pendant l'expansion géographique par un 

effet fondateur associé au franchissement des grandes rivières. 

La variation génétique de l'ADN mitochondrial a été analysé par séquençage 

d'une partie du gène du cytochrome b et en utilisant la «nested clade analysis», 

pour inférer les processus évolutifs déterminants de la répartition géographique de 

la diversité de l'ADN mitochondrial chez C. lusitanica. Une association 

significative a été observée entre la diversité génétique et sa répartition 

géographique. Les patrons géographiques observés peuvent être expliqués par des 

processus de fragmentation historique et de flux génique limité. Les inferences 

effectuées sont en accord avec les hypothèses avancées sur la variation protéique, 

impliquant un processus ancien de fragmentation et un contact secondaire dans une 
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région proche du Mondego. Une expansion géographique récente est compatible 

avec la variation de l'ADN mitochondrial, mais n'est pas inférée par la «nested 

clade analysis», probablement en raison d'une divergence nucléotidique réduite au 

sein des populations présentes au nord du Douro. 

Nous avons utilisé les mêmes sept locus protéiques polymorphiques pour 

décrire la variation génétique nucléaire dans la région de contact secondaire entre 

les deux groupes populationnels. Le patron d'intergradation pour quatre locus 

protéiques (ADH, PEP-C, PEP-D et PGM-1), observé sur une distance de 15-21 

km, suggère l'hybridation et l'introgression entre les deux groupes. Il existe une 

asymétrie dans l'introgression entre locus nucléaires et entre des locus nucléaires et 

cytoplasmiques. L'absence de déséquilibre gamétique entre des locus nucléaires 

suggère l'absence de barrières génétiques entre les populations. La présence de 

populations du groupe du nord au sud du Mondego a montré que cette rivière ne 

présente pas une barrière absolue à la dispersion de cette salamandre. Cependant, 

l'introgression devient limitée dans une zone associée a la vallée du Mondego où 

l'habitat est défavorable. 

L'analyse de variation morphométrique et du patron de coloration dorsale 

chez C. lusitanica a révélé des patrons géographiques concordants avec la 

differentiation génétique entre les deux groupes populationnels séparés par le 

Mondego. Les doigts des salamandres des populations au sud de la vallée du 

Mondego sont plus courts que ceux des salamandres des populations du nord. En 

plus de cette dichotomie, un patron de variation clinal a été observé, avec une 

augmentation de la longueur des membres et des doigts vers les populations du 

nord. De plus, la variabilité du patron de coloration a montré des coïncidences avec 

la variabilité génétique, dans la région de contact entre le groupe 1 et 2 et dans les 

populations du groupe 2. Des processus historiques, le mélange dans la région de 

contact secondaire et la dérive génétique associée à l'expansion géographique, 

peuvent expliquer les parallélismes entre la variation morphologique et génétique. 

Autrement, les limitations de l'évolution d'un type éco-morphologique très 

spécialisé pourraient expliquer les faibles niveaux de differentiation morphologique 

chez C. lusitanica quand ils sont comparés avec la differentiation génétique. 
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L'intégration de la modélisation écologique de la distribution géographique 

et de l'analyse multivariée de la diversité génétique des les locus protéiques a 

permis de renforcer les hypothèses formulées pour l'histoire biogéographique de C. 

lusitanica, notamment, l'association de la vallée du Mondego avec une subdivision 

historique de la distribution de l'espèce et avec un processus de recolonisation 

post-glaciaire. Les discordances entre la modélisation bioclimatique et la 

distribution actuelle de l'espèce suggèrent que l'espèce n'a pas encore atteint les 

limites écologiques de sa distribution, dans le nord-ouest de la Péninsule Ibérique, 

et que le processus d'expansion géographique n'est pas encore terminé. Après cette 

analyse biogéographique intégrée, et en tenant compte des processus historiques et 

actuels, nous proposons l'identification de deux unités biogéographiques distinctes 

ou « Evolutionary Significant Units » pour la conservation de C. lusitanica, et que 

cette information soit prise en compte dans la définition des aires prioritaires pour 

la conservation de la biodiversité au sein de la péninsule. 

Les deux groupes populationnels divergents de C. lusitanica n'ont pas atteint 

des niveaux d'isolement génétique compatibles avec des espèces biologiques. 

Malgré cela, en tenant compte la longue histoire évolutive indépendante, les 

niveaux réduits d'introgression observés et la variation morphologique 

concordante, nous proposons la reconnaissance de deux sous-espèces distinctes 

pour C. lusitanica. 
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1. Introdução Geral 

O mapeamento geográfico da biodiversidade foi tradicionalmente 

conseguido através de métodos descritivos que residiam na classificação dos 

organismos em compartimentos taxonómicos e na representação da sua 

distribuição geográfica. O conhecimento da biogeografía actual de uma espécie e a 

combinação de mapas de distribuição para várias espécies é importante para 

classificar locais ou regiões de acordo com a sua riqueza específica e, deste modo, 

conseguir planear uma gestão eficiente dos recursos disponíveis (Primack 1993; 

Gaston & Spicer 1998; Milner-Gulland & Mace 1998). No entanto, existe uma 

importante limitação subjacente a este tipo de representação: a de revelar uma 

imagem da biodiversidade que representa apenas um instante na história da maior 

parte dos organismos vivos, não sendo possível inferir sobre a história das suas 

populações ou sobre a sua biogeografía histórica. De facto, o conhecimento da 

distribuição de uma espécie não implica o conhecimento da continuidade espacial e 

temporal dessa distribuição e, muito menos, da profundidade histórica ou 

ancestralidade de diferentes grupos populacionais. 

As espécies estão sujeitas a um complexo de factores bióticos e abióticos 

que, juntamente com a capacidade de dispersão intrínseca, determinam a história 

da sua distribuição e abundância. A existência de flutuações acentuadas na 

distribuição e abundância parece constituir uma regra para muitos organismos, 

especialmente se considerarmos períodos históricos com forte actividade geológica 

ou flutuações climáticas drásticas (Brown & Lomolino 1998). As glaciações do 

Pleistoceno representam um excelente exemplo dos efeitos de mudanças climáticas 

drásticas na distribuição das espécies, provocando contracções e expansões 

generalizadas das áreas de distribuição conforme se sucediam, respectivamente, os 

períodos de glaciação e de interglaciação (Pielou 1991; Delcourt & Delcourt 1991). 

Muitas espécies puderam sobreviver em refúgios glaciais, geralmente situados em 

zonas mais próximas do Equador, menos afectadas pelas condições climáticas 

adversas, sofrendo frequentemente alterações da sua estrutura populacional, com 

processos de fragmentação e isolamento geográfico, extinção e recolonização. Os 
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padrões biogeográficos actuais resultam da forma como os vários organismos 

responderam à sucessão de flutuações climáticas, especialmente depois da última 

glaciação há 18.000 anos (Wurm), de acordo com diferentes requisitos ecológicos e 

capacidades de dispersão. O conhecimento destes padrões históricos torna-se 

fundamental para estabelecer uma estratégia de conservação de longo prazo que 

tenha em conta a persistência temporal das espécies em diferentes regiões 

geográficas. 

1.1. Estudo da diversidade genética em populações naturais 

O estudo da biodiversidade foi revolucionado, ao longo dos últimos 35 anos, pela 

possibilidade de observar e interpretar a variação genética existente em populações 

naturais, contribuindo substancialmente para o conhecimento da história natural 

das espécies (Avise 1994). Por um lado, o desenvolvimento de técnicas 

moleculares, que permitiram observar primeiro a expressão fenotípica de 

determinados genes ao nível de polimorfismos proteicos (Harris 1966; Johnson et 

ai. 1966; Lewontin & Hubby 1966) e, mais recentemente, revelar de forma directa 

a informação genética ao nível das cadeias de DNA citoplasmático e nuclear 

(Brown & Vinograd 1974; Sanger et ai. 1977; Mullis et ai. 1986; Kocher et ai. 

1989). Por outro lado, a utilização de modelos matemáticos que equacionam a 

acção de forças evolutivas (deriva genética, selecção natural, fluxo génico) sobre a 

variação genética (gerada essencialmente por mutação e recombinação) transmitida 

de forma mendeliana, segundo um modelo nulo que assume a neutralidade da 

variação genética (Kimura 1983), permitiram interpretar os padrões observados 

como uma consequência do tipo de estruturação espacial das populações, do 

efectivo populacional e do grau de fluxo génico estabelecido (Wright 1931; 

Kimura & Ohta 1971). 

A genética populacional tradicional tem a sua base empírica principal no 

estudo de polimorfismos proteicos, através dos quais é possível separar produtos 

alélicos distintos por diferenças de carga ou de ponto isoeléctrico e observar a sua 

frequência em amostras populacionais. Da análise das frequências alélicas obtêm-

se estimativas de diferenciação genética entre populações ou espécies, migração 
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(fluxo génico) entre populações (ver revisões em Slatkin 1987 e Neigel 1997) e, 

pelo menos potencialmente, flutuações do efectivo populacional (Nei et ai. 1975; 

Leberg 1992). 

A análise da variação ao nível do DNA, particularmente do DNA 

mitocondrial, desencadeou uma segunda revolução metodológica no estudo da 

variação genética, possibilitando conhecer não só a frequência de diferentes alelos, 

mas também inferir as suas relações filogenéticas. Esta nova perspectiva da 

variação genética teve grande impacto no estudo da filogenia das espécies e no 

conhecimento dos processos evolutivos de longo prazo (Avise 1994, 2000), 

permitindo inclusivamente, embora com algumas limitações, indicar uma 

cronologia para determinados processos evolutivos (Thorpe 1982; Hillis et ai. 

1997). A nível intraespecífíco, a combinação do conhecimento da filogenia e 

frequência dos alelos e a sua interpretação num contexto geográfico, permitiram 

revelar aspectos importantes sobre a biogeografia histórica das espécies e sobre os 

processos de dinâmica populacional históricos e contemporâneos (Avise 1989, 

1994; Slatkin 1989; Slatkin & Maddison 1989; Hudson 1990), dando início a uma 

nova disciplina que se ocupa do estudo intraespecífíco (ou em espécies 

fílogeneticamente próximas) da distribuição geográfica e abundância de linhagens 

evolutivas distintas - a filogeografía (Avise et ai. 1987; Avise 2000). Nas últimas 

duas décadas, verificou-se um aumento significativo de estudos de cariz 

fílogeográfíco acompanhado pelo desenvolvimento de metodologias de análise que 

permitiram refinar a interpretação da variação genética molecular, das quais se 

destacam, por constituírem exemplos importantes, a extensão da teoria da 

coalescência e a sua aplicação a populações de estrutura e demografia diversa 

(Hudson 1998), e a criação de métodos estatísticos que permitem testar os padrões 

filogeográficos, procurando separar processos contemporâneos de processos 

históricos ("nested clade analysis"; Templeton et ai. 1995; Templeton 1998). 

O conhecimento de padrões filogeográficos para várias espécies permitiu a 

identificação de linhas evolutivas crípticas e, por vezes, zonas de contacto 

secundário e/ou de hibridação (e.g. Avise 1994), revelando-se de especial 

importância em grupos de organismos em que a morfologia é relativamente 

conservativa (e.g. os anfíbios; McGuigan et ai. 1998; Tarkhnishvili et ai. 2000). As 
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descontinuidades e gradientes identificados, idealmente através de evidência ao 

nível de vários genes (Avise 1998; Slade & Moritz 1998), podem ser usadas para 

construir hipóteses sobre eventos biogeográfícos, em combinação com informação 

adicional sobre a "história da paisagem" (e.g., geologia, paleoecologia). A nível 

regional, o conhecimento de padrões fílogeográficos para várias espécies com 

semelhantes requisitos ecológicos e capacidade de dispersão é fundamental para a 

generalização de determinada hipótese biogeográfíca (Avise 1998; Bermingham & 

Moritz 1998). Por exemplo, o estudo comparado da influência das flutuações 

climáticas do Pleistoceno na distribuição da diversidade genética da fauna e flora 

europeias, combinando uma análise filogeográfíca de várias espécies com dados 

paleontológicos e paleoecogeográficos, permitiu confirmar hipóteses anteriormente 

formuladas que previam uma redução da diversidade genética em zonas 

recentemente colonizadas e um aumento da diversidade genética nas áreas que 

serviram como refúgios glaciais (Hewitt 1996, 1999, 2000). Na Europa, os padrões 

fílogeográficos actuais resultam da forma como as diferentes espécies recuperaram 

após a última glaciação, das rotas seguidas durante a expansão geográfica 

subsequente, e das zonas de contacto secundário formadas por linhagens evolutivas 

que divergiram em diferentes refúgios no Sul da Europa (Taberlet et ai. 1998). 

Outros estudos de fitogeografia comparada centraram-se principalmente no Sudeste 

dos Estados Unidos (Bermingham & Avise 1986) e nas florestas tropicais da 

Austrália (Schneider et ai. 1998). 

1.2. Diversidade genética e conservação 

Moritz (1994b, 1995) considera que existem dois níveis de aplicação do 

conhecimento da diversidade genética para fins de conservação da biodiversidade. 

O primeiro utiliza a informação sobre a variação genética para estudar fenómenos 

de dinâmica populacional contemporânea como, por exemplo, definir a escala 

geográfica apropriada ao estudo de uma população, determinar a origem de 

indivíduos migradores ou introduzidos, bem como identificar fenómenos 

populacionais recentes, sejam alterações do efectivo populacional ou processos de 

fragmentação. O segundo nível consiste na adopção de uma abordagem 
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fílogeográfica para a identificação de populações com histórias evolutivas 

independentes, que poderão ser classificadas como espécies (Cracraft 1983; Frost 

& Hillis 1990), subespécies (Avise & Bali 1990; O'Brien & Mayr 1991) ou 

"Unidades Evolutivas Significativas" (Evolutionary Significant Units - ESU's; 

Ryder 1986; Moritz 1994a). Embora estes dois planos devam ser complementares, 

o segundo será porventura fundamental no reconhecimento de unidades 

intraespecíficas e de processos biogeográficos, importantes para a conservação. 

O conceito de ESU pode ser estendido a várias espécies, e até a uma 

comunidade, através de estudos filogeográficos comparativos. Dada a 

impossibilidade de estudar todos os organismos de uma determinada região, torna-

se importante seleccionar espécies que representem diferentes modelos de 

requisitos ecológicos e de capacidade de dispersão. Os organismos com capacidade 

de dispersão reduzida são excelentes modelos para este tipo de estudos pois é 

provável que os padrões de diversidade genética actuais reflictam mais a história 

das populações do que fenómenos contemporâneos de dinâmica populacional 

(Larson et ai. 1984; Templeton et ai 1995). O ideal será estudar diferentes 

modelos ecológicos que possam representar o maior número de espécies de uma 

região. Por outro lado, determinadas espécies deverão ser seleccionadas pelo seu 

estatuto prioritário de conservação. 

1.3. A espécie em estudo: Chioglossa lusitanica 

Os anfíbios são organismos de grande sensibilidade ambiental por se situarem, a 

nível ecológico, num interface entre o meio aquático e o meio terrestre. Por este 

motivo, pensa-se que poderão ser importantes como indicadores de alterações da 

qualidade do habitat (Primack 1993). Por outro lado, devido à sua baixa capacidade 

de dispersão, especialmente no caso das salamandras, são normalmente 

considerados como excelentes modelos para estudos de biogeografia histórica 

(Larson 1984; Philips 1994; Templeton et ai. 1995). 
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Taxionomia e macroevolução 

A espécie estudada neste trabalho é um anfíbio urodelo endémico da Península 

Ibérica: a Salamandra-lusitânica, Chioglossa lusitanica Bocage 1864. C. lusitanica 

constitui um género monespecífico da família Salamandridae, sendo considerada 

uma "salamandra legítima" ("true salamander") à semelhança das espécies dos 

géneros Salamandra e Mertensiella. Almaça (1968) em "A Peculiaridade da Fauna 

Ibérica", faz uma menção particular a C. lusitanica referindo-se-lhe como "um 

endemismo lusitânico sem afinidades próximas no mundo actual". O registo fóssil 

sugere a existência de uma forma ancestral, no Miocénico médio de França (há 

aproximadamente 15 milhões de anos), denominada Chioglossa meini. Alguns 

autores admitiam que a sua distribuição actual seria o resultado de uma regressão 

da espécie durante as glaciações do Quaternário (Barbadillo 1987), enquanto outros 

a consideravam como um endemismo originado ainda no Terciário (Crespo 1979). 

Estudos recentes sugerem que a espécie filogeneticamente mais próxima de C. 

lusitanica é a Salamandra do Cáucaso, Mertensiella caucasica (Titus & Larson 

1995; Veith et al. 1998). As duas espécies resultariam de um processo de 

divergência iniciado há aproximadamente 15 milhões de anos, após o isolamento 

das zonas oriental e ocidental do Mediterrâneo (Veith et ai. 1998; Oosterbroeck & 

Arntzen 1992). 

Tipo morfo-ecológico, biogeografia e conservação 

C. lusitanica é uma salamandra que habita fundamentalmente as margens de 

pequenos e médios cursos de água corrente do Noroeste Ibérico. A sua distribuição 

está circunscrita a zonas de clima temperado, com precipitação anual superior a 

1000 mm e altitude inferior a 1200 m, correspondendo a uma área que compreende 

o Noroeste de Portugal, a Galiza e as Astúrias. 

Um conjunto de características peculiares diferencia a salamandra 

lusitanica de outros salamandrídeos e parece revelar uma convergência singular 

desta espécie com alguns Pletodontídeos americanos (Arntzen 1994). A ausência 

de pulmões funcionais, em particular, determina um tipo morfo-físiológico 

extremamente dependente de habitats saturados em humidade e restringe a 

presença de C. lusitanica à vizinhança de cursos de água e, por vezes, nascentes, 
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fontes ou minas de água. Este facto limita ainda mais a capacidade de dispersão 

desta espécie, que se toma marcadamente direccional, com o fluxo génico entre 

populações a ocorrer fundamentalmente ao longo dos cursos de água, através dos 

adultos que seguem a humidade das margens ou por deriva larvar de montante para 

jusante (Arntzen 1981, 1994; Thiesmeier 1994). Apesar das limitações ecológicas, 

a existência de condições ambientais favoráveis para C. lusitanica no Noroeste 

Ibérico, e.g. precipitações elevadas e a densa rede de cursos de água, explicam a 

sua distribuição contínua quando representada numa grelha UTM decaquilométrica 

(Sequeira et ai. 1996; Teixeira 1999; Teixeira & Arntzen submetido). 

O facto de C. lusitanica representar um género monotípico, associado a uma 

elevada sensibilidade ecológica e a uma distribuição geográfica bastante restrita 

(que, em Portugal, coincide com as regiões mais densamente povoadas pelo 

Homem e onde a destruição de habitats se tem feito sentir de forma muito 

marcada), devem ser suficientes para manter uma preocupação de longo prazo 

sobre o estado das suas populações (Teixeira et ai. 1999). Assim, é ainda 

considerada uma espécie insuficientemente conhecida no Livro Vermelho dos 

Vertebrados de Portugal (SNPRCN 1990), rara no Livro Vermelho dos 

Vertebrados de Espanha (Blanco & Gonzalez 1992), e com estatuto 

indeterminado a nível da UICN (União Internacional para a Conservação da 

Natureza). A conservação das populações da salamandra-lusitânica deve ter em 

conta, de forma paralela, a história das suas populações e da sua biogeografia, 

permitindo compreender os padrões biogeográficos actuais e prever os futuros, e os 

processos populacionais contemporâneos decorrentes, quer de fenómenos 

climáticos naturais, quer da acção do Homem. 

1.4. Objectivos e organização temática 

O presente trabalho pretende contribuir para o estudo dos padrões filogeográfícos 

na Península Ibérica, da sua história biogeográfíca e da conservação da 

biodiversidade. Esta região representou um refúgio para muitos organismos durante 

as glaciações do Quaternário, em conjunto com a Península Itálica e a Península 

Balcânica. No entanto, podemos considerar que a investigação da diversidade 
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genética tem estado demasiado centrada nos padrões fílogeográfícos à escala 

europeia (Hewitt 1996, 1999; Taberlet 1998), em detrimento do estudo mais 

detalhado dos refúgios glaciários. 

O tema principal deste trabalho são os padrões geográficos de diversidade 

genética ao longo de toda a área de distribuição de C. lusitanica, no Noroeste da 

Península Ibérica. Neste contexto, o estudo da variação de marcadores moleculares 

nucleares e citoplasmáticos, a sua análise e interpretação, permitiram abordar 

questões mais específicas sobre a história evolutiva desta espécie: microevolução, 

biogeografia histórica, diversidade fenotípica, e a sua relevância para conservação 

da espécie. 

Objectivos específicos: 

• estudo da variação de marcadores genéticos nucleares e citoplasmáticos em 

populações de C. lusitanica, ao longo toda a sua área de distribuição no noroeste da 

Península Ibérica; 

• interpretação biogeográfica, histórica e actual, dos padrões geográficos de 

diversidade genética; 

• estudo paralelo da diversidade fenotípica ao nível de caracteres 

morfométricos e do padrão de coloração dorsal; 

• integração do conhecimento sobre a história das populações de C. 

lusitanica com padrões biogeográficos actuais; 

• sugestão de linhas gerais de conservação da espécie considerando os 

padrões históricos de persistência das populações. 

Organização temática 

Os temas abordados neste trabalho são apresentados sob a forma de seis artigos 

científicos, quer estes se encontrem já publicados, submetidos para publicação ou 

em preparação. O primeiro artigo apresenta o trabalho inicial de afinação de 

sistemas de detecção de polimorfismos proteicos em C. lusitanica, que permitiu 

revelar três sistemas polimórficos na espécie bem como obter uma perspectiva 

preliminar sobre a distribuição geográfica da diversidade genética. Este trabalho, 
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publicado na revista Biochemical Genetics (Artigo I) foi um avanço importante 

para o cumprimento dos objectivos propostos, e uma base sólida para o 

planeamento de todo o projecto, quer no plano do trabalho laboratorial, quer a nível 

da amostragem populacional. 

O segundo artigo foi recentemente publicado na revista Molecular Ecology 

(Artigo II) e é considerado fundamental para o cumprimento dos objectivos 

propostos. A utilização de marcadores moleculares nucleares (sete sistemas 

proteicos polimórfícos) e citoplasmáticos (DNA mitocondrial - citocromo b) 

permitiu observar padrões de diversidade genética em C. lusitanica e construir as 

primeiras hipóteses sobre a história biogeográfica da espécie, implicando o 

isolamento histórico de duas unidades populacionais. 

O estudo mais detalhado dos padrões fílogeográfícos ao nível do DNA 

mitocondrial em C. lusitanica possibilitou submeter um terceiro artigo para 

publicação à revista Molecular Ecology (Artigo III). A aplicação de métodos de 

análise estatística recente permitiu testar a estruturação populacional e separar a 

história das populações de fenómenos de dinâmica populacional recente 

(Templeton et ai. 1995; Templeton 1998), contribuindo para reforçar e refinar 

hipóteses anteriormente formuladas. 

Um fenómeno de microvicariância resultante de flutuações climáticas 

ocorridas no Pleistoceno terá originado um processo de evolução divergente e a 

diferenciação de dois grupos de populações de C. lusitanica (Artigo II e III). O 

estudo dos padrões de variação genética na zona de contacto secundário entre estes 

dois grupos, localizada numa zona próxima do rio Mondego, foi o tema principal 

de um outro trabalho que se encontra ainda em fase de preparação para publicação 

(Artigo IV). 

Paralelamente ao estudo dos padrões de diversidade genética em C. 

lusitanica, prosseguimos o estudo da sua diversidade fenotípica. Foram analisados 

padrões de variação em características morfológicas, ao nível de caracteres 

morfométricos e do padrão de coloração dorsal. Este trabalho permitiu submeter 

um artigo à revista Journal of Zoology (Artigo V) em que é discutida a influência 

da história das populações, por contraposição à acção de gradientes ambientais e 

selecção, nos padrões de diversidade fenotípica de C. lusitanica. 
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O último artigo científico que compõe o presente trabalho foi recentemente 

submetido à revista Conservation Genetics, integrando informação ecológica, 

resultante de um trabalho prévio de modelação ecológica da distribuição da espécie 

(Teixeira 1999; Teixeira & Arntzen submetido), e o conhecimento dos padrões 

geográficos de diversidade genética de C. lusitanica, sintetizados através de análise 

multivariada e de metodologias geoestatísticas. Mapas sintéticos de diversidade 

genética permitiram enriquecer o conhecimento da biogeografia actual da espécie 

através de uma perspectiva da história das suas populações. Esta abordagem 

integrativa permitiu identificar centros de diferenciação histórica das populações de 

C. lusitanica que deverão ser considerados prioritários para a conservação da 

espécie. 
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Genetic variation in the golden-striped salamander (Chioglossa lusitanica) was 
assessed in 231 individuals from four Portuguese populations by means of 
horizontal starch gel electrophoresis and isoelectric focusing. Three of 19 enzyme 
systems, representing 21 presumptive loci, were found to be polymorphic: 
phosphoglucomutase 1 (PGM1), peptidase B (PEPB), and peptidase D (PEPD). 
The observed average heterozygosity in Chioglossa lusitanica (0.027) is signifi­
cantly lower than that observed for other amphibians, either urodeles or salaman-
drids. Differences in allele frequencies and the presence of private alleles are 
indicative of a high degree of population differentiation. PEPD, in particular, 
seems to be a diagnostic locus separating the southernmost population studied 
from the others. 

KEY WORDS: Amphibia; polymorphism; golden-striped salamander; Chioglossa lusitanica; 
Urodela; starch gel electrophoresis; isoelectric focusing. 

INTRODUCTION 

The golden-striped salamander, Chioglossa lusitanica Bocage (1864), is a pecu­
liar amphibian species belonging to a monospecific genus of the family Salaman-

1 Departamento de Zoologia e Antropologia, Faculdade de Ciências, Universidade do Porto, Praça 
Gomes Teixeira, 4050 Porto, Portugal. 

2 Centro de Estudos em Ciência Animal, ICETA, Campus Agrário de Vairão, Rua do Monte 
(Crasto)—Vairão, 4480 Vila do Conde, Portugal. 

3 School of Biological Sciences, University of Wales, Brambell Building, Bangor LL57 2UW, United 
Kingdom. 

4 To whom correspondence should be addressed at Departamento de Zoologia e Antropologia, 
Faculdade de Ciências, Universidade do Porto, Praça Gomes Teixeira, 4050 Porto, Portugal. 

371 
0006-2928/97/1200-0371 $ 12.50/0 © 1997 Plenum Publishing Corporation 

33 



Diversidade genética 

3 7 2 Alexandrino, Ferrand, and Arntzen 

dridae. It constitutes an endemism circumscribed to the northwestern part of the 
Iberian Peninsula and its closest relative may be Mertensiella caucasica, from the 
Caucasus. The evolutionary relationships of these and other salamandrids are 
currently under discussion (Titus and Larson, 1995). 

Studies undertaken over the last decades (Goux, 1957; Arntzen, 1981, 
1994a,b, 1995; Vences, 1990) represent a major advance in the knowledge on the 
ecology and reproduction of C. lusitanica. In particular, a suite of morphophysi-
ological characteristics seems to determine an extreme dependence on humidity, 
which, in spite of the terrestriality of this species, may result in a low dispersal 
ability. These facts raise some questions about the genetic structure of its 
populations such as the possibility of a strong population differentiation between 
river basins. However, the absence of information on the genetic variability in 
populations of C. lusitanica has prevented any analysis of this kind. 

The present paper describes three genetic polymorphisms in C. lusitanica 
and reports the gene frequencies and average heterozygosity obtained for four 
populations in Portugal. 

MATERIALS AND METHODS 

Four distinct sampling sites were chosen in northern, central, and southern parts 
of the C. lusitanica distribution area in Portugal (Fig. 1). A total of 231 
salamanders was collected between September 1994 and August 1995: 38 
individuals from Serra do Gerês (population of Ribeiro de Chedas), 93 from Serra 
de Sta Justa (population of Ribeira da Silveirinha), 37 from Serra de Montemuro 
(population of the adjoining brooks of Ribeiro de Enxedrô and tributary of Ribeira 
de Bestança), and 63 from Serra da Lousã (population of Ribeira do Vilarinho and 
Ribeira da Sardeira). 

Tissue samples were obtained by removing the tail end of each salamander 
(by autotomy) and subsequently freezing them at -20°C. A tissue extract was 
obtained by grinding a portion of the tail in distilled water (1:3, w/v). The 
homogenate was centrifugated at 13,000 rpm for 7 min at 0°C. The supernatant 
was decanted and applied either on starch gels for electrophoresis (SGE) or on 
polyacrylamide gels for isoelectric focusing (IEF). 

A survey of the genetic variability of C. lusitanica was performed for 19 
enzyme systems representing 21 structural loci through starch gel horizontal 
electrophoresis and isoelectric focusing techniques (see Table I). Eighteen were 
found to be monomorphic and three (phosphoglucomutase 1, peptidase B, and 
peptidase D) were found to show variation. Table I lists the enzyme systems 
examined, abbreviations used, and technical details for electrophoresis and 
staining. 

Three buffer systems were used in starch gel electrophoresis: SGE 1, citrate-
NaOH-His/HCl, pH 6.0 (Ferrand and Amorim, 1990); SGE2, Tris-citrate buffer, 
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Fig. 1. Maps showing the Iberian distribution of Chioglossa lusitanica and the 
collection sites in Portugal. 1, Gerês; 2, Sta Justa; 3, Montemuro; 4, Lousã. 

pH 7.6 (Amorim and Siebert, 1982); and SGE3, Tris-NaH2P04, pH 7.6, according 
to Povey et al. (1972) with modifications (Ferrand, 1995). The tissue extracts 
were always applied in a mixture of 1:1 in Sephadex (PHARMACIA). 

Protein separation by conventional isoelectric focusing was performed in 
polyacrylamide gels (5% = T, 3% = C, 20% saccharose; 230 X100 X0.3 mm). 
Gel polymerization was achieved in 1 hr at room temperature by adding 0.1% 
(v/v) TEMED and 0.7% (v/v) of a 0.44 M ammonium persulfate (APS) solution. 
For the separation of ME, NP, CK, GALT, ADA, and GPI (IEF1), a pH gradient 
was established using the ampholytes 3.5-10 Ampholine (Pharmacia) at a final 
concentration of 6% (v/v). Phosphoric acid, 0.25 M, and sodium hydroxide, 1 M, 
were used as electrode anode and cathode solutions, respectively. Gels were 
prefocused for 1 hr. After prefocusing 8 p.1 of tissue extract was applied to the gel 
using a silicone strip (Serva) placed 1.5 cm from the cathode. Focusing was then 
performed for 3 hr. For the separation of PGM1 and PEPB (IEF2), a pH gradient 
was established using a 2:3 mixture of the ampholytes 5-6 Pharmalyte and 5-8 
Pharmalyte (2:3) at a final concentration of 5% (v/v). Aspartic acid, 0.04 M, and 
NaOH, 1 M, were used as anode and cathode solutions, respectively. Gels were 
prefocused for 1 hr. After prefocusing, 8 ul of tissue extract was applied to the gel 
in a silicone strip 1.5 cm from the cathode. Focusing was performed for 3 hr. 
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Table I. Enzyme Systems Analyzed for Genetic Variation in Chioglossa lusitanica" 

Sample Electrophoretic 
Enzyme/locus EC size system Staining' Variation 

Lactate dehydrogenase (LDH) 1.1.1.27 20 EF1.EF2 1 No 
Malate dehydrogenase (MDH) 1.1.1.37 14 EF1.EF2 1 No 
Malic enzyme (ME1/ME2) 1.1.1.40 22 EF1,EF2, IEF1 1 No 
Isocitrate dehydrogenase (IDH) 1.1.1.42 18 EF1.EF2 1 No 
6-Phosphogluconate dehydrogenase 

(PGD) 1.1.1.44 14 EF1 1 No 
Nucleoside phosphorylase (NP) 2.4.2.1 27 EF2, IEF1 1 No 
Glutamate pyruvate transaminase (GPT) 2.6.1.2 11 EF2 1 No 
Hexokinase (HK) 2.7.1.1 12 EF1.EF2 1 No 
Pyruvate kinase (PK) 2.7.1.40 12 EF1 1 No 
Adenilate kinase {AK) 2.7.4.3 12 EF1,EF2 1 No 
Creatine kinase (CK1/CK2) 2.7.3.2 29 EF2, IEF1 1 No 
Phosphoglucomutase (PGM1 ) 2.7.5.1 231c IEF2 2 Yes 
Galactose-1 -phosphate uridyl transferase 

(GALT) 2.7.7.12 25 EF1JEF1 1 No 
Peptidase A (PEPA) 3.4.11 34 EF2 1 No 
Peptidase B (PEPB) 3.4.11 136c ŒF2 3 Yes 
Peptidase C (PEPC) 3.4.11 34 EF2 1 No 
Peptidase D (PEPD) 3.4.13.9 130c EF3 4 Yes 
Adenosine deaminase (ADA) 3.5.4.4 19 EF2. IEF1 1 No 
Glucosephosphate isomerase (GP1) 5.3.1.9 21 EFl.IEFl 1 No 

"System (see text for details): SGE, starch gel electrophoresis; SGE1, citrate-NaOH-His/HCl, pH 6.0 
(Ferrand and Amorim, 1990); SGE2, Tris-citrate buffer, pH 7.6 (Amorim and Siebert, 1982); SGE3, 
Tris-NaH2P04, pH 7.6, according to Povey et al. (1972) with modifications (Ferrand, 1995). IEF: 
Isoelectric focusing performed in polyacrylamide gels (5% T, 3% C, 20% saccharose; 
230 x 100 X 0.3 mm); IEF1, gels with 6% (v/v) of ampholytes 3.5-10 Ampholine (Pharmacia); EF2, 
gels with 5% (v/v) of a 2:3 mixture of the ampholytes 5-6 Pharmalyte and 5-8 Pharmalyte. 

*1, Harris and Hopkinson (1976); 2, modified from Spencer el al. (1964); 3 and 4, modified from 
Lewis and Harris (1967), using leucylglycylglycine as PEPB substrate and phenylalanylproline as 
PEPD substrate. 

'Includes all the samples used for phenotyping. 

The PGM1 zymogram was detected by the method of Spencer et al. (1964), 
applying a cellulose acetate foil (Shandon) absorbed with the staining solution on 
the surface of the gel; PEPB and PEPD activities were both detected according to 
Lewis and Harris (1967). Enzymatic detection of all other enzymes was carried 
out according to the methods described by Harris and Hopkinson (1976). 

Allelic frequencies were estimated by direct gene counting since all polymor­
phisms were interpreted as being determined by codominant alleles. Deviations 
from expected Hardy-Weinberg phenotypic distributions were tested for each 
locus using the chi-square test. Phenotypic classes of fewer than five individuals 
were pooled. The BIOSYS-1 computer program (Swofford and Selander, 1989) 
was used to analyze the data. 
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RESULTS AND DISCUSSION 

The electrophoretic patterns of peptidase D (PEPD), phosphoglucomutase 1 
(PCM1), and peptidase B (PEPB) were examined in 130-231 salamanders 
belonging to four populations of Chioglossa lusitanica. Although no progeny 
testing was performed to confirm the mode of inheritance of protein variants, 
zymograms generally conformed with simple patterns of codominant inheritance. 
Accordingly, the results indicated that the enzymatic systems examined are 
controlled by three structural loci. The electrophoretic bands corresponding to the 
alleles identified in each locus were numbered according to their discovery order. 

Conventional starch gel electrophoresis did not reveal variation at the PGM1 
locus (results not shown). However, five gene products were detected using the 
isoelectric focusing technique. This fact might indicate the existence of small 
charge differences that are not distinguished by electrophoresis. Three allelic 
products, PGM 1*1, PGM 1*2, and PGM1*3, were primarily distinguished (Fig. 
2). Additionally, it was possible to identify a more anodal zone of PGM1 which 
was tentatively interpreted as the result of a posttranslational modification of the 
protein. This secondary expression zone of the enzyme unveiled the existence of 
cryptic variation at alleles PGM 1*1 and PGM 1*3. Therefore, the subtypes 
PGM1*1F, PGM 1*1 S and PGM1*3F, PGM1*3S were considered, while no 
different subtypes were detected for PGM 1*2. A total of 10 PGM I phenotypes 
was observed in 231 salamanders and interpreted as being defined by five 
codominant alleles at a single autosomal locus (Table II). The homozygotes show 
a two-banded pattern, while the heterozygous pattern is a juxtaposition of the 
bands seen in homozygous phenotypes. indicating a monomeric subunit structure 
for PGM1 in C lusitanica. Phosphoglucomutase has been reported to be one of 
the most variable proteins in vertebrate species (Ward et ai, (1992). In C. 
lusitanica PGM1 seems to be the most polymorphic locus, and as in the human 
PGM1 locus, the use of isoelectric focusing techniques enables the detection of 
additional variants (Harris and Hopkinson, 1976). 

The electrophoretic patterns obtained for PEPB in 136 salamanders revealed 
four phenotypes (Fig. 3), which were interpreted as being determined by three 
codominant alleles, PEPB*], PEPB*2, and PEPB*3, at a single autosomal locus 
(Table II). The three-banded heterozygous pattern is indicative of a dimeric 
structure of PEPB in C. lusitanica. PEPB is also dimeric in frogs (Wright and 
Richards, 1982), fish (Frick, 1983), and birds (Matson, 1989) and monomeric in 
humans (Harris and Hopkinson, 1976). 

Three PEPD phenotypes (Fig. 4) observed in 130 salamanders were inter­
preted as being controlled by three codominant alleles, PEPD*1, PEPD*2, and 
PEPD*3, at a single autosomal locus. A single heterozygous individual with a 
three-banded pattern was detected at this locus, pointing to a dimeric structure of 
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Table II. Observed and Expected (in Parentheses) Phenotypic Distributions oíPGMl, PEPB, and 
PEPD Loci in Four Populations of Chioglossa lusitanica" 

Phenotype 

Popula don 

Locus Phenotype Gerês Sta Justa Montemuro Lousã 

PGM1 IF 19(19.2) 17(19.7) 2 (2.9)2 0(0.2) 
IFS 16(15.6) 51 (46.2) 4 (2.3)2 — 
IS 3(3.2) 25(27.1) 0 (0.4)2 — 
2 — — 14(13.8) — 
2 IF — — 13(12.6)' — 
2IS — — 4(5.0)' — 
3 F — — — 50 (49.9) 
3FS — — — 6(6.7) 
3S — — — 1 (0.2) 
3F1F — — — 6 (5.6) 
3F1S — — — — 
3S1F — — — 0 (0.4) 
3S1S — — — — 

n 38 93 37 63 
X2 (P, df ) — 1.024(0.311, D 0.048(0.827, 1) — 

PEPB 1 35 29 (28.3) 1(1.6) 44 (44.2) 
21 — 2 (3.6) 10(8.8) — 
2 — 1 (0.1) 12(12.6) — 
31 — — — 2(1.8) 
32 — — — — 
3 — — — 0 (0.0) 

n 35 32 23 46 
PEPD 1 33(33.3) 22 25 — 

21 — — — — 
2 — — — 49 
31 1 (0.7) — — — 
32 — — — — 
3 0(0.0) — — — 

34 22 25 49 

"n, sample size; df, degrees of freedom. Superscripts 1 and 2, phenotypic classes pooled for H.W. 

PEPD in C. lusitanica, as observed in other vertebrates (Harris and Hopkinson, 
1976; Wright and Richards, 1982; Matson, 1989). 

The observed phenotypic distributions in the three loci studied (PGM1, 
PEPB, and PEPD) showed a good agreement with the expected distributions 
under the assumption of Hardy-Weinberg equilibrium (Table II). 

A highly differentiated allelic distribution across the studied populations is 
clearly indicated by the results in Table III. The PGM1 gene frequencies were 
quite different in the four populations. PGM1 *IF is observed in all populations, 
with a frequency decreasing consistently from Gerês (0.71) to Lousã (0.05). 
PGM1*1S is detected in Gerês, Sta Justa, and Montemuro but not in Lousã. 
Private alleles were detected at moderate to high frequencies in Montemuro 
(PGM1 *2) and Lousã {PGMI *3F and PGM1 *3S). 
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fijief- — PEPB*3 

. ; - . - ■ ■ ■ : ■ ■ 

*mm> vmmm « « M 4 , — PEPB*1 
— PEPB*2 

1 1 21 1 1 2 31 31 

Fig. 3. Electrophoretic patterns oïPEPB after isoelectric focusing. 

The PEPB*1 allele is common to all the populations, while PEPB*2 appears 
only in Sta Justa and Montemuro. PEPB*3 was detected only in the population 
from Lousã, at a low frequency. 

At the PEPD locus a tendency for allele fixation is observed. PEPD*1 is 
fixed in the populations from Sta Justa and Montemuro, while PEPD*2 is fixed in 
the population from Lousã. PEPD can, therefore, be considered as a diagnostic 
locus, separating the Lousã population from the others (i.e., Montemuro, Sta 
Justa, and Gerês). In the population of Gerês a rare allele, PEPD*3, was detected 
at a low frequency. 

Values of the average observed heterozygosity (Hobs) are not largely different 
from the expected heterozygosity values (#exp) and reach their maximum ob­

served value in the population from Montemuro (4.8%), intermediate values in 
the populations from Gerês and Sta Justa (2.1 and 2.9%, respectively), and a low 
value in the population from Lousã (1.1%). The average subpopulation heterozy­

gosity rate (0.027) is markedly lower than the average values found by Nevo and 
Beiles (1991) and Ward et al. (1992) in the amphibians (0.073 and 0.094, 
respectively), urodeles (0.070), and salamandrids (0.058). This study did not 
demonstrate a geographical pattern of genetic diversity in the populations of C. 
lusitanica. However, the southernmost population (Lousã), located near the 
probable limit for the Iberian distribution of C. lusitanica, presents low values of 
heterozygosity (0.012) caused by a tendency for allele fixation in two of three 
polymorphic loci. This lower level of genetic diversity could be explained by the 
more marginal location of this population along with the greater influence of 
genetic drift and bottlenecks in populations at the border of a species distribution. 
On the other hand, heterozygosity shows maximum values in the population from 
Montemuro (0.047), located in a more central area of the species distribution, and 
approaches the heterozygosity rate typical for the salamandrids (0.058). 

The results can be considered indicative of a high degree of population 
differentiation in C. lusitanica. However, more data are needed to determine 
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Table III. Allele Frequencies (Standard Errors in Parentheses) of Three Polymorphic Loci 
in Four Populations of Chioglossa lusitanica; Observed (H0) and Expected (Hc) 

Heterozygosities Also Reported 

Locus Allele Gerês Sta Justa Montemuro Lousã 

PGM1 Il­ 0.71 (±0.05) 0.46 (±0.04) 0.28 (±0.05) 0.05 (±0.02) 
ls 0.29 (±0.05) 0.54 (±0.04) 0.11 (±0.04) — 
2 — — 0.61 (±0.06) — 
3F — — — 0.89 (±0.03) 
3S — — — 0.06 (±0.02) 

PEPB 1 1.00 (±0.00) 0.94 (±0.03) 0.26 (±0.07) 0.98 (±0.02) 
2 — 0.06 (±0.03) 0.74 (±0.07) — 
3 — — — 0.02 (±0.02) 

PEPD 1 0.99 (±0.02) 1.00 (±0.00) 1.00 (±0.00) — 
2 — — — 1.00 (±0.00) 
3 0.01 (±0.02) — — — 

H° 0.021 0.029 0.048 0.011 
HI 0.021 0.029 0.044 0.011 

"Including monomorphic loci. 

whether the population structure is built essentially between river basins based on 
the low vagility of these salamanders or if other phenomena are involved. In a 
species with strong ecological constraints it might be important to investigate the 
ecogeographical meaning of eventual gene flow patterns looking for a relation 
between some important physiographic and climatic variables and the present 
population genetic structure. Therefore, a more detailed study is now in progress, 
comprising a considerable extension of the number of both genetic markers and 
sampled populations in the whole distribution area of the species, including 
Spain. Furthermore, it is expected that the use of mtDNA markers will improve 
the ability to detect genetic variability as well as to search for an historical 
perspective on the population genetic structure of C. lusitanica. 
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Genetic subdivision, glacial refugia and postglacial 
recolonization in the golden-striped salamander, 
Chioglossa lusitanica (Amphibia: Urodela) 
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Conde, Portugal 

Abstract 

The golden-striped salamander (Chioglossa lusitanica) is an ecologically specialized species, 
endemic to north-western Iberia. Patterns of genetic variation were assessed at seven 
polymorphic enzyme loci and one mitochondrial D N A (mtDNA) marker (cytochrome b) 
in 17 populations across its range. Estimates of enzyme genetic diversity revealed a high degree 
of genetic subdivision (FST = 0.68), mainly attributable to the existence of two groups of 
populations. The groups were located, respectively, north and south of the Mondego 
River, indicating that this river coincided with a major historical barrier to gene flow. 
A significant decrease in generic variability from the Mondego northwards was associ­
ated with the Douro and Minho rivers. mtDNA sequence variation revealed a congruent 
pattern of two haplotype groups (<f = 2.2%), with a geographical distribution resembling 
that of al lozymes. The pattern and depth of genetic variation is consistent with the 
following hypotheses: (i) subdivision of an ancestral range of the species prior to the middle 
Pleistocene; (ii) secondary contact between populations representing historical refugia; 
(iii) relatively recent range expansion giving rise to the northern part of the species range; 
and (iv) loss of genetic variation through founder effects during range expansion across 
major rivers. 

Keywords: allozymes, Amphibia, Chioglossa lusitanica, genetic subdivision, glacial refugia, golden-
striped salamander, mtDNA, postglacial range expansion 
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Introduction 

Most organisms are distributed in a more or less spati­
ally structured array of populations. This structure 
depends on the interaction between the ecological require­
ments of the species, its inherent ability for dispersal, 
and habitat availability. However, the genetic structure 
of populations is not only determined by current popu­
lation dynamics, but also by historical patterns of gene 
flow, thus raising difficulties in separating the two 
factors. The smaller the influence of current population 
dynamics on the pattern of genetic variation the easier 
it will be to assess the history of populations and use 

Correspondence: João Alexandrine Present address: tCentro de 
Estudos em Ciência Animal, ICETA, Campus Agrário de Vairão, 
Rua do Monte, Crasto, Vairão, 4480 Vila do Conde, Portugal. Fax: 
+351252 661780, E-mail: jmalexan@mail.icav.up.pt 

it, along with information on past geological and climatic 
events, to reconstruct the historical biogeography of a species. 

Salamanders are organisms with low mobility and 
strict ecological requirements, often subdivided into 
genetically isolated populations and, therefore, potenti­
ally suitable for studies of historical biogeography (Slatkin 
1981; Larson et al. 1984). Indeed, recent work on Ambystoma 
salamanders confirmed the importance of historical events 
in shaping the present-day distribution of genetic variation 
(Phillips 1994; Templeton et al. 1995). The golden-striped 
salamander, Chioglossa lusitanica Bocage 1864, is a peculiar 
streamside species with a distribution restricted to north­
western Iberia. These salamanders are generally found 
in forested, low elevation mountainous areas, with high 
precipitation and mild winters, and exhibit a suite of morpho-
physiological traits that determine a strong dependence 
on brook vicinities and other moist habitats. This may 
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result in a highly directional dispersal ability with gene 
flow occurring parallel rather than perpendicular to 
watercourses, through adults and juveniles following 
moist brook embankments and through larval drift 
(Amtzen 1981,1994). In spite of the ecological constraints, 
the dense network of mountain streams in north-western 
Iberia renders its distribution continuous if considered on 
a 10-km square grid scale (Sequeira et al. 1996). However, 
large streams and rivers do not constitute a regular habitat 
for C. lusitanica and could form barriers to gene flow 
roughly proportional to their size. 

Our aims are to investigate patterns of genetic vari­
ation in C. lusitanica in order to reconstruct its historical 
biogeography and to evaluate implications for conserva­
tion. Preliminary work covering four populations and 
21 allozyme loci revealed a high level of genetic sub-
structuring (Alexandrino et al. 1997). Here we document 
the spatial distribution of allozyme and mtDNA variation 
in populations across the whole range of C. lusitanica, to 
examine the predictions that: (i) rivers are instrumental in 
shaping genetic structure in this species; and (ii) patterns 
of genetic diversity reflect the history of populations. We 
found evidence supportive of those predictions, allowing 
us to develop hypotheses that may explain the historical 
biogeography of the golden-striped salamander, notwith­
standing a certain lack of knowledge concerning the 
north-western Iberian palaeoecology. 

Materials and methods 

Salamanders were collected from 17 localities across 
north-western Iberia covering the species range (Fig. 1). 
Sample size was between 12 and 107. The tail end of each 
salamander was removed mimicking natural autotomy 
and frozen at -70 °C. A tissue extract was obtained by 
grinding tail tissue in distilled water (1:3 w/v). The 
homogenate was centrifuged at 15 000 g for 7 min at 0 °C. 
The supernatant was decanted and applied to either 
starch gels for electrophoresis (SGE) or to polyacrylamide 
gels for isoelectric focusing (IEF). Peptidase A (PEP-A), 
peptidase C (PEP-C), phosphogluconate dehydrogenase 
(PGD), alcohol dehydrogenase (ADH) and enzymes 
previously shown to be polymorphic (phosphoglucomutase 
1, PGM-1; peptidase B, PEP-B; and peptidase D, PEP-D; 
Alexandrino et al. 1997) were scored for all populations. 
Alleles of ADH were resolved by isoelectric focusing a 
pH gradient established by the 1:1:3 mixture 5-6, 5-8 
and 3.5-10 pharmalytes (Pharmacia) at a final concentration 
of 6% (v/v). Phosphoric acid 0.25 M and sodium hydroxide 
1 M were used as anodal and cathodal electrode solutions, 
respectively. Gels were prefocused for 1 h. An 8-uL sample 
of tissue extract was applied to the gel using a silicone 
strip (Serva) placed at 15 mm from the cathode. Focusing 
was then performed for 3 h. Enzymatic detection of ADH 

Fig. 1 The distribution of Chioglossa lusitanica in the north-western 
Iberian Peninsula (shaded areas, from Arntzen 1999) and the study 
localities: 1, Muradal, Foz de Giraldo (MU); 2, Lousã, C. Pêra (LCP); 
3, Lousã, Vilarinho (LVI); 4, Açor, Margaraça (AC); 5,Várzeas (VA); 
6, Buçaco (BU); 7, Saide (SA); 8, Covelo (O; 9, Tarouca (T); 10, 
Montemuro (M); ll,Valongo (V); 12, Bom Jesus (B); 13, Barroso 
(BA); 14, Gerês (G); 15, Pontevedra (PO); 16, Fonsagrada (FS); 17, 
Salas (SAL). Dots representing localities are sized proportionally 
to the level of expected heterozygosity. 

was carried out following Harris & Hopkinson (1976). 
Protocols for the other enzymes were those of Alexandrino 
et al. (1997). 

Allelic frequencies were determined by direct gene 
counting. Private alleles were defined as those observed 
in a single population. The Generic Data Analysis com­
puter program (Lewis & Zaykin 1999) was used: (i) to cal­
culate the average number of alleles (A) and average 
expected heterozygosity (HE); (ii) to assess deviations 
from hypothesized Hardy-Weinberg equilibrium (by 
exact probability following Fisher's method in a Markov-
chain procedure); and (iii) to estimate Wrighf s F-statistics 
F, S and / (estimators of FT, FST and FIS, respectively) 
according to Weir & Cockerham (1984), with associated 
bootstrap estimates for determination of the 95% confid­
ence interval (CI). Hierarchical cluster analysis of popu­
lations (UPGMA) was carried out using PHYLIP version 
3.5 (Felsenstein 1993) with Cavalli-Sforza & Edwards 
(1967) chord genetic distances. Bootstrap replication values 

© 2000 Blackwell Science Ltd, Molecular Ecology, 9,771-781 

46 



Artigo II 

were determined to assess the strength of support from 
the data to the upGMA-dendrogram. Non-hierarchical 
cluster analysis was carried out by multidimensional scaling 
(Lessa 1990) with the genetic distances using STATISTICA 
(StatSoft 1993). 

DNA was extracted from alcohol-preserved tissue 
following the protocol of Sambrook et al. (1989). An 840-bp 
fragment of the Cyt b mtDNA gene was amplified via 
polymerase chain reaction (PCR) using the primers 
MVZ15 (Moritz et al. 1992; Tan & Wake 1995) and cytb702 
(5'-GGCAAATAGGAAGTATCATTCTG-3 Moritz etal. 1992, 
modified). Samples were amplified through 35 cycles 
of denaturing for 90 s at 92 °C, annealing for 60 s at 
54°C and extending for 90s at 72°C. Sequences were 
determined by automated sequencing in the ABI PRISM 
310 Genetic Analyser (PE Applied Biosystems) following 
the ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing 
protocols. Sequences of 329 bp, corresponding to 16 309 
(5' end) and 16 637 (3' end) of the Xenopus laevis mtDNA 
(Roe et al. 1985) were obtained for 44 individuals (two to 
four specimens per population). 

A phylogenetic analysis of mtDNA haplotypes with 
published sequence data for Mertensiella caucasica 
(Tarkhnishvili etal. 2000) and Salamandra salamandra 
(Garda-Paris etal. 1998) as outgroups, was carried out 
with PAUP version 3.1 (Swofford 1993). A heuristic search 
with equal weighting for different character types (i.e. 
codon positions or transition/transversions) yielded a 
single tree and, because no homoplasy was observed 
within the ingroup, a single maximum parsimony 
network. Hierarchical cluster analysis of haplotypes 
(UPGMA) was carried out with Kimura two-parameter 
estimates of sequence divergence. 

The significance of association between genetic vari­
ation and ecological and geographical distances was 
tested by partial Mantel tests (RT version 2.0; Manly 1996). 
Pairwise genetic distance, heterozygosity difference 
(absolute pairwise difference between HE values for 
populations) and allelic difference (absolute pairwise 
difference between A values for populations), for allozymes, 
and average haplotype sequence divergence faetween 
haplotypes for each pair of populations), for mtDNA 
data, were used as dependent variables. Geographic 
distance was measured on 1:100 000 maps. Ecological 
distance was defined as the number of major rivers separ­
ating pairs of populations. The major rivers considered 
were those completely crossing the species range, i.e. 
Mondego, Douro and Minho/Sil (Fig. 1). 

Results 

Allozyme variation 

Allozyme polymorphisms. Genetic polymorphisms were 
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newly described in four enzyme systems: ADH, PEP-A, 
PEP-C and PGD. Zymograms showed separate zones of 
activity for all enzymes. Polymorphisms were interpreted 
as determined by codominant alleles and the enzymatic 
systems examined as controlled by four structural loci. 
Two alleles were observed at Pep-A, three at Pep-C and 
PGD, and four at ADH. Four alleles (PGM-V1FV, PGM-
1*1SV, PGM-V5 and PEP-B*4) were newly described at 
loci known to be polymorphic (Alexandrino et al. 1997), 
bringing the total at 28 alleles over seven loci. Statistic­
ally significant deviations from expected phenotypic 
distributions assuming the Hardy-Weinberg equilibrium 
were not observed. Enzyme phenotypes corresponded 
to expectations based on their reported quaternary 
structure in amphibians and other vertebrates (Harris & 
Hopkinson 1976; Wright & Richards 1982; Frick 1983; 
Matson 1989). Allele frequencies and measures of generic 
variability are given in Table 1. 

Allelic distribution and heterozygosity. Substantial differences 
in the allelic distributions were observed between 
populations south and north of the Mondego River, to 
which five loci contributed (ADH, PEP-C, PEP-D, PGD, 
PGM-1). The loci ADH and PEP-D had alleles at high 
frequency in southern populations that were not 
observed in northern populations (PEP-D*2 and ADH*2). 
The other three loci showed a similar but less differentiated 
pattern, with either alleles typical for southern populations 
present at low frequency in northern populations (PGM-1 *3F 
in populations 5 and 6, and PEP-C*2 in population 12), or 
with an allele at low frequency restricted to (PGD*2) or 
shared with (PGM-V1F) southern populations. Yet other 
alleles were found south of the Mondego only, at low 
frequency (PEP-B*4 and PGM-1*3S). 

Populations located between the Mondego and the 
Douro (populations 5-10) were characterized by posses­
sion at moderate to high frequency (0.28-0.82) of the PEP-
B*2 allele, that was otherwise only detected in population 
11 at low frequency. Populations 9 and 10, adjacent to 
the Douro, are further characterized by a high frequency 
of the allele PGM-1*2. Portuguese populations located 
north of the river Douro and all Spanish populations 
showed little genetic variation (average HE 0.050 and 
0.004, respectively), with up to nine alleles over seven 
loci. Eleven private alleles were detected and nine of 
these were found in populations from between Douro 
and Mondego. One low frequency allele was shared 
between two populations north and south of the 
Mondego (Table 1). Expected heterozygosity ranged from 
low values for populations at the northern and southern 
ends of the species range to a maximum of 0.27 at locality 
3 in the Lousã mountains (Table 1, Fig. 1). A significantly 
negative relationship was observed between HE and 
distance along a south-north axis (r2 = 0.82, P < 0.05), in 
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Table 1 Allele frequency, sample size (N), average number of alleles (A) and average expected heterozygosity (HE) at seven polymorphic 
loci in 17 populations of Chioglossa lusitanica ^ ^ 

Locus 

A 

Populations 

Allele 1 

ADH 

PEPA 

PEPB 

PEPC 

PEPD 

PGD 

PCM1 

N 

1 
2 
3 
4 

1 
2 

1 
2 
3 
4 

1 
2 
3 

1 
2 

1 
2 
3 

IF 
IS 
2 
3F 
3S 
3V 
4 
1FV 
1SV 
5 

28 

10 11 12 13 14 15 16 

17 12 

17 

3 6 31 33 25 47 29 26 17 21 24 14 17 23 18 12 25 
0.46 0.34 - 1.00 0.99 1.00 0.98 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

1.00 0.54 0.66 1 . 0 0 - - - - - - - - - - - - -
_ _ - - - 0.01 - - - - - - - - - - -
- - - - - - - 0.02 - - - - - - - - -

26 28 26 28 21 24 26 20 21 17 21 23 14 17 21 
1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.90 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 
_ 0.10 - - - - - - - - - - -
26 79 31 33 21 48 33 48 17 44 45 14 17 30 18 12 26 
1.00 0.99 0.98 1.00 0.55 0.51 0.76 0.55 0.18 0.23 0.95 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 
_ _ _ - 0.43 0.49 0.24 0.45 0.82 0.77 0.05 - - - - - -

0.01 - - 0.02 - - - - - - - - - - - -
- 0.02 - - - - - - - - - - - - - -

28 25 20 13 17 17 18 21 15 21 22 11 16 20 18 12 22 
0.12 0.33 - 0.97 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.73 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

1.00 0.88 0.67 1.00 - - - - - - - 0.27 - - - - -
- - - - 0.03 - - - - - - - - - - - -
28 83 34 31 27 47 39 21 17 44 45 14 17 26 17 12 26 
0.02 0.01 0.32 0.07 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 
0.98 0.99 0.68 0.93 - - - - - - - - - - - - -
16 26 23 21 24 29 20 27 17 21 23 13 17 18 18 12 15 
0.87 0.94 0.93 0.90 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 
0.13 0.06 0.07 0.10 - - - - - - - - - - - - -
_ _ _ _ _ _ - _ - 0.02 - - - - - - -
27 83 44 33 25 47 34 48 17 58 107 14 16 33 18 12 26 

0.02 0.09 - 0.82 0.84 0.77 0.45 0.44 0.28 0.46 0.36 0.34 0.63 1.00 0.96 1.00 
_ _ _ _ _ 0.12 0.22 0.53 - 0.09 0.54 0.64 0.66 0.37 -
- - - - - - - 0.01 0.56 0.63 - - - - - - -
1.00 0.94 0.73 1.00 0.18 0.01 - - - - - - - - - - -
- 0.04 0.18 - - - - - - - - - - - - - -
_ _ - - - 0.02 - - - - - - - - - - -
_ _ - - - 0.01 - - - - - - - - - - -
- - - - - - - 0.01 - - - - - - - - -
_ _ _ _ _ _ _ _ - - - - - - - 0.04 -
- ' _ - - - - 0.01 - - - - - - - - - -
1.29 2.00 2.00 1.29 1.57 2.00 1.43 1.71 1.29 1.57 1.29 1.29 1.14 1.14 1.00 1.14 1.00 
0.041 0.140 0.273 0.042 0.124 0.143 0.105 0.149 0.112 0.131 0.083 0.122 0.065 0.066 0.000 0.011 0.000 

the group of populations north of the Mondego (Fig. 2). 
A similar result was obtained for A and geographical 
distance (r* = 0.64, P < 0.05). 

Genetic differentiation. F-statistics were estimated at F 
(FIT) = 0.679 ±0.097 (CI = 0.538-0.848) 6(FST) = 0.678 + 
0.088 (CI = 0.533-0.845) and / (Fls) = - 0.005 ± 0.048 
(CI = -0.051-0.210). These values were significantly 
different from zero except for the latter one. All loci revealed 
a high contribution to the overall 6 with the exception 

of the less polymorphic PEP-A and PGD (results not 
shown). 

Multidimensional scaling of genetic distances resolved 
17 populations of Chioglossa lusitanica in a coordinate 
system of which we present the first and second dimension 
(Fig. 3). Visual inspection of the bivariate plot revealed 
two clusters consisting of populations 1-4 (group 1) and 
populations 5-17 (group 2). The latter group can arbitrarily 
be subdivided in three subgroups. Hierarchical cluster­
ing in a UTGMA-dendrogram produced the same two 
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Fig. 2 Regression of expected enzyme 
heterozygosity of group 2 populations of 
Chioglossa lusitanien against the distance 
from the southernmost locality (locality 1) 
along a South­North axis. The interrupted 
lines represent the bounds of the 95% 
confidence limits of the regression line. 
Group 1 populations (open symbols) are 
included for comparison. 
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Fig. 3 Scatterplot of scores along the first 
and second dimensions obtained by 
multidimensional scaling of enzyme 
genetic distances for 17 populations of 
Chioglossa lusitanica (see text for details). 
Note that the axes have different scales. 

major groups, the separate status of which was strongly 
supported by the bootstrap analysis (Fig. 4). Within 
group 2 populations four uPGMA­clusters were found 
with varying levels of bootstrap support (55­100%). On 
basis of the combined data (Figs 1, 3 and 4) we distin­

guish the following groups for practical purposes: group 2a 
(populations 5­8); group 2b (populations 9 and 10); and 
group 2c (populations 11­17). Together groups 2a and 2b 
comprise the study populations located between the 
Mondego and the Douro, and group 2c comprises the 
populations north of the Douro. 

Previously published data for populations 2,10,11 and 
14 (Alexandrino et al. 1997) were taken into account to 
calculate Nei's (1978) genetic distance over 22 loci. The 
genetic distance between group 1 (represented by popula­

tion 2) and group 2 (represented by populations 10, 11 
and 14) averaged at 0.154 ± 0.023. 

mtDNA variation 

Fifteen variable positions defined 13 distinct haplotypes 
with sequence divergence ranging from 0,3% to 3.2% and 
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Fig. 4 A UPGMA dendrogram based on 
Cavaffi-Sforza & Edwards (1967) chord 
enzyme generic distances for 17 populations 
of Chioglossa lusitanien, with percent bootstrap 
replication scores > 50 indicated. 

55 

rC8 
u 7 

t 
100 

94 

8 
•M 

6 
5 
10 
9 
3 
2 
4 
1 

Table 2 Variable positions in the 329 bp segment of the cytochrome b gene defining 13 different haplotypes and their distribution across 
17 populations of Chioglossa lusitanica. Nucleotide positions in boldface indicate aminoacid replacement substitutions. Species included 
for outgroup comparison are Salamandra salamandra (Ssc, Ssm) and Mertensiella caucasica (McA, McBl) 

Nucleotide position 

100 

1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 3 Populations 
5 0 1 5 7 8 9 2 2 5 6 7 9 1 

Haplotypes 3 4 2 4 2 5 3 3 2 5 2 7 6 4 8 1 2 3 4 9 10 11 12 13 14 15 16 17 

hi t a Í g t t a t t 
hi 
h3 g 
hi c g 
h5 g c 
h6 c g c 
h7 g c 
hi c g c 
h9 , : g g c c 
hlO . : g g c c 
Ml . - g c g z c 
hl2 . - g g c 
hl3 . : g g c 
Ssc c 3 a c a g : 
Ssm c 3 î a g z 
McA c 3 a c c 
McBl c 3 3 c c 

t 

3 2 1 
1 - -
- - 1 

- 2 
1 -

- 1 

2 2 

2 2 2 

t t 

an overall nucleotide diversity of 1.4%. Two nucleotide 
substitutions were observed at the first codon position, 
one at the second position, and 12 at the third position, 
underlying two aminoacid replacements (Table 2). 

Two sets of haplotypes were evident from the maximum 
parsimony network (Fig. 5A) and an uPGMA-dendrogram 
(results not shown). Haplotypes h l -h8 (group A) and 

haplotypes h9-hl3 (group B) differed by a minimum of 
four nucleotide substitutions and 2.2% average sequence 
divergence (d). Within group A and group B, haplotypes 
were separated by single substitutions. 

The phylogenetic analysis revealed a single most parsi­
monious tree with a total length of 147. Two monophyletic 
groups were found at the level of the root, one consisting 
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Fig. 5 (A) Maximum parsimony network of cytochrome b haplotypes observed in Chioglossa lusitanien. Circle size is proportional to the 
observed haplotype frequencies. (B) Single most parsimonious tree for 13 mtDNA cytb haplotypes from Chioglossa lusitanica and four 
outgroup haplotypes from Salamandra salamandra (Ssc, Ssm) and Mertensiella caucasica (McA, McBl). Percent bootstrap replication scores 
> 50 are indicated on each branch. 

Table 3 Partial Mantel test for association between genetic differentiation and geographical and ecological (river) distance in Chioglossa 
lusitanica. In the right hand panel ecological distance is partitioned over the three rivers constituting hypothesized barriers to gene flow. 
Tests are carried out over 17 populations (upper panel) and over 'group 2' populations (lower panel). 

Causal hypothesis (independent variables) 

Genetic 
differentiation 
(dependent variable) 

Geographical 
distance 

Ecological 
distance 

Geographical 
distance 

Ecological 

Mondego 

distance 

Douro Minho 

17 populations 
Enzyme genetic distance 
mtDNA distance 

Group 2 
Enzyme genetic distance 
Heterozygosity difference 
Allelic difference 
mtDNA distance 

ns 
ns 

ns 
* 
ns 
ns 

*** 
** 

* 

* 
ns 

ns 

ns 
ns 
ns 
ns 

*** 
+* 

na 
na 
na 
na 

ns 
ns 

** 
+* 

ns 

ns 
ns 

ns 
** 
ns 
ns 

na ­ not applicable, ns ­ not significant, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. 

of haplotype h4, and the other consisting of the remaining 
12 haplotypesXîroup B was defined by three synapomorphic 
character states (haplotypes h9­hl3), with a high (98%) 
bootstrap replication score. No unambiguous support (< 56%) 
was found for the placement of the root, as long as group 
B remained monophyletic (Fig. 5B). 

The geographical distribution of haplotypes was distinctly 
nonrandom. Haplotype hi was observed in populations 3 
and 5, haplotypes h2­h8 were observed in populations 1­5 
and haplotypes h9­hl3 were observed in populations 7­17. 
Only population 6 possessed haplotypes of the B as well 
as the non­B group (haplotypes h9 and hlO and haplotype 
3, respectively; Table 2). The most frequently observed 

haplotype (h9, n = 19) was found in all populations north 
of the Mondego (except for populations 5 and 7), and was 
the only one detected in six out of seven populations 
north of the Douro. The other most frequent haplotype 
was found in populations adjacent to the Mondego (h3, 
n = 8; distance from Mondego < 55 km). 

Association between genetic variation and geographical 
distance 

Ecological distance and not geographical distance was 
significantly associated with enzyme genetic distance 
between populations (Table 3). When ecological distance 
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was partitioned into its components (Mondego, Douro 
and Minho/Sil), the Mondego and not the other rivers 
were significantly associated with genetic distance. 
mtDNA divergence between populations was associated 
with ecological distance, the Mondego river in particular 
and, ambiguously, with geographical distance also. 

Within group 2 populations, genetic distance was 
significantly associated with ecological distance, as 
denned by the Douro river. Heterozygosity difference 
was associated with both Douro and Minho, and allelic 
difference was associated with the Douro. No significant 
association was found between mtDNA sequence 
divergence and any of the independent variables. 

Discuss ion 

Patterns of genetic diversity 

Variation at seven polymorphic nuclear loci and the mtDNA 
cytochrome b cytoplasmic locus revealed remarkable levels 
of genetic substructuring in the salamander Chioglossa 
lusitanica. The observed overall enzyme genetic diversity 
was mainly attributable to differences between populations 
and largely partitioned over two spatially coherent groups 
of populations, distributed to the south (group 1) and to 
the north (group 2) of the Mondego River. A deep 
divergence was observed between group 1 and group 2 
populations that were geographically close. Support for 
further subdivision within the northern group was spatially 
consistent but statistically weak with the exception of 
populations adjacent to the Douro River (group 2b). 
Estimates of FST 6 (= 0.68) were high compared to other 
organisms in general (Avise 1994) and just below the 
highest FST value (0.80) reported among 22 species of 
salamanders (Larson etal. 1984). All loci, with the 
exception of two essentially uninformative ones 
(PEP-A and PGD), consistently described genetic variation 
partitioned between group 1 and group 2 populations. 
The high FST value is, therefore, more likely to reflect 
isolation for extensive periods of time than continuing 
low levels of gene flow per generation (Larson 1984; 
Larson et al. 1984). 

Diverse values of genetic variability were observed 
both across group 1 and group 2 populations. Expected 
heterozygosity ranged from zero to 0.149, with the excep­
tion of population 3 (group 1) that exhibited an unusu­
ally high value (0.273). This resulted from intermediate 
allelic frequencies at otherwise nearly diagnostic loci, sug­
gesting a recent admixture of genetically differentiated 
populations. Within group 2 populations, a marked decrease 
of genetic diversity was detected from south to north, both 
as measured by allelic diversity and observed hetero­
zygosity. Moreover, both allelic diversity and hetero­
zygosity decreased in steps coinciding with the rivers 

Douro and Minho/Sil, showing parallel variation at all loci, 
with the exception of PGD that is monomorphic within 
group 2 populations. 

The geographical distribution of the mtDNA variants 
was generally concordant with the pattern shown by the 
enzyme nuclear loci. Two genetically different mtDNA 
haplotype groups (A and B) were observed in G lusitanica. 
Unambiguous support was found for a monophyletic 
group of mtDNA haplotypes (group B), contrasting with 
uncertainty on the monophyly of the others (group A) 
and precluding the reconstruction of a hypothetical common 
ancestor. Doubts on position of the root notwithstanding, 
the geographical distribution of the group B haplotypes 
closely matched that of group 2 populations as defined by 
the enzyme data, suggesting a process of long-term inde­
pendent evolution of this group 2-group B lineage. 

The observed concordance of spatial genetic variation 
is more likely to result from the historical biogeography 
of the species than from current population dynamics or 
selection. Two mechanisms are invoked to explain the 
observations: (i) an historical fragmentation in the south 
of the species range; and (ii) a relatively recent range 
expansion resulting in (a) a decrease of genetic variation 
to the north and (b) an increase of genetic variation in the 
Mondego area upon secondary contact of populations. 

Historical biogeography 

Glacial refugia. The pattern of genetic variation suggests 
the former isolation of at least two population units in the 
southern part of the present-day species range. Following 
a 'molecular clock' argument and using clock calibrations 
for allozymes (0.05-0.1 DNei/MY; Maxson & Maxson 
1979; Thorpe 1982; Beerli et al. 1996) and cytochrome b 
in the Salamandridae (0.8% sequence divergence/MY; 
Tan & Wake 1995; Caccone et al. 1997) the observed differ­
entiation between groups (DNei = 0.15, d = 2.2%) would 
correspond with a genetic isolation of 1.5-3 MY, i.e. from 
the late Pliocene/early Pleistocene onwards. Given the 
timeframe involved, the major climatic and environmental 
changes that occurred during the Pleistocene appear to 
have determined the history of C. lusitanica. Unfortunately, 
the Pleistocene glaciations are not well documented for 
the Iberian Peninsula (except for some glaciated areas in 
northern and central Iberia — Ribeiro etal. 1987; Dias 
1997; Vieira & Cordeiro 1998). The present-day distribution 
of C. lusitanica is associated with a temperate climate and 
covering areas historically dominated by deciduous forest. 
It is, therefore, not unlikely that the species followed a 
southward regression similar to that of the deciduous forest 
as reconstructed for western Iberia by Zagwijn (1992). 

The two described population groups are separated by 
the Mondego suggesting that this river constituted a 
barrier to gene flow. Alternatively or additionally, dispersal 
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between the groups may have been limited by a zone 
of unfavourable habitat associated with the river. The 
present-day distribution shows a marked constriction in 
this very area (Fig. 1), where the Mondego valley is wide 
and constitutes a band of flat and dry landscape. Under 
adverse climatic conditions during the Pleistocene this 
may have contributed to a south-north separation as sug­
gested by bioclimatic modelling (Teixeira 1999). 

The hypothesized refugia differ in the number of alleles 
that they support, being low in the southern refugium 
and high in the northern one. A more substantial loss of 
allelic diversity may have been caused by strong popula­
tion bottlenecking (Leberg 1992) in a comparatively small 
southern refugiai population. Additionally the northern 
group may have been composed of several small refugiai 
populations that, not being separated one from the other 
by major rivers, merged upon amelioration of the climate 
and resulting range expansions. The presence of a variety 
of private alleles in populations in between Mondego and 
Douro supports the hypothesis of multiple refugia in this 
area. The Montemuro region may have been one of these 
as evidenced by the high frequency of the alleles that 
characterize group 2b (PEP-B*2 and PGM-1*2). 
Range expansion and postglacial recolonization. The present-
day distribution of C. lusitanica is continuous across the 
Mondego river (Fig. 1). In combination with the identi­
fied refugia this suggests range expansion and secondary 
contact upon climatic amelioration following the Pleis­
tocene. The presence of alleles characteristic for group 2 
in a group 1 population {ADH*1, PEP-C*1, PEP-D*1 in 
population 3 from Lousã Mountains) suggests gene flow 
between the groups and helps to explain the high hetero­
zygosity of that population (Fig. 2). Similar observations 
were not made for neighbouring populations (e.g. popu­
lation 2, also from the Lousã mountains) south of the 
Mondego, indicating that introgression has been spati­
ally restricted. The presence of the allele PGM-1*3F and 
of non-B haplotypes in populations 5 and 6 suggests that 
introgression on the northern side of Mondego has also 
taken place. Differential introgression of genetic markers 
is not uncommon and has been observed both between 
nuclear loci and between nuclear and cytoplasmic loci 
(e.g. Hunt & Selander 1973; Gyllensten & Wilson 1987; 
for a review see Arnold 1997). To address this issue in 
C. lusitanica would require an analysis at finer spatial scale 
documenting the position and shape of the contact zone. 

In view of the long-term (1.5-3.0 MY) independent 
evolution of two C. lusitanica lineages and the level of 
genetic differentiation achieved, it is tempting to speculate 
about their taxonomic status. A broad secondary contact 
zone, implying extensive introgressive hybridization, 
would be incompatible with species recognition under 
the biological species concept, but not incompatible 
with subspecies recognition, irrespective of the shape 

(clinal or stepped) the morphological variation takes 
( J. Alexandrino, unpublished data). 

The genetic composition of northern populations 
suggests that they were recently established and derived 
from a source located somewhere between the rivers 
Mondego and Douro. The range expansion proceeded to 
the north, following the habitat that had become newly 
available upon climatic amelioration. For group 1 popu­
lations range expansion to the south was problematic 
because of the specialized habitat requirements of the 
species, involving mountain brooks that are largely un­
available south of the inferred southern refugium. 

The two-stepped loss of genetic variation coinciding 
with rivers Douro and Minho is a strong indication that 
rivers acted as barriers in the process of northern recolon­
ization. The repeated founding of new populations by 
small numbers of animals would create, through drift, 
a pattern of genetic depauperation similar to the one 
we observed (Fig. 2). The river barrier effect can, however, 
by no means have been absolute because northerly 
range expansion has been successful. The drift of larvae, 
discharged from mountain streams into the rivers, may be 
common in this species (Thiesmeier 1994). Postmeta-
morphic salamanders must also be considered capable of 
crossing a river, accidentaEy or deliberately. More genetic 
markers than presently available would be required to 
investigate patterns of dispersal over a network of streams 
or to quantify salamander dispersal across and along 
rivers. Additionally, the availability of more highly variable 
genetic markers would alleviate the reduction of power 
that we experience in the analysis of populations with 
low variation at enzyme and mtDNA cytochrome b loci. 

Implications for conservation 

The effects of Pleistocene glaciations through fragmentation, 
isolation and differentiation, have been described throughout 
the northern hemisphere for a variety of organisms, 
including trees, insects, fish, salamanders and mammals 
(Highton & Webster 1976; Sage & Wolf 1986; Cooper et al. 
1995; Dumolin-Lapègue étal. 1997; García-Marín étal. 
1999). Most studies report the preservation of high levels 
of genetic diversity in populations derived from southern 
refugia and the loss of genetic diversity in northern 
recolonized areas (Larson 1984; Avise 1994; Hewitt 1996; 
Taberlet et al. 1998). However, few studies have addressed 
the consequences of Pleistocene climate change on the 
genetic architecture of organisms within any of the 
southern European refugia (Ragghianti & Wake 1986; 
Comes & Abbott 1998). The spatial pattern of genetic 
variation in the fire salamander, Salamandra salamandra, 
Linnaeus 1758, suggested the presence of Pleistocene 
refugia in northern Iberia (Alcobendas et al. 1996; Dopazo 
étal. 1998). Our conclusion that northern Iberian 
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p o p u l a t i o n s r e su l t ed from a r a n g e e x p a n s i o n from the 
sou th a rgues against this scenario opera t ing in C. lusitanica. 
A l t h o u g h Salamandra a n d Chioglossa a re phy logene t ica l ly 
re la ted (Titus & Lar son 1995; Veith et ah 1998), t hey a re 
ecological ly d iss imi lar (Klewen 1991; A r n t z e n 1999) a n d 
b iogeograph ica l ly d i s p a r a t e h is tor ies are to b e expec ted . 
T h e e x a m p l e of C. lusitanica p r o v i d e d the e v i d e n c e for a n 
u n e x p e c t e d n a t u r a l h i s to ry of p o p u l a t i o n s o n the Iber ian 
Peninsula. The challenge is to evaluate to wh ich extent other 
o r g a n i s m s w i t h different, less explicit ecological r equ i re ­
m e n t s , s h o w the s a m e or s imilar pa t t e rns of f ragmenta t ion 
a n d d i spersa l . We an t ic ipa te tha t the d ive r s i ty u n c o v e r e d 
t h r o u g h s u c h s tud i e s wi l l h a v e p ro found impl ica t ions for 
the conserva t ion of b iod ivers i ty in s o u t h e r n E u r o p e . 
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Abstract 

The golden-striped salamander, Chioglossa lusitanica, is a streamside species 

distributed in the northwest of Iberian Peninsula. We gathered cytochrome b 

mitochondrial sequence DNA data from samples across the species range and 

used nested clade distance analysis to assess evolutionary processes explaining 

the geographical distribution of mtDNA diversity in Chioglossa lusitanica. 

Significant association was observed between genetic structure and 

geography. The geographical patterns were explained by past fragmentation 

and restricted gene flow. Inferences were largely concordant with previous 

hypotheses (from allozyme data) involving an old fragmentation event and 

secondary contact near the Mondego River. The hypothesized range 

expansion to the north from a southern refuge was compatible with mtDNA 

variation, but not inferred from nested clade analysis. This is probably due to 

the low levels of genetic divergence observed in the northernmost populations. 

Keywords: Chioglossa lusitanica, golden-striped salamander, mtDNA phylogeny, 

nested clade analysis, population structure vs. population history 
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Introduction 

Intraspecifíc patterns of genetic diversity are determined by both historical and 

contemporary processes. Conventional approaches to describing population structure 

and estimating gene flow (Wright 1931, see Neigel 1997 for a review) interpret 

spatial patterns of allelic distribution as a function of genetic drift and migration. 

They fail to discriminate between contemporary gene flow and historical processes 

such as fragmentation and range expansion. Templeton et al. (1995) proposed a 

new class of phylogeographic statistics that takes more advantage of information 

contained in molecular genetic data by testing the geographical associations at 

different hierarchical levels of an estimated gene tree. Predictions from coalescent 

theory are then used to interpret the results of this "nested clade analysis" (see 

Templeton 1998 for a review) and to make spatio-temporal inferences about the 

evolutionary processes (fragmentation, range expansion or restricted gene flow) 

likely to have contributed to the observed patterns. 

Geographic patterns of genetic diversity in salamanders may reflect 

historical rather than contemporary processes because of the low mobility and strict 

ecological requirements of these organisms (Slatkin 1981; Larson et al. 1984). 

Indeed, salamanders of the genus Ambystoma were first used to exemplify nested 

clade analysis because they provide an adequate model, showing the effects of 

fragmentation, range expansion and isolation by distance (Templeton et al. 1995). 

The golden-striped salamander, Chioglossa lusitanica Bocage 1864, is a peculiar 

streamside species with a distribution restricted to north-western Iberia. These 

salamanders exhibit a suite of morpho-physiological traits that determine a strong 

dependence on brook vicinities and other moist habitats which is likely to result in 

directional dispersal along watercourses (Arntzen 1981; 1994). We have recently 

discovered two distinct evolutionary lineages in C. lusitanica using allozyme and 

mitochondrial DNA (mtDNA) variation (Alexandrino et al. 2000). The spatial 

pattern of genetic variation reflected historical fragmentation and range expansion. 

We here extend our work through mitochondrial sequencing of the 

cytochrome b gene to 700bp in 124 individuals from across the species range. We 

apply nested clade analysis to assess the relative contribution of historical vs. 

contemporary evolutionary processes to the geographical patterns of mtDNA 
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variation. In this way we test and refine hypotheses put forward under a more 
descriptive framework (Alexandrino et al. 2000). 

Materials and methods 

Data collection 

Salamanders were collected from 17 localities across north-western Iberia covering 
the species range (Figure 1). 

Figure 1 - The distribution of Chioglossa lusitanica in the northwestern Iberian Peninsula 
(shaded areas, from Arntzen, 1999) and the study localities: 1, Muradal, Foz de Giraldo; 2, 
Lousã, C. Pêra; 3, Lousã, Vilarinho; 4, Açor, Margaraça; 5,Várzeas; 6, Buçaco; 7, Saide; 8, 
Covelo; 9, Tarouca; 10, Montemuro; 11, Valongo; 12, Bom Jesus; 13, Barroso; 14, Gerês; 
15, Pontevedra; 16, Fonsagrada; 17, Salas. 
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DNA extraction, PCR amplification of cytochrome b and sequencing protocols are 

as in Alexandrino et al. (2000). A 840 bp fragment of the Cyt b mtDNA gene was 

amplified by PCR using the primers MVZ15 (Moritz et al. 1992; Tan and Wake 

1995) and cytb702 (S'-GGCAAATAGGAAGTATC ATTCTG-3V Moritz et al. 

1992, modified). Both primers were used for direct sequencing of the PCR 

products. Sequences of 700 bp, corresponding to 16,309 (5' end) and 17,008 (3' 

end) of the Xenopus laevis mtDNA (Roe et al. 1985) were obtained for 124 

individuals (two to 11 individuals per population). The sequences were aligned 

using BioEdit, version 1.8 (Hall 1999) with no indels. Nucleotide diversity (n), its 

standard error and sequence divergence between haplotypes were calculated using 

DnaSP version 3.14 (Rozas & Rozas 1999). 

Nested clade analysis 

Haplotype network estimation. The intraspecific haplotype network was 

reconstructed using the algorithm described by Templeton et al. (1992). The 

method was designed to estimate phylogenies at low levels of divergence and 

begins by calculating the overall limits of parsimony to reconstruct intraspecific 

relationships of haplotypes using a statistic from neutral coalescent theory 

(Hudson, 1989). The parameter #(Watterson 1975) was estimated for our sample 

with DnaSP version 3.14 (Rozas & Rozas 1999) and used to solve H in equation 10 

of Hudson (1989). Once the use of parsimony was validated, the haplotype network 

was estimated by finding haplotype connections with probabilities above the 0.95 

limit. TCS version 1.0 (Clement et al. in press) implements the algorithm in 

Templeton et al. (1992). It was used to estimate those probabilities and for network 

construction. 

Nested design. We used the rules given in Templeton et al. (1987) and Templeton 

& Sing (1993) to define an evolutionary clade hierarchy upon the intraspecific 

haplotype network. The method starts from the tips of the network by nesting 

haplotypes ("zero step clades") separated by one mutational change within "one-

step clades", and proceeds step by step to identify higher level clades until the final 

level of nesting comprehends the entire network. 
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Testing for geographical association. The nested design was used to investigate 

geographical association of clades and nested clades in two ways. First, clades with 

genetic and/or geographical variation were tested against their geographical 

locations through a permutational contingency analysis (Templeton & Sing 1993, 

Templeton et al. 1995). A more objective analysis was conducted using 

information on geographical distances as described in Templeton et al. (1995): 

clade distance (Dc) for the geographical spread of a clade and nested clade distance 

(Dn) for the distance of a clade from the geographical centre of the nested clade. 

These distances were then contrasted between interior clades and tip clades by 

calculating within each nested level the difference between the average interior 

distance and the average tip distance (I-T.Dc and I-TDw). This interior vs. tip 

contrast of clades corresponds to a old vs. young contrast and, to a lesser extent, 

common vs. rare under to expectations from neutral coalescent theory (Crandall & 

Templeton 1993). We used these predictions to help determine interior vs. tip 

status by calculating outgroup weights as described in Castelloe & Templeton 

(1994). Observed Dc and Dn values were then compared to a distribution of Dc 

and Dn generated by random permutations of clades against sampling locations 

with GeoDis version 2.0 (Posada et al. 2000). One thousand permutations were 

performed to obtain statistical inferences at oc=5%. The null hypotheses were i) no 

geographical association of clades and ii) clade dispersal distances are not 

significantly different than expected at random. Inferences about the population 

processes underlying the observed clade dispersal patterns followed the Templeton 

et al. (1995) inference key. 

Results 

MtDNA variation 

Cytochrome b sequencing of 124 individuals of Chioglossa lusitanica yielded 34 

variable positions describing 30 distinct haplotypes. Sequence divergence ranged 

from 0.14% to 2.14% with an overall nucleotide diversity of 0.99%. Seven 

nucleotide substitutions were observed at the first codon position, five at the 
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second position, and 22 at the third position, underlying eight aminoacid 

replacements (Table 1). 

Table 1 - Variable positions in the 700 bp segment of the cytochrome b gene defining 
30 different haplotypes and their distribution across 17 populations of Chioglossa 
lusitanica. Transversions are indicated by asterisks. The numbers below nucleotide 
positions indicate the respective codon position. Boldface characters indicate 
aminoacid replacement substitutions. 

Nucleotide position  
1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3 4 4 4 4 4 5 5 5 5 5 6 6 6 

1 3 5 0 1 5 7 8 9 9 2 2 2 5 6 7 7 9 1 6 6 1 2 4 5 6 3 3 4 5 7 2 4 6 
5 2 4 2 4 2 5 3 3 7 2 5 9 2 7 5 6 4 8 3 9 7 9 7 6 2 2 7 0 5 4 8 9 8 Haplotypes 

TT 
h2 
h3 
h4 
h5 
h6 
hi 
h8 
h9 
hlO 
hll 
hl2 
hl3 
hl4 
hl5 
hl6 
hi 7 
M8 
hl9 
h20 
h21 
h22 
h23 
h24 
h25 
h26 
h27 
h28 
h29 
h30 

3 2 3 3 3 2 1 3 1 2 3 3 1 3 3 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 1 3 3 3 1 1 1 2 
c g t a t g t t g a t t c t a a a a c t a c a 

c g c 
c g c 
c g c 
c g c 
c g c 
c g c 
c g c 
c g c 
c g c 
c g c 
c g c 
c g c 
c g c 
c g c 
c g c 

c . 
c . 
c . 
c . 
c . 
c . 
c . 
c . 

c c . 
c c . 
c c . 
c c . 
c c . 
c c . 
c c . 
c c . 
c c . 
c c . 
c c . 
c c . . 
c c a . 
c c . . 
c c . . 

g 
c g 
c g 

g t g 

t t 
. c 
. c 
c c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 
. c 

t t c c a t a t t 

. c 

. t . c . 

. t . c . 

. t . c . 

. t . c . 

. t . c . 

. t . c . 

. t . c . c 

. t . c . c 

. t . c . . 

. t . c . 

. t . c . 

. t . c . 

. t . c . 
t t . c . 
t t . c . î 
t t . c g 
t t . c . 
t t . c . 
t t . c . 
t t . c . 
t t . c . 
t t . c . 
t t . c . 
t t . c . 
t t . c . 
t t . c . 
t t gc . 
t t . c . 
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Table 1 - Continued. 

Haplotypes 

Locality 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 

~M~ ~ - - - - Î - - - - - - - - - - ~ 
h2 - - - - 1 1 
h3 . . . . 5 
h4 . . . . i  
h5 - - 2 - 2 3 
h6 - - 6 
h7 . . . . i  
h8 8 - - 5 
h9 - - - 1 
hlO . . . 2 
Ml - - - 1 
M2 - - - 1 
M3 1 
hl4 1 
hl5 - 2 3 
hl6 8 -. - 6 2 1 9 9 6 6 
hl7 1 
hl8 1 - -
hl9 1 - - -
h20 1 
h21 2 - - - - 1 - - - -
h22 1 -
h23 4 1 
h24 1 
h25 2 
h26 1 
h27 2 7 
h28 1 
h29 1 
h30 1 

Twenty two haplotypes were found at single localities and eight (h2, h5, h8, h i5 , 

h i6 , h21, h23 and h27) were observed in two or more localities (Table 1). 

Haplotype h i6 was the most frequently observed haplotype (n=47) and was found 

in eight populations north of the Mondego River. The otherwise most frequent 

haplotype (h8, n=13) was found in populations south of the Mondego. All but two 

of 12 localities with more than five individuals sampled were polymorphic with 
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two to five haplotypes differing by one to four mutational changes (n ranging from 

0.000310.0004 to 0.0026±0.0018). The exceptions were locality 17 which was 

monomorphic for haplotype hi6 and locality 6 with one haplotype differing from 

the other three by 10-12 mutational changes (/H).0093±0.0055). 

Nested clade analysis 

Haplotype network and nested design. The parsimony critérium appeared to be 

justified to reconstruct the haplotype relationships of C. lusitanica. With 6 = 0.012 

Figure 2 - Network for cytochrome b haplotypes observed in 17 populations of Chioglossa 
lusitanica. The network was estimated under the 95% statistical limits of parsimony using 
the algorithm in Templeton et al. (1992). Circle size represents haplotype frequency and 
dots represent hypothetical haplotypes. 
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(n=30) H was estimated at 0.036, indicating that a difference observed at any given 

site between two randomly drawn haplotypes was unlikely to have arisen from 

more than one mutational step. The maximum number of mutational steps between 

haplotypes allowing parsimonious connections with a probability P>0.95 was 11 

steps. Haplotype network estimation using parsimony within this limit resulted in a 

single network (Fig. 2). The single loop of ambiguity found in the network (h7 

connecting to h5 or to h 12) represented a less parsimonious alternative and was not 

considered for the nesting design shown in Figure 3. 
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Figure 3 ­ Maximum parsimony network and corresponding nested design for cytochrome 
b haplotypes observed in 17 populations of Chioglossa lusitanica. Note that the numbers 
are given without the "h" prefix. Hypothetical haplotypes are represented by "0". Thin­
lined polygons enclose 1­step clades and are designated by "l­«"; thick­lined polygons 
enclose 2­step clades ("2­«"); the thick line separates 3­step clades (3­1 and 3­2). 

Nested contingency analysis. Nested contingency analysis revealed significant 

association of clades and sampling locations at all clade levels (Table 2). Two 1­

step clades (1­3 and 1­4) and two 2­step clades (2­1 and 2­4) showed significant 

levels of geographical association, while the null hypothesis of no geographical 

association could be rejected at all higher­level categories (3­step clades and the 

entire cladogram). The geographical distance analysis showed significant 

differences for clade (Dc) and nested clade (£>«) distances (Fig. 4). 
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Table 2 - Nested contingency analysis of geographical associations for cytochrome b data 
from Chioglossa lusitanica. Clades not showing genetic or geographical variation are 
excluded (no test is possible within such nested categories). 

Clade Permutational % statistic 
1-1 0.750 
1-3 10.833 
1-4 30.077 
1-6 32.835 
1-8 2.400 
1-10 0.800 
2-1 15.279 
2-2 3.261 
2-3 3.649 
2-4 42.000 
3-1 39.257 
3-2 65.998 
Total cladogram 114.633 

Probability 

1.000 
0.014* 
0.042* 
0.443 
0.331 
1.000 
0.000* 
0.669 
1.000 
0.000* 
0.000* 
0.000* 
0.000* 

* Significant at the 0.05 level 

The inferences made from the key in Templeton et al. (1995) and the geographical 

distribution of clades (Fig. 5) are given in Table 3. Restricted gene flow with 

isolation-by-distance was inferred for three nested clades (1-3, 2-1 and 3-2) 

whereas past fragmentation was the most likely explanation for the patterns 

observed at nested levels 1-4, 2-4, 3-1 and for the entire network. 

Table 3 - Demographic inferences from the nested clade distance analysis in Chioglossa 
lusitanica. 

Clade Inference chain Inferred pattern 
Haplotypes nested in 1-3 

Haplotypes nested in 1-4 

One-step clades nested in 2-1 

One-step clades nested in 2-4 
Two-step clades nested in 3-1 

Two-step clades nested in 3-2 

Three-step clades nested in the 
entire cladogram  

1-2-3-4-NO 

1-2-3-5-15-NO 

1-2-3-4-NO 

1-2-3-5-15-NO 

1-2-3-5-15-NO 

1-2-3-4-NO 

Restricted gene flow with 
isolation-by-distance 

Past fragmentation 

Restricted gene flow with 
isolation-by-distance 
Past fragmentation 

Past fragmentation 

Restricted gene flow with 
isolation-by-distance 

1 -2-3-5-15-NO Past fragmentation 

66 



I 

Artigo III 

Haplotypes 1 -step clades 2-step clades -step clades 

Clade Dc Dn Clade Dc Dn Clade Dc Dn Clade Dc Dn 

hi 0 6.50 
h2 13.00 9.75 - 1-1 10.40 14.82 
I-T 13.00 3.25 
h3 
h4 
hS 

0 
0 

18.25 

0 
0 

17.831 

- 1-2 0 s 11.62s 

- 2-1 16.35s 30.38 

h6 
hi 

0 s 

0 
14.29 
15.43 - 1-3 17.79 16.76L 

I-T 18.25L 3.38 . I-T 14.33L 4.07L -
h8 20.54s 23.93s 

h9 
hll 

0 
0 

20.03 
20.02 . 3-1 32.63s 122.15s 

hl2 
hl3 

0 
0 

20.02 
21.21 - 1-4 26.97 26.22 

hl4 0 21.21 
his 
I-T 

2.40s 

14.69s 
31.891 

5.21L _ 
0 18.75 

" 2-2 

I-T 

26.35s 33.981 

10.00L 3.60L -hlO 1-5 0 18.75 

" 2-2 

I-T 

26.35s 33.981 

10.00L 3.60L -
I-T 26.97 7.47 

hl6 150.02 147.68 
HIS 0 122.64 
h!9 
h20 

0 
0 

99.92 
144.37 - 1-6 148.55 148.41 

h21 
h22 

77.76 
0 

133.09 
168.51 _ - 2-3 148.87 146.59L 

hl7 - 1-7 0 141.69 hl7 - 1-7 0 141.69 
I-T 148.55 6.71 . 

h23 5.37 5.94 
h24 0 7.52 - 1-8 6.54s 64.761 - 3-2 139.49 152.81L 

l-T 5.37 -1.58 _ 
h25 
h26 

0 
0 

0 
0 - 1-9 0 55.21 

- 2-4 50.92s 119.54s 

h27 13.16 10.38 I-T 97.95L 27.06L -
h28 0 4.27 
h29 0 4.27 - 1-10 10.93s 41.60s 

h30 0 4.27 I-T -2.20 20.43L . 
I-T 13.16 6.10 _ 

Figure 4 - Nested clade distance analysis of cytochrome b haplotypes observed in 
Chioglossa lusitanica. Brackets reflect the nesting structure (Fig. 3). Dc and Dn are clade 
and nested clade distances, respectively (for details see Templeton et al. 1995). Interior vs. 
tip contrasts for both Dc and Dn are indicated with "I-T" in the corresponding clade, with 
interior clades given in italics bold type. For clades 1-8 and 2-1 the tip interior/status is 
inferred from coalescent theory (Castelloe & Templeton 1994), and the results of "I-T" are 
given in italics. Superscript S and superscript L indicate distance measures, respectively, 
significantly smaller or larger than expected under random distribution of haplotypes. 

Discussion 

Population structure vs. population history 

Nested clade distance analysis of mtDNA sequence variation revealed a high level 

of phylogeographic structure in the salamander Chioglossa lusitanica. The 

rejection of the null hypothesis of random distribution of haplotypes was common 

at the higher-level nestings reflecting deep lineage divergence and increased 
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statistical power (Templeton 1998). Both population structure and population 
history shaped the observed geographical patterns of mtDNA variation in C. 
lusitanica. Past fragmentation and restricted gene flow were the processes inferred 
to explain the geographical associations of haplotypes (Table 3). 

Figure 5 - Geographical representation of nested clade hierarchical design for the 
cytochrome b haplotype network of Chioglossa lusitanica. Numbers identify clades within 
a certain clade-level (see Fig. 3). Note that geographical ranges are the same for clades 1-3 
and 2-1, 1-4 and 2-2 and 1-6 and 2-3. The white circle represents the Buçaco Mountains. 

The oldest event inferred for C. lusitanica was past fragmentation with the 
diverged clades, 3-1 and 3-2, distributed south and north of the Buçaco Mountains 
respectively (near the Mondego; Fig. 5). Within these two regions, populations 
appear to have been subject to past fragmentation and restricted gene flow. In the 
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south, the observations indicate fragmentation over the mountains of Muradal-

Açor-Lousã versus Lousã-Buçaco (clades nested in 1-4 and 3-1) and restricted 

gene flow within this area (clades nested in 1-3 and 2-1). In the north, restricted 

gene flow is likely to have been widespread from Buçaco to the northwestern of 

Spain (clades nested in 3-2). Whithin the northern region, fragmentation appears to 

have affected the southern parts between Buçaco and the Douro River (clades 

nested in 2-4). 

Biogeographical interpretations 

Vicariance and secondary contact. The deep mtDNA genetic divergence observed 

between two assemblages of C. lusitanica was concordant with allozyme genetic 

diversity (Alexandrino et al. 2000). The inferred fragmentation and the depth of 

divergence (d=l.5%, for clades 3-1 clade 3-2) support the hypothesis of late 

Pliocene/early Pleistocene vicariance across the Mondego River (Alexandrino et al. 

2000). The two mtDNA lineages were only found together at Buçaco (population 

6). This is more likely to be due to secondary contact than to insufficient time for 

coalescence to occur. Allozyme variation in populations from between Lousã 

(population 3) and Buçaco also suggested the direct contact between the southern 

and the northern group of populations (Alexandrino et al. 2000). This is concordant 

with restricted gene flow inferred for this relatively small area (clades, 1-3 and 2-1) 

from nested clade analysis. A low level of gene flow in areas adjacent to the 

Mondego indicates a barrier to gene flow, composed by the river and an associated 

zone of generally unfavourable habitat (Teixeira 1999; Alexandrino et al. 2000), 

strengthening the hypothesis of a local south-north separation under adverse 

climatic conditions during the Pleistocene (Alexandrino et al. 2000). After climatic 

amelioration contact between populations was probably reestablished at a low level 

of gene flow and without extensive introgression. Recurrent events of 

fragmentation/restricted gene flow during the Pleistocene in a zone of decreased 

salamander density may have contributed to the further divergence of lineages. 

The fragmentation events inferred in the areas south and north of the 

Mondego, indicate that additional barriers have shaped the present 

phylogeoghraphic structure of C. lusitanica. Two populations immediately south of 
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the Douro River, in particular, showed high genetic distinctiveness (populations 9 

and 10, clade 1-10, see Fig. 5), which parallels the observed high frequency of 

private alleles at some allozyme loci (Alexandrino et al. 2000). This supports the 

hypothesis that during the Pleistocene the Montemuro area harboured several 

isolated refugiai populations of the northern lineage (Alexandrino et al. 2000). 

Range expansion. High levels of genetic divergence in the south contrast with low 

levels of genetic divergence in the northern part of the C. lusitanica range. The 

relative genetic uniformity in populations north of the Douro, with a haplotype 

interior to the haplotype network predominating (Table 1), reflects their relatively 

recent origin, through colonization by a small number of founders. The presence of 

some rare haplotypes derived from the common interior one at clade 1-6, however, 

suggests that time since colonization was sufficient for new mutations to have 

arisen. Similar patterns were observed at clade 1-4, suggesting range expansion 

from Lousã-Açor to the southeast. However, this inference was not made from 

nested clade analysis which may reflect lack of statistical power in the detection of 

geographical associations of rare haplotypes at clades with low levels of 

divergence (Templeton 1998). 

Conclusions 

The historical scenario of Pleistocene vicariance for C. lusitanica advanced by 

Alexandrino et al. (2000) was confirmed by nested clade analysis of a substantially 

enlarged mtDNA data set. Hitherto unrecognized phylogeographic structure 

suggests that habitat fragmentation may have been quite common in the southern 

range of this salamander. Range expansion inferred from allozyme studies was 

supported by descriptive interpretations of mtDNA data but not from formal nested 

clade analysis. Indeed, the inference of range expansion from nested clade analysis 

may be problematic i) in recently colonized areas for reasons described above (lack 

of statistical power), and ii) because not all patterns likely to arise from range 

expansion are incorporated in the inference key (Templeton 1998). 

The observed concordance of allozyme and mtDNA variation across two 

diverged population assemblages in C. lusitanica brings up again the question of 
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their taxonomic status. We described morphological differentiation for the two 

groups here recognized (Alexandrino et al. submitted). Any taxonomic revision 

should not only rely on patterns of variation concordant across the population 

assemblages, but also assess the level of gene flow in the putative secondary 

contact zone. This requires a fine scale genetic study of this area for example 

through the use of highly variable nuclear markers such as microsatellites. Such 

data would also provide important guidelines on how these two groups of C. 

lusitanica should be managed for conservation. 
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J. ALEXANDRINO, J. W. ARNTZEN and N. FERRAND 
Departamento de Zoologia e Antropologia, Faculdade de Ciências, Universidade do Porto, 
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Abstract 

We use seven polymorphic enzyme loci to describe nuclear genetic variation 

across a secondary contact zone in the salamander Chioglossa lusitanica in 

central Portugal. A northern and a southern form are genetically well 

differentiated, supporting data previously obtained from mitochondrial DNA 

and morphology. Four diagnostic loci intergradated over a 15-21 km interval, 

indicating hybridization and introgression between the groups. Position and 

shape of dines are not concordant when comparing nuclear-nuclear and 

nuclear-cytoplasmic loci. The absence of linkage disequilibrium in populations 

central to the contact zone indicates that the two forms admix freely. The 

presence of the northern form south of the Mondego shows that this river is 

not an absolute barrier to salamander dispersal. Rather, dispersal and 

introgression appear to be limited by a zone of unfavourable habitat 

associated with the Mondego river valley. Because the two forms of C. 

lusitanica are well differentiated but not genetically incompatible they deserve 

taxonomic recognition at the subspecific level. We describe the southern form 

as a new subspecies. 

Keywords: allozymes, asymmetric introgression, Chioglossa lusitanica, gene flow 

golden-striped salamander, hybrid zone, secondary contact, new subspecies 
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Introduction 

Vicariance processes driven by climate change during the Quaternary affected 

many organisms, giving rise to genetically diverged populations that often came to 

meet in zones of secondary contact after climatic amelioration (Hewitt 1996, 1999; 

Taberlet et al. 1998). These are hybrid zones sensu Arnold (1997) where 

genetically distinct groups of individuals meet and mate, resulting in at least some 

offspring of mixed ancestry. Hybrid zones involve closely related taxa at various 

levels of speciation and have been referred to as "natural laboratories for 

evolutionary studies" (Hewitt 1988). Their size and shape is essentially determined 

by mobility of organisms, levels of reproductive isolation and interactions with the 

environmental setting where hybridization occurs (Hewitt 1988; Barton & Hewitt 

1989; for a review see Arnold 1997). 

The golden-striped salamander (Chioglossa lusitanica) is an endemic species 

restricted to the northwestern corner of the Iberian Peninsula, where it lives around 

small brooks in fairly mountainous areas. Analysis of allozyme and mitochondrial 

DNA variation uncovered two genetically distinct groups of populations that are 

distributed at either side of the Mondego river in central Portugal (Alexandrino et 

al. 2000). The southern group 1 and the northern group 2 also differ 

morphologically (Alexandrino et al. submitted). The groups represent lineages that 

separated in the early Pleistocene, probably as a result of climate change in 

combination with local environmental conditions. The pattern of genetic variation 

observed across the Mondego suggested the existence of a contact zone with 

limited introgression taking place. Biogeographical modelling indicates that the 

groups are currently separated by a zone of unfavourable habitat and that ranges 

are only contiguous in the central part of the Mondego river basin (Teixeira 1999; 

Fig. 1). We here document the extent and nature of genetic interactions between 

the southern and northern groups. 

Material and methods 

Salamanders were collected from 12 localities in and around the presumed contact 

zone (Fig. 1). Sample processing, electrophoresis and staining procedures of seven 
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polymorphic enzymes (alcohol dehydrogenase - ADH; phosphogluconate 
dehydrogenase - PGD; phosphoglucomutase - PGM-1 and four peptidases - PEP-
A, PEP-B, PEP-C and PEP-D) followed Alexandrino et al. (1997,2000). 

Figure 1 - Mondego river with study localities of Chioglossa lusitanica: 1, Valezim; 2, 
Açor, Margaraça; 3, Lousã, Castanheira de Pêra; 4, Lousã, Vilarinho; 5, Lousã, Póvoa de 
Fiscal; 6, Barril do Alva; 7, Riba de Cima; 8, Torres do Mondego; 9, Misarela; 10,Várzeas; 
11, Buçaco; 12, Linhar de Pala. Areas of medium and high habitat suitability as identified 
by bioclimatic modelling (from Teixeira 1999) are shown by light and dark shading, 
respectively. A full distribution map is shown in the insert (from Arntzen 1999). Note that 
Buçaco and Açor are the type localities for the nominate and newly described subspecies of 
C. lusitanica, respectively. 

Allele frequencies were determined by direct gene counting. Private alleles 
were defined as those observed in a single population. Genetic Data Analysis 
software (Lewis & Zaykin 1999) was used to i) calculate the average number of 
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alleles (A) and average expected heterozygosity (He), ii) test for deviations from 

Hardy-Weinberg equilibrium (by exact probability tests following Fisher's method 

in a Markov-chain procedure), and iii) assess linkage equilibrium between pairs of 

diagnostic loci (with exact tests and for loci in populations showing intermediate 

allele frequencies only). Hierarchical cluster analysis of populations was carried 

out with Cavalli-Sforza & Edwards (1967) chord genetic distances between 

populations (UPGMA-method with PHYLIP 3.5, Felsenstein 1993). Non-

hierarchical cluster analysis was done by multidimensional scaling with 

STATISTICA (StatSoft 1993). 

Associations between the dependent variable genetic distance and the 

independent variables ecological and geographic distance were tested for 

significance by partial Mantel tests (RT 2.0; Manly 1996). Geographic distance 

was measured 'as the crow flies' on 1:100,000 maps. Ecological distance is a 

measure of spatial distance similar to geographic distance, but follows the 

suitability of the habitat. The different hypotheses were: A) the Mondego river is a 

barrier to dispersal, B) the Mondego valley is a barrier to dispersal with a 

connection over two mountain ranges (see Fig. 1). 

Results 

The number of alleles ranged from two at the PEP-A and PGD loci to six 

at the PGM-1 locus (Table 1). The average number of alleles ranged from 1.14 for 

population 1 to 2.00 for populations 3, 4, 8 and 11. Estimated heterozygosity 

ranged from <1% in population 1 to >25% in populations 4-6. A marked latitudinal 

variation was observed in allele frequencies at the loci ADH, PEP-C, PEP-D and 

PGM-1. Populations away from the Mondego (e.g., 1, 2 and 12) showed fixed (or 

nearly fixed) differences at these loci. Other populations showed intermediate 

allele frequencies at these loci over a 15-21 km interval (Fig. 2). The clinal 

variation is steepest over a 10 km interval from populations 6 to 7. Variation across 

loci was also observed, with change across the contact zone shallower at PGM-1 

than at the other three diagnostic loci (Fig. 2). Genetic variation at the other loci 

was either minimal (PEP-A*2 in population 11), spatially restricted (PGD*2 in 

populations 1-5 and PEP-B*2 in populations 7-12) or represented by rare alleles in 
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both southern and northern groups (PEP-B*3 and PEP-B*4 in populations 3, 4, 8, 

9 and 10). 

Table 1 - Allele frequency, sample size (N), average number of alleles (A) and average 
expected heterozygosity (He) at seven polymorphic loci in 12 populations of Chioglossa 
lusitanica in the Mondego river basin, Portugal. 

Populations 
Locus Allele I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

N 11 33 36 31 28 26 30 14 39 25 47 40 

ADH 1 - - 0.46 0.34 0.48 0.58 1.00 1.00 1.00 1.00 0.99 1.00 
2 1.00 1.00 0.54 0.66 0.52 0.42 - - - - - -
3 - - - - - - - - - - 0.01 -

N 15 21 26 28 28 26 42 15 43 24 26 43 

PEPA 1 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.90 1.00 

2 - - - - - - - - - - 0.10 -
N 12 33 79 31 27 24 27 14 39 21 48 29 

PEPB 1 1.00 1.00 0.99 0.98 1.00 1.00 0.78 0.68 0.74 0.55 0.51 0.38 
2 - - - - - - 0.22 0.21 0.24 0.43 0.49 0.62 
3 - - 0.01 - - - - - 0.01 0.02 - -
4 - - - 0.02 - - - 0.11 - - - -

N 10 13 25 20 21 12 18 11 14 17 17 14 

PEPC 1 - - 0.12 0.33 0.36 0.17 1.00 0.95 0.97 0.97 1.00 1.00 
2 1.00 1.00 0.88 0.67 0.64 0.83 - - - - - -
3 - - - - - - - 0.05 0.03 0.03 - -

N 15 31 83 34 28 25 42 14 43 27 47 43 

PEPD 1 - 0.07 0.01 0.32 0.34 0.28 1.00 0.96 0.99 1.00 1.00 1.00 
2 1.00 0.93 0.99 0.68 0.66 0.72 - 0.04 - - - -
4 - - - - - - - - 0.01 - - -

N 15 21 26 23 28 27 42 15 43 24 29 43 
PGD 1 0.97 0.90 0.94 0.93 0.95 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

2 0.03 0.10 0.06 0.07 0.05 - - - - - - -
A' 9 33 83 44 28 19 42 15 40 25 47 37 

PGM1 IF - - 0.02 0.09 0.05 0.37 0.49 0.66 0.62 0.82 0.84 0.89 
IS - - - - - 0.08 0.09 0.07 0.03 - 0.12 0.08 
3F 1.00 1.00 0.94 0.73 0.84 0.55 0.36 0.20 0.32 0.18 0.01 -
3S - - 0.04 0.18 0.11 - 0.06 0.07 0.03 - - 0.03 
3 V - - - - - - - - - - 0.02 -
4 - - - - - - - - - - 0.01 -

A 1.14 1.29 2.00 2.00 1.86 1.71 1.57 2.00 1.86 1.57 2.00 1.43 

HE 0.008 0.042 0.140 0.273 0.261 0.252 0.140 0.169 0.132 0.124 0.143 0.097 

Other rare and private alleles were PEP-C*3 in populations 8-10, PEP-D*4 in 

population 9 and ADH*3, PGM-1*3 V and PGM-1*4 in population 11. 
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ADH*l 

(km) 

Figure 2 - Frequency of marker alleles at four diagnostic allozyme loci in Chioglossa 
lusitanica in the Mondego river area. Population numbers and distances from the Mondego 
(x=0) are shown on the horizontal axis. 
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Statistically significant deviations from expected Hardy-Weinberg equilibrium 

were not observed. Similarly, genotypic disequilibria did not show significant 

departures from expectations. 

Group 1 
Group 2 

\ i o * . ! 
8 / 

f i 
• 
2 / \ i o * . ! 

8 / 

• 
2 / 

-1.5 -1 -0.5 0 0.5 1 1.5 2 
Dimension 1 

Figure 3 - Bivariate scatterplot of scores obtained by multidimensional scaling of enzyme 
genetic distances for 12 populations of Chioglossa lusitanica. Note that the axes have 
different scales. The superimposed ellipsoid contours represent UPGMA-groupings. 

Visual inspection of the bivariate scatterplot derived by multidimensional 

scaling revealed three clusters composed of populations 1 and 2, populations 3-6 

and populations 7-12 (Fig. 3). Hierarchical clustering by the UPGMA-method 

supported two major groups consisting of populations 1-6 and populations 7-12 

with significant bootstrap support (results not shown). 

Geographical distance and ecological distance (both in terms of the 

Mondego river - hypothesis A - and the Mondego river valley with a connection 

over two mountain ranges - hypothesis B) were significantly associated with 

genetic distances. A partial Mantel test supported hypothesis B over hypothesis A 

and geographical distance. 
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Table 2 - Mantel test and partial Mantel test for association between dependent variable 
genetic distance over 12 Chioglossa lusitanica populations and various independent 
variables (see text for details). 

Genetic distance 

Causal hypothesis Mantel test Partial Mantel test 

Geographic distance 

Ecological distance 

a) Mondego river 

b) Mondego valley, with 
dispersal facilitated over 
mountain ranges 

ns - not significant, ***-p<0.001 

Discussion 

Genetic variation in populations of Chioglossa lusitanica over the secondary 

contact zone between southern group 1 and northern group 2 revealed a geographic 

pattern of intergradation at four diagnostic allozyme loci, suggesting hybridization 

and introgression between the groups. No population, however, showed 

intermediate allele frequencies (i.e. 0.20<frequency<0.80) at all diagnostic loci. 

Each population could unequivocally be allocated either to group 1 or to group 2, a 

result to which all seven loci contributed with the exception of the essentially 

uninformative PEP-A. Introgression to the south showed similar patterns at 

diagnostic loci with northern allele frequency generally decreasing to null values at 

the Açor mountains (population 2). To the north, southern alleles penetrated up 

until the Buçaco mountains at PGM-1 but were not observed north of the Mondego 

valley at the other three diagnostic loci, ADH, PEP-C and PEP-D (Fig. 2). The 

pattern of genetic variation at PGM-1 resembles that of the mtDNA cytochrome b 

locus, but with the southern mtDNA lineage being fixed in northern populations 

adjacent to the Mondego river and penetrating up north until the Buçaco mountains 

(Alexandrino et al. submitted). This suggests an asymmetrical pattern of 

introgression not only between nuclear enzyme loci but also between nuclear and 

cytoplasmic loci. 

ns 

ns 

*** 
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Genetic differentiation across the hybrid zone was associated to geographic 

distance combined with a geographic barrier consisting of the Mondego valley. In 

combination with observed patterns of intergradation and the absence of linkage 

disequilibrium, this suggests that populations are freely admixing but with 

introgression restricted by a zone of unfavourable habitat. 

Biogeographical implications 

The Mondego valley is the only area where the present range of C. lusitanica is 

constricted along a longitudinal axis nearly separating a southern and a northern 

species range (Fig. 1; Teixeira 1999). Allozyme and mtDNA variation over the 

whole species range suggested that this zone has been instrumental in the 

Quaternary evolution of this salamander (Alexandrino et al. 2000, submitted). 

During unfavourable Pleistocene climatic conditions the Mondego valley, and 

perhaps the Mondego river itself, triggered a south to north separation of 

populations over time generating the substantial genetic divergence of the groups. 

After climatic amelioration, contact between southern and northern populations 

would have been facilitated by two mountainous corridors running perpendicular to 

the valley and providing favourable habitat, giving rise to the pattern of isolation-

by-distance with restricted gene flow here documented. The discordant pattern of 

introgression for nuclear loci amongst themselves and compared with the mtDNA 

locus may have originated from relatively unrestricted gene flow across the valley 

during more mesic periods. In the absence of selection against hybrids, 

recombination and backcrossing could have broken up parental gene complexes 

and allow genes to independently move through the hybrid zone (Hewitt 1993). 

The geographic patterns of intergradation between the groups could have been 

further complicated by repeated isolation and secondary contact following the 

climatic cycles of the Pleistocene. 

Populations 7 and 8 are located south of the Mondego river but north of the 

longitudinal range constriction that follows the Mondego valley. The observation 

that they belong to the northern group indicates that genetic differentiation is 

associated with the valley and not with the river, an interpretation that is 

statistically supported by the partial Mantel test. This argues against the river 
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Mondego river constituting a major physical barrier to dispersal in C. lusitanica. 

Indeed, large rivers as the Douro and the Minho, though acting as impediments to 

dispersal, have not prevented the post-glacial colonization of northern Iberia by C. 

lusitanica (Alexandrino et al 2000). 

Perspectives for further research 

The intergradation between two well-differentiated groups of C. lusitanica suggests 

the absence of barriers to gene flow. However, gene flow appears to have been 

restricted due to a zone of low salamander density. Genetic variation now observed 

may be the result of post-glacial but not present population dynamics. We propose 

that more recent gene flow across the contact zone should be investigated through a 

fine-scale study using highly variable markers such as microsatelites. More 

detailed population survey within the area and fine-scale habitat modelling would 

adequately predict favourable/unfavourable habitat, and levels of gene flow to be 

tested by genetic data. The information on how the contact between diverged 

groups of C. lusitanica is presently established could help decide how these two 

units of C. lusitanica should be managed for conservation. 

Taxonomic implications and description of a new subspecies 

The genetic differentiation between group 1 and group 2 populations amounts to 

DNei 0.15 for protein loci and to 2% for the average mtDNA cytochrome b gene 

sequence divergence. Following a molecular clock argument and calibrations for 

allozymes and cytochrome b in the Salamandridae such divergence corresponds to 

3-1.5 MY of lineage independence (Alexandrino et al. 2000). Interestingly, both 

the cross-range clinal genetic variation (Alexandrino et al. 2000) and the stepped 

cline in central Portugal are paralleled by morphological variation in limb and digit 

length (Alexandrino et al. submitted). In view of the inferred long-term 

independent evolutionary history of the groups and the marked and consistent 

genetic and morphological differentiation between them, the groups deserve formal 

taxonomic recognition. We have found no evidence for barriers against gene 

exchange between the southern and northern groups and conclude that they have 
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not attained species status under the biological species concept. We hence 

recognize them as taxa at the subspecies level. 

The type locality of C. lusitanica is in the Buçaco mountains, here 

represented by population 11. This poses a problem because Buçaco is located in or 

close to the contact zone, depending on the characters considered. Following 

mtDNA data the identity of the Buçaco population is ambiguous because both 

northern and southern mtDNA types are found locally (Alexandrino et al, 2000). 

Allozyme and morphological data indicate unambiguously that the Buçaco 

population belongs to the northern taxon (Alexandrino et al, submitted and present 

paper). Considering that mtDNA represents a single locus and is known to readily 

deviate due to its mode of inheritance, the type locality Buçaco therefore represents 

the northern taxon, i.e., the nominative Chioglossa lusitanica lusitanica. The 

southern taxon we describe as follows. 

C. /. brevitarsis n. ssp. The holotype is an adult male of 140.0 mm total length, 

45.6 mm body length and 94.4 mm tail length. Head length 11.2 mm, head width 

7.1 mm, forelimb length 12.3 mm, third finger length 2.3 mm, hind limb length 

13.7 mm and length of the fourth toe 2.9 mm. Dorsal side dark brown with two 

copper-coloured stripes that merge over the pelvic region and continue as a single 

stripe over the tail. Underside brown-black with scattered blue-grey punctuations. 

Type locality is Mata da Margaraça in the Açor Mountains. Leg.: J. Alexandrino, 

June 2000. The type specimen is deposited in Lissabon # etc. 

Description of paratypes. Description of paratypes. The material is deposited in 

Lisbon under number xxx and in Amsterdam under ZMA 

Derivatio nominis - The name of the newly recognized subspecies refers to its 

characteristically short digits. 
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Morphological variation in two genetically 
distinct groups of the golden-striped 
salamander, Chioglossa lusitanica 
(Amphibia: Urodela) 
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Abstract 

Morphometríc and colour pattern variation in the endemic Iberian 

salamander Chioglossa lusitanica is concordant with genetic differentiation 

between groups of populations separated by the Mondego river in Portugal. 

Southern salamanders have shorter digits than those from the north. Clinal 

variation with increasing limb length, toe- and finger length was found 

superimposed on this dichotomy, resulting in stepped dines for each of the 

characters describing appendage size. Genetic variation was paralleled by 

colour pattern variability in the group 1-2 secondary contact zone and in 

group 2 populations. We invoke historical processes of vicariant isolation, 

admixture in a secondary contact zone and genetic drift associated to 

population bottlenecking to explain the observed parallels. Morphological 

constraints resulting from a highly specialized niche may explain why genetic 

subdivision of C. lusitanica is not matched by a pronounced morphological 

differentiation. 

Keywords: Amphibia, Chioglossa lusitanica, clinal variation, colour pattern, 

golden-striped salamander, morphometries. 
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Introduction 

The discovery of genetically differentiated groups of populations within recognized 

species raises the question of how influential genetic isolation has been in 

generating phenotypic diversity. Morphological traits are controlled by both 

genetics and environment and, from an evolutionary perspective, it is important to 

determine whether morphological differentiation reflects local adaptation or 

phylogenetic relationships. Parallel variation for different traits, e.g., genetics and 

morphology, would strengthen conclusions obtained from a single data set. 

Parallels are expected to result from differentiation but not necessarily from 

adaptation. One way of testing hypotheses on the extent and nature of phenotypic 

diversity has been the statistical analysis of morphometric data. This approach is 

useful in organisms such as urodeles where differentiation often goes unnoticed 

(Larson, 1984; Good & Wake, 1992; Garcia-Paris et. ai, 1998). 

The golden-striped salamander, Chioglossa lusitanica Bocage 1864, is a 

streamside species inhabiting low and medium elevation mountainous areas in 

north-western Iberia (Fig. 1). Alexandrino et. al. (1997, 2000) analyzed allozyme 

and mitochondrial DNA variation and uncovered two genetically distinct groups of 

populations that were geographically separated by the river Mondego in central 

Portugal (group 1 south of the river and group 2 north of the river). The two groups 

represent lineages that separated in the early Pleistocene, probably as a result of 

climate change in combination with local environmental conditions. The two 

groups formed a secondary contact zone in postglacial times. The northern part of 

the present range was colonized from a refugium south of the river Douro and 

major rivers such as the Douro and the Minho acted as barriers to dispersal, 

lowering genetic diversity through sequential bottlenecking. 

We here describe morphological variation within C. lusitanica. We test 

morphometric and colouration pattern variation across its range against causal 

hypotheses of i) isolation by distance and ii) vicariance of groups 1 and 2. Trait 

variability is examined against causal hypothesis of i) hybrid origin of populations, 

ii) genetic heterozygosity and iii) geographic distance between populations. 

Specifically we address the following questions: Is morphological variation 

92 



Artigo V 

associated with hypothesized glacial refugia? Is genetic differentiation paralleled 

by morphological change? 

Material and methods 

A total of 420 adult Chioglossa lusitanica were collected from 20 localities (Fig. 

1). Sample sizes ranged from 7 to 51. For each individual the dorsal colouration 

pattern was classified relative to the typical pattern as follows: type 1, coloured 

patches absent i.e., melanic; type 2, few coloured patches arranged into incomplete 

stripes; type 3, two uninterrupted coloured stripes, separated by a dark area of 

approximately the same width (typical pattern); type 4, stripes wide; type 5, central 

area with coloured patches diffusely distributed; and type 6, central area with 

coloured patches in a complex pattern. Seven morphometric measurements were 

taken on 275 individuals representing all populations except nos. 14 and 17: snout-

vent length (SVL), head (snout-gular) length (HL), head width (HW), forelimb 

length (FLL), hindlimb length (HLL), third finger length (TFL) and fourth toe 

length (FTL) (Fig. 2). Measurements were taken to the nearest 0.1 mm using 

digital calipers. Data were collected by J.A. on animals anaesthesized with MS-

222. 

Morphometric data were log-transformed prior to statistical analysis to 

reduce deviations from normality and distortion effects caused by allometric 

relationships. Population means were compared by multivariate analysis of 

variance with the variable "sex" nested under the variable "locality". All 

measurements showed significant differences between populations and HL, FLL 

and TL showed significant differences between sexes. Subsequent morphometric 

analyses were performed for males and females separately. Following confirmation 

by principal component analysis (PCA) that size explained most of the observed 

variability, the residuals of the regression of log<character> against logSVL were 

used. Analyses were performed with the software package Statistica/w 4.5 

(StatSoft, 1993). Trend surface maps were generated by kriging under default 

settings in Surfer 6.0 (Golden Software, 1996) geostatistical software. The 

dependent variables colour pattern (with sexes pooled), six morphometric variables 

(HL, HW, FLL, HLL, TFL and FTL) and mean factor scores on the first and 
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second PCA axis were tested for association with causal hypotheses by partial 
Mantel tests (RT 2.0; Manly, 1996). 

Figure 1 - The distribution of Chioglossa lusitanica in the northwestern Iberian Peninsula 
(shaded area, from Arntzen, 1999) and the study localities: 1, Muradal, Foz de Giraldo 
(MU); 2, Lousã, C. Pêra (LCP); 3, Lousã, Fiscal (LFI); 4, Lousã, Vilarinho (LVI); 5, Açor, 
Margaraça (AC); 6,Várzeas (VA); 7, Buçaco (BU); 8, Saide (SA); 9, Covelo (C); 10, 
Tarouca (T); 11, Montemuro (M); 12,Valongo, Silveirinha (VSI); 13,Valongo, Águas 
Férreas (VAF); 14, Bom Jesus (B); 15, Cabreira (CA); 16, Gerês (G); 17, Pontevedra (PO); 
18, Caaveiro (CAV); 19, Salas (SAL); 20, Cuera (CU). Solid dots denote populations for 
which genetic data are available (Alexandrino et. al, 2000). Pie diagrams represent 
colour pattern c lasses:Q-l ,n-2,[>3,n-4,[~l-5,H-6. 
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Figure 2 - Morphometric 
measurements taken in 18 populations 
of Chioglossa lusitanien. (1) SVL, 
snout-vent length; (2) HL, head 
(snout-gular) length; (3) HW, head 
width; (4) FLL, forelimb length; (5) 
HLL, hindlimb length; (6) TFL, third 
finger length; (7) FTL, fourth toe 
length. 

Morphological differentiation was expressed by pairwise euclidean distances for 

population means for all dependent variables, and tested against the independent 

variables geographic distance (measured on 1:100,000 maps) and group 

membership. Similarly, morphological variability was expressed by distances 

calculated from the variance for the PCA axes and coefficient of variation for 

colour pattern, and tested with expected heterozygosity (Alexandrino et. al, 2000; 

Alexandrino, unpublished) and hybridity as independent variables geographic 

distance. Hybridity distinguished between populations located within and outside 

the putative secondary contact zone between group 1 and group 2 (populations nos. 

3, 4, 6 and 7; Alexandrino et. al, 2000). 
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Results 

Morphometries. The first and the second PCA axes explained, respectively, ca. 

47% and ca. 20% of the variance, for both males and females (Table 1). The first 

PCA axis had high character loadings of the limb and digit variables (0.76 to 0.89) 

and the second PCA axis had high character loadings of head length and head 

width (0.54 to 0.84). In other words, variation observed for extremities and for 

head shape was largely independent. Mean population factor scores for the first 

PCA axis increased from south to north, reflecting an increase in relative limb and 

digit size (Figs. 3 and 4). Mean population factor scores for the second PCA axis 

did not show any readily interprétable geographic pattern (Fig. 3). 

Table 1 - Factor loadings for the first and second Principal Components axis for six 
morphometric measurements taken in 18 populations of Chioglossa lusitanica. 

Variables 
Females Males 

PCI PC 2 PCI PC 2 

Head length (HL) 0.195 0.710 0.483 0.536 
Head width (HW) 0.157 0.800 0.158 0.841 
Forelimb length (FLL) 0.762 -0.193 0.800 -0.248 

Hindlimb lenth (HLL) 0.845 -0.109 0.803 -0.331 

Third finger length (TFL) 0.834 0.008 0.772 -0.102 

Fourth toe length (FTL) 0.885 -0.038 0.805 0.007 

Variance explained 47.3% 20.2% 46.5% 19.6% 

Colour pattern. Colour pattern type 3 was the most common in all examined 

populations except for populations 10 and 11 where type 4 was most frequent (Fig. 

1). Type 4 was present in all populations south of the Douro River. Other patterns 

were present in some of those populations and not in others. Pattern types other 

than type 3 were absent north of the Douro, with the exception of pattern type 5 

that was present, at low frequency, in populations 12,13 and 20. 
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Figure 3 - First two axes from PCA of six size adjusted morphometric variables in 18 
populations of Chioglossa lusitanica. Population centroids and minimum convex polygons 
enclosing individual factor scores for group 1 and group 2 populations. Open dots and 
dashed lines represent southern 'group 1' populations; solid dots and uninterrupted lines 
represent northern 'group 2' populations. 
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Figure 4 - Trend surface map generated by the kriging of mean factor scores of the first 
Principal Component axis of 18 populations of female Chioglossa lusitanica. 

Testing causal hypotheses. Scores on the first PCA axis were associated with both 

geographic distance and group membership. Scores on the second PCA axis were 

not associated with any of the independent variables (Table 2A). In females, head 

length and head width were associated with geographic distance and group 

membership, respectively (Table 2B). Length of the extremities was associated 

with geographical distance, with the exception of FLL in males. Digit length and 
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HLL in males were also associated with group membership. Colour pattern was 

associated to neither geographic distance or group membership. The variance for 

the first and second PCA axes was not associated with any of causal hypotheses in 

either females and males. 

Table 2 - Partial Mantel test results for association between morphological differentiation 
across 18 populations of Chioglossa lusitanica versus geographic distance and group 
membership (see text for details). Dependent variables are A) the first two PCA axes and 
B) individual morphometric variables and colour pattern. 

Morphological 
distance 

(dependent variable) 

A) 
PCA 1 (females) 

PCA 1 (males) 

PCA 2 (females) 

PCA 2 (males) 

Causal hypothesis (independent variables) 

Geographic distance 

ns 

ns 

Group membership 

ns 

ns 
B) 

HL (females) 

HL (males 

HW (females) 

HW (males) 

FLL (females) 

FLL (males) 

HLL (females) 

HLL (males) 

TFL (both sexes) 

FTL (both sexes) 

ns 

ns 

ns 
* ** 

ns 
*** 

ns 
ns 
** 

ns 

ns 

ns 

ns 

Colour pattern ns ns 
ns - not significant, * - p<0.05, ** - p<0.01, *** - p<0.001. 

Colour pattern variability was associated with hybridity and not with geographic 

distance and heterozygosity (Table 3). Additionally, a trend was observed for 

colour pattern variability to decrease from south to north in group 2 populations 

(Fig-1). 
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Table 3 - Partial Mantel test results for association between morphological variability 
across 18 populations of Chioglossa lusitanica versus geographic distance, heterozygosity 
and hybrid versus non-hybrid population status. 

Morphological 
variability 

Causal hypothesis (independent variables) 

distance 
(dependent variable) 

Geographic 
distance Heterozygosity Hybridity 

PCA1 (females) ns ns ns 

PCA1 (males) ns ns ns 

PCA2 (females) ns ns ns 

PCA2 (males) ns ns ns 

Colour pattern ns ns ** 

ns - not significant, * -p<0.05, **- p<0.0L * * * -p<0.001. 

Discussion 

Morphometric variation in the endemic Iberian salamander Chioglossa lusitanica 

was found to be concordant with documented genetic differentiation. Group 1 from 

south of the Mondego river in Portugal is characterised by shorter digits than is 

group 2 from north of the Mondego. A pattern of south to north clinal variation 

with increasing limb length, toe- and finger length was found superimposed on this 

dichotomy, resulting in stepped clines for each of the characters describing 

appendage size. We invoke historical, vicariant isolation and selection processes to 

account for the dichotomy and the observed gradual variation. Short appendages 

may represent an adaptation to xeric (i.e., less moist) environmental conditions 

(because of a low volume to surface ratio - Nevo, 1972; Lee, 1993). Chioglossa 

lusitanica is extremely dependent on moist habitats and the level of annual 

precipitation is the main predictor of its range in Portugal (Teixeira & Arntzen, 

submitted). Assuming that past rainfall gradients parallel that of today, selection 

could have produced the documented (stepped) clines. The puzzling question 

however remains why under vicariant isolation selection would operate on digits 

only and under isolation by distance on the entire appendages. 

Colour pattern nor colour pattern variability was associated with group 

membership or with geographic distances between populations. However, colour 

pattern variability was higher in the group 1-2 contact zone than elsewhere, 
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suggesting that the mixing of differentiated gene pools increased phenotypical 

variability. Two more parallels between morphology and genetic diversity were 

found in group 2 populations. Firstly, group 2 populations are characterised by a 

decrease in genetic and colour pattern variability from south to north. The 

processes of sequential bottlenecking and drift invoked to explain the decrease in 

genetic variation are equally applicable to morphological variation. Secondly, the 

dominance of the otherwise rare colour pattern 4 south of the Douro (populationslO 

and 11) may reflect a separate Pleistocene refugium in this area, as was suggested 

by the local presence of private nuclear and mtDNA alleles (Alexandrino et. al, 

2000). These morphological - genetic parallels are surprising considering that the 

cryptic coloration pattern of C. lusitanica is likely to be under strong selection, 

whereas protein genetic diversity is not (but see Karl & Avise, 1992). 

Morphometric and colour pattern variation was also observed by Vences (1990), 

but with only three samples from south of the river Minho robust spatial patterns 

could not be discerned. 

The genetic subdivision of C. lusitanica is not matched by an equally 

pronounced morphological differentiation. Cryptic differentiation and clines appear 

common phenomena in amphibians (Larson, 1984; Good & Wake, 1992; Green et 

al, 1996, Carlin, 1997; Tarkhnishvili et. al, 2000). The remarkable evolutionary 

convergence between streamside salamanders such as C. lusitanica and a 

phylogenetically unrelated species such as Eurycea longicauda indicates that 

constraints may be in place against departures from a highly specialized 

morphotype. 
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VI The historical biogeography and conservation of the Golden-striped 

salamander (Chioglossa lusitanica): Integrating ecological and genetic data. 
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Abstract 

The Golden-striped salamander (Chioglossa lusitanica) is an endemic 

streamside species inhabiting mountainous areas in the northwestern Iberian 

Peninsula. This Salamandrid is considered to be threatened in the IUCN Red 

List Data Book The combination of bioclimatic modelling of the species 

distribution and multivariate analysis of genetic data (allozymes) strengthens 

previous hypotheses concerning the historical biogeography of C. lusitanica: 

the Pleistocene subdivision of the range of the species and a process of 

postglacial recolonization. Discrepancies between bioclimatic modelling 

predictions and the present-day distribution suggest that the species may still 

be expanding its range northwards. On the basis of integrated information, we 

propose the identification of two distinct units for the conservation of the 

species and suggest that this information should be taken into account in 

defining key areas for conservation in the Iberian Peninsula. We believe that 

this synthetic approach could be successfully applied to other organisms 

offering an objective and practical method for the identification of diversity 

hotspots both within single species and at the community level. 

Keywords: Chioglossa lusitanica, golden-striped salamander, population history 
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Introduction 

Fluctuations in spatial distribution and abundance are a commonplace to many 

plant and animal species. In the northern hemisphere the Pleistocene glaciations are 

a good example of how climate change affected species distributions, by alternately 

inducing range contractions to the south and range expansions to the north (Hewitt 

1996, 1999, 2000). Southern Europe contained glacial refugia where many species 

survived during glacial periods and represented a centre of origin for postglacial 

recolonizations. The geographic patterns resulting from these processes vary with 

e.g. different dispersal ability and ecological requirements of species (Hewitt 1996; 

Taberlet et al. 1998). 

Patterns of species distribution and diversity have been represented through 

plotting presence/absence data on grid systems at various scales. Spatial modelling 

techniques may predict the distribution of species (Walker 1990; Pereira and Itami 

1991; Brito et al 1996) and individuals (Austin et al. 1996), or be used to 

estimate suitable habitat (Mladenoff and Sickley 1998) and for designing 

conservation plans (Velazquez & Bocco, 1994). One important limitation of these 

models is that they ignore historical patterns of population persistence. 

The geographical distribution of genetic diversity across a species range may 

be used to reconstruct organismal historical biogeographies (Avise 1994, 1998; 

Bermingham and Moritz 1998). Multivariate analysis of genetic data may 

summarize variation at several genes by a few independent synthetic variables that 

can be represented in geographical maps (Menozzi et al. 1978). Such analysis in 

humans has been used to construct synthetic genetic maps that helped investigating 

demie expansions and determining centres of origin (Cavalli-Sforza et al. 1993, 

1994). This approach has been applied extensively to human genetics (Menozzi et 

al. 1978; Piazza et al. 1981; Cavalli-Sforza et al. 1993, 1994; Bosch et al. 1997) 

but scarcely to other organisms (Guinand & Easteal 1996, Le Corre et al. 1998). 

The Golden-striped salamander (Chioglossa lusitanica) is an endemic and 

IUCN Red List Data Book listed species restricted to the northwestern corner of 

the Iberian Peninsula, where it lives around small brooks in fairly mountainous 

areas. We recently analyzed allozyme and mitochondrial DNA variation and 

uncovered two genetically distinct groups of populations that were geographically 
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separated by the river Mondego in central Portugal (group 1 south of the river and 

group 2 north of the river; Alexandrino et. al. 1997, 2000). The two groups 

represent lineages that separated in the early Pleistocene, probably as a result of 

climate change in combination with local environmental conditions. A secondary 

contact zone between the groups was formed postglacially. We further inferred that 

the northern part of the present range was colonized from a refugium in between 

the Mondego and the Douro, and that major rivers such as the Douro and the 

Minho acted as barriers to dispersal, lowering genetic diversity through sequential 

bottlenecking. 

We here combine an ecological model of the distribution of C. lusitanica 

(Teixeira 1999; Teixeira & Arntzen submitted) with synthetic genetic maps 

constructed from multivariate analysis of allozyme genetic data. Our aims are i) to 

discuss hypothesized historical biogeographic scenarios, and ii) to propose areas 

for the long-term conservation of the species based on present habitat suitability 

and historical population persistence. 

Material and methods 

The distribution model 

The spatial model used to predict the distribution of C. lusitanica was recently 

constructed from logistic regression of presence/absence data in Portugal against a 

set of environmental parameters (Teixeira 1999). The probability of occurrence of 

C. lusitanica across the Iberian Peninsula was estimated from the variables total 

annual precipitation (PRET), slope (SLOP), altitude (ALTI), and mean temperature 

of July (TJUL) (g(x) = - 0.087 + O.DlxPRET + 0.063xSLOP - 0.063xALTI -

0.052xTJUL), with a 93% success rate (Teixeira 1999). 

Multivariate analysis of genetic data 

The dataset. Genetic data consisted of allele frequencies at six polymorphic 

allozyme loci (PGM1, PEPB, PEPC, PEPD, ADH and PGD) scored from 17 

populations distributed across the whole range of C. lusitanica (Alexandrino et al. 

2000). 
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Principal Components Analysis (PCA). Rare alleles (frequency <0.05) were 

excluded from the analysis to decrease the effect of sampling error. The most 

common allele at five nearly diallelic loci (PEPB*1, PEPC*1, PEPD*1, PGD*1 

and ADH*1) and four out of five alleles at the highly polymorphic PGM1 locus 

(PGM1*1F, PGM1*1S, PGM1*2 and PGM1*3F) were used for PCA. Allele 

frequencies were spatially interpolated by a linear distance weighting model 

(kriging default) to generate 400 allele frequency values regularly distributed 

within a grid delimited by parallels 39-44 °N and meridians 4-9 °W, using the 

Surfer 6.0 geostatistical software (Golden Software 1996). Interpolated allele 

frequencies for each allele were then used to perform a principal component 

analysis with the software package Statistica/w 4.5 (StatSoft 1993). The factor 

scores for the first two principal components (PC) resulting from PCA were used to 

construct geographical maps with the kriging interpolation procedure in Surfer 6.0 

(Golden Software 1996). The two maps were then overlayed using different 

colours for PCI and PC2 and weighting for the variance explained by each of the 

PC's, as suggested by Menozzi et al. (1978). 

Combination of ecological and genetic data 

We combined the distribution map of C. lusitanica according to the spatial model 

of Teixeira (1999) with the synthetic genetic map (PCI and PC2 combined) by 

overlaying the two maps in the GIS software Idrisi for Windows v. 2.0 (Eastman, 

1997). 

Results and discussion 

Synthetic genetic maps 

Evidence from nuclear and mitochondrial loci at the endemic salamander 

Chioglossa lusitanica suggested an historical subdivision of the species range in 

two Pleistocene refugia (Alexandrino et al. 2000). It also suggested a process of 

postglacial recolonization of the northern parts of the species range. Multivariate 

analysis of allozyme genetic variation explained 70% of the total variation along 
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the first axis, showing a south-north genetic differentiation, from Serra do Muradal 

in central Portugal to Salas in northern Spain (Table 1; Fig. 1A). 

Table 1 - Factor loadings for the first and second Principal Components axis for nine allele 
frequencies observed at six allozyme loci in 17 populations of Chioglossa lusitanica 
(Alexandrino et al. 2000). 

Allele PCI PC 2 

PGM1*1F 0.88 0.15 

PGM1*1S 0.79 0.48 

PGM1*2 0.01 -0.96 

PGM1*3F -0.97 0.09 

PEPB*1 -0.05 0.96 

PEPC*1 0.96 -0.14 

PEPD*1 0.97 -0.02 

PGD*1 0.94 -0.01 

ADH*1 0.98 -0.05 

Variance explained 70 % 25 % 

The steep geographic gradient along the Mondego valley likely reflects recent 

secondary contact between two formerly isolated groups (Alexandrino et al. 2000). 

The second axis explained 25% of the total variation and shows a diffusion 

gradient centered in Serra de Montemuro in northern Portugal (Table 1; Fig. IB). 

This pattern suggests a process of expansion from a centre of origin following 

genetic isolation (Menozzi et al. 1978). The area of Montemuro may well 

correspond to a secondary refugjum for this species during Quaternary glaciations 

(Alexandrino et al. 2000) from where the population expanded geographically to 

the north, in the direction of Spain and occupying most of Galicia and Astúrias, but 

also to the south down to the Mondego valley. The overlay of the first and second 

PCs, using the red colour for the first PC and the blue colour for the second PC, 

clearly represents the two differentiated population groups, south and north of the 

Mondego River (Fig. 2). The geographic pattern depicted for the northern group 
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combined with the reported genetic uniformity for the populations in the 
northernmost parts of the species range (Alexandrino et al. 2000) suggests a 
process of recent colonization of these territories from populations south of the 
Douro River, probably from the Montemuro area. 

Figure 1 - Principal Component Analysis of 9 independent alleles frequencies at the loci 
PGM1, PEPB, PEPC, PEPD, PGD and ADH in 17 populations of Chioglossa lusitanien. A) 
Synthetic map for the first principal component, representing 70% of the total variation; B) 
Synthetic map for the second principal component, representing 25% of the total variation; 
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Figure 2 - Superimposition of maps A and B of figure 1, weighting the variance explained 
by each of the two PCs. The the red colour was used for the first principal component and 
the blue colour for the second principal component. The two colours correspond to two 
independently evolving lineages in Chioglossa lusitanica. 

Insights from ecological modelling 

The predictive model for the distribution of C. lusitanica in the Iberian Peninsula 
(Fig 3A; Teixeira 1999) was important to help reconstructing historical 
biogeographical scenarios for the species. First, the Mondego valley is associated 
with a low probability for the occurrence of the species, nearly separating regions 
located south and north of the river. This strengthens the hypothesis of vicariance 
along the Mondego Valley because under adverse climatic conditions of the 
Pleistocene, this area may have contributed to a local south-north fragmentation of 
populations. 

The occurrence of C. lusitanica was predicted for several mountainous 
locations in central and southern Iberia (Fig 3A). The absence of C. lusitanica from 
these areas of apparently suitable habitat may result from historical factors, strict 
ecological requirements and low dispersal ability, preventing postglacial 
colonization to the south. It may be worthwhile the comparison with the streamside 
lizard Lacerta schreiberi which is also distributed across the northwestern Iberia 
but occurs in population isolates in mountainous areas of southern Spain and 
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Portugal (Brito et al. 1998). Bioclimatic modelling applied to L. schreiberi (Brito 

Figure 3 - A) Predictive distribution map of Chioglossa lusitanica in the Iberian Peninsula 
following the data presented in Teixeira et al. (1999). A - Mondego valley; B - northeastern 
Spain, from eastern Cantábria to the Pyrenees, where C. lusitanica does not occur; B) 
Overlay of the predictive model of the distribution of C. lusitanica with the synthetic maps 
resulting from Principal Components Analysis on allele frequencies. 
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et al. 1996) and the genetic structuring of populations (Godinho et al. submitted) 

suggests that those isolates resulted from fragmentation associated with climate 

warming since the last glacial maximum. They may be the remains of a past range 

of L. schreiberi, probably more widely distributed than C. lusitanica because of 

less strict ecological requirements and higher dispersal ability. 

Another discrepancy between the present-day distribution of C. lusitanica 

and the predictive distribution (Fig. 3A) concerns the territories of northeastern 

Spain, from eastern Cantábria to the Basque country and the Pyrenees, where the 

species was not observed but shows a high probability of occurrence. Vences 

(1997) suggested that soil type may be important in explaining the absence of C. 

lusitanica in northeast of Spain. The effect of an ecological limitating factor cannot 

be ruled out but the genetic data suggests another explanation: a postglacial 

expansion that is still occurring. The comparison with L. schreiberi may again be 

helpful. This species occurs along the northeastern region of Spain and meets L. 

bilineata close to the French border, constituting a postglacial contact zone where 

the parapatric boundaries are maintained by interspecific competition (Barbadillo 

et al. 1999). Indeed, several mechanisms (e.g. interspecific competition, 

hybridization, reproductive interference, sharing of parasites) contribute to produce 

numerical disadvantage faced by an individual crossing into the range of the other 

species, reducing the fitness of pioneering individuals and preventing range 

interpénétration (Barton & Hewitt 1985; Bull 1991). C. lusitanica has no other 

phylogenetically or ecologically related species to meet during the postglacial 

expansion. Its low dispersal ability could explain why an apparently large suitable 

area is not yet colonized. 

A scenario for the historical biogeography ofC. lusitanica 

The present-day distribution of C. lusitanica may be considered continuous across 

the whole range, with the exception of a presumed isolate in Serra de Sintra that 

resulted from an introduction in this century (Aratzen 1999). The joint 

interpretation of two independent data sets -ecological and genetic - strongly 

supports a vicariant scenario for the history of populations south and north of the 
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Figure 4 - Historical biogeographical scenario for Chioglossa lusitanica: A) separation of 
two Pleistocene refugia; B) postglacial expansion from refugiai areas; C) the present 
species' range; D) secondary contact limited by a zone of less favourable habitat near the 
valley of the Mondego River. 

116 



Artigo VI 

Mondego River. Climatic changes during the Pleistocene glaciations resulted in 

subdivision of the species range with refugia located south and north of that 

river (Fig. 4A). Sequential periods of glaciation and interglacials would have 

provoked recurrent range contraction and expansion. After the last glacial 

maximum (ca. 18000 years) a range expansion took place to shape the present-day 

geographical distribution of the Golden-striped salamander (Figs. 4B and 4C). This 

scenario is fully compatible with both the nuclear and mtDNA polymorphism 

(Alexandrino et al. 2000) and is strengthened by the bioclimatic modelling of 

Teixeira (1999). In the south, a secondary contact zone results from the expansion 

of the two putative refugia and was observed near the Mondego valley 

(Alexandrino et al. 2000), in the exact area where the northern and the southern 

distribution of C. lusitanica would be predicted to meet according to bioclimatic 

modelling (Teixeira 1999). This valley seems to have played an important role as a 

geographical barrier for C. lusitanica, either producing complete fragmentation or a 

zone of low population density that limited the introgression between the two 

groups (Fig. 4D). To the north, the stepwise decrease in genetic variability as 

measured by heterozygosity, allelic richness and haplotype diversity (Alexandrino 

et al. 2000) is consistent with a major postglacial colonization originated in a 

southern Douro refugium. 

Implications for conservation and future developments 

The use of different but complementary methodologies was useful in the 

reconstruction of the historical biogeography of C. lusitanica. Synthetic genetic 

maps added an historical dimension to present-day bioclimatic modelling of the 

species distribution (Fig. 3B) identifying two geographic areas as centres of genetic 

divergence associated to Pleistocene refugia. We suggest that this area, from the 

Muradal Mountains to the Douro River, should be central in conservation planning 

for the species. It should be decided, however, if the two populations units should 

be granted separate management for conservation. The concept of Evolutionary 

Significant Units was introduced to help define distinct intraspecific units for 

conservation (Ryder 1986; Waples 1991; Moritz 1994). Considering that the 

criteria proposed by Waples (1991) and Moritz (1994) may be too restrictive and 
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problematic at the intraspecific level (e.g. see Paetkau 1999), we favor a more 

holistic definition of ESU (Bernatchez 1995; Crandall et al. 2000). The northern 

and southern intraspecific units of C. lusitanica were distinguished by concordant 

genetic variation at several genes, which was paralleled by phenoypic variation, 

suggesting long-standing evolutionary divergence (Alexandrino et al. 2000; 

submitted). Furthermore, introgression was spatially restricted at the secondary 

contact zone between the two divergent populations units (Alexandrino et al. 

submitted). We therefore propose that those two units should be considered distinct 

ESUs for the conservation management of C. lusitanica. Their geographic 

distribution is well synthesized in Figure 2 or Figure 3B and can be readily 

incorporated in conservation planning. 

Additionally, our approach raised questions that can be tested in the future. 

We speculated that the discrepancy between the present-day distribution of C. 

lusitanica and that predicted by bioclimatic modelling is associated to an 

expanding range. If this holds true, salamander populations at the edge of the 

expansion would be particularly suitable for long-term studies of the expansion 

process as well as for monitoring spatial distribution and abundance associated to 

climate change. The combination of methods is open for development as far as 

paleoecological data accumulate, improving simulations of historical species 

distributions and allowing proper comparison with phylogeographical patterns 

(McGuigan et al. 1998; Teixeira 1999). We anticipate that this approach can be 

successfully applied to an enormous variety of organisms as an objective and 

practical tool for the identification of biodiversity hotspots within single species, 

especially in refugiai areas where species diversification occurred. 
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5. Discussão Geral 

5.1. Diversidade genética em C. lusitanien 

5.1.1. A descoberta de duas unidades populacionais geneticamente distintas 

Polimorfismos proteicos 

A variação genética observada ao nível de sete polimorfismos proteicos permitiu 

revelar uma elevada estruturação populacional na salamandra Chioglossa 

lusitanica (Artigos I e II). A diversidade genética total foi principalmente atribuída 

a diferenças entre dois grupos de populações, geograficamente distribuídos a sul 

(grupo 1) e a norte (grupo 2) do rio Mondego (Fig. 1). Populações do grupo 1 e do 

grupo 2 geograficamente próximas mostraram um diferenciação elevada devido à 

fixação de alelos distintos a norte e a sul do Mondego. A distribuição da 

diversidade genética em populações a norte do Mondego revelou alguma 

subestruturação adicional associada com a presença do rio Douro e com a 

diferenciação observada nas duas populações localizadas imediatamente a sul 

daquele rio, na Serra de Montemuro e nas proximidades de Tarouca. No entanto, 

apenas o agrupamento destas duas populações se revelou estatisticamente 

significativo (grupo 2b; Artigo II). O valor estimado para a diferenciação 

populacional em C. lusitanica (Fst=0.6&) é elevado em comparação com outros 

organismos em geral (Avise 1994) e semelhante a valores de Fst encontrados em 

outras espécies de salamandras (Larson et ai. 1984). Considerando a fixação de 

alelos distintos no grupo 1 e no grupo 2, em quatro dos sete loci analisados (ADH, 

PEP-C, PEP-D e PGM-1), os elevados valores de Fst deverão reflectir 

essencialmente longos períodos de isolamento geográfico, suficientes para que os 

processos de mutação e deriva genética tenham originado a fixação de alelos 

distintos nos núcleos populacionais isolados (Larson 1984, Larson et al. 1984). 

A variabilidade genética, expressa através da heterozigotia e diversidade 

alélica mostrou, igualmente, valores diversos tanto em populações do grupo 1 

como em populações do grupo 2 (Artigo II). A heterozigotia esperada variou entre 
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zero e 0,149, com excepção da população da Serra da Lousã-Vilarinho (grupo 1) 
que apresentou um valor muito elevado (0,273). Nesta população, as frequências 
intermédias em loci diagnósticos entre os dois grupos de populações sugerem a 
existência de fluxo génico recente entre populações geneticamente diferenciadas. 

Figura 1 - Diversidade genética em 17 populações de Chioglossa lusitanica. Distribuição 
de dois grupos geneticamente diferenciados, a sul e norte do Mondego (grupo 1 e 2, 
respectivamente). No grupo 2, apenas duas populações a sul do Douro se revelaram 
significativamente diferenciadas (grupo 2b). As populações encontram-se representadas por 
pontos de diâmetro proporcional à sua heterozigotia esperada. 

Nas populações do grupo 2, foi observada uma acentuada redução da variabilidade 
genética de sul para norte, com um padrão de variação geográfica associado à 
presença dos rios Douro e Minho/Sil (Fig. 2). 
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He = 0.1435 - 0.0004 X Dist. 
1^=0.817 ; p<0.05 

Sul < > Norte 
Distância (km) 

Figura 2 - Padrão de variabilidade genética em 17 populações de Chioglossa lusitanica 
segundo um eixo sul-norte. As linhas a tracejado representam os limites do intervalo de 
confiança a 95% para a recta de regressão entre a heterozigotia esperada para populações 
do grupo 2 e a distância da população mais meridional. As populações do grupo 1 incluem-
se para comparação. 

A concordância observada na distribuição geográfica de variação genética 

em sete polimorfismos proteicos sugere que os padrões actuais de diversidade 

genética de C. lusitanica reflectem mais a história de isolamento geográfico das 

suas populações do que fenómenos de dinâmica populacional recente ou de 

selecção natural. Dois processos são invocados para explicar os padrões 

observados (ver 5.2): (i) uma fragmentação histórica no sul da distribuição da 

espécie provocando a diferenciação de dois grupos populacionais; e (ii) uma 

expansão geográfica recente que resultou (a) numa redução da variabilidade 

genética para norte do rio Douro e (b) num aumento da variabilidade genética na 

zona do rio Mondego, através de contacto secundário entre populações 

geneticamente diferenciadas. 
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Polimorfismo do DNA mitocondrial 

Os padrões geográficos de variação do DNA mitocondrial em C. lusitanica 

mostraram­se geralmente concordantes com aqueles encontrados ao nível da 

variação genética aloenzimática. O conhecimento das relações genealógicas entre 

os diversos haplótipos de DNA mitocondrial encontrados em C. lusitanica, para 

além da sua frequência e distribuição geográfica, permitiu adoptar uma 

metodologia objectiva de análise que testou a associação geográfica a vários níveis 

de divergência haplotípica (ciados) e utilizou previsões baseadas na teoria da 

coalescência para inferir os processos evolutivos (fragmentação, expansão 

geográfica, fluxo génico restrito) que terão determinado os padrões geográficos 

observados ­ a "análise cladística hierárquica" {nested clade analysis; Templeton 

et ai. 1995, Templeton 1998). Nas figuras 3 e 4 apresenta­se uma síntese dos 

resultados da "análise cladística hierárquica" para o DNA mitocondrial em 17 

populações de C. lusitanica (Artigo III). 
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Figura 3 ­ Cladograma de máxima parsimónia e respectivo agrupamento hierárquico para 
haplótipos do gene do citocromo b do DNA mitocondrial observados em 17 populações de 
Chioglossa lusitanica. "0" representa haplótipos hipotéticos. Os polígonos com traço fino 
englobam ciados de nível 1 ; os polígonos de traço mais grosso englobam ciados de nível 2; 
os dois ciados de nível (3­1 and 3­2) são separados por uma linha espessa. 

Os padrões geográficos de variação do DNA mitocondrial parecem ter sido 

determinados principalmente por processos evolutivos históricos, mas também por 

fenómenos correntes de estrutura populacional. O mais antigo terá sido um 
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processo de fragmentação histórica, evidenciado pela existência de dois ciados 
divergentes, 3-1 e 3-2, respectivamente distribuídos a sul e a norte da serra do 
Buçaco, nas cercanias do rio Mondego. Em cada uma destas duas regiões, as 
populações terão estado sujeitas a fragmentação histórica e a padrões de fluxo 
génico restrito. A sul, um processo de fragmentação terá isolado a região entre as 

Figura 4 - Representação geográfica da análise hierárquica da variação do DNA 
mitocondrial (citocromo b) em 17 populações de Chioglossa lusitanica. A numeração de 
cada área identifica o ciado num determinado nível hierárquico (ver legenda). A localização 
da serra do Buçaco encontra-se representada por um círculo preenchido a branco. 

serras Muradal-Açor-Lousã (ciados agrupados em 1-4 e 3-1) de outra região 
compreendida entre as serras Lousã-Buçaco. Nesta última área, os padrões 
observados foram compatíveis com fluxo génico restrito (ciados agrupados em 1-3 
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e 2-1). A norte, o fluxo génico restrito parece ter sido predominante em toda a área 

desde o Buçaco até ao norte de Espanha (ciados agrupados em 3-2). Nesta região, 

outros processos de fragmentação terão afectado as áreas mais meridionais, entre o 

Buçaco e o rio Douro (ciados agrupados em 2-4). 

A "análise cladística hierárquica" aplicada à variação do DNA mitocondrial 

em C. lusitanica permitiu não só identificar e localizar os processos evolutivos 

determinantes da diversidade genética observada, mas também utilizar o modelo 

hierárquico para justapor os acontecimentos numa sequência temporal. O 

fenómeno de fragmentação histórica inferido para áreas próximas do rio Mondego 

revelou-se concordante com as interpretações efectuadas a partir da variação 

aloenzimática (Artigo II). Foram também inferidos processos de fragmentação 

adicionais em áreas para sul do rio Douro, compreendendo populações localizadas 

a sul e a norte do rio Mondego. Pelo contrário, o processo de expansão geográfica 

para norte sugerido pela variação aloenzimática não foi confirmado pela "análise 

de ciados agrupados" do DNA mitocondrial. A ausência de associação geográfica 

ao nível dos ciados que se distribuem para norte do rio Douro deveu-se à 

predominância de um só haplótipo, que retirou poder de resolução estatístico à 

análise, não permitindo efectuar qualquer tipo de inferência para esta área. No 

entanto, a uniformidade genética observada em populações localizadas na região 

que se estende desde o rio Douro até ao norte de Espanha sugere uma origem 

recente daquelas populações, através de um processo de expansão geográfica 

associado a um forte "efeito de fundador". De facto, Templeton (1998) admite que 

fenómenos de expansão geográfica deste tipo serão dificilmente detectados pela 

"análise cladística hierárquica". 

5.1.2. A zona de contacto entre unidades populacionais geneticamente 
distintas 

A variação genética na zona de contacto entre populações do grupo 1 e populações 

do grupo 2 de C. lusitanica revelou um padrão geográfico de intergradação em 

quatro loci diagnósticos entre os dois grupos, explicando os elevados valores de 

variabilidade genética observados nesta área (Artigos II e IV). No entanto, 

nenhuma população apresentou frequências alélicas intermédias para todos os loci 
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ADH*1 

Mondego 

Sul <—••• —— 
12 3 4 5 

(km) 
7 8 9 10 11 ^*-> Norte 

(km) 

Figura 5 - Variação de frequências alélicas para quatro loci aloenzimáticos diagnósticos 
em populações da zona de contacto entre dois grupos populacionais geneticamente 
diferenciados de Chioglossa lusitanica. O eixo das abcissas representa a distância do rio 
Mondego num eixo perpendicular ao curso do rio (linha a tracejado). 
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diagnósticos (Fig. 5). Cada população foi claramente incluída ao grupo 1 ou ao 

grupo 2 (Fig. 6), localizado a sul e a norte do vale do Mondego, padrão para o qual 

todos os sete loci contribuíram, com excepção do locus PEP-A (não informativo). 

A introgressão no sentido norte-sul revelou padrões semelhantes nos quatro loci 

diagnósticos com as frequências dos alelos característicos das populações do grupo 

2 decrescendo gradualmente até zero na população da Serra do Açor (Mata da 

Margaraça). No sentido inverso, os alelos característicos das populações do grupo 

1 foram observados para norte até à população da Serra do Buçaco para o locus 

PGM-1, não sendo observados a norte do vale do Mondego nos outros três loci 

diagnósticos entre os dois grupos populacionais, ADH, PEP-C and PEP-D, 

sugerindo um padrão de introgressão assimétrico entre diferentes loci 

aloenzimáticos nucleares. 

0 0.5 
Dimensão 1 

Figura 6 - Representação dos valores para primeira e segunda dimensões obtidas através 
de análise multidimensional para distâncias genéticas entre 12 populações Chioglossa 
lusitanica localizadas na zona de contacto entre grupos populacionais distintos (ver Artigo 
IV). Notar que os eixos apresentam escalas diferentes. Os contornos a tracejado englobam 
grupos de populações obtidos através do método de agrupamento UPGMA. 

A diferenciação genética entre populações da zona de contacto revelou uma 

associação com a distância geográfica condicionada pela existência de uma barreira 

geográfica coincidente com o vale do Mondego. Em combinação com os padrões 
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de introgressão observados e a ausência de desequilíbrio gamético entre pares de 

loci, aquele resultado sugere a existência de miscigenação e a ausência de 

quaisquer barreiras reprodutoras entre populações geneticamente diferenciadas, 

sendo, no entanto, a introgressão restringida por uma zona de habitat pouco 

favorável (ver 5.2). 

5.2. Interpretação biogeográfica dos padrões de diversidade genética 

Vicariância e refúgios glaciais 

Os padrões de variação genética observados em C. lusitanica sugerem o isolamento 

histórico de pelo menos duas unidades populacionais, na zona meridional da 

distribuição actual da espécie (Fig. 7A). Se se admitir que a variação genética se 

acumula segundo um "relógio molecular" e utilizando calibrações de relógios 

moleculares para polimorfismos proteicos (0.05-0.1 DNei/Ma; Maxson & Maxson 

1979; Thorpe 1982; Beerli et ai. 1996) e para o gene do citocromo b em 

Salamandrídeos (0.8% de divergência nucleotídica (d)/Ma; Tan & Wake 1995; 

Caccone et ai. 1997), a diferenciação observada entre os dois grupos de populações 

(DNei=0.15, d=l.5-2.2%; Artigos II e III) corresponderia a um período de 

isolamento genético de 1.5-3 MA, i.e. desde o fim do Plioceno/início do 

Pleistoceno. Esta ordem de grandeza temporal leva-nos a sugerir que as grandes 

alterações climáticas e ambientais do Pleistoceno terão sido determinantes na 

história das populações de C. lusitanica. 

Pleistoceno no noroeste Ibérico. Durante as glaciações do Pleistoceno, terá 

predominado um clima frio e seco no noroeste da Península Ibérica, 

particularmente acima do paralelo 40°N, com uma descida da temperatura média 

anual da ordem dos 8 a 10 °C no sul, e dos 12-17 °C nas regiões mais setentrionais 

(Brosche 1982). Existem registos descritos para Portugal, especialmente no centro 

e no norte, de fenómenos de manutenção de neve e de gelo perenes e de 

congelamento de solos e de pequenas ribeiras, situações características de regiões 

periglaciares (Vieira & Cordeiro, 1998). O conhecimento sobre fenómenos de 

glaciação resume-se a algumas áreas do norte e da zona central da Península 
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Ibérica (Ribeiro et ai. 1987; Dias 1997; Vieira & Cordeiro 1998), havendo pouca 

documentação detalhada sobre a paleoecologia da Península Ibérica, e do noroeste 

Ibérico em particular. Assim, torna-se difícil deduzir os efeitos das alterações 

climáticas na biogeografía de C. lusitanica, embora a associação da distribuição 

actual da espécie a zonas de clima temperado, historicamente dominadas por 

floresta caducifólia, sugira uma regressão de C. lusitanica para sul, durante os 

períodos climáticos mais adversos do Pleistoceno, semelhante à reconstruída por 

Zagwijn (1992) para a floresta caducifólia. 

Fragmentação e barreiras geográficas. O estudo da diversidade genética em 17 

populações de C. lusitanica revelou dois grupos de populações geneticamente 

diferenciados separados pelo rio Mondego, sugerindo que este rio terá constituído 

uma barreira para o fluxo génico entre populações (Artigo II). No entanto, um 

estudo mais detalhado da zona de contacto entre aqueles dois grupos mostrou que 

populações imediatamente a sul do rio Mondego pertenciam ao grupo 2 (Artigo 

IV), indicando que o vale daquele rio terá sido mais importante na restrição ao 

fluxo génico entre populações e parecendo contrariar a hipótese inicialmente 

formulada. De facto, a distribuição actual de C. lusitanica apresenta uma constrição 

exactamente nesta área, onde o vale do Mondego é amplo e constitui uma zona 

relativamente plana e árida. É provável que, dadas as condições climáticas adversas 

que existiram em determinados períodos do Pleistoceno, esta área tenha 

contribuído para uma separação sul-norte, tal como sugerido pela modelação 

bioclimática de Teixeira (1999). No entanto, quer a possibilidade do rio Mondego 

ter representado uma barreira geográfica quer a hipótese mais geral de que os 

grandes rios sejam barreiras para os indivíduos desta espécie, não podem ser 

completamente abandonadas com base nos resultados obtidos (ver 6.2). 

A sul e a norte do Mondego, os processos de fragmentação parecem ter sido 

comuns na história das populações de C. lusitanica. Os dois grupos de populações 

poderão ter sido constituídos por várias zonas de refúgio, que não estando 

separadas por barreiras significativas ao fluxo génico, mantiveram níveis reduzidos 

de diferenciação populacional. A presença de alelos e haplótipos privativos em 

populações localizadas entre o Mondego e o Douro parece favorecer a hipótese da 

existência de refúgios múltiplos nesta área. A região de Montemuro apresenta 
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alguma diferenciação de outras populações do grupo 2 pelo que poderá representar 

um destes refúgios secundários (Artigos II e III). 

Expansão geográfica 

Recolonização pós-glacial. A composição genética das populações a norte do rio 

Douro sugere uma colonização recente a partir de zonas entre os rios Mondego e 

Douro (Fig. 7B e 7C). Esta expansão geográfica terá sido possível devido à 

melhoria das condições climáticas e ao reaparecimento de zonas de habitat 

favorável a norte, nos períodos de pós-glaciação. A fundação repetida de novas 

populações à custa de um reduzido número de indivíduos originaria, através de 

deriva genética, um padrão de variação semelhante ao observado nas populações da 

zona mais setentrional da distribuição de C. lusitanica (Fig. 2). A redução da 

variabilidade genética coincidiu geograficamente com a presença dos rios Douro e 

Minho, sugerindo que estes cursos de água representaram barreiras importantes no 

processo de recolonização. 

Contacto secundário. A variação aloenzimática e do DNA mitocondrial ao longo 

de toda a distribuição da espécie sugeriu que a zona do vale do Mondego terá sido 

importante na evolução desta salamandra durante o Quaternário (Artigos II e III). 

Durante os períodos climáticos desfavoráveis do Pleistoceno, o vale, e, 

possivelmente, o rio Mondego, terão contribuído para uma separação sul-norte 

entre populações e para a divergência genética observada entre os dois grupos. Nos 

períodos de clima mais favorável, o contacto entre as populações a sul e a norte do 

vale teria sido facilitado por dois corredores montanhosos orientados 

perpendicularmente ao vale (Fig. 7D), originando o padrão de isolamento pela 

distância observado em loci aloenzimáticos diagnósticos e no gene do citocromo b 

do DNA mitocondrial (ciado 3-1; Artigo III). Nesta região, a comparação entre os 

padrões de intergradação entre loci nucleares e entre loci nucleares e o DNA 

mitocondrial sugerem a existência de introgressão assimétrica entre os marcadores 

genéticos analisados. Padrões de introgressão diferencial em zonas híbridas (sensu 

Arnold 1997) são relativamente comuns e foram observados tanto entre loci 

nucleares como entre loci nucleares e citoplasmáticos, podendo ser originados por 
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Figura 7 - Cenário biogeográfíco histórico provável para Chioglossa lusitanica: A) 
separação de dois refúgios populacionais durante o Pleistoceno; B) expansão pós-glaciar a 
partir das duas zonas de refúgio; C) a espécie atinge a distribuição actual; D) o contacto 
entre populações dos dois grupos populacionais distintos é limitado por uma zona de 
habitat menos favorável, coincidente com o vale do rio Mondego. 
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diferentes regimes de selecção natural, por fenómenos estocásticos associados à 

transmissão de um determinado locus (e.g. DNA mitocondrial) ou devido à história 

do contacto entre populações diferenciadas (e.g. Hunt & Selander 1973; Gyllensten 

& Wilson 1987; Hewitt 1988; ver Avise 1994). O padrão de introgressão 

assimétrico observado poderia ter sido originado por períodos de fluxo génico 

relativamente livre, durante períodos climáticos mais húmidos. Não havendo 

selecção negativa sobre os indivíduos de origem "híbrida", a recombinação génica 

e sucessivos rectrocruzamentos poderiam ter quebrado as combinações alélicas 

parentais, permitindo que marcadores sujeitos a selecção positiva ou neutrais 

atravessassem individualmente a zona de contacto, contribuindo assim para um 

padrão de introgressão não coincidente ao nível de vários loci (Hewitt 1993). Os 

padrões geográficos de variação genética nesta zona poderiam ter-se tornado ainda 

mais complexos devido a sucessivos episódios de isolamento e contacto secundário 

entre as populações a sul e a norte do vale do Mondego, acompanhando os ciclos 

climáticos do Pleistoceno. 

5.3. Diversidade fenotípica 

A descoberta de unidades populacionais geneticamente diferenciadas torna 

interessante o estudo comparativo da diversidade fenotípica. Os caracteres 

morfológicos são controlados por mecanismos de ordem genética e ambiental e, 

numa perspectiva evolutiva, torna-se importante determinar se a diferenciação 

morfológica reflecte a adaptação a condições ambientais locais ou relações 

fdogenéticas. A existência de paralelismos para a variação de diferentes 

características, e.g. morfologia e genética, é esperada como resultado de 

diferenciação genética por fragmentação geográfica, o mesmo não acontecendo no 

caso de uma maior influência de fenómenos de selecção natural. A análise 

estatística de caracteres morfométricos constitui uma forma de testar hipóteses 

sobre o grau e a natureza da diversidade fenotípica, podendo ser útil em 

organismos em que a diferenciação genética é críptica, como os anfíbios urodelos 

(Larson 1984; Good & Wake 1992; Tarkhnishvili et al. 2000). 
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Os padrões geográficos de variação morfométrica em C. lusitanica 

mostraram-se parcialmente concordantes com a diferenciação genética descrita 

para a espécie (Artigo V). As populações localizadas a sul do rio Mondego (grupo 

1) caracterizam-se por um menor comprimento relativo dos dígitos de ambos os 

membros, anterior e posterior, quando comparadas com populações a norte do 

Mondego. Foi encontrado um padrão de variação clinal em sobreposição àquela 

dicotomia, com um aumento de sul para norte das dimensões dos membros e dedos 

respectivos (Fig. 8). A dicotomia e a variação gradual poderão ser explicadas, 

respectivamente, através de processos históricos de isolamento geográfico entre 

populações e de selecção natural. A redução do tamanho dos membros poderá 

representar uma adaptação a condições ambientais mais áridas, pela redução da 

relação volume/superfície (Nevo 1972; Lee 1993). C. lusitanica é extremamente 

dependente de habitats saturados de humidade, sendo o nível de precipitação anual 

determinante da sua área de distribuição em Portugal (Teixeira 1999). Se 

assumirmos a existência de gradientes de precipitação passados semelhantes aos 

actuais, é provável que processos selectivos tivessem actuado para originar a 

variação clinal observada. Uma questão intrigante, no entanto, é o facto dos 

processos de isolamento genético e de selecção natural terem actuado 

diferencialmente ao nível dos dígitos e dos membros. 

Por outro lado, a variação observada no padrão de coloração dorsal de C. 

lusitanica não se revelou associada nem com a diferenciação genética entre os dois 

grupos de populações nem com um padrão de isolamento pela distância 

(associação da variação observada com a distância geográfica). No entanto, a 

variabilidade populacional para o padrão de coloração foi máxima na zona de 

contacto secundário entre populações do grupo 1 e do grupo 2, sugerindo que a 

mistura de genomas diferenciados se terá reflectido num aumento da variabilidade 

fenotípica. Nas populações do grupo 2 verificaram-se outros padrões concordantes 

entre a morfologia de C. lusitanica e a sua diversidade genética. Primeiro, estas 

populações são caracterizadas por uma redução da variabilidade do padrão de 

coloração dorsal de sul para norte, com tendência para a fixação do padrão típico 

para a espécie nas populações a norte do rio Douro. Os processos de redução 

drástica do efectivo populacional e deriva genética, associados a uma expansão 
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Figura 8 ­ Análise de componentes principais de seis variáveis morfométricas em 18 
populações de Chioglossa lusitcmica. As populações do grupo 1 (círculos não preenchidos) 
e do grupo 2 (círculos preenchidos) são representadas pelo seu centróide ou ponto médio. 
Os polígonos englobam os valores do conjunto dos indivíduos do grupo 1 (a tracejado) e do 
grupo 2 (a cheio). 
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geográfica (Artigo II e III), parecem aplicar-se igualmente para explicar aquele 

padrão de variação morfológica. Segundo, a predominância de um padrão de 

coloração quase exclusivo das populações da zona sul da bacia do rio Douro 

(populações da Serra de Montemuro e de Tarouca) é concordante com a presença 

local de alelos nucleares e citoplasmáticos privativos, bem como compatível com a 

hipótese de ter ocorrido um processo histórico de fragmentação associado a uma 

zona de refúgio no Pleistoceno (Artigos II e Hl). Estes paralelos estabelecidos entre 

a variação morfológica e genética são de alguma forma surpreendentes pois é 

provável que a coloração críptica de C. lusitanica esteja sob um forte regime 

selectivo, por oposição ao carácter supostamente neutral da diversidade genética 

observada na espécie. 

A elevada diferenciação genética observada em populações de C. lusitanica 

não é acompanhada por níveis comparavelmente elevados de diferenciação 

morfológica. Processos de diferenciação críptica e variação clinal são 

características comuns a muitas espécies de anfíbios (Larson 1984; Good & Wake 

1992; Green et al. 1996; Carlin 1997; Tarkhnishvili et al. 2000). A notável 

convergência evolutiva entre salamandras que ocupam habitats nas margens de 

cursos de água, como por exemplo C. lusitanica e uma espécie filogeneticamente 

distante como a salamandra Eurycea longicauda, sugere que poderão existir 

constrangimentos à evolução a partir de um morfótipo altamente especializado 

(Tarkhnishvili 1994). 

5.4. História das populações, biogeografia actual e conservação de C. 
lusitanica 

Os padrões geográficos de diversidade genética observados em C. lusitanica 

através de marcadores nucleares e citoplasmáticos sugerem uma subdivisão 

histórica da distribuição da espécie em dois refúgios Pleistocénicos, a existência de 

uma zona de contacto secundário perto do rio Mondego, e um processo recente de 

expansão pós-glacial para norte do rio Douro (Artigos II, III e IV). Os processos 

biogeográfícos propostos para a história de C. lusitanica são importantes para 

identificar áreas de persistência histórica das populações e de maior diversidade 

genética. Por outro lado, a modelação ecológica da distribuição da espécie 
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(Teixeira 1999) apresenta uma imagem da sua biogeografia actual e permite 

identificar zonas de habitat mais ou menos favorável para a espécie. Estes dois 

tipos de informação biogeográfica representam escalas temporais distintas, 

devendo ser considerados paralelamente na identificação de áreas prioritárias para 

a conservação de C. lusitanica. Assim, foram adoptadas duas estratégias para 

prosseguir este objectivo: i) análise paralela dos dois tipos de informação, 

procurando reinterpretar a biogeografia actual de C. lusitanica à luz de processos 

populacionais históricos e vice-versa; ii) sobreposição de mapas geográficos 

representativos dos dois tipos de informação para identificar áreas que 

representem, simultaneamente, zonas de habitat actualmente favorável para a 

espécie e onde a persistência histórica das populações tenha sido elevada. 

Biogeografia actual e história das populações 

O modelo espacial da distribuição de C. lusitanica na Península Ibérica (Fig. 4; 

Teixeira 1999) revelou-se importante na reconstrução da biogeografia histórica da 

espécie. O vale do rio Mondego foi associado a uma baixa probabilidade de 

ocorrência para a espécie, quase dividindo zonas localizadas a sul e a norte do 

Mondego (Fig. 9A). Este facto reforça a hipótese de um processo de fragmentação 

histórica nesta área em períodos com condições climáticas adversas semelhantes 

aos que se sucederam no Pleistoceno (ver Artigos II, III e IV). 

A ocorrência de C. lusitanica foi prevista pelo modelo para várias áreas 

montanhosas da Península Ibérica onde a espécie não ocorre (Fig. 9). A ausência 

da espécie nestas áreas aparentemente favoráveis poderá resultar de processos 

biogeográficos históricos em combinação com os exigentes requisitos ecológicos e 

baixa capacidade de dispersão da espécie, não permitindo a colonização daquelas 

áreas. No caso das zonas montanhosas do centro e sul da Península Ibérica, poderá 

ser útil estabelecer uma comparação com o lagarto-de-água Lacerta schreiberi, 

uma espécie com uma distribuição na zona noroeste e central da Península mas que 

ocorre em isolados populacionais em zonas montanhosas do sul de Portugal (Brito 

et ai. 1998). A modelação da distribuição de L. schreiberi (Brito et ai. 1996) e a 

diversidade genética das suas populações (Godinho 1997; Godinho et ai. 

submetido) sugere que aqueles isolados populacionais terão resultado de 
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fragmentação do habitat associada ao aumento da temperatura após o último 
máximo glaciar (18.000 anos). Estas zonas poderão ser os vestígios de uma 
distribuição histórica mais extensa do que a de C. lusitanien devido a requisitos 
ecológicos menos exigentes e a uma maior capacidade de dispersão. 

Figura 8 - Modelo bioclimático preditivo da distribuição de Chioglossa lusitanica na 
Península Ibérica (Teixeira 1999): A) vale do Mondego; B) nordeste peninsular, onde C. 
lusitanica não ocorre. 

Por outro lado, a ausência de C. lusitanica do nordeste de Espanha, numa 
zona de habitat aparentemente favorável, que se estende desde a Cantábria até aos 
Pirinéus (Fig. 9B) poderá ter uma explicação diversa. Vences (1997) sugeriu que o 
tipo de solo existente nesta área seria desfavorável para C. lusitanica. O efeito de 
um factor ecológico limitante não previsto pelo modelo de Teixeira (1999) não 
pode, na verdade, ser excluído para explicar esta incongruência. No entanto, a 
reconstrução da biogeografía histórica efectuada para C. lusitanica através dos 
padrões geográficos de diversidade genética sugere uma outra explicação: a 
existência de um processo de expansão geográfica da espécie que ainda não atingiu 
os limites da sua área potencial de distribuição. Este facto poderia ser explicado, 
por um lado, pela lentidão do processo de expansão em C. lusitanica e, por outro, 
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pela ausência de barreiras geográficas ou biológicas à progressão da expansão. A 

comparação com L. schreiberi pode ser útil novamente. Esta espécie ocorre ao 

longo da região nordeste de Espanha até à fronteira francesa onde forma uma zona 

de contacto secundário com um outro lacertídeo L. bilineata, com os respectivos 

limites parapátricos de distribuição a serem mantidos por competição 

interespecífica (Barbadillo et ai. 1999). De facto, vários mecanismos (e.g. 

competição, hibridação, interferência reprodutiva, transmissão de parasitas) 

poderão contribuir para dificultar a interpenetração geográfica de duas espécies 

(Barton & Hewitt 1985; Bull 1991). O facto de C. lusitanica não encontrar uma 

espécie ecológica e/ou filogeneticamente próxima, em conjunto com sua baixa 

capacidade de dispersão, poderão explicar a continuidade do seu processo de 

expansão geográfica, bem como o facto de uma extensa área de habitat favorável 

não ter sido ainda colonizada. A confirmação desta hipótese constituiria uma 

excelente oportunidade para estudar os processos de dinâmica populacional na 

frente de expansão bem como para realizar estudos de monitorização sobre os 

efeitos de alterações climáticas no processo de expansão de C. lusitanica em 

direcção ao nordeste peninsular. 

Mapas sintéticos da diversidade genética 

A análise de componentes principais da variação genética em seis polimorfismos 

proteicos permitiu sintetizar os padrões geográficos observados através de duas 

variáveis principais ou sintéticas, que foram representados em mapas geográficos 

(Figs. 10A e 10B) - mapas genéticos sintéticos (Menozzi et ai. 1978). A primeira 

variável sintética permite explicar 70% da variação total observada, representando 

a diferenciação genética num eixo sul-norte, desde a serra do Muradal no centro de 

Portugal até Salas no norte de Espanha (Fig. 10A). O gradiente acentuado de 

variação observado no vale do Mondego reflecte o contacto entre grupos de 

populações historicamente isolados (Artigo II). O segundo eixo representou 25% 

da variação total, evidenciando um gradiente de difusão centrado na região da serra 

de Montemuro (Fig. 10B) que reflecte a diferenciação genética daquelas 

populações. Adicionalmente, poderá sugerir um processo de expansão a partir de 

núcleos populacionais após isolamento genético (Menozzi et ai. 1978). 
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Figura 10 - Análise de Componentes Principais de 9 frequências alélicas independentes 
nos loci PGM1, PEPB, PEPC, PEPD, PGD and ADH em 17 populações de Chioglossa 
lusitanica: A) Mapa genético sintético da primeira Componente Principal, representando 
70% da variação total observada; B) Mapa genético sintético da segunda Componente 
Principal, representando 25% da variação total observada. 

A sobreposição gráfica dos dois mapas sintéticos da variação proteica 
observada em C. lusitanica, usando o vermelho para o primeiro eixo e o azul para o 
segundo eixo, representa claramente dois grupos populacionais diferenciados, a sul 
e a norte do Mondego (Fig. 11). O padrão geográfico para as populações no norte 
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da distribuição representa a uniformidade genética observada nestas populações, 
que terá resultado de um processo de expansão geográfica recente a partir de 
populações a sul do Douro (Artigos II e III). 

Figura 11 - Análise de Componentes Principais de 9 frequências alélicas independentes 
nos loci PGM1, PEPB, PEPC, PEPD, PGD and ADH em 17 populações de Chioglossa 
lusitanica. Representação conjunta das duas primeiras Componentes Principais, 
representando 95% da variação total observada. 

Distribuição geográfica da diversidade genética. A diversidade genética pode 
também ser representada de uma forma geograficamente cumulativa a partir de um 
centro de origem, especialmente quando se tenha verificado um processo de 
expansão geográfica recente. No caso de C. lusitanica, foi inferido um processo de 
expansão de sul para norte dando origem à parte setentrional da distribuição da 
espécie. Para representar a diversidade genética desta forma direccional, foi 
utilizado um índice de diversidade genética que, para um determinado conjunto de 
populações, multiplica os valores de diversidade genética estimada por valores de 
Fst pela percentagem da diversidade alélica contida nesse conjunto de populações. 
O valor para cada área geográfica será então uma percentagem do valor máximo 
atingido para toda a área de distribuição da espécie. A sua representação para C. 
lusitanica apresenta-se na figura 12. Como era de esperar, os territórios até ao rio 
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Douro contêm a maior parte da diversidade genética (95%). A vasta área para 

norte, que representa mais de 60% da distribuição actual da espécie representa 

apenas 5% da diversidade genética total observada em sete loci aloenzimáticos. 

Figura 12 - Distribuição assimétrica da diversidade genética em Chioglossa lusitanien, a 
área a negro representa 95% da diversidade genética observada; a área a cinzento claro 
representa 5% da diversidade genética observada. 

Identificação de áreas importantes para a conservação 

O uso de diferentes metodologias complementares foi útil para a reconstrução da 

história biogeográfica de C. lusitanica. Os mapas genéticos sintéticos 

acrescentaram uma dimensão histórica à modelação da distribuição da espécie (Fig. 

11), identificando uma área de maior persistência histórica e diversidade genética 

das populações, correspondendo a dois centros distintos de diferenciação genética 

associados a refúgios Pleistocénicos. Assim, é nesta área, que se estende desde as 

Serras de Alvelos e Muradal até ao rio Douro, que se deverá centrar futuramente a 

conservação da diversidade genética de C. lusitanica. No entanto, põe-se o 

problema de decidir se a conservação das duas unidades populacionais agora 

identificadas deverá ser efectuada separadamente ou garantindo os níveis de fluxo 

génico que se verificam presentemente. 
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O conceito de Unidades Evolutivas Significativas (ESUs) foi introduzido por 

Ryder (1986) para facilitar a definição de unidades intraespecíficas importantes 

para a conservação, considerando que "ESUs" seriam populações com 

características adaptativas distintas com base na concordância de diferentes tipo de 

informação (e.g. ecológica, morfológica, genética). Posteriormente, Waples (1991) 

enfatizou a importância do isolamento reprodutivo (genético ou apenas geográfico) 

entre populações e Moritz (1994) introduziu um critério objectivo para a definição 

de "ESUs", a existência de populações com linhagens monofiléticas de DNA 

mitocondrial. A aplicação destes dois critérios para a definição de "ESUs" poderá 

ser problemática a nível intraespecífico pois, se no caso da definição de Waples 

(1991) existe uma aproximação ao conceito biológico de espécie, a distinção de 

linhagens monofiléticas pode ser dificultada pela persistência de polimorfismos 

ancestrais (Paetkau 1999). Bernatchez (1995) e Crandall et ai. (2000) argumentam 

a favor de uma definição holística que tenha em conta fenómenos históricos e 

recentes de isolamento ecológico e genético. No caso de C. lusitanica, foram 

reveladas duas unidades populacionais geneticamente distintas, que terão resultado 

de um longo processo de evolução divergente (Artigos II e III). Estas duas 

subunidades intraespecíficas revelaram-se igualmente distintas ao nível de 

caracteres morfológicos adaptativos, sugerindo isolamento ecológico, embora com 

reduzidos níveis de diferenciação (Artigo V). Por outro lado, foi detectada uma 

zona de contacto secundário, com um padrão de introgressão espacialmente 

limitado por uma zona de baixa densidade populacional (Artigo IV). Assim, e 

adoptando um conceito holístico de "ESU" próximo do de Bernatchez (1995), 

propõe-se que as unidades populacionais sejam consideradas duas ESUs distintas 

para a conservação de C. lusitanica. Embora a gestão das populações das duas 

ESUs deva ser largamente independente, sugere-se que seja assegurada a 

manutenção dos processos evolutivos que terão originado e mantido o processo de 

diferenciação garantindo os níveis de fluxo génico existentes na zona de contacto. 

A distribuição geográfica das duas unidades populacionais relevantes para a 

conservação de C. lusitanica encontra-se representada de forma adequada na 

figura 11, pelo que se propõe aquela delimitação macrogeográfica seja considerada 

no planeamento da estratégia de conservação para a espécie. 
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5.5. Implicações taxonómicas 

A diferenciação genética entre os dois grupos de C. lusitanica foi descrita através 

da distância genética de Nei (1978) para 22 loci aloenzimáticos (DNei = 0.15) e da 

divergência média observada nas sequências do gene do citocromo b do DNA 

mitocondrial (d = 2.2%), correspondendo a um período de isolamento genético de 

1.5-3 Ma se se assumir um relógio molecular e utilizando calibrações de relógios 

moleculares para aloenzimas e para o citocromo b de Salamandrídeos (ver Artigo II 

e referências aí contidas). Os níveis de diferenciação morfológica são 

comparativamente baixos em C. lusitanica, mas foram observados padrões de 

variação morfológica paralelos aos da variação genética, particularmente ao nível 

do comprimento relativo dos dígitos anteriores e posteriores (Artigo V). 

A longa história de evolução independente dos dois grupos populacionais 

geneticamente diferenciados de C. lusitanica justifica o seu reconhecimento a nível 

taxonómico. Não parecendo existir isolamento reprodutivo entre os dois grupos de 

populações, não deverão ser consideradas como duas espécies biológicas segundo 

o Conceito Biológico de Espécie (Mayr 1942), devendo ser-lhes atribuído um 

estatuto subespecífico com base na concordância evidenciada através não só de 

variação genética ao nível de vários genes mas também de variação morfológica 

(Avise & Bali 1990). Assim, propõe-se que as populações distribuídas a sul e a 

norte do vale do rio Mondego sejam reconhecidas como subespécies distintas de C. 

lusitanica. 

A Serra do Buçaco é reconhecida como sendo a localidade de origem do tipo 

de C. lusitanica, o que poderia ser considerado problemático pois a zona de 

contacto entre os dois grupos abrange o Buçaco (Artigo II, Artigo III e Artigo IV). 

No entanto, a população do Buçaco foi claramente incluída ao grupo 2 segundo a 

variação genética aloenzimática e a variação morfológica, mas sendo de origem 

híbrida no que se refere à variação do DNA mitocondrial. Assim, considera-se que, 

para efeitos taxonómicos, o Buçaco é a localidade tipo para a subespécie de 

distribuição mais setentrional (grupo 2), C. I. lusitanica, e propõe-se que a Serra do 

Açor seja considerada a localidade tipo da nova subespécie, que se distribui desde a 

Serra da Lousã, para este até à Serra da Estrela e para sul até às Serras de Alvelos e 
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Muradal, e que se denominará C. I. brevitarsis (devido aos dígitos 

proporcionalmente mais curtos). 

Descrição do holotipo de C. I. brevitarsis. Macho adulto da Mata da Margaraça, na 

Serra do Açor, com 14,00 cm de comprimento total, dos quais 32% correspondem 

ao comprimento do corpo (4,56 cm) e 68% ao comprimento da cauda (9,44 cm). 

Outras medidas morfométricas relevantes: comprimento da cabeça, 1,12 cm; 

largura da cabeça, 0,71 cm; comprimento do membro anterior, 1,23 cm; 

comprimento do 3o dedo da pata anterior, 0,23; comprimento da pata posterior, 

1,37 cm; comprimento do 4o dedo da pata posterior, 0,29. Dorso escuro 

acastanhado com o padrão típico de coloração composto de duas bandas 

acobreadas que se unem dorsalmente na região pélvica a se prolongam em banda 

única pela cauda. Zona ventral escura acastanhada com pontuações cinzento-claro 

dispersas. 

5.6. Considerações finais 

Perspectivas de investigação futura em C. lusitanica 

O presente trabalho permitiu revelar padrões de diversidade genética em C. 

lusitanica que reflectem essencialmente processos evolutivos históricos. No 

entanto, é muito provável que aqueles padrões não correspondam à estruturação 

populacional actual da espécie. A hipótese de os grandes cursos de água serem uma 

barreira para a dispersão destas salamandras é uma questão em aberto, não 

respondida pelos resultados até agora obtidos. Da mesma forma, e embora haja 

vestígios de introgressão entre populações das duas subespécies de C. lusitanica, 

separadas pelo vale do rio Mondego, a distribuição, abundância e padrões de 

dispersão e fluxo génico nesta zona não puderam ser completamente esclarecidos 

por este trabalho. Assim, tecem-se seguidamente algumas considerações sobre o 

desenvolvimento de trabalho adicional no sentido de aprofundar o conhecimento da 

estruturação populacional de C. lusitanica. 
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Barreiras geográficas e fragmentação do habitat. Os padrões de diversidade 

genética observados na parte setentrional da distribuição de C. lusitanica sugeriram 

que os rios Douro e Minho representaram uma barreira no processo de 

recolonização pós-glacial. No entanto, o efeito de barreira provocado pelos rios não 

pode ter sido absoluto pois o processo de expansão foi bem sucedido. É um facto 

que a deriva de larvas, descarregadas de afluentes de montanha nos grandes rios 

poderá ser um fenómeno comum nesta salamandra (Thiesmeier 1994). Por outro 

lado, C. lusitanica revela excelentes capacidades de movimentação aquática, pelo 

que salamandras num estado pós-metamorfose poderão conseguir atravessar um 

rio, de forma acidental ou deliberada. Uma bateria mais alargada de marcadores 

genéticos seria necessária para investigar os padrões de dispersão em cursos de 

água de diferente dimensão, quantificando o fluxo génico entre populações ao 

longo dos cursos de água e, por oposição, o fluxo génico entre populações 

separadas pelos cursos de água. A utilização de marcadores genéticos com elevada 

variabilidade, como os microssatélites, permitiriam ultrapassar a redução de poder 

de análise que se verificou no presente trabalho para loci aloenzimáticos e 

mitocondriais. 

Zona de contacto. Os padrões de intergradação observados em vários loci 

diagnósticos entre as duas subespécies de C. lusitanica sugeriram a ausência de 

barreiras genéticas à miscigenação. No entanto, o fluxo génico parece ter sido 

restringido por uma zona de baixa densidade populacional, impedindo níveis 

maiores de introgressão entre as subespécies. Os padrões geográficos agora 

observados poderão ser o resultado de sucessivos processos de expansão pós-

glacial, não correspondendo a uma dinâmica populacional recente. Esta questão 

apenas poderá ser respondida através de um estudo detalhado da zona de contacto 

utilizando marcadores genéticos altamente variáveis (microssatélites). 

Paralelamente, a construção de um modelo da distribuição local de C. lusitanica 

permitiria efectuar previsões sobre padrões de fluxo génico corrente, gerando 

hipóteses que seriam testadas pelos padrões de variação genética. O conhecimento 

detalhado sobre a forma como contacto secundário entre populações de C. /. 

lusitanica e de C. I. brevitarsis se processa neste período inter-glaciar do 
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Quaternário será, com certeza, importante para delinear uma estratégia de 

conservação perene destas duas unidades intraespecífícas de C. lusitanica. 

Estudo de padrões de fitogeografia comparada na Península Ibérica 

Os efeitos das glaciações do Pleistoceno, produzidos através de fragmentação 

populacional, isolamento geográfico e diferenciação genética, têm sido descritos 

para uma grande variedade de organismos, incluindo plantas (Dumolin-Lapègue et 

ai. 1997), artrópodes (Cooper et ai. 1995), peixes (Garcia-Marin et ai. 1999), 

anfíbios anuros e urodelos (Highton & Webster 1976; Green et ai. 1996), répteis 

(Lenk et ai. 1999), aves (Zink & Dittmann 1993) e mamíferos (Sage & Wolf 

1986). A maior parte dos trabalhos descreve a preservação de níveis elevados de 

diversidade genética em refúgios localizados em zonas meridionais e a perda de 

diversidade genética em áreas de localização mais setentrional, recentemente 

recolonizadas (Larson 1984; Avise 1994; Hewitt 1996, 1999; Taberlet et ai. 1998). 

No entanto, poucos estudos têm focado, de forma detalhada, as consequências das 

alterações climáticas Pleistocénicas na arquitectura genética das espécies no 

interior das zonas de refúgio do sul da Europa (Ragghianti & Wake 1986; Comes 

& Abbott 1998). O exemplo de C. lusitanica parece evidenciar uma história 

biogeográfica relativamente inesperada na Península Ibérica. Embora a espécie 

apresente uma distribuição predominantemente atlântica, a origem das suas 

populações actuais parece estar fundamentalmente na zona mais meridional da sua 

distribuição, onde as influências mediterrânicas se fazem já sentir de forma 

marcada. É interessante verificar, por oposição, que o padrão espacial de variação 

genética na salamandra comum, Salamandra salamandra Linnaeus 1758, parece 

sugerir a presença de refúgios Pleistocénicos no norte da Península Ibérica 

(Alcobendas et ai. 1996; Dopazo et ai. 1998). A conclusão de que as populações da 

parte norte da distribuição de C. lusitanica se terão originado através de uma 

expansão recente, não está de acordo com este cenário proposto para S. 

salamandra. Embora os géneros Salamandra e Chioglossa sejam 

filogeneticamente próximos (Titus and Larson 1995; Veith et ai. 1998), 

representam modelos ecológicos dissemelhantes (Klewen, 1991; Arntzen 1999), 

pelo que se esperam histórias biogeográficas díspares para aquelas duas espécies na 
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Península Ibérica. O desafio que se lança é avaliar até que ponto outros 

organismos, com diferentes requisitos ecológicos e capacidade de dispersão, 

evidenciarão padrões de fragmentação e dispersão semelhantes aos de C. 

lusitanica. 

O número de estudos filogeográficos na Península Ibérica tem aumentado 

nos últimos anos revelando a existência de subdivisões filogeográficas, crípticas ou 

não, representando fases diversas de um processo contínuo que é o de especiação. 

Neste âmbito, salientamos alguns trabalhos realizados em peixes {Leuciscus sp., 

Brito et ai. 1997; Barbus sp., Callejas & Ochando 2000; e Salmo trutta, García-

Marin et ai. 1999, Weiss et ai. 2000), em anfíbios (Alytes sp., Arntzen & García-

París 1995, Rosa 1995, Fonseca 1999; Discoglossus sp., García-París & Jockusch 

1999; Pelodytes punctatus, Sánchez-Herráiz et ai. 2000; Rana ibérica, Rosa 1995; 

Salamandra salamandra, Alcobendas et ai. 1996, Dopazo et ai. 1998, García-París 

et ai. 1998; e Triturus marmoraus, Froufe et ai. em preparação), répteis (Lacerta 

schreiberi, Godinho et ai. submetido; Podareis sp., Harris & Sá Sousa submetido) 

e no mamífero Oryctolagus cuniculus (Branco et ai. in press; Ferrand et ai. 

submetido). As subdivisões filogeográficas identificadas parecem estar associadas 

não só alterações ambientais do Pleistoceno mas também com fenómenos mais 

antigos, do final do Terciário, como, por exemplo, a formação dos grandes eixos 

fluviais e bacias hidrográficas da Península (e.g. Brito et ai. 1997; García-París et 

ai. 1998; Callejas & Ochando 2000). No entanto, muitos destes trabalhos não 

abrangem a área total de distribuição das espécies em estudo, não permitindo ainda 

ter uma perspectiva global dos padrões de diversidade genética e biogeografia 

histórica daqueles organismos. 

A acumulação do conhecimento dos padrões filogeográficos para diferentes 

organismos na Península Ibérica permitirá a adopção de metodologias de 

fitogeografia comparada. Neste âmbito, dever-se-á optar por uma abordagem 

integrativa, incluindo informação ecológica e paleoecológica que permita 

construção de modelos biogeográficos actuais e a simulação de distribuições 

históricas das espécies, de acordo com os seus requisitos ecológicos, e a sua 

comparação com os padrões observados de diversidade genética (McGuigan et ai. 

1998; Teixeira 1999; Artigo VI). Esta abordagem integrada poderá ser aplicada 
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com sucesso a vários organismos como uma ferramenta objectiva e prática para a 

identificação de centros de diversificação genética intraespecífica e, em particular, 

zonas de refugio histórico onde as espécies puderam sobreviver durante períodos 

com condições ambientais adversas. A sobreposição de modelos integrados de 

biogeografía histórica para várias espécies poderá então representar uma imagem 

mais completa dos padrões de diversidade genética na Península Ibérica. Espera-se 

que a diversidade revelada por esta abordagem tenha implicações profundas para a 

conservação da biodiversidade nesta região do sul da Europa. 
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6. Conclusões 

Este trabalho representa uma contribuição para o conhecimento da história 

evolutiva do género monoespecífíco Chioglossa. A descrição dos padrões 

filogeográfícos na salamandra Chioglossa lusitanica permitiu construir hipóteses 

sobre a história das suas populações e a sua história biogeográfíca. Neste sentido, o 

trabalho agora findo procurou também contribuir para o conhecimento mais 

aprofundado dos padrões biogeográficos da Península Ibérica, podendo representar 

um modelo para espécies com requisitos ecológicos e capacidade de dispersão 

semelhantes. Assim, importa realçar de forma mais sintética as seguintes 

conclusões: 

- A diversidade genética revelada por sete loci aloenzimáticos em populações de C. 

lusitanica provenientes de toda a sua área de distribuição foi elevada (Fsr=0.68), 

sendo explicada pela existência de dois grupos populacionais geneticamente 

diferenciados (DNei = 0.15), localizados a sul (grupo 1) e a norte (grupo 2) do vale 

do rio Mondego; 

- A variação genética ao nível do DNA mitocondrial permitiu detectar dois ciados 

distintos (d= 2.2%) e um padrão geográfico de diversidade genética semelhante ao 

observado através da variação aloenzimática; 

- A variabilidade genética, ao nível dos marcadores genéticos nucleares e 

citoplasmáticos, revelou um decréscimo significativo para norte do rio Mondego, 

geograficamente associado aos rios Douro e Minho; 

- Em populações de áreas adjacentes ao vale do rio Mondego, foi detectado um 

padrão de intergradação para loci nucleares e mitocondriais diagnósticos entre 

populações do grupo 1 e populações do grupo 2, sugerindo contacto entre 

populações geneticamente diferenciadas; 
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- A concordância observada na distribuição geográfica de variação genética nuclear 

e mitocondrial, em conjunto com os níveis de diferenciação observados, sugerem 

que os padrões actuais de diversidade genética de C. lusitanica reflectem dois 

processos evolutivos distintos: (i) uma fragmentação Pleistocénica no sul da 

distribuição da espécie provocando a diferenciação de dois grupos populacionais; e 

(ii) uma expansão geográfica pós-Pleistocénica que resultou (a) numa redução da 

variabilidade genética para norte do rio Douro e (b) num aumento da variabilidade 

genética na zona do rio Mondego através de contacto secundário entre populações 

geneticamente diferenciadas. 

- A análise paralela de variação morfológica em C. lusitanica permitiu revelar 

padrões geográficos concordantes com a variação genética entre o grupo 1 e o 

grupo 2, com o comprimento relativo dos dígitos a ser menor em salamandras de 

populações localizadas a sul do Mondego. No entanto, o nível global de 

diferenciação morfológica em C. lusitanica foi comparativamente reduzido entre os 

dois grupos populacionais geneticamente diferenciados; 

- A integração da modelação ecológica da distribuição da espécie e de mapas 

sintéticos da diversidade genética permitiu detectar áreas historicamente diferentes 

para C. lusitanica. A diversidade genética da espécie encontra-se assimetricamente 

distribuída, com a zona meridional da distribuição da espécie, a sul do rio Douro, 

contendo 95% da diversidade genética observada. Dentro desta área, existem dois 

núcleos populacionais que representam populações historicamente isoladas. 

Conclui-se que esta área deverá ser prioritária para a conservação da espécie, e 

propõe-se que sejam reconhecidas duas "Unidades Evolutivas Significativas" 

("Evolutionary Significant Units" - ESUs) para a conservação da espécie. 

- Considerando a longa história de evolução independente sugerida pela 

diferenciação genética entre duas unidades populacionais de C. lusitanica, o padrão 

de introgressão espacialmente limitado e variação morfológica concordante com a 

variação genética observada, propõe-se o reconhecimento de duas subespécies 

distintas para a espécie: C. I. lusitanica e C. I. brevitarsis. 
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