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RESUMEN 

Phyllodactylus sp. es un género de salamanquesas endémicas de las Islas Galápagos. A pesar 

de ser el único género de geckos endémicas presente en este archipiélago, no se conoce mucho 

sobre su genética. Las especies endémicas enfrentan desafíos inherentes, como poblaciones 

reducidas y se puede añadir la influencia antropogénica en algunos casos. Por consiguiente, su 

estudio es crucial para evaluar la viabilidad a largo plazo y fomentar su conservación. Las 

especies estudiadas incluyen P. galapagensis, P. simpsoni, P. andysabini, P. baurii, P. leei y 

P. darwini que están distribuidas en islas habitadas por el ser humano. Se empleó la técnica de 

secuenciación de ADN asociada al sitio de restricción (RAD-Seq), para analizar la diversidad 

genética y estructura poblacional de 93 individuos de las especies mencionadas. Se utilizaron 

herramientas bioinformáticas como Stacks 2.65 para el procesamiento de secuencias y se 

obtuvo 30,353 loci.  Para los análisis se utilizaron los programas VCFtools v.0.1.5, IQ-TREE 

v1.6.12, Fitchi(Matschiner, 2016), populations y R. Los resultados muestran que P. darwini se 

distingue como la especie más genéticamente distante, posiblemente debido a eventos de 

colonización distintos en el género Phyllodactylus. Se ratifica la relación entre P. galapagensis, 

P. baurii, P. simpsoni y P. andysabini, como previamente fue sugerido. Además, se observa 

una similitud genética entre P. simpsoni y P. andysabini. Se evidencian diferencias genéticas 

significativas entre las seis especies estudiadas, de acuerdo al estadístico FST. Finalmente, 

resalta la baja diversidad genética (He) dentro de cada especie de este género de geckos. Siendo 

esta información importante para entender el estado de las especies endémicas. Así como, la 

salud de sus poblaciones y su viabilidad a futuro para contribuir al desarrollo de planes de 

conservación.   

Palabras clave: geckos, especies endémicas, diversidad genética, estructura poblacional, 

Phyllodactylus, Islas Galápagos, RAD-Seq. 
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ABSTRACT 

Phyllodactylus sp. is a genus of geckos endemic to the Galápagos Islands. Despite being the 

only endemic gecko genus present in this archipelago, little is known about their genetics. 

Endemic species face inherent challenges such as reduced populations, which can be 

exacerbated by anthropogenic influences in some cases. Therefore, studying them is crucial to 

assess their long-term viability and promote their conservation. The studied species include P. 

galapagensis, P. simpsoni, P. andysabini, P. baurii, P. leei, and P. darwini, which are 

distributed on islands inhabited by humans. The restriction site-associated DNA sequencing 

(RAD-Seq) technique was employed to analyze the genetic diversity and population structure 

of 93 individuals from the mentioned species. Bioinformatics tools such as Stacks 2.65 were 

used for sequence processing, yielding 30,353 loci. For analyses, programs VCFtools v.0.1.5, 

IQ-TREE v1.6.12, Fitchi(Matschiner, 2016), populations, and R were utilized. The results 

indicate that P. darwini is the most genetically distinct species, possibly due to different 

colonization events within the genus Phyllodactylus. The relationship between P. 

galapagensis, P. baurii, P. simpsoni, and P. andysabini is confirmed, as previously suggested. 

Additionally, genetic similarity is observed between P. simpsoni and P. andysabini. Significant 

genetic differences among the six studied species are evidenced according to the FST statistic. 

Lastly, the low genetic diversity (He) within each species of this gecko genus is highlighted. 

This information is important for understanding the status of endemic species. As well as, the 

health of their populations and their future viability to contribute to the development of 

conservation plans 

Keywords: geckos, endemic species, genetic diversity, population structure, Phyllodactylus, 

Galápagos Islands, RAD-Seq. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Las Islas Galápagos y su estudio 

Las Islas Galápagos son un archipiélago de origen volcánico en el Pacífico, situado a 1000 

km de Ecuador continental. Este compete 13 islas mayores son un área superior a 10 km2, 6 

islas con un área entre 1 km2 a 10 km2 y 215 islotes de tamaño reducido (Fundación PACÍFICO, 

2020). Cuatro de estas islas mayores son pobladas: Isabela, Santa Cruz, San Cristóbal y 

Floreana (Parque Nacional Galápagos, s. f.). Estas han sido de gran interés desde 1835 con el 

viaje de Charles Darwin. Dentro de las razones está su gran actividad sísmica y volcánica 

permite ilustrar los procesos de formación geológica y su impacto en la biodiversidad. Además, 

el aislamiento extremo que tiene del continente hace que se desarrollen especies singulares con 

historias evolutivas interesantes, entre estas reptiles como tortugas gigantes iguanas terrestres, 

lagartijas y geckos (UNESCO, s. f.). 

1.2 Generalidades del género Phyllodactylus  

El género Phyllodactylus (familia Gekkonidae) abarca 58 especies de reptiles, de las cuales 

se han descrito siete en los últimos años (Arteaga et al., 2019; Torres-Carvajal et al., 2016). Su 

distribución geográfica está en su mayoría en América Central y América del Sur. Se menciona 

que en México existen 17 especies, en Perú 15 y en las Islas Galápagos 12.  En general, se ha 

descrito que son especies nocturnas, colocan huevos una o dos veces al año, con su época 

reproductiva entre los meses de septiembre y enero. Principalmente se alimentan de arañas e 

insectos pequeños (Uetz et al., 2020). Finalmente, este género se destaca porque las especies 

son crípticas, es decir, poco diferenciadas morfológicamente (Arana, 2021). 
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1.3 Género Phyllodactylus en las Galápagos 

En las Islas Galápagos, se han descrito 11 especies endémicas del género Phyllodactylus 

(familia Phyllodactylidae) (Arteaga et al., 2019). De estas, 6 se encuentran en islas habitadas 

por el ser humano: Phyllodactylus leei y P. darwini en Isla San Cristóbal, P. galapagensis en 

Santa Cruz, P. baurii en Floreana, P. simpsoni en Isabela y Fernandina (no habitada por 

humanos) y P. andysabini en Isabela (Arteaga et al., 2019; Carvajal, 2010b, 2010c, 2010a; 

Torres-Carvajal et al., 2016). Estas especies endémicas pueden hallarse en ambientes naturales 

o aquellos influenciados por la actividad humana, donde han desarrollado adaptaciones para la 

caza nocturna en postes de luz y paredes. A pesar de su capacidad de adaptación, se ven 

afectadas por cambios ambientales causados por la actividad antropogénica y la pérdida de 

hábitat. Además, enfrentan impactos ambientales debido a especies introducidas que pueden 

convertirse en competidores, depredadores o incluso portadores de nuevas enfermedades, tal 

como ha ocurrido en otras poblaciones de geckos insulares (Bungard et al., 2014; Case & 

Bolger, 1991; Croak et al., 2008; Williams et al., 2020). Por otro lado, 4 especies de geckos 

introducidos también se reportan en los últimos dos siglos en islas habitadas por el ser humano 

(familia Phyllodactylidae: Phyllodactylus reissii; Gekkonidae: Hemidactylus frenatus y 

Lepidodactylus lugubris y Sphaerodactylidae: Gonatodes caudiscutatus) (Cisneros-Heredia, 

2018; Jadin et al., 2009; Phillips et al., 2012).  

Aunque no hay información suficiente, algunas especies del género se han agregado a la 

lista roja de la Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza (UICN) como en 

peligro. Cabe recalcar que, especies como P. darwini, P. galapagensis y P. leei abordadas en 

este estudio aparecen como “casi amenazadas” por su decrecimiento poblacional. P. baurii es 

un caso de revisión por falta de información (The IUCN Red List of Threatened Species, s. f.).  
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1.4 Estudios biológicos y genéticos previos 

El género Phyllodactylus, particularmente presente en las Islas Galápagos, ha recibido 

escasa atención por parte de los investigadores, con pocos estudios realizados. En 1912, se 

publicó el primer estudio que identificaba 6 especies de Phyllodactylus y 3 subespecies para P. 

galapagensis (John Van Denburgh, 1912). Posteriormente, en 1973, se describieron 3 nuevas 

subespecies en un análisis de 14 poblaciones de geckos en las Islas Galápagos (Arteaga et al., 

2019). Torres-Carvajal et al. (2014) llevaron a cabo el primer estudio filogenético para 

investigar las relaciones evolutivas entre las islas, identificando 10 especies endémicas del 

género Phyllodactylus en las Islas Galápagos, de las cuales, 2 ascendieron de la categoría de 

subespecies a especies y 2 especies no habían sido descritas hasta ese momento (Torres-

Carvajal et al., 2016; Torres‐Carvajal et al., 2014). El último enfoque en el estudio de este 

género ocurrió en 2019, cuando se describieron 2 nuevas especies en la Isla Isabela (P. simpsoni 

y P. andysabini) y se construyó un árbol filogenético molecular basado en el análisis genético 

de 5 marcadores moleculares (Arteaga et al., 2019).   

1.5 Diversidad genética y su importancia en especies endémicas 

En el estudio de las especies endémicas, al tener un rango restringido y un tamaño de 

población reducido, es determinante monitorear la estabilidad y la permanencia de estas 

poblaciones, ya que son más propensas a verse afectadas por disturbios como: deriva génica 

que causa fluctuaciones aleatorias en las frecuencias alélicas de un gen, depresión por 

endogamia, cuellos de botella y otros como cambios demográficos, ambientales y catastróficos 

que aceleran el declive de poblaciones reducidas (Martínez-Tillería et al., 2018). Estos 

impactan negativamente en la dinámica poblacional, estructura y reducen el tamaño efectivo, 

que se entiende como los individuos que van a dar lugar a descendencia en la siguiente 
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generación (Acreche, 2003). Así, se reduce el fitness de la especie y la salud genética de las 

mismas, poniendo en riesgo su viabilidad a futuro (Martínez-Tillería et al., 2018). 

Por otro lado, la diversidad genética es el pilar básico de la biodiversidad porque explica las 

variaciones heredables ocurrentes en un organismo, entre individuos dentro de una población 

y entre poblaciones dentro de una especie. De tal forma, resulta importante estudiarla en el 

campo de la genética de poblaciones endémicas y evolución porque estas disciplinas se 

encargan de dilucidar la conservación y protección de estas especies (Ferrer Marti, 2008; 

Rimieri, 2017).  

1.6 RAD-Seq en estudios biológicos     

RAD-Seq (Secuenciación de ADN asociada al sitio de restricción) es una técnica de 

secuenciación que identifica variaciones genéticas utilizando restricción enzimática para 

fragmentar el ADN y secuenciar regiones específicas del genoma usando tecnología 

Illumina(Etter et al., 2011). Sus principales pasos son digestión enzimática, ligación de 

adaptadores multiplex RAD, sonicación, reparación de extremos, ligación de adaptadores de 

secuenciación, selección de tamaño, amplificación por PCR y la purificación (Shen, 2023). 

Esta técnica permite identificar miles de SNPs (polimorfismos de un solo nucleótido) a la vez 

y por esto ha sido ampliamente seleccionada en estudios de poblaciones, pero también por su 

buena profundidad,  ser económicamente accesible y no necesitar un procedimiento complejo 

(Baird et al., 2008). De tal forma, se acopla a varios diseños experimentales que quieran 

genotipar y descubrir SNPs, pero también en el campo de la genética cuantitativa y estudios 

filogeográficos (Davey & Blaxter, 2010).       
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2. METODOS 

2.1 Recolección de muestras y extracción de ADN 

La recolección de 95 muestras se realizó por el Laboratorio de Zoología Terrestre de la 

Universidad San Francisco de Quito, Ecuador. Se obtuvo tejido de la cola de los individuos en 

las Islas Galápagos (Ver Anexo 1). La extracción de ADN fue hecha por el Laboratorio de 

Biotecnología Vegetal de la misma Universidad con el kit comercial DNeasy Blood & Tissue 

kit (Qiagen, Hilder, GER). Se modificó el protocolo repitiendo el lavado con los buffers AW1 

y AW2, y el ADN se eluyó en un volumen final de 34 µL. La cuantificación del ADN se realizó 

utilizando fluorometría Qubit, y los índices de calidad, A260/A280 y A260/A230, se mediante 

espectrofotometría Nanodrop. Finalmente, se revisó la integridad del ADN en un gel se agarosa 

al 1,5% (p/v) (Figura 1).  El ADN de todos los individuos se normalizó a 50 µL de 20 ± 5 

ng/µL, según los requerimientos de la empresa Floragenex (Eugene, OR, USA).  

2.2 Técnica de RAD-Seq  

Floragenex realizó la técnica RAD-Seq. El ADN genómico se evaluó y controló su 

calidad (QA/QC), se digirió con SbfI y se seleccionaron fragmentos de 169 pb. La eficiencia y 

especificidad de la amplificación por PCR se evaluaron mediante el Analizador de Fragmentos 

Agilent (Agilent, s. f.) y/o electroforesis en gel de agarosa. La secuenciación de las bibliotecas 

RAD-Seq se hizo con la plataforma Illumina NovaSeq6000 (Illumina, s. f.-b). Las corridas de 

secuenciación se realizaron con lecturas pareadas de 150 pares de bases, empleando el kit 

NovaSeq6000 S Prime 300 cycle (Sp300), en dos carriles. Los datos de secuenciación se 

proporcionaron en formato fastq para análisis posteriores. 

2.3 Ensamblaje de RAD-seq usando Stacks 2.65 

Floragenex envió cuatro archivos con los resultados de las secuencias de la hebra 

forward y reverse para los dos carriles. Estos fueron concatenados para obtener un archivo de 
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las secuencias forward y otro de las secuencias reverse. Los dos archivos resultantes fueron 

analizadas usando FastQC (Illumina, s. f.-a).   

Se empleó Stacks 2.65 para procesar las lecturas y generar un catálogo de loci. Un análisis de 

novo consiste en 6 pasos principales; primero, process_radtags separa y limpia las lecturas por 

individuo. Los 3 pasos siguientes son los principales del pipeline (denovo_map.pl): ustacks 

construye los loci, cstacks crea un catálogo de los loci y sstacks une los individuos al catálogo. 

Después, gstacks ensambla contigs y llama a los SNPs. Finalmente, populations filtra los datos, 

calcula estadísticas y exporta formatos útiles para otros estudios (Rivera-Colón & Catchen, 

2022). Process_radtags se corrió con los siguientes parámetros: barcode-dist-1 of 3, -c/-clean, 

-q/-quality y -r/-rescue, lo que permitió conservar más el 80% de las secuencias.            

Se aplicó la metodología propuesta por Paris et. al. (2017) y Rivera-Colón & Catchen (2022) 

descrita para denovo_map.pl. Para esto, se ajustaron los parámetros -M (diferencias entre stacks 

para unirlos en un solo locus) y -n (diferencias en stacks entre individuos para construir el 

catálogo de loci), en el procesamiento con ustacks y cstacks. Se hicieron ensayos de prueba y 

error con rangos del 1 al 7. Para hallar los mejores parámetros, se revisó la diferencia entre loci 

para acercarse a cero en -R 80 (loci polimórficos presentes en al menos el 80% de las muestras) 

(Rivera-Colón & Catchen, 2022). Los parámetros óptimos fueron -M 3, -n 3 y -R 80. 

Finalmente, en módulo de populations se especificaron las poblaciones y las especies de cada 

muestra. Durante el tratamiento de los datos, se depuró loci e individuos para excluir aquellos 

con un alto grado de datos faltantes y una profundidad baja. Las muestras con menos del 35% 

de profundidad se eliminaron utilizando VCFtools v.0.1.5 con el comando -mean_depth. 

Además, se eliminaron los loci que no estuvieran dentro del rango de cobertura de 15 a 200 (-

-min-meanDP 15 y –max-meanDP 200). Como resultado, se utilizaron 93 de 95 individuos y 

30,353 loci en un archivo tipo VCF en los análisis posteriores (Ver Anexo 1). 
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2.4 Gráfico de componentes principales (PCA) 

El análisis de componentes principales (PCA) se realizó para evaluar la variación 

genética entre especies de Phyllodactylus utilizando el paquete adegenet (Jombart & Ahmed, 

2011) en R, siguiendo el guion de Cerca (2021) y Rivera-Colón, et al. (2022).  

2.5 Árbol filogenético 

Se convirtió el archivo VCF a formato Nexus con los sitios variables a un archivo 

PHYLIP utilizando el script vcf2phylip.py(Ortiz, 2019). Posteriormente, se utilizó el programa 

IQ-TREE v1.6.12 (Chernomor et al., 2016; Minh et al., 2020; Nguyen et al., 2015) para inferir 

la relación filogenética entre los 93 individuos. Se aplicó un modelo General Time Reversible 

(GTR) con corrección de sesgos para SNPs (ASC) utilizando la opción -m GTR+ASC. Se 

realizaron 1000 bootstrap replicates (Minh et al., 2020). El árbol resultante se visualizó en R 

con el paquete ape (Paradis & Schliep, 2019) y el código Newick generado en el paso anterior.  

2.6 Red de haplotipos 

Se construyó la red de haplotipos utilizando el algoritmo de Fitchi (Matschiner, 2016) 

y el archivo NEXUS como input. Se utilizaron los parámetros -m 0.3 y -p auto para mostrar las 

transiciones y transversiones entre las secuencias.  

2.7 Análisis de estructura poblacional y diferenciación genética 

Para saber el nivel de diferenciación genética entre las especies, se estimó el estadístico 

FST (Weir & Cockerham, 1984) usando VCFtools v.0.1.5 (Danecek et al., 2011). Se tomó en 

cuenta la comparación entre cada par de especies. 

2.8 Análisis de diversidad genética 

Para entender la diversidad genética entre especies se calculó la heterocigosidad 

esperada (He) usando el software populations en Stacks 2.65 (Rivera-Colón & Catchen, 2022). 
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3. RESULTADOS 

3.1 Concentración e índices de calidad del ADN extraído 

Las concentraciones obtenidas del ADN extraído de las 95 muestras estuvieron en un 

rango de 8.92 ng/µL a 25.8 ng/µL. Los índices de calidad presentaron valores de 1.77 a 3.42, 

en A260/A280 y 0.3 a 4.15 en A260/A230 (Ver Anexo 1). Adicionalmente, en la Figura 1 se 

muestra un gel de agarosa al 1.5% con varias muestras, en donde las bandas son nítidas, 

revelando buena calidad (Figura 1). 

3.2 Calidad de secuencias y loci obtenidos después del procesamiento con Stacks 2.65 

En la Tabla 1, se muestra un resumen de los resultados del análisis FastQC para las 

hebras forward y reverse después del secuenciamiento con Illumina. La técnica RAD-Seq 

procesó 1,021,167,325 secuencias forward y el número equivalente de secuencias reverse. 

Además, ninguna secuencia se marcó como de baja calidad. En ambas hebras, el tamaño de los 

fragmentos es de 169 pb, lo que es congruente con el tamaño de fragmentos seleccionado para 

la secuenciación. El contenido de GC varía mínimamente entre hebras. Finalmente, la calidad 

media del secuenciamiento dada por los Phred Score, se muestra consistente en las dos hebras, 

con un valor de 36. Luego de realizar el pipeline denovo_map.pl de Stacks 2.65 se obtuvieron 

30,353 loci polimórficos para el análisis. 

3.3 Análisis de estructura poblacional y diferenciación genética 

En la Figura 2 se presenta la distribución de las muestras según su grado de similitud, 

basado en el análisis de componentes principales (PCA). Se observa el primer acercamiento a 

la distribución de las especies agrupadas en 3 diferentes clústers. En el clúster 1, se encuentra 

agrupado P. darwini. En el segundo clúster se encuentra solo P. leei y finalmente, en el tercero 

se encuentran P. galapagensis, P. simpsoni, P. andysabini y P. baurii. Se observa que esta 

distribución explica el 51% de la variación de los datos (PC1=28%; PC2=23%). 



19 
 

 

El árbol filogenético sin raíz (Figura 3B) exhibe cinco ramas que representan a las 

especies del género Phyllodactylus. Se evidencia que P. andysabini se encuentra integrado en 

la rama correspondiente a P. simpsoni. Los números al final de cada bifurcación denotan la 

identificación del individuo respectivo. Además, se aprecia una agrupación de los individuos 

según la isla de origen (Figura 3A y Figura 3B). 

La red de haplotipos (Figura 4) muestra la agrupación de las 6 especies estudiadas en 

cinco grupos distintos. Cada círculo representa un individuo diferente con un haplotipo único, 

mientras que cada segmento nodal representa las sustituciones nucleotídicas. La divergencia 

entre los grupos está determinada por las transiciones entre las secuencias, y la longitud de las 

ramas refleja las transversiones inferidas por el algoritmo de Fitchi. (Matschiner, 2016) 

En la Figura 5, se presenta el mapa de calor con los valores del estadístico FST de 

divergencia genética entre especies. Este estadístico representa la proporción de la varianza 

genética en una población en relación al total de la varianza genética. Los valores oscilan entre 

0 y 1, siendo 1 el grado más alto de diferenciación (University of Wyoming, s. f.). Esta muestra 

valores quevarían desde -0.002 hasta 0.984. Se observa que las especies más relacionadas son 

P. simpsoni y P. andysabini, con un valor de diferenciación de -0.002, mientras que las especies 

más divergentes son P. leei y P. darwini, con un valor de 0.984. 

3.4 Heterocigosidad esperada 

Finalmente, se calculó de heterocigosidad esperada (He) que es una medida de variación 

genética en una población que indica la proporción de los heterocigotos esperados bajo el 

equilibrio de Hardy-Weinberg. Tiene sus valores de 0 a 1, siendo cero baja diversidad genética 

y 1 alta diversidad (Harris & DeGiorgio, 2016). La Tabla 2, muestra los valores obtenidos de 

la heterocigosidad esperada (He) de cada especie. Estos varían desde 0.0175 hasta 0.0794. Se 

observa que la especie con menor diversidad genética es P. baurii (0.0175), en tanto la especie 

con mayor heterocigosidad esperada es P. simpsoni (0.0794). 
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4. DISCUSIÓN  

4.1 Caracterización de muestras y evaluación de calidad 

Para este estudio se obtuvieron muestras representativas de seis especies analizadas: P. 

galapagensis, P. simpsoni, P. andysabini, P. baurii, P. leei y P. darwini, de acuerdo con su 

distribución. Estas se tomaron de poblaciones distintas en lugares diferentes. Se evidencian 

concentraciones variables (Anexo 1). Sin embargo, estas fueron normalizadas a 20 ± 5 ng/µL, 

permitiendo la observación en geles de agarosa y siendo suficiente para técnicas de 

secuenciación de nueva generación como Illumina (Genewiz, s. f.). Adicionalmente, el gel de 

agarosa (Figura 1) presenta bandas nítidas y sin esparcimiento lo que demostró que el ADN es 

íntegro y no degradado (DOE Joint Genome Institute, 2012). Los estándares de calidad 

A260/280 y A260/230 se cumplieron en rangos de 1.8 – 2.0 y 1.8 – 2.2 respectivamente 

(Thermo Scientific, 2019), con excepción de pocas muestras aceptadas por Floragenex. La 

calidad de las lecturas resultantes de la secuenciación es excelente con un Phred Score general 

de 36, lo que indica una precisión de secuenciación por Illumina del 99.90% aproximadamente 

(ZYMO, 2021). Además, se obtuvieron fragmentos del tamaño esperado por la enzima de 

restricción SbfI y ninguna secuencia fue marcada como de mala calidad. Esto demuestra que 

las lecturas son aptas para los estudios correspondientes. 

Por último, la técnica de RAD-Seq proporciona una diferenciación más precisa de los 

individuos estudiados, aumentando la fiabilidad de las asociaciones con el uso de un extenso 

conjunto de marcadores moleculares (Zeggini & Ioannidis, 2009), en este caso, 30,353 loci 

polimórficos. Ofrece una mayor profundidad de cobertura por lectura, incrementando la 

confianza en los resultados (Andrews et al., 2016). 

4.2 Estructura poblacional y diferenciación genética 
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En la Figura 2, gráfico de componentes principales (PCA), se identificó 3 clústers. Uno 

de ellos compuesto por P. galapagensis, P. simpsoni, P. andysabini y P. baurii. En estudios 

previos se agrupaba a P. baurii, P. simpsoni, y a P. andysabini, dentro de P. galapagensis (John 

Van Denburgh, 1912). De hecho, hasta el estudio de 1973 P. baurii y P. simpsoni eran 

subespecies de P. galapagensis (Lanza, 1973) y es después de esto, en 2014, que se eleva a 

estas a un estado de especies (Torres‐Carvajal et al., 2014). Por lo que, resulta esperable la 

relación hallada en el PCA, que se ve respaldada con el acercamiento en el árbol filogenético 

(Figura 3B) y la red de haplotipos (Figura 4). 

Por otro lado, P. darwini y P. leei se destacan como las especies más distantes, 

formando los clústeres 1 y 2 respectivamente. Esto coincide con estudios anteriores sobre la 

filogeografía de estas especies (Arteaga et al., 2019; Torres-Carvajal et al., 2016; Torres‐

Carvajal et al., 2014). Además, las islas más cercanas a San Cristóbal, donde se encuentran 

estas dos especies, son Santa Cruz a 103 km y Floreana a 121 km, distancias mayores 

comparadas, por ejemplo, con los 30 km entre Santa Cruz e Isabela (Google, s. f.). 

Finalmente, los resultados sugieren que P. andysabini está estrechamente relacionada 

con P. simpsoni (Figuras 2, 3B y 4). Hasta 2019 se consideraba a P. simpsoni y P. andysabini 

como una misma especie, lo que es congruente con el solapamiento en la distribución 

geográfica de ambas especies en la Isla Isabela (Arteaga et al., 2019; Torres-Carvajal et al., 

2016; Torres‐Carvajal et al., 2014). Sin embargo, el estudio de Arteaga et al. (2019) basado en 

identificación morfológica y análisis de cinco marcadores moleculares (fragmentos 12S, 16S, 

ND4, c-mos y RAG1) las identificó como especies distintas. Su diferenciación se basó en cinco 

marcadores genéticos y en la comparación de datos morfológicos y de coloración. Las 

diferencias fenotípicas incluyen la ausencia de contacto entre supranasales y la presencia de 

áreas densamente punteadas en la garganta. Sin embargo, se mencionó que la separación es 

preliminar y sugirieron estudiar el caso con más marcadores genéticos (Arteaga et al., 2019). 
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En la Figura 5, se observa un valor cercano a cero entre P. simpsoni y P. andysabini, lo 

que sugiere también un acercamiento genético entre estas especies. Al ser especies descritas en 

2019, la información disponible es limitada. Y, se sugiere que una separación reciente podría 

explicar la cercanía genética (Arteaga et al., 2019). Adicionalmente, se registra un valor 

negativo en la correlación porque puede que la muestra sea muy pequeña en comparación con 

el número de alelos evaluados (Gerlach et al., 2010). No obstante, varios estudios consideran 

apropiado tomar valores negativos como cero para la estimación, lo que implica poblaciones 

idénticas (Thavornkanlapachai et al., 2021; Willing et al., 2012). Cabe recalcar, que esta 

cercanía genética se ve respaldada por los otros resultados presentados y se sugiere revisar la 

clasificación porque parecería que están estrechamente relacionados. 

Según Wright (1978), los valores de FST se interpretan así: 0-0.05 indica poca 

diferenciación, 0.05-0.15 diferenciación moderada, 0.15-0.25 gran diferenciación, y más de 

0.25 diferenciación extrema (Viveros-Viveros et al., 2014). La Figura 5 muestra que P. darwini 

presenta los valores más altos de diferenciación genética en comparación con las otras especies, 

con rangos de 0.972 a 0.991.Con respecto a esto, estudios previos mencionan que este género 

tuvo mínimo dos eventos de colonización originarios de América del Sur. Se presume que la 

primera colonización se dio hace 13.3 millones de años (Ma) y dio lugar a una radiación de 

varias especies en islas modernas, con excepción de P. darwini en San Cristóbal. 

Posteriormente, el ancestro de P. darwini, que se originó en tierras bajas occidentales de 

Sudamérica, colonizó el archipiélago hace 3.1 Ma y se diversificó por dispersión y vicarianza, 

lo que está respaldado por la cercanía genética de P. darwini a especies continentales 

(Duellman, William E. et al., 1979; Torres‐Carvajal et al., 2014; Werner & Hoernle, 2003).     

Además, se observa que todos los otros valores son mayores a 0.671, lo que indica una 

alta diferenciación entre las especies. En los archipiélagos de origen volcánico, se esperan 

valores altos de diferenciación debido a las barreras oceánicas entre islas (Mairal et al., 2015). 
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Se observa también que en el caso de P. darwini y P. leei existe una diferenciación alta a pesar 

de estar distribuidos en la isla San Cristóbal. Esta posible separación de hábitats dentro de las 

islas volcánicas puede atribuirse a erupciones secundarias y desplazamiento de tierras (Mairal 

et al., 2015). Además, la diferencia de colonizaciones previamente mencionada y la actividad 

antropogénica también podrían explicar esta diferenciación, dado que se ha observado que 

afecta a otras especies de reptiles (Bungard et al., 2014; Croak et al., 2008; Towns et al., 2001). 

4.3 Diversidad Genética 

En la Tabla 2, se observan en general valores bajos cercanos a cero. Sin embargo, esto 

es comparable con otros estudios similares en geckos insulares de Japón, en donde se obtuvo 

valores de 0.089 - 0.110 en Gekko japonicus y 0 – 0.018 en Gekko tawaensis con la técnica de 

variación en alozimas (Toda et al., 2003). Por otro lado, en estudios con microsatélites se ha 

encontrado valores de 0.86 en Gehyra variegata (Hoehn & Sarre, 2006) y 0.160 – 0.917 en 

Gekko swinhonis (Li & Zhou, 2007). En este caso, se debe considerar que los microsatélites 

estudian pocos loci, usualmente menos de 20, en contraposición con los miles analizados con 

RAD-Seq (Zimmerman et al., 2020). Además, los microsatélites se enfocan en estudiar loci 

polimórficos, por lo que, pueden arrojar valores sobreestimados (Queirós et al., 2015). Por su 

lado, se ha mencionado a RAD-Seq como una herramienta buena para estimar la diversidad 

genética de las especies por ser más precisos (Zimmerman et al., 2020).  

Sin embargo, estos valores bajos pueden estar relacionados al hecho de que se trata de 

especies endémicas insulares, con una distribución restringida y poblaciones pequeñas, por lo 

que, aumenta el riesgo de endogamia. Además, pudieron haber experimentado cuellos de 

botella al momento de su fundación o recientemente (Frankham, 1997; James et al., 2016). 

Adicionalmente, en general las poblaciones de reptiles muestran baja diversificación por 

factores como efecto fundador, eventos fortuitos, alopatría y alto riesgo de mortalidad (Queirós 

et al., 2015). 
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5. CONCLUSIONES  

El género Phyllodactylus, distribuido a lo largo de América y especialmente en las Islas 

Galápagos, ha recibido escasa atención en términos de investigación y la falta de datos impide 

evaluar adecuadamente el estado actual de estas especies. El presente estudio permitió entender 

con precisión la estructura y diversidad genética de las especies de Phyllodactylus analizadas, 

gracias a los 30,000 loci utilizados. Se comprobó que P. darwini es la especie más distante, 

mientras que se reafirmó la relación entre P. galapagensis, P. baurii, P. simpsoni y P. 

andysabini, tal como se sugería anteriormente. Además, se observa que P. simpsoni y P. 

andysabini están estrechamente relacionados. A su vez, se muestra que las especies analizadas 

tienen una baja heterocigosidad esperada y una alta diferenciación entre ellas. La aplicación de 

RAD-Seq, una técnica sencilla que emplea múltiples marcadores moleculares ha 

proporcionado una inferencia más certera en este ámbito. Finalmente, este estudio destaca la 

importancia de investigar la diversidad genética de especies endémicas insulares para 

comprender su estado, adaptación y viabilidad a largo plazo, lo que es fundamental para 

informar estrategias efectivas de conservación. 
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6. TABLAS 

Tabla 1. Resultados del análisis FastQC para las secuencias concatenadas de la hebra 

Forward y Reverse con secuenciación Illumina. 

  
Archivo de lecturas 

Forward 

Archivo de lecturas 

Reverse 

Cifrado Sanger/Illumina 1.9 Sanger/Illumina 1.9 

Secuencias Totales 1,021,167,325  1,021,167,325  

Secuencias de mala calidad 0 0 

Longitud de secuencias 169 169 

%GC 49 48 

Promedio de calidad (Phred 

Scores) 
36 36 

 

Tabla 2. Evaluación de la diversidad genética (Heterocigosidad esperada (He)) en 93 

individuos del género Phyllodactylus. 

Especie 
Heterocigosidad 

esperada (He) 

P. simpsoni 0.0794 

P. baurii 0.0175 

P. leei 0.0507 

P. darwini 0.0189 

P. galapagensis 0.0595 

P. andysabini 0.0425 
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7. FIGURAS 

 

Figura 1. Revisión de integridad del ADN extraído en gel de agarosa al 1.5%. El ladder de 

referencia se encuentra en el primer carril. Los números de muestra se encuentran en la parte 

superior de cada carril. 

 

 

Figura 2. Análisis de componentes principales (PCA) de 93 geckos endémicos de las 

Galápagos. Los individuos muestreados se encuentran marcados con colores según su especie.  
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Figura 3. A. Mapa de las Islas Galápagos muestreadas. B. Árbol filogenético de seis especies 

del género Phyllodactylus. Árbol construido con IQTREE v1.6.12 y visualizado usando el 

package ape, R.  
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Figura 4. Red de haplotipos de seis especies del género Phyllodactylus. Hecha con el algoritmo 

de Fitchi (Matschiner, 2016), parámetros -p -m 0.5. 

 

 

Figura 5. Mapa de calor de una medida de divergencia genética entre especies (Estadístico 

FST) del género Phyllodactylus, comparación realizada por pares.  
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9. ANEXOS 

ANEXO 1: INFORMACIÓN SOBRE LOS INDIVIDUOS MUESTREADOS EN ESTE 

ESTUDIO EN LAS ISLAS GALÁPAGOS (LABORATORIO DE ZOOLOGÍA 

TERRESTRE, 2023). 

 

ID Especie 

Concentración 

de ADN ng/µl 

Índice de 

calidad 

260/280 

Índice de 

calidad 

260/230 

Lugar de 

muestreo 

4078 
Phyllodactylus 

andysabini 16.4 1,9 2,65 
Volcán Wolf, 

Isabela 

4079 
Phyllodactylus 

andysabini 23 1,86 2,37 
Volcán Wolf, 

Isabela 

3993 Phyllodactylus baurii 25.8 1,88 2,1 
Floreana 

Oeste  

3994 Phyllodactylus baurii 24.4 1,9 2,41 
Floreana 

Oeste  

3995 Phyllodactylus baurii 22.2 1,92 2,47 
Floreana 

Oeste  

3997 Phyllodactylus baurii 14.98 1,86 1,93 
Floreana 

Oeste  

3998 Phyllodactylus baurii 22.8 1,93 3,15 
Floreana 

Oeste  

4012 Phyllodactylus baurii 23.6 1,84 1,61 
Floreana 

Norte  

4013 Phyllodactylus baurii 22.4 1,84 1,62 
Floreana 

Norte  

4014 Phyllodactylus baurii 23.2 1,81 1,49 
Floreana 

Norte  

4015 Phyllodactylus baurii 21.4 1,83 1,68 
Floreana 

Norte  

4017 Phyllodactylus baurii 20.6 1,85 1,94 
Floreana 

Norte  

4018 Phyllodactylus baurii 22.8 1,88 1,3 
Floreana 

Norte  

4019 Phyllodactylus baurii 24 1,77 1,67 
Floreana 

Norte  

4024 Phyllodactylus baurii 20.6 1,78 1,17 Floreana Este  

4027 Phyllodactylus baurii 19.54 1,81 1,52 Floreana Este  

4028 Phyllodactylus baurii 19.42 1,84 1,38 Floreana Este  

4029 Phyllodactylus baurii 18.94 1,89 1,47 Floreana Este  

4031 Phyllodactylus baurii 17.2 1,9 2,19 Floreana Este  

4119 

Phyllodactylus 

darwini 21.2 1,83 2,4 

Playa 

Baquerizo, 

San Cristóbal 

4121 
Phyllodactylus 

darwini 16.6 1,83 2,22 

Playa 

Baquerizo, 
San Cristóbal 

4140* 
Phyllodactylus 

darwini 8.92 3,42 0,3 
Bahía Sardina, 
San Cristóbal 

4146 
Phyllodactylus 

darwini 15.1 1,95 2,17 
Tijeretas, San 

Cristóbal 

4150 
Phyllodactylus 

darwini 25 1,97 1,73 
Tijeretas, San 

Cristóbal 

4160 

Phyllodactylus 

darwini 15.4 1,89 2,31 

Jardín de 
Opuntias, San 

Cristóbal 

4211 

Phyllodactylus 

darwini 18 1,92 1,97 

Puerto Chino, 

San Cristóbal 
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4214 
Phyllodactylus 

darwini 21 1,88 2,41 
Puerto Chino, 
San Cristóbal 

4215 
Phyllodactylus 

darwini 17.8 1,9 2,68 
Puerto Chino, 
San Cristóbal 

4219 
Phyllodactylus 

darwini 14.8 1,88 2,36 
Puerto Chino, 
San Cristóbal 

4220 
Phyllodactylus 

darwini 23.4 1,87 2,38 
Puerto Chino, 
San Cristóbal 

4221 
Phyllodactylus 

darwini 15.5 1,88 2,38 
Puerto Chino, 
San Cristóbal 

4222 
Phyllodactylus 

darwini 18.3 1,91 2,54 
Puerto Chino, 
San Cristóbal 

4247 
Phyllodactylus 

darwini 15.1 2,01 3,88 
Lobería, San 

Cristóbal 

4248 
Phyllodactylus 

darwini 16.3 1,98 2,87 
Lobería, San 

Cristóbal 

4249 
Phyllodactylus 

darwini 15.1 2,06 3,75 
Lobería, San 

Cristóbal 

3961* 

Phyllodactylus 

galapagensis 12.4 1,91 3,12 

Playa 

Garrapatero, 

Santa Cruz 

3971 

Phyllodactylus 

galapagensis 16.2 2,11 4,15 

Bahía 

Tortuga, Santa 

Cruz 

3972 

Phyllodactylus 

galapagensis 18.6 1,9 2,3 

Bahía 

Tortuga, Santa 

Cruz 

3977 
Phyllodactylus 
galapagensis 11.6 1,89 2,12 

Playa 

Garrapatero, 
Santa Cruz 

3982 

Phyllodactylus 

galapagensis 15.2 1,9 1,66 

Playa 
Garrapatero, 

Santa Cruz 

3983 

Phyllodactylus 

galapagensis 16.5 1,97 2,26 

Playa 

Garrapatero, 

Santa Cruz 

3984 

Phyllodactylus 

galapagensis 13.3 1,87 2,62 

Playa 

Garrapatero, 

Santa Cruz 

3988 
Phyllodactylus 
galapagensis 16.4 1,91 2,16 

Playa 

Garrapatero, 
Santa Cruz 

4032 
Phyllodactylus 
galapagensis 25.2 1,86 2,28 

Playa Roja, 
Santa Cruz 

4033 

Phyllodactylus 

galapagensis 15.7 1,91 2,14 

Bahía 
Tortuga, Santa 

Cruz 

4037 

Phyllodactylus 

galapagensis 17.4 1,98 1,53 

Bahía 

Tortuga, Santa 

Cruz 

4038 

Phyllodactylus 

galapagensis 15.5 1,9 2,21 

Bahía 

Tortuga, Santa 

Cruz 

4039 
Phyllodactylus 
galapagensis 19.5 1,91 2,07 

Bahía 

Tortuga, Santa 
Cruz 

4043 

Phyllodactylus 

galapagensis 17 1,83 2,52 

Playa Roja, 

Santa Cruz 

4044 

Phyllodactylus 

galapagensis 19.8 1,84 1,75 

Playa Roja, 

Santa Cruz 

4045 

Phyllodactylus 

galapagensis 19.8 1,9 2,21 

Playa Roja, 

Santa Cruz 

4046 

Phyllodactylus 

galapagensis 23.6 1,92 1,88 

Playa Roja, 

Santa Cruz 
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4047 
Phyllodactylus 
galapagensis 15.4 1,85 2,44 

Playa Roja, 
Santa Cruz 

4115 Phyllodactylus leei 15.5 1,87 1,34 

Playa 
Baquerizo, 

San Cristóbal 

4124 Phyllodactylus leei 17.2 1,86 1,98 

Playa 

Baquerizo, 

San Cristóbal 

4127 Phyllodactylus leei 24 1,89 2,72 

Punta Pitt, 

San Cristóbal 

4128 Phyllodactylus leei 21.2 1,88 1,68 

Punta Pitt, 

San Cristóbal 

4131 Phyllodactylus leei 16.6 1,9 2,44 

Punta Pitt, 

San Cristóbal 

4133 Phyllodactylus leei 23.2 1,88 2,4 

Punta Pitt, 

San Cristóbal 

4138 Phyllodactylus leei 23 1,94 2,81 

Bahía Sardina, 

San Cristóbal 

4139 Phyllodactylus leei 22.8 1,88 2,11 

Bahía Sardina, 

San Cristóbal 

4145 Phyllodactylus leei 20 1,83 2,36 

Tijeretas, San 

Cristóbal 

4152 Phyllodactylus leei 16.4 1,84 2,15 

Tijeretas, San 

Cristóbal 

4164 Phyllodactylus leei 19.4 1,86 1,97 

Jardín de 

Opuntias, San 

Cristóbal 

4212 Phyllodactylus leei 15.7 1,95 2,09 

Puerto Chino, 

San Cristóbal 

4226 Phyllodactylus leei 14 1,84 1,32 

Puerto Chino, 

San Cristóbal 

4236 Phyllodactylus leei 15.1 1,8 0,36 

Lobería, San 

Cristóbal 

4238 Phyllodactylus leei 15.1 1,93 2,38 

Lobería, San 

Cristóbal 

4054 
Phyllodactylus 

simpsoni 15.6 1,89 1,47 

Puerto 

Villamil, 
Isabela 

4056 

Phyllodactylus 

simpsoni 17.6 1,9 2,19 

Puerto 
Villamil, 

Isabela 

4057 

Phyllodactylus 

simpsoni 17.8 1,87 1 

Puerto 

Villamil, 

Isabela 

4059 

Phyllodactylus 

simpsoni 24.6 1,93 1,82 

Puerto 

Villamil, 

Isabela 

4061 
Phyllodactylus 

simpsoni 16.9 1,86 2,08 

Puerto 

Villamil, 
Isabela 

4068 

Phyllodactylus 

simpsoni 19.5 1,9 2,65 

Volcán 
Alcedo, 

Isabela 

4072 

Phyllodactylus 

simpsoni 16.3 1,91 2,14 

Volcán 

Alcedo, 

Isabela 

4073 
Phyllodactylus 

simpsoni 15 1,98 1,53 

Volcán 

Alcedo, 
Isabela 

4074 

Phyllodactylus 

simpsoni 15.2 1,9 2,21 

Volcán 
Alcedo, 

Isabela 
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4075 

Phyllodactylus 

simpsoni 19.2 1,91 2,07 

Volcán 
Alcedo, 

Isabela 

4077 

Phyllodactylus 

simpsoni 18.5 1,85 2,65 

Volcán 

Alcedo, 

Isabela 

4080 

Phyllodactylus 

simpsoni 24 1,91 3,02 

Punta 

Espinoza, 

Fernandina 

4081 
Phyllodactylus 

simpsoni 19.96 2,11 4,15 

Punta 

Espinoza, 
Fernandina 

4084 

Phyllodactylus 

simpsoni 22.2 1,9 2,3 

Punta 
Espinoza, 

Fernandina 

4086 

Phyllodactylus 

simpsoni 24.6 1,89 2,12 

Punta 

Espinoza, 

Fernandina 

4087 

Phyllodactylus 

simpsoni 25 1,9 1,66 

Punta 

Espinoza, 

Fernandina 

4089 
Phyllodactylus 

simpsoni 24 1,97 2,26 

Punta 

Espinoza, 
Fernandina 

4092 

Phyllodactylus 

simpsoni 18 1,82 1,64 

Volcán 
Darwin, 

Isabela 

4093 

Phyllodactylus 

simpsoni 16.2 1,86 2,65 

Volcán 

Darwin, 

Isabela 

4094 

Phyllodactylus 

simpsoni 16.1 1,85 2,54 

Volcán 

Darwin, 

Isabela 

4095 
Phyllodactylus 

simpsoni 19.9 1,79 1,25 

Volcán 

Darwin, 
Isabela 

4100 
Phyllodactylus 

simpsoni 19.6 1,82 1,85 
Cerro Azul, 

Isabela 

4101 
Phyllodactylus 

simpsoni 14.3 1,81 1,59 
Cerro Azul, 

Isabela 

4102 
Phyllodactylus 

simpsoni 17.9 1,83 1,91 

Cerro Azul, 

Isabela 

4103 
Phyllodactylus 

simpsoni 20.2 1,82 1,57 
Cerro Azul, 

Isabela 

4105 
Phyllodactylus 

simpsoni 15.1 1,8 1,46 
Cerro Azul, 

Isabela 

4106 
Phyllodactylus 

simpsoni 16.3 1,87 2,09 
Cerro Azul, 

Isabela 

*Muestras eliminadas de los análisis con VCFtools v.0.1.5 

 

 

 


