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RESUMEN: Se han analizado tres especies de la tribu Megacephalini mediante
técnicas citogenéticas, filogenéticas y filogeograficas. La posicion filogenética y los
datos citogenéticos para Pseudotetracha whelani disponibles en la bibliografia han
sido confirmados. Se ha hallado un cariotipo con férmula meiética n=11+XY para P.
australis, filogenéticamente proxima al complejo de especies blackburni/murchisona.
Los datos moleculares obtenidos en este trabajo del gen citocromo oxidasa Il han
confirmado la monofilia de este complejo de especies, que ha sido discutida en
trabajos previos. Se ha observado un sistema de cromosomas sexuales multiples de
tipo quiasmatico y de origen reciente, del tipo n=10+lll, en la especie P. blackburni. Los
datos citogenéticos obtenidos junto con los datos disponibles en la bibliografia,
observados en el contexto de la filogenia molecular, permiten inferir la existencia de
una dindmica evolutiva tendente a la reduccién del nimero de cromosomas.

ABSTRACT: Three species of the tribe Megacephalini have been analyzed through
cytogenetic, phylogenetic and phylogeographic methods. The cytogenetic data and the
phylogenetic relationship of Pseudotetracha whelani available in the literature have
been confirmed. A karyotype with a meioformula of n=11+XY has been found for P.
australis, phylogenetically close to the blackburni/murchisona species complex. The
monophyly of this complex has been confirmed by the results obtained from the
phylogenetic analysis of the cytochrome oxydase IIl gene. A multiple sex chromosome
system (n=10+lll) has been found in P. blackburni. The cytogenetic data obtained in
this work, together with those available in the literature, analyzed in the context of the
molecular phylogeny, allows to infer the existence of a evolutionary dynamic towards
the reduction of the chromosome number.
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1.1.- Base conceptual

1.1.1.- Citogenética animal (Evolucion cromosdmica)

Una faceta importante de la citogenética animal ha sido el estudio de las diferencias y
similitudes cromosdmicas entre especies relacionadas o razas cromosomicas dentro de una especie.
Ejemplos clésicos de este tipo de estudios los encontramos en diversos grupos animales entre los
que se pueden mencionar los mamiferos, como el estudio comparativo de los cromosomas de
humanos y los grandes simios llevados a cabo por Pearson (1973), los trabajos en diversas especies
de ratas de Yosida y Sagay (1973) o sobre traslocaciones robertsonianas de Brooker (1982) en Mus
musculus. Entre los insectos, los estudios con los cromosomas politénicos de los dipteros, como
Simulidae (Rothfels, 1980) o drosofilidos (Carson, 1970) han proporcionado observaciones
espectaculares y excepcionales en el reino animal. Los cromosomas de ortdpteros, con un patron
méas comun entre los insectos han proporcionado un gran nimero de casos de razas cromosomicas y
zonas hibridas entre especies (Hewitt y Barton, 1980; Shaw et al., 1980; Morgan-Ritchards, 1997;
Morgan-Ritchards et al., 2000; Morgan-Ritchards et al., 2003). El impacto inicial de estos estudios
clasicos han llevado a algunos autores a considerar a las reorganizaciones cromosémicas como un

factor principal en la especiacion animal (White, 1978; King, 1993).

Los cromosomas de los coledpteros son generalmente de pequefio tamafio y se les considera
como dificiles citogenéticamente (Crowson, 1981). Desde el trabajo recopilatorio de Smith y Virkii
(1978) numerosos autores han contribuido al conocimiento citogenético de los coledpteros. Hasta la
recopilacién de Petitpierre (1996) se conocian datos de mas de 3000 especies de coledpteros,
mostrando un amplio rango de variacion entre 2n=4 en el elatérido de América del Sur
Chalcolepidus zonatus (Ferreria et al., 1984) hasta 2n=69 en el carabido paleartico Ditomus capito
(Serrano, 1981). Los datos citogenéticos acumulados desde entonces, no han modificado este rango

de variacion numérica.
1.1.2.- Reorganizaciones cromosémicas y especiacion

Las reorganizaciones cromosomicas son cambios en la estructura de los cromosomas
producidos por fendmenos de translocacion (salto de un fragmento de un cromosoma a otro),
inversion (cambio en la orientacion de un fragmento de un cromosoma) o de fusion (unién de dos

cromosomas) y fision (ruptura de un cromosoma en dos). Estos cambios producen alteraciones

3
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visibles en el cariotipo aunque a menudo no afectan al fenotipo.

Se ha comprobado en diferentes especies, incluidos ortopteros y seres humanos que
aproximadamente uno de cada 500 individuos de una poblacion cualquiera poseen una
reorganizacion cromosomica (White, 1978), que a nivel individual habitualmente no produce
ningun efecto negativo, a pesar de que muchos investigadores siguen considerdndolas como
deletéreas (Rieseberg, 2001).

Algunos trabajos (Lewis, 1966; White, 1978; Templeton, 1981; Grant, 1981; Baker y
Bickman, 1986; Rieseberg, 2001) apuntan a que, por medio de diferentes mecanismos, las
reorganizaciones cromosomicas tienen un papel importante en los procesos de especiacion. White
(1978) les atribuye un papel fundamental e imprescindible, incluso hablando de un modelo de
especiacion llamado estasipatrico; otros autores (Grant, 1981; King, 1993; Futuyma y Mayer, 1980;
Sites y Moritz, 1987; Coyne y Orr, 1998), sin embargo, le restan importancia y lo consideran un

fendmeno secundario en el proceso y posterior al evento de especiacion.

El principal mecanismo por el que las reorganizaciones cromosémicas contribuyen a la
formacion de nuevas especies es la disminucion de la viabilidad reproductiva de los hibridos entre
los individuos con cariotipo normal y aquellos que presentan la reorganizacion (Searle, 1998), al
verse reducida su fertilidad a causa de las dificultades mei6ticas que presentan los hibridos del sexo
heterogamético (hecho conocido como la Regla de Haldane: “si uno de los dos sexos es inviable,
siempre es el heterogamético”). Ademas, Rieseberg (2001) atribuye a la supresién de la
recombinacion meidtica en estos hibridos un papel primario en el proceso de especiacion, al
disminuir el flujo génico entre regiones cromosémicas de mayor tamafio del logrado por cualquier
otro mecanismo. Esto puede facilitar la persistencia y posterior especiaciéon de especies incipientes

en parapatria en contacto con la especie progenitora.

Existen diferentes modelos que explican el papel de las reorganizaciones cromosémicas en
los fendmenos de especiacion (Lewis, 1966; White, 1978; Templeton, 1981; Grant, 1981; Baker y
Bickman, 1986). Generalmente muestran escenarios con poblaciones pequefias y con un alto indice
de endogamia, en las que la deriva genética cuenta con un papel primario en las frecuencias alélicas,
y aisladas geograficamente de la poblacion parental. Algunos modelos sugieren que las
reorganizaciones cromosomicas pueden conferir a los individuos que las portan ventajas adaptativas
que les permitan colonizar nuevos habitats (modelo de especiacion cuantica: Grant, 1981) o incluso

invadir el habitat de la forma parental (modelo de especiacion estasipatrica: White, 1978).
4
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1.1.3.- Estudios citogenéticos en coledpteros

Los coleopteros han sido abordados desde el punto de vista citogenético. Smith y Virkki
(1978) recopilan informacién del cariotipo y del mecanismo de determinacion cromosomica del
sexo de 2160 especies. Estudios posteriores (revision en Schneider et al., 2004) recopilan
informacion de otro marcador cromosomico, la localizacién de los genes ribosomales, en un total de
196 especies diferentes. Estos trabajos se refieren a la descripcion del nimero cromosémico y del
sistema de cromosomas sexuales. Eduard Petitpierre aborda en una revision (Petitpierre, 1996) el
conjunto de técnicas utilizadas actualmente para estudiar los cromosomas en coledpteros:
hibridacién in situ fluorescente para localizar ADN satélite o los genes ribosomales, digestion de los
cromosomas con endonucleasas de restriccion in situ o la localizacién de regiones enriquecidas en

AT o CG mediante fluorocromos.

1.1.4.- Métodos filogenéticos

Actualmente nos encontramos con tres principales métodos (Felsenstein, 2004; Templeton,
2006) para reconstruir las relaciones de parentesco entre organismos: gradistas, fenéticos y
filogenéticos.

Los primeros agrupan a los taxones en base a sus relaciones genealdgicas y el grado de

diferencia entre ellos, admitiendo en algunos casos la validez de grupos parafiléticos.

Los métodos fenéticos, también llamados numéricos, realizan la clasificacion segun la
similitud entre los taxones basandose en una matriz de caracteres, obteniendo un fenograma a través
del analisis de ésta. Los taxones se agrupan en base a su parecido global, sin tener en cuenta la
mayor o menor importancia de cada caracter individual. Ademas, segun el algoritmo empleado para
analizar la matriz de datos los resultados pueden variar. Un ejemplo de método fenético es el

analisis de Neighbor-Joining.

Los metodos filogenéticos o cladisticos basan la clasificacion de los organismos en las
relaciones genealdgicas que se presentan entre ellos. A partir de la matriz de caracteres se obtiene
un cladograma. Los agrupamientos que son soportados por caracteres son considerados clados. Los
clados, que por definicion corresponden siempre a grupos monofiléticos, son los Unicos grupos

validos. Ejemplos de métodos filogenéticos son los andlisis de Maxima Parsimonia, el analisis de
5
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Maéxima Verosimilitud o la Inferencia Bayesiana.

1.1.4.1.- Métodos fenéticos: Analisis de Neighbor-Joining

El analisis de Neighbor-Joining (“vecino mas proximo™) es un método de reconstruccion de
filogenias basado directamente en la matriz de distancias genéticas contruida a partir de la matriz de
datos de secuencias. El arbol se construye uniendo consecutivamente aquellos taxones con menor
valor de distancia entre ellos. Cuando dos taxones son agrupados, se transforman a efectos de la
construcciéon del arbol en un nuevo clado cuya distancia al resto sera la mayor de sus dos

componentes.

Se trata de un analisis que, aunque no proporciona resultados con una elevada fidelidad, nos
permite tener de una forma sencilla y rapida una aproximacion a la estructura filogenética de
nuestras muestras analizadas. Suele emplearse por lo tanto como punto de partida para posteriores
andlisis filogenéticos.

1.1.4.2.- Andlisis Cladistico: Maxima Parsimonia.

El andlisis de Maxima Parsimonia es un test estadistico no paramétrico que se basa en la
busqueda del arbol mas parsimonioso, es decir, aquel en el que el nimero de pasos necesarios para

explicar nuestra matriz de datos sea menor.

Para ello utiliza los caracteres filogenéticamente informativos, definidos como aquellos que
presentan al menos dos estados diferentes en la matriz de datos, estando cada uno de ellos presente

en al menos dos taxones.

El andlisis selecciona finalmente el arbol cuya longitud sea menor, siendo la longitud del arbol la

suma de los pasos necesarios para explicar cada uno de los caracteres.

1.1.4.3.- Test de bootstrap

El test de bootstrap (Felsenstein, 1985) supone un método para evaluar la fidelidad del arbol
evolutivo que hemos obtenido mediante Neighbor-Joining 0 Méaxima Parsimonia, significando su
valor la probabilidad de que un determinado nodo sea real en la historia evolutiva de los taxones

analizados (Felsenstein y Kishino, 1993).
6
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El test de bootstrap toma una serie de caracteres de la matriz elegidos al azar en cada una de
sus réplicas, y realiza el analisis que hemos programado en cada réplica. Al final determina el
porcentaje de réplicas en las que un nodo determinado aparece idéntico al obtenido en el analisis

principal, siendo el resultado el valor de bootstrap para ese nodo.

Con esto podemos determinar qué nodos de nuestro arbol son realmente fiables y cuales
pueden haberse visto influidos por relaciones errdneas derivadas del analisis estadistico, el cual no
puede determinar por ejemplo la existencia de reversiones a un estado ancestral, fenémenos de

convergencia u otras perturbaciones.

1.1.4.4.- Andlisis Bayesiano.

El andlisis bayesiano utiliza el teorema de Bayes para inferir la filogenia de un grupo de
taxones basandose en la probabilidad de que cada arbol sea correcto segun las observaciones

(caracteres).

Este andlisis se realiza por aplicaciones informéticas que crean un espacio multidimensional
en el que ubican todos los arboles posibles. ElI programa toma un &rbol al azar y calcula la
probabilidad de que refleje la historia evolutiva verdadera de los taxones analizados. Posteriormente
evalUa los arboles mas cercanos a éste, y prosigue con este protocolo siempre en la direccion en la
que la probabilidad va creciendo. Al mismo tiempo, las llamadas “columnas calientes” analizan
arboles al azar tomados de otras regiones alejadas del espacio, evitando asi que el analisis quede

enclavado en un pico de probabilidad diferente al correcto.

1.1.5.- Filogeografia: construccion de redes haplotipicas

A la hora de determinar las relaciones evolutivas intraespecificas, los métodos filogenéticos
pueden mostrar relaciones erréneas e inducir a error, ya que no utilizan toda la informacién
disponible, debido al hecho de que aquellas posiciones en las que todos los taxones comparten la
misma base en una determinada posicion y sélo uno difiere las consideran filogenéticamente no
informativas. Al trabajar a este nivel conviene utilizar métodos filogeograficos, que van a utilizar
todas las diferencias entre haplotipos. La filogeografia se basa en tres ideas basicas (Avise et al.,
1987):



Citogenética, filogenia y filogeografia de tres especies de Pseudotetracha

- Las especies suelen presentar estructura poblacional, es decir, los clados filogenéticos se

muestran separados geograficamente.

- El grado de estructuracion de la red de poblaciones es inversamente proporcional al flujo
genetico entre las diferentes localidades donde se halla la especie, lo cual depende de la
capacidad de dispersion de los individuos y de la existencia de barreras geograficas.

- El aislamiento de las poblaciones conlleva a la formacion de grupos bien diferenciados y

con monofilia reciproca.

La filogeografia representa la estructura geogréafica y las relaciones interpoblacionales dentro de

una especie de forma mas fiable que los métodos filogenéticos.

El analisis cladistico anidado colapsa la matriz de secuencias en haplotipos, definidos como una
secuencia unica que se presenta al menos en un individuo, para posteriormente inferir las relaciones
filogeogréficas entre ellos. El resultado es una red en la que los diferentes haplotipos aparecen
separados por tantos nodos como mutaciones hayan sido necesarias para que uno dé lugar al otro.

La vision global de la red haplotipica nos permite hacernos una idea de las relaciones entre las

diferentes poblaciones de la especie.

Este analisis ha sido ampliamente utilizado en estudios moleculares con diversos grupos de

coleopteros, tal como es el caso del género Timarcha (Gomez-Zurita et al., 2000; Figura 1.1) o la

especie amenazada Ochtebius glaber (Abellan et al., 2006).
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Figura 1.1: Ejemplo de andlisis cladistico anidado: arbol de haplotipos de Timarcha goettingensis (Gomez-Zurita et al. 2000).
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1.1.6.- Cédigo de barras de ADN y taxonomia de ADN

El uso de fragmentos de ADN y su comparacion en bases de datos para la identificacion de
los organismos, herramienta conocida como “DNA-barcoding” o codigo de barras de ADN, fue
propuesto por Hebert et al. (2003). EI método consiste en realizar un andlisis de Neighbor-Joining
con taxones conocidos y desconocidos, e identificar estos ultimos con el taxén conocido més

estrechamente relacionado con cada uno de ellos.

Las secuencias de los taxones de referencia pueden obtenerse desde bases de datos publicas,
como GenBank. No obstante, debemos recordar que las bases de datos de las cuales podemos
obtener las secuencias de taxones conocidos no incluyen a la totalidad de las especies, lo que puede
llevarnos a identificaciones incorrectas por ausencia del taxon al que corresponde nuestro
organismo problema. Esto hace que en grupos poco estudiados molecularmente, asi como en
aquellos con una elevada tasa de especiacion, la fiabilidad de esta herramienta no sea
suficientemente aceptable; debido a ello y en tanto no estén todos los taxones representados en la
base de datos es recomendable trabajar con secuencias propias, como complemento a las obtenidas
en dichas bases. En la figura 1.2 se muestra un esquema del protocolo a seguir en un estudio de

taxonomia del ADN.

e
Base de 15
—>| Maslociy —P| datos [P %
ejemplares £
<
GenBank -
Hipotesis _
de revisién P05|bl_es
de especies especies
T Validacion < I

Figura 1.2: Esquema del funcionamiento de la taxonomia del ADN; modificado de Vogler y Monaghan (2007).
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En la figura 1.3 se muestra un caso hipotético de aplicacion de la taxonomia de ADN para
poner a prueba la hipotesis basada en caracteres morfologicos, que considera la existencia de dos
especies. El analisis de ADN revela la existencia de al menos tres especies. El agrupamiento 1
corresponde a una de las especies tradicionalmente reconocidas como tal en base a la morfologia
(especie 1). Los agrupamientos 2 y 3 podrian constituir dos especies cripticas puestas de manifiesto
en el estudio molecular. Los nimeros en negrita corresponden a ejemplares recolectados en un
estudio de biodiversidad que han sido asignados a sus respectivas especies mediante cddigo de
barras de ADN. El individuo 21 no puede ser asignado a ninguno de los agrupamientos; esto puede
ser debido a problemas con el marcador elegido, el algoritmo utilizado o fenémenos como
hibridacién o introgresion. Otra posibilidad es que el individuo 21 represente una entidad separada

y muestreada una sola vez.

species 1 species 2

cluster 1 cluster 2 cluster 3

,— A. rufus
L‘ A. rufus
21
11
"F. niger
A. niger
A. niger
A. niger
63
A. niger
{ A. niger
40
A. niger
A. niger
A. niger

09

B. cyaneus

— A. rufus

Figura 1.3: Caso hipotético de aplicacion de la taxonomia de ADN. Véanse los detalles en el texto. Tomado de Savolainen et al.
(2005).

Actualmente hay taxénomos partidarios de utilizar exclusivamente la taxonomia del ADN,

mientras que otros abogan por mantener el uso de caracteres morfoldgicos como método preferente
10
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para abordar la taxonomia de un grupo de organismos. Sin embargo, a menudo ambos criterios
convergen, como es el caso de la especie 1 del ejemplo, y en los casos en los que no hay
concordancia la taxonomia de ADN nos pone de manifiesto situaciones que deben ser investigadas

desde distintos enfoques, entre los cuales no debe excluirse el morfologico.

1.1.7.- El ADN mitocondrial

Una herramienta que ha demostrado ser de gran utilidad para estudiar la filogeografia y la
filogenia a nivel de especies proximas es el ADN mitocondrial (Avise, 2000). La importancia de
esta molécula en este &mbito se debe a una serie de caracteristicas que la diferencian del ADN
nuclear:

a) Carece de regiones de ADN repetitivo, intrones, pseudogenes, transposones y demas

secuencias gque puedan influir en estos estudios.

b) Se presenta en gran nimero en cada una de las células; esto permite obtener mejores

resultados al extraer el ADN o amplificarlo mediante PCR.

c) Presenta herencia uniparental, por lo que no presenta recombinacién (Avise et al., 1987).

d) Su tasa de mutacion es diez veces superior a la del ADN nuclear (Hewitt, 2004), requiriendo

menor tiempo evolutivo para que la diferenciacion entre linajes quede reflejada en esta

molécula.

No obstante, por otro lado presenta también una serie de desventajas que limitan su utilidad:

a) Debido a su elevada tasa de mutacion, se llega rapidamente a la saturacion de las secuencias;
es decir, que pueden producirse multiples mutaciones en una misma posicién nucleotidica,
fendmeno conocido como homoplasia.

b) La posible presencia de fendmenos de heteroplasmia u homoplasmia que puedan interferir
en los resultados (Avise et al., 1987).

c) La mayor sensibilidad a los procesos de seleccion (Hey, 1997).

Estos inconvenientes pueden reducir la fiabilidad de los nodos mas basales del arbol, como los

indicados con un asterisco en la figura 1.3.

Una de las secuencias del ADN mitocondrial méas utilizadas para reconstruccion filogenética y
estudios de taxonomia de ADN ha sido la del gen de la citocromo oxidasa | (COIl); no obstante
ciertos estudios recientes (Vialle et al., 2009) ponen en duda su idoneidad para estudios de cddigo
de barras de ADN, proponiendo como alternativa genes como los de la subunidad 6 de la ATPasa, la

subunidad 6 de la NADH deshidrogenasa o la citocromo oxidasa 11 (coxIIl).
11
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1.2.- Los cicindélidos o escarabajos tigre.

De entre todos los drdenes de insectos, los coledpteros constituyen, con cerca de 400000
especies descritas en todo el planeta y un numero igual o mayor de especies aun no conocidas, el
orden mas numeroso del reino animal, y una cuarta parte de todas las especies conocidas (Hunt et
al., 2007). La enorme diversidad de especies se traduce en una extraordinaria diversidad ecoldgica y
morfoldgica, por lo que se encuentran en la gran mayoria de los ecosistemas terrestres, y en los de
aguas continentales. Un grupo peculiar dentro del orden Coleoptera son los cicindélidos, conocidos
comunmente como “escarabajos tigre” por su nombre inglés (tiger beetles). Estos constituyen uno
de los grupos mas extensamente estudiados de escarabajos para conocer su sistematica, su biologia,
su ontogenia, su ecologia, su comportamiento, su distribucién geogréfica, su cariotipo y su filogenia
(Pearson et al., 1988; Knisley y Schultz, 1997; Pearson y Vogler, 2001; Galian et al. 2007 y
referencias alli citadas). Hasta el momento, se han descrito unas 2300 especies de cicindélidos
(Pearson y Vogler, 2001). Estos se encuentran distribuidos sobre toda la superficie terrestre,
exceptuando la Antartida, el Artico norte por encima de 65° de latitud, Tasmania y algunas islas
ocednicas tales como Hawai y las Maldivas. Se encuentran en un rango altitudinal desde el nivel del
mar hasta los 3500 metros ocupando diversos ambientes. Algunas especies tienen gran valor como
indicadores ecoldgicos debido a su estrecha relacion con hébitats especificos. Con sus colores a
menudo llamativos, un comportamiento peculiar y su habilidad para vivir en habitats tan diversos
como prados alpinos, desiertos, selvas tropicales y océanos, los escarabajos tigre, han despertado
siempre una gran curiosidad entre cientificos y aficionados. Se trata de un grupo muy rico en
especies con gran capacidad de repartirse temporal y espacialmente los habitats para evitar

competencia.

Ciertas caracteristicas distinguen a los cicindélidos (Figura 1.4) del resto de adéfagos,

suborden al que pertenecen:

1) Largas mandibulas en forma de hoz.

2) Dientes simples alineados en el borde interior de la mandibula con un agregado (“molar”) en
la porcidn interior proximal de cada una.

3) Cuerpo alargado, con cabeza y ojos mas anchos que el torax (son cazadores que se guian
principalmente por la vista).

4) Largas patas marchadoras.

5) Comportamiento constructor de tuneles de la larva.

12
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Figura 1.4: Primer plano de un cicindélido adulto (izquierda, fotografia de Igor Siwanowicz), un tdnel de larva (centro) y una larva
obstruyendo la entrada a su ttnel con su cabeza (derecha, fotografias de A.J. Silverside).

El estadio adulto de las especies de cicindelidos, sobre todo en las tribus Cicindelini y
Megacephalini, presenta grandes similitudes en cuanto a morfologia externa, proporciones y
comportamiento. Las variaciones se refieren principalmente al tamafio, que varia de 5 mm a mas de
4 cm; al color, observandose muchas especies de color negro brillante y otras con varias
combinaciones, también brillantes, de diversas tonalidades de verde, violeta, azul, rojo y amarillo.
Muchas especies tienen cuerpos cilindricos y largas patas finas para correr rapidamente por tierra o

entre la vegetacion.

Los adultos tienen alas transparentes funcionales plegadas y ocultas bajo los élitros, que
cubren la parte superior del abdomen y se abren para permitir el vuelo. Las alas son usadas para
huidas de los depredadores, siempre cortas y a baja altura. Algunas especies las usan para
dispersarse a gran distancia, mientras que otras carecen de ellas y son completamente terrestres
(Pearson y Vogler, 2001).

Los cicindélidos son animales ectotérmicos, cuyo limite superior de temperatura se
encuentra alrededor de los 47 0 49°C. Algunas especies nocturnas tienen mecanismos para mantener
la temperatura corporal en ausencia de radiacion solar. Otras combaten el exceso de calor mediante
iridiscencia, sedas o modificando la relacion superficie/volumen o la cuticula (espesor, proporcion
de lipidos, etc.). También evitan el sobrecalentamiento mediante la posesion de largas patas,
buscando sustratos humedos o encarandose al Sol para reducir la superficie expuesta (Pearson y
\ogler, 2001).

13
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1.3.- Posicidn sistematica de los cicindélidos dentro de la

familia Carabidae.

Algunos autores incluyen a los cicindélidos como un subgrupo (subfamilia Cicindelinae o
tribu Cicindelini) dentro de la familia de los carabidos (Jeannel, 1942). Muchos entomélogos, sin
embargo, consideran que los cicindélidos forman su propia familia: Cicindelidae. Los sistematicos
aceptan que, donde quiera que se emplacen, los cicindélidos comparten muchos caracteres y estan
muy relacionados con los carébidos, ditiscidos, girinidos y haliplidos (Pearson y Vogler, 2001).

Diversos trabajos de filogenia molecular parecen indicar que los cicindélidos se emplazan
dentro de la familia de los carabidos, como los andlisis realizados con secuencias del rRNA 18S
(Shull et al., 2001), 16S y 28S (Maddison et al., 2009; Figura 1.5). Estos trabajos muestran que los
cardbidos sélo forman un grupo monofilético si consideramos a los cicindélidos y a otros grupos,
como la subfamilia Rhysodinae y la familia Trachypadidae, como pertenecientes a este grupo;

entonces la familia Carabidae equivaldria al grupo llamado Geadephaga (Maddison et al., 2009).
1.4.- Filogenia de los géneros de cicindélidos.

Dentro de los cicindélidos, no obstante, las relaciones parecen estar relativamente claras tras
diversos trabajos publicados sobre este tema (Vogler y Pearson, 1996; Galian et al. 2002).
Encontramos un grupo tempranamente separado del resto formado por las tribus Mantichorini y
Omini. La tribu Megacephalini resulta ser un grupo parafilético, intercalandose dentro de ella la
subfamilia Collyrinae. La taxonomia de los Megacephalini debe ser revisada, para clarificar esta
situacion. La tribu Cicindelini, por otro lado, es el grupo mas derivado y reciente; ademas
representa un linaje monofilético (Figura 1.6).
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Figura 1.5: Arbol de Inferencia Bayesiana de la familia Carabidae, en el que se resalta la posicion de los cicindélidos. Tomado de

Maddison et al..,

(2009).
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Figura 1.6: Hipotesis filogenética de las relaciones de los Cicindelinae a partir de secuencias de ARNr 18S. Tomado de Galian et
al.., (2002).

1.5.- Analisis citogenético en los cicindélidos

Dentro del grupo de los Cicindélidos nos encontramos una amplia variedad cariotipica, tanto
en el nimero de autosomas como el de heterosomas, y por lo tanto en el sistema de determinacion

cromosodmica del sexo.

El nimero de autosomas se mantiene entre 9 y 21 pares (Galian et al., 2002), siendo
generalmente mayor en los grupos méas basales del &rbol filogenético obtenido por datos
moleculares, y observandose una tendencia a la reduccion en la tribu Cicindelini. Asi mismo, el
grupo de los Cicindelini presenta un sistema de determinacion del sexo mediante cromosomas
sexuales multiples, no presente en ningun otro grupo de esta familia y cuya férmula puede
expresarse como X,Y para los machos y X,X, para las hembras, variando n entre 1 y 4. Ademas,
estos cromosomas sexuales no realizan recombinacion en meiosis, tal como se deduce de la
ausencia de quiasmas en la vesicula sexual; hecho confirmado por Giers (1977) en Cicindela
hybrida, analizando los complejos sinaptinémicos. Este sistema de cromosomas sexuales multiples
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tiene un origen que se remonta a mas de 100 millones de afios en el pasado (Galian et al., 2002).

El hecho de que los cromosomas sexuales de los Cicindelini no presenten quiasmas implica
una ausencia de recombinacion entre los cromosomas X en el sexo masculino. Asi, los cromosomas
X solo presentan recombinacién en hembras. Uniendo este hecho a la presencia de translocaciones
de genes entre autosomas y heterosomas (Galian et al., 2007) la viabilidad de los hibridos entre
diferentes razas cromosomicas se ve dréasticamente reducida paralelamente a la reduccion de los
niveles de recombinacidn, mecanismo que segun diversos autores (Rieseberg, 2001; Navarro y

Barton, 2003) facilita la fijacion de las alteraciones cariotipicas en las poblaciones.

Por otro lado, dentro del grupo de los Megacephalini nos encontramos con numeros
cromosomicos que varian desde 12 hasta 15 pares de autosomas mas un sistema simple de
heterosomas, del tipo XY o X0 (en machos) (Serrano et al.., 1986; Galian y Hudson, 1999; Proenca
et al., 2003, Proenga et al., 2005).

1.6.- Filogenia molecular en la tribu Megacephalini

La tribu Megacephalini, de distribucion pantropical, tuvo su origen antes de la
fragmentacion de Gondwana, hace aproximadamente 100 millones de afios, durante el periodo
Cretécico. Este hecho viene apoyado por los datos moleculares, ya que los clados americano y

australiano resultan formar un grupo monofilético (Zerm et al. 2007; Figura 1.7).

Inicialmente se separé un grupo de especies que permanecio en lo que en la actualidad es
Africa, Oriente Medio y la region mediterranea, comprendiendo los actuales géneros Megacephala
y Grammognatha. El resto se dividié en dos grupos: uno (formado por los géneros Tetracha,
Metriocheila, Phaeoxantha y Aniara) quedé en la actual Sudamérica, aunque algunas especies han
alcanzado Norteamérica; el otro quedé aislado en Australia cuando este continente se separo de la

masa de tierra original que formaba Gondwana.
Las especies australianas de la tribu Megacephalini conforman un grupo monofilético (Zerm

et al. 2007), siendo los géneros Australicapitona y Pseudotetracha grupos hermanos, cada uno de

ellos también monofilético.
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Figura 1.7: Reconstruccidn filogenética obtenida por inferencia Bayesiana de los genes coxlll, 16S y 18S. Tomado de Zerm et al.

(2007).

No obstante, los resultados obtenidos por Zerm et al. (2007) tras un analisis molecular del
género Pseudotetracha no concuerdan con la literatura publicada basada en analisis morfoldgicos,
al separar a la especie P. blackburni de otras especies (P. mendacia, P. corpulenta y P. cuprascens),
con las que segun algunos autores (Sumlin, 1997) forma un complejo de especies muy relacionadas
(complejo blackburni/murchisona). Otras incongruencias con los caracteres morfolégicos son la

separacion de las especies supuestamente relacionadas P. ion y P. whelani (Sumlin, 1997) o la de P.

Neocollyris sp.

helmsi y P. oleadorsa (McCairns, 1997).
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1.7. El género Pseudotetracha Fleutiaux, 1894

El género Pseudotetracha, descrito por Fleutiaux, fue considerado subgénero de
Megacephala en la revision realizada por Horn (1910), pasando de nuevo a la categoria de género
en la revision de Huber (1994). Posteriormente, Sumlin (1997) en su revision basada en datos
morfoldgicos vuelve a considerarla como un subgénero, y es en el trabajo de Zerm et al. (2007)

cuando es de nuevo considerado a nivel de género utilizando datos moleculares.

Se encuentra constituido por 19 especies (Sumlin, 1997), aunque s6lo estan bien conocidas,
con pocas excepciones, aquellas cuya distribucion se incluye en el territorio de Australia
Occidental. En el resto de territorios australianos la informacién de la que se dispone es escasa,
hecho que, junto a los habitats remotos en los que estos organismos suelen encontrarse, lleva a
pensar en la posible existencia de un gran nimero de especies pertenecientes a este género

desconocidas para la ciencia (Anexo Il).

Este género puede diferenciarse facilmente del otro género de Megacephalini australiano,
Australicapitona Sumlin, 1992, observando el margen de sus élitros: mientras que en
Australicapitona éste esta recorrido en toda su longitud por un borde testaceo (no esclerotizado), en
Pseudotetracha este borde se limita como maximo a la mitad apical, pudiendo existir especies como

P. blackburni en las que no se halla presente (Sumlin, 1997).

Para la realizacion de este trabajo contamos con ejemplares de tres especies de
Pseudotetracha:

P. australis (Chaudoir, 1865) (Figura 3.2, centro) se distingue de las otras dos en poseer una
amplia zona testacea en sus élitros. Se distribuye por el centro, sur y este del continente australiano
(Figura 1.11), ocupando habitats riparios y lagos salinos (Figura 1.8). El adulto es depredador
nocturno de otros insectos e invertebrados. La larva, como es comun en cicindélidos, habita en

tneles desde donde tiende emboscadas a sus presas.

P. blackburni (Fleutiaux, 1895) (Figura 3.2, izquierda), sin apice testaceo, ocupa un area de
distribucion que se extiende por la mitad occidental de Australia (Figura 1.11). Se trata de una
especie terrestre y nocturna, habitante de zonas riparias y lagos salinos (Figura 1.9).
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Figura 1.8: El Lago Pink casi seco, situado junto a la costa.

Figura 1.9: Vista del Lago Gilles en su estado normal (superior), con una costra de sal cubriendo toda su superficie; y tras unas
lluvias (inferior).
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P. whelani Sumlin, 1992 (Figura 3.2, derecha) posee un delgado margen testaceo en el apice
de sus élitros. El adulto es depredador nocturno, habitante de lagos salinos y zonas riparias (Figura

1.10). La larva, al igual que la de las especies anteriores, presenta las caracteristicas tipicas de la

larva de cicindélidos. Esta especie sélo se conoce en Australia del Sur (Figura 1.11).

Los lagos salinos australianos, en los que habitan estas especies, conforman unos habitats
con unas condiciones de aridez muy acentuadas. Permanecen completamente secos durante largos
periodos de tiempo, llenandose tan solo ante la ocasional llegada de precipitaciones torrenciales. De
hecho algunos lagos, como el Lago Eyre, tan solo se han llenado dos veces a lo largo de todo el
siglo XX.
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Figura 1.11: Mapas de distribucién basados en los lugares de captura de los ejemplares en colecciones para las especies (de
izquierda a derecha y de arriba hacia abajo) P. australis, P. blackburni y P. whelani (Fuente: Australian Faunal Directory).
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2.- Objetivos e hipotesis de partida
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El genero Pseudotetracha conforma un grupo monofilético de radiacion australiana con
especies y grupos de especies distribuidas en torno a los lagos del continente australiano. Esta
circunstancia hace que el género constituya un buen modelo para contrastar hipétesis citogenéticas,

filogenéticas o filogeograficas.

De acuerdo con Galian et al. (2002) el sistema de cromosomas sexuales maltiples de tipo
aquiasmatico descrito en la subfamilia Cicindelinae, estd presente Unicamente en la tribus
Cicindelini y Collyrini, y no ha sido descrito hasta el momento en especies de la tribu
Megacephalini. El andlisis cariotipico de las tres especies analizadas aportara nuevos datos
cromosomicos al escaso numero de especies de la tribu Megacephalini analizadas
citogenéticamente hasta el momento y permitira contrastar la hip6tesis de Galian et al. (2002) sobre
el origen Unico de los cromosomas sexuales multiples de naturaleza aquiasmatica en los
cicindelidos. Por otra parte al analisis citogenético a nivel poblacional en poblaciones
geograficamente cercanas permitira detectar variantes cariotipicas y reorganizaciones que
contribuyan a inferir patrones de cambio evolutivo a nivel cariotipico y analizar su relacion con la

especiacion.

El andlisis filogeografico permite deducir patrones de asociacion geogréafica de la
variabilidad haplotipica e inferir las causas histéricas que puedan explicarla. La generacién de una
red haplotipica permitird poner a prueba las hipotesis planteadas en base a las diferencias

cariotipicas observadas.

El andlisis filogenético del fragmento de la citocromo oxidasa Il de los taxones estudiados
en este trabajo conjuntamente con las secuencias disponibles en la base de datos permitira poner a
prueba hipotesis planteadas por Zerm et al. (2007) sobre relaciones de parentesco entre los taxones
en estudio, en particular las relativas al complejo blackburni/murchisona. En este grupo la hipotesis
propuesta por Sumlin (1997) basada en datos morfoldgicos difiere de la hipotesis propuesta por
Zerm et al. (2007) utilizando datos moleculares. Adicionalmente el andlisis de las secuencias bajo el
enfoque de la taxonomia del ADN proporcionara informacién acerca de la posible existencia de
taxones que puedan haber pasado desapercibidos a los estudios taxondémicos basados en la
morfologia.
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Para poner a prueba las hipotesis anteriormente mencionadas, se plantean los siguientes

objetivos:

26

a)
b)

c)

d)

Analisis citogenético de poblaciones de tres especies del género Pseudotetracha de Australia
Anadlisis filogenético y filogeografico de estas poblaciones utilizando un fragmento del gen
mitocondrial de la citocromo oxidasa Ill.

Interpretacion de los datos cromosomicos en base a los resultados de la filogenia y la
filogeografia.

Interpretacion de los datos obtenidos en el contexto de las hipétesis propuestas acerca del
complejo blackburni/murchisona.

Analisis de las implicaciones taxonémicas de la hipotesis filogenética planteada desde la

perspectiva de la taxonomia del ADN.
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3.- Material y metodos
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3.1.- Recolecciéon del material

El material empleado en este estudio fue recolectado por Eduardo Diaz y Peter Hudson
(South Australian Museum), en diversas localizaciones de Australia del Sur, durante los meses de

marzo y abril del afio 2004 (Tabla 1) mediante captura directa con manga entomolégica.

Figura 3.1: Mapa del area de estudio, marcando la posicion de las localizaciones de recoleccion (cuadrados). En color se muestra
la especie hallada en cada punto (rojo: P. australis; azul: P. blackburni; verde: P. whelani).

En total fueron capturados 89 ejemplares pertenecientes a la tribu Megacephalini (género
Pseudotetracha, dentro del antiguo género Megacephala), que se incluyen en tres especies segun la
clave de determinacion de Sumlin (1997). En la figura 3.2 se muestra un ejemplar de cada una de

estas tres especies.
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Figura 3.2: De izquierda a derecha, P. blackburni (ejemplar nimero 39), P. australis (ejemplar nimero 146) y P. whelani (ejemplar
numero 210). Se obervan las caracteristicas de los élitros (puntuadura, y extension y forma del &pice testaceo) que empleamos para
su identificacion (Sumlin, 1997).

Cada ejemplar fue anestesiado mediante acetato de etilo. Una vez dormido se le abrio el
abdomen para extraer la gonada, procurando que el dafio fuera minimo. Los Organos extraidos
fueron fijados y almacenados con fijador de Carnoy (disolucién de etanol y &cido acético en
proporcion 3:1). El animal fue fijado en etanol absoluto para preservar su ADN. Este paso fue
realizado en Australia por los recolectores, y el material fue enviado a Murcia por correo aéreo,
donde fue almacenado a -20°C hasta su analisis. Los liquidos conservantes fueron renovados con

periodicidad para prevenir el deterioro del material.

3.2.- Andalisis cromosotmico

Se tomaron porciones de la génada de cada uno de los machos analizados, procurando tomar
la muestra de tejido de la zona inmediatamente adyacente a aquella en la que la espermatogénesis
ya ha tenido lugar para localizar células en proceso de meiosis (Figura 3.3). Tras colocar el
fragmento de tejido sobre un portaobjetos limpio, se afiadieron unas gotas de acido acético al 45% y
se aplastd con un cubreobjetos (método de Squash). Las preparaciones fueron inmediatamente
observadas bajo un microscopio de contraste de fases para determinar el niUmero cromosémico, el
mecanismo de determinacion del sexo (un par de heterosomas, cromosomas sexuales multiples o
tan s6lo un heterosoma) y la posible existencia de alteraciones cromosomicas, tales como
transposiciones o fusiones, en base a la observacion de sus consecuencias en la morfologia de los
cromosomas. Una vez observadas, las preparaciones fueron fijadas con nitrogeno liquido y se retird

el cubreobjetos.
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Figura 3.3: Estructura de la génada de un representante de P. whelani (ejemplar ndmero 146). A: Testiculo. B: Conducto deferente.
C: Glandula accesoria. La flecha indica el punto en el que se diferencian la zona llena de espermatozoides donde la
espermatogénesis ya ha tenido lugar (a la izquierda) y la zona donde las células se encuentran en division (a la derecha). La
muestra la tomamos del fragmento inmediatamente a la derecha de la flecha.

Una vez secas (en placa caliente) se guardaron a temperatura ambiente para su posterior
tincion con Giemsa. La tincién de Giemsa estd compuesta por diversos colorantes que tifien
diferencialmente la cromatina, permitiendo diferenciarla facilmente del resto de componentes

celulares.

Las preparaciones fueron fotografiadas en el SAI (Servicio de Apoyo a la Investigacidn) de

la Universidad de Murcia mediante un microscopio 6ptico LEICA DMRB.

3.3.- Extraccion del ADN

El ADN se extrajo de una pata del par mesotoracico de cada ejemplar macho, a la que se le
elimino todo resto de etanol y se macero para facilitar la accion de la protein-quinasa incluida en el
kit de extraccion. Se utiliz6 el kit de extraccion DNeasy Tissue Kit de Qiagen, que utiliza una serie
de eluyentes en una columna de extraccién para eliminar toda sustancia de naturaleza diferente al
ADN, eluyéndose finalmente el ADN purificado, segun las especificaciones del fabricante.
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3.4.- Amplificacion y secuenciacion de un fragmento del gen

Citocromo oxidasa lll

Se amplifico una region de 422 pares de bases del gen de la citocromo oxidasa Ill
mitocondrial, utilizando para ello la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La
reaccion se llevd a cabo mediante los “beads” de PCR PuReTaq Ready-To-Go suministrados por la

empresa GE Healthcare Co. y los cebadores empleados por Zerm et al. (2007):

cox!ll-F:
5’-CTGTAGAAYTWGGRAGAACTTGRCC-3’ « notese que se trata de una secuencia
degenerada, disefiada para amplificar diversas variantes nucleotidicas en ciertas
posiciones del lugar de anillamiento del cebador.
coxlIl-R:
5’-TACTATATAAATTATCTACCTCATC-3’

Para la eleccion de la regidn a secuenciar se tuvo en cuenta en primer lugar la posibilidad de
comparar posteriormente nuestros resultados con los de Zerm et al. (2007) y en segundo lugar la
idoneidad de esta secuencia de ADN mitocondrial para estudios de codigo de barras de ADN (Vialle
et al., 2009).

El programa seguido se compone de los siguientes ciclos:
- Activacion a 94°C durante 5 minutos
-39 ciclos de amplificacion:
- 30 segundos a 94°C (desnaturalizacion)
- 30 segundos a 50°C (anillamiento)
- 1 minuto a 72°C (elongacién)
- 10 minutos de elongacién final a 72°C

- Conservacion indefinida a 15°C

Tras la reaccidn de PCR se procedio a verificar que la reaccidon habia tenido lugar utilizando
para ello un gel de agarosa al 1’5 %. Una vez realizada la comprobacion, el producto fue purificado
para eliminar los restos de reactivos utilizando el protocolo estandar de precipitacion de productos

de PCR con isopropanol y acetato de amonio.
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La concentracion de ADN de cada purificado fue medida con un NanoDrop 1000 Overview
de Thermo Fisher Scientific® para, en los casos que fuera necesario, ajustar la concentracion al
optimo de 10 ng/ul requerido por el servicio de secuenciaciéon del Laboratorio de Biologia

Molecular del SAI (Servicio de Apoyo a la Investigacion) de la Universidad de Murcia.

Por altimo, el ADN purificado fue secuenciado en un secuenciador ABI Prism 3130 de
Applied Biosystems® propiedad del SALI.

3.5.- Analisis filogenético de las secuencias

Por otro lado, se buscaron las secuencias obtenidas por Zerm et al. (2007) en GenBank, de
las cuales tomamos las pertenecientes a todas las especies de Pseudotetracha que estos autores
emplearon en su estudio, asi como la secuencia de la especie Odontocheila confusa para emplearla

como grupo externo.

Las secuencias se analizaron mediante el programa Chromas (version 1.45) a partir de los
electroferogramas obtenidos en el SAI (Figura 3.4), utilizando en algunos casos el programa
BioEdit version 7.0.9.0 para obtener la secuencia consenso de ambas cadenas en aquellos casos en

los que lo consideramos necesario.

Finalmente reunimos todas las secuencias en un archivo con formato FASTA para su
analisis. Esta matriz fue convertida al formato mega utilizando para ello el programa MEGA
version 4 (Tamura et al., 2007), donde se realiz6 el alineamiento mediante el algoritmo Clustal W.
Seguidamente efectuamos en el mismo programa un andlisis de filogenia por el metodo basado en
distancias de Neighbor-Joining, empleando como modelo de sustitucion de nucleo6tidos el modelo

de Kimura 2-parametros y realizando un test de bootstrap con 10.000 réplicas.

A partir de la misma matriz, exportada a formato NEXUS, realizamos un analisis de
Maéaxima Parsimonia utilizando el programa TNT version 1.1 (Goloboff et al., 2003) con 10.000
réplicas y el algoritmo TBR como algoritmo de intercambio. A continuacién se realizé un test de

bootstrap estandar con 500 réplicas.
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Figura 3.4: Fragmento del electroferograma perteneciente al fragmento analizado en el individuo nimero 171.

Posteriormente se realizd un andlisis de inferencia bayesiano mediante el programa Mr.
Bayes (Ronquist y Huelsenbeck, 2003) version 3.1.2. utilizando los valores por defecto segun
Ronquist et al. (2005).

La red haplotipica se realiz6 utilizando el programa TCS version 1.21 (Clement et al., 2000).
Para forzar la union de las tres especies estudiadas se fijo el limite de conectividad a un valor de 35
pasos. Fue realizado en un principio con la matriz de datos completa; posteriormente se realizaron

analisis independientes para los ejemplares de cada especie o complejo de especies separadamente.
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4.- Resultados
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4.1.- Identificacion de los ejemplares

Los ejemplares analizados se han identificado como pertenecientes a las especies P. blackburni, P.
australis y P. whelani (Tabla 1).

Tabla 1: Relacion de los ejemplares utilizados en este trabajo.

Cddigo Especie Localidad I::Zg'lzrd; Césggrég(rz:génk

odonconf Odontocheila Bolivia, GenBank 7? AF438928
confusa

ion P.ion Awustralia, W.A., Lake Auld-Wapet Rd. 04/03 DQ152153
helmsi P. helmsi Australia, W.A., Lake Annean 04/03 DQ152152
oleadorsa P. oleadorsa Australia, W.A., Lake Barlee 04/03 DQ152155
blackburni P. blackburni Australia, W.A,, L. Lefroy 04/03 DQ152149
whelani P. whelani Australia, S.A., Iron Stone Lagoon 03/03 DQ152157
cuprascens P. cuprascens Australia, W.A., Lake Moore 04/03 DQ152151
corpulenta P. corpulenta Australia, N.T., 33 km E Curtin Spgs 03/03 DQ152150
pulchra P. pulchra Australia, W.A., Lake Noondie 04/03 DQ152156
mendacia P. mendacia Australia, W.A., Lake Ballard 04/03 DQ152154
32 P. blackburni Whyalla (33°2'S,136°36'E) 11/03/04 Este trabajo
33 P. blackburni Whyalla (33°2'S,136°36'E) 11/03/04 Este trabajo
34 P. blackburni Whyalla (33°2'S,136°36'E) 11/03/04 Este trabajo
35 P. blackburni Whyalla (33°2'S,136°36'E) 11/03/04 Este trabajo
36 P. blackburni Whyalla (33°2'S,136°36'E) 11/03/04 Este trabajo
38 P. blackburni Whyalla (33°2'S,136°36'E) 11/03/04 Este trabajo
39 P. blackburni Whyalla (33°2'S,136°36'E) 11/03/04 Este trabajo
43 P. blackburni Yardea (marzo) (32°58'S,135°16'20"E) 12/03/04 Este trabajo
49 P. blackburni Yardea (marzo) (32°58'S,135°16'20"E) 12/03/04 Este trabajo
76 P. whelani Lake Torrens (31°43'S,136°49'30"E) 14/03/04 Este trabajo
78 P. whelani Lake Torrens (31°43'S,136°49'30"E) 14/03/04 Este trabajo
82 P. whelani Lake Torrens (31°43'S,136°49'30"E) 14/03/04 Este trabajo
118 P. australis Lake Barker A (35°18'30"S,139°15'E) 29/03/04 Este trabajo
139 P. australis Lake Barker F (35°35'20"S,139°23'E) 30/03/04 Este trabajo
140 P. australis Lake Barker F (35°35'20"S,139°23'E) 30/03/04 Este trabajo
141 P. australis Lake Barker F (35°35'20"S,139°23'E) 30/03/04 Este trabajo
142 P. australis Lake Barker F (35°35'20"S,139°23'E) 30/03/04 Este trabajo
143 P. australis Lake Barker F (35°35'20"S,139°23'E) 30/03/04 Este trabajo
146 P. australis Lake Barker F (35°35'20"S,139°23'E) 30/03/04 Este trabajo
149 P. australis Lake Barker F (35°35'20"S,139°23'E) 30/03/04 Este trabajo
162 P. blackburni Port Augusta (32°44'S,136°54'20"E) 02/04/04 Este trabajo
163 P. blackburni Port Augusta (32°44'S,136°54'20"E) 02/04/04 Este trabajo
168 P. whelani Yardea (abril) (32°18'20"S,135°51'E) 02/04/04 Este trabajo
169 P. whelani Yardea (abril) (32°18'20"S,135°51'E) 02/04/04 Este trabajo
171 P. whelani Yardea (abril) (32°18'20"S,135°51'E) 02/04/04 Este trabajo
176 P. whelani Yardea (abril) (32°18'20"S,135°51'E) 02/04/04 Este trabajo
199 P. whelani Lake Gairdner 3' (31°36'S,135°25'40"E) 03/04/04 Este trabajo
202 P. whelani Lake Gairdner 3' (31°36'S,135°25'40"E) 03/04/04 Este trabajo
203 P. whelani Lake Gairdner 3' (31°36'S,135°25'40"E) 03/04/04 Este trabajo
206 P. whelani Lake Gairdner 4' (31°7'S,135°19'20"E) 03/04/04 Este trabajo
207 P. whelani Lake Gairdner 4' (31°7'S,135°19'20"E) 03/04/04 Este trabajo
208 P. whelani Lake Gairdner 4' (31°7'S,135°19'20"E) 03/04/04 Este trabajo
210 P. whelani Lake Gairdner 4' (31°7'S,135°19'20"E) 03/04/04 Este trabajo
215 P. whelani Lake Gairdner 4' (31°7'S,135°19'20"E) 03/04/04 Este trabajo
222 P. whelani Lake Gairdner 4' (31°7'S,135°19'20"E) 03/04/04 Este trabajo
225 P. whelani Lake Gairdner 5' (31°13'30"S,136°24'E) 04/04/04 Este trabajo
231 P. whelani Lake Torrens (31°43'S,136°50'E) 04/04/04 Este trabajo
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4.2.- Andlisis filogenético

Se ha analizado la secuencia de un fragmento, de 422 pares de bases de longitud, del gen de
la subunidad Il de la citocromo oxidasa mitocondrial en 37 ejemplares pertenecientes a tres
especies del género australiano Pseudotetracha (Anexo 1). Estos datos se han analizado
conjuntamente con las secuencias disponibles en la base de datos GenBank de nueve especies
representantes de este género (Zerm et al., 2007) (Tabla 1). Se ha empleado la secuencia de
Odontocheila confusa como grupo externo, también utilizada como tal por Zerm et al. (2007).
Considerando el conjunto total de los datos, se han detectado 145 pares de bases variables, de las

cuales 104 son filogenéticamente informativas.

Mediante el programa MEGA 4.1 (Tamura et al., 2007) se han calculado las distancias Gamma
para el modelo de los 2 parametros de Kimura (Tabla 2). La distancia mayor, con un valor de 0°202,
se ha observado entre P. oleadorsa (Zerm et al., 2007) y el ejemplar 118 (P. australis). En cuanto a
la menor distancia se ha observado en dos grupos diferentes (Figura 4.2), todas con un valor de
0’003. Se han hallado secuencias idénticas (distancia igual a cero) entre los miembros de diferentes
grupos:

a) 32,33, 34, 35, 38y 162 (P. blackburni)

b) 139, 140, 141, 142, 143, 146 y 149 (P. australis)

c) 76,78y 231 (P. whelani)

d) 171, 208y 215 (P. whelani)

e) 199, 202, 203, 206, 207, 210 y 222 (P. whelani)

4.2.1.- Neighbor Joining

El anélisis mediante Neighbor-Joining muestra un arbol (Figura 4.1) que agrupa a los
ejemplares identificados como P. whelani en un clado monofilético junto con la secuencia de la
misma especie procedente del analisis de Zerm et al.. (2007). A su vez, este clado se subdivide en

dos clados monofiléticos, estando esta divisién soportada por un valor de bootstrap del 99%.

Los ejemplares asignados a la especie P. australis forman otro clado monofilético cuyo
clado hermano estd formado por los ejemplares identificados en el presente trabajo como P.
blackburni junto con las especies P. pulchra, P. cuprascens, P. corpulenta y P. mendacia del analisis
de Zerm et al. (2007).
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Tabla 2: Matriz de divergencia: Distancias Gamma para el modelo de 2 parametros de Kimura en el fragmento mitocondrial coxIll entre 37 ejemplares de los 3 taxones de
Pseudotetracha analizados junto con los taxones incluidos precedentes de la base de datos GenBank.
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#39, [21] #76, [22] #78, [23] #82, [24] #139, [25] #141, [26] #142, [27] #143, [28] #146, [29] #149, [30] #163, [31] #33, [32] #34cons, [33] #162cons, [34] #140cons, [35] #118cons, [36] #43cons, [37] #49cons, [38]

#blackburni, [39] #corpulenta, [40] #cuprascens, [41] #helmsi, [42] #ion, [43] #mendacia, [44] #oleadorsa, [45] #pulchra, [46] #whelani, [47] #out(Odon.conf).
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Figura 4.1: Fenograma obtenido tras el analisis de Neighbor-Joining de los datos analizados.
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En el complejo de especies formado por P. pulchra, P. corpulenta, P. cuprascens, P.
mendacia y las muestras identificadas como P. blackburni, el ejemplar que responde al codigo
“163”, identificado morfoldgicamente como P. blackburni en base a la puntuadura de los élitros, se
muestra como taxén hermano del clado formado por P. corpulenta y P. cuprascens, siendo este
agrupamiento el taxén hermano del resto de P. blackburni y P. mendacia (Zerm et al., 2007). P.
mendacia quedaria como grupo hermano de los ejemplares identificados como P. blackburni

excepto el nimero 163.

El grupo de especies formado por P. ion, P. helmsi, P. oleadorsa y P. blackburni segin Zerm
et al.. (2007) forman un clado basal hermano del resto de las especies analizadas.

4.2.2.- Maxima Parsimonia

El anélisis de méxima parsimonia (Figura 4.2) muestra de nuevo la monofilia de los
ejemplares identificados como P. whelani junto con el representante de la misma especie empleado
por Zerm et al.. (2007) en su analisis. Ademas también comparte con el analisis de Neighbor-
Joining la division de este clado en dos grupos soportados por un elevado bootstrap (99%), pero en
este caso los grupos son diferentes al analisis anterior.

Los ejemplares identificados como P. australis forman un taxén monofilético y hermano del
grupo constituido por P. corpulenta, P. cuprascens, P. pulchra, P. mendacia (Zerm et al., 2007) y los
ejemplares identificados como P. blackburni. Dentro de este grupo nos encontramos con que el
clado formado por P. corpulenta y P. cuprascens es el taxon hermano del grupo formado por P.
pulchra, P. mendacia y los ejemplares identificados en el presente trabajo como P. blackburni. El
ejemplar 163 se sitla basalmente dentro de este grupo. P. pulchra es el taxén hermano de P.

mendacia junto con los ejemplares utilizados en este estudio clasificados como P. blackburni.

El grupo de especies formado por P. ion, P. helmsi, P. oleadorsa y P. blackburni forman de

nuevo un clado basal hermano del resto de las especies analizadas.
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Figura 4.2: Arbol de consenso estricto obtenido en el analisis de Maxima Parsimonia realizado en el programa TNT. Solamente se
muestran los valores de bootstrap superiores al 50%.
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Figura 4.3: Arbol consenso obtenido tras el analisis de Inferencia Bayesiana realizado a partir de las secuencias
analizadas.Solamente se muestran los valores de bootstrap superiores al 50%.

P. whelani

4.2.3.- Analisis Bayesiano

En el arbol obtenido tras el analisis bayesiano de la matriz de datos (Figura 4.3) observamos
nuevamente la monofilia del clado formado por los ejemplares identificados como P. whelani y el
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representante de esta especie procedente del analisis de Zerm et al. (2007). En esta ocasion los
ejemplares de esta especie quedan agrupados en tres subclados monofiléticos soportados por un

elevado valor de bootstrap (98%).

El grupo hermano de P. whelani esta conformado por el resto de ejemplares analizados en
este trabajo junto con los representantes de P. pulchra, P. mendacia, P. corpulenta y P. cuprascens
procedentes del analisis de Zerm et al. (2007). Dentro de este grupo, la especie P. pulchra ocupa
una posicion basal. El resto de ejemplares se divide en dos clados; uno de ellos esta formado por el
ejemplar 163, en una posicion basal dentro de este subclado, y su taxén hermano formado por los
ejemplares asignados a la especie P. australis en monofilia reciproca con el clado conformado por P.
corpulenta y P. cuprascens. El segundo clado incluye al resto de ejemplares identificados como P.
blackburni y el ejemplar de P. mendacia utilizado por Zerm et al. (2007). Dentro de este clado nos
encontramos a los ejemplares 43 y 49 en una posicién basal, formando un grupo hermano de los

ejemplares de P. blackburni restantes y P. mendacia, esta ultima basal a los primeros.
4.3.- Andlisis filogeografico

La relacion de haplotipos obtenida por el analisis del conjunto completo de datos muestra
una red (Figura 4.4) en el que las tres especies aparecen bien diferenciadas. En la Tabla 3 podemos
observar los haplotipos hallados y sus ejemplares representantes. Se ha nombrado cada haplotipo
utilizando las dos primeras letras del epiteto especifico de la especie a la que pertenecen, mas una

letra mayuscula identificativa de cada uno de ellos.

Tabla 3: Ejemplares (ver Tabla 1) pertenecientes
cada uno de los haplotipos encontrados.

Haplotipo | Especie Ejemplares

AUF P. australis 139, 140, 142, 143, 146 y 149
AUA P. australis 118

BlZ P. blackburni 163

BIA P. blackburni 32, 34, 35, 162

BIB P. blackburni 36

BIC P. blackburni 39

BID P. blackburni 33

BIE P. blackburni 43

BIF P. blackburni 49

WhA P. whelani 199, 202, 203, 206, 207, 210 y 222
WhB P. whelani 82

WhC P. whelani 225

WhD P. whelani 76, 78 'y 231

WhE P. whelani 169

WhF P. whelani 168

WhG P. whelani 176

WhH P. whelani 171,208y 215
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Los ejemplares asignados a P. australis quedan separados de los identificados como P.
whelani por un minimo de 48 pasos mutacionales y de los ejemplares de P. blackburni de este
estudio por 25 pasos. Igualmente, P. blackburni y P. whelani muestran una separacion minima de 33

pasos.

Figura 4.4: Red haplotipica no enraizada obtenida del andlisis de la matriz de datos completa. Los ejemplares procedentes del
trabajo de Zerm et al. (2007) se nombran con las primeras letras del nombre especifico (cor: P. corpulenta, cup: P. cuprascens, whel:
P. whelani, pul: P. pulchra, men: P. mendacia).

Analizando en particular la red haplotipica de P. australis nos encontramos con el ejemplar
118 (haplotipo “AuA”) en una posicion basal separado de P. blackburni por 24 pasos y de P.
whelani por 47. El resto de ejemplares asignados a esta especie comparten un mismo haplotipo
(AUF) y se hallan separados del ejemplar 118 por 7 pasos.

En cuanto a la red correspondiente a P. whelani (Figura 4.5) encontramos un grupo de
ejemplares (nimeros 199, 202, 203, 206, 207, 210 y 222) que comparten el mismo haplotipo
(WhA), separados por 7 pasos del nimero 225 (haplotipo WhC), el cual se halla a su vez a una
distancia de 3 pasos de otro grupo de ejemplares que también comparten haplotipo (76, 78 y 231,
haplotipo WhD). Este altimo grupo se halla a dos pasos tanto del ejemplar 82 (haplotipo WhB)
como del utilizado por Zerm et al. (2007) (haplotipo “whel”).

En el nodo intermedio a 225 y el grupo del ejemplar 76 se enraiza un clado situado a una
distancia de 6 pasos mutacionales en el que se encuentran los ejemplares 168, 169 y 176 (haplotipos
WhF, WhE y WhG respectivamente) y el grupo formado por los ejemplares 171, 208 y 215
(haplotipo WhH).
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WhB HWHhD |

[WhH] [whé]|

Figura 4.5: Red haplotipica correspondiente a la especie P. whelani.

Dentro del complejo blackburni/murchisona (Figura 4.6) nos encontramos al ejemplar 163
(haplotipo BIZ) ocupando una posicion basal dentro de este grupo. A 15 pasos mutaciones de él se
halla la especie P. cuprascens (“cup”) y, a 5 pasos de esta ultima, P. corpulenta (“cor”). A 17 pasos
del ejemplar 163 se encuentra también el ejemplar de Zerm et al. (2007) de la especie P. pulchra
(“pul™), en la misma rama que lleva, a 10 pasos del ejemplar 163, a un haplotipo no hallado del cual
se distancian los ejemplares 43 (haplotipo BIE) y 49 (BIF) en 1 y 4 pasos mutacionales
respectivamente. Por otra parte se presenta un circulo en el que estan implicados los haplotipos BIC
(ejemplar 39) y BID (ejemplar 33), ambos a 13 pasos mutaciones de distancia del ejemplar 163. A 3
pasos de estos dos Ultimos haplotipos se hallan los ejemplares 32, 34, 35 y 162 (haplotipo BIA),
separado por un paso del haplotipo BIB (ejemplar 36). Entre los haplotipos BIA, BIC y BID se
forma un nuevo circulo, del cual se separa por 18 pasos mutacionales el ejemplar de P. mendacia

procedente del trabajo de Zerm et al. (2007).

Figura 4.6: Red haplotipica correspondiente a la especie P. blackburni y el resto de las especies del complejo blackburni/
murchisona.
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4.4.- Analisis cariotipico

Se ha podido determinar la formula meidtica para 17 individuos, pertenecientes a las tres

especies analizadas (Tabla 4).

Tabla 4: Férmulas medticas de los ejemplares analizados

Especie I(E_f_gg\lgli)r Férmula (n)
32 10 + 111
33 10 + 1
34 10 + 11
P. blackburni 35 10 + 111
36 10 + 11
38 10 + 11
39 10 + 11
P. australis 141 11 + XY
76 12 + XY
78 12 + XY
82 12 + XY
176 12 + XY
P. whelani 203 12 + XY
207 12 + XY
208 12 + XY
215 ??? (menor que otras P. whelani)
225 12 + XY
231 12 + XY

En los ejemplares analizados de la especie P. blackburni se hall6 un cariotipo que responde a
la formula de 10 pares de cromosomas mas un trivalente (n = 10+11l) (Figura 4.7, A-F). Este
trivalente presenta forma de V, con un elemento en el vértice y otros dos en los extremos opuestos.
El elemento del vértice (neoY) posee dos brazos de similar longitud, uno de ellos ligeramente

mayor que el otro.

Los ejemplares de P. australis del Lago Barker F muestran un cariotipo compuesto por 11
pares de autosomas mas el par XY (n = 11+XY) (Figura 4.7, G-J). El ejemplar 118 se encontraba en
un estado avanzado de gametogénesis, por lo que de él no pudieron obtenerse resultados

cromosomicos.

Por otro lado, los ejemplares de P. whelani muestran un cariotipo de tipo con 12 pares de
autosomas mas un par heteromorfico que se identifica como XY (n = 12+XY) (Figura 4.7, K-L),
excepto el ejemplar 215, cuya férmula, aunque no ha podido determinarse con exactitud, parece

poseer un nimero menor de cromosomas.
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Figura 4.7: Microfotografias de las preparaciones cromosomicas. A: Metafase | de P. blackburni mostrando el trivalente (flecha). B:
La imagen anterior interpretada separando cada pareja de cromosomas Y el trivalente (flecha). C: Metafase 11 de P. blackburni
compuesta por 11 cromosomas. D: Metafase Il de P. blackburni compuesta por 12 cromosomas. E y F: Metafases | de P. blackburni,
con el trivalente (flechas). G, H e I: Metafase | de P. australis. J: Metafase Il de P. australis. K: Metafase | de P. whelani, con un par

XY (flechas). L: Metafases Il de P. whelani.
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5.- Discusion
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5.1.- Filogenia del género Pseudotetracha

En todos los andlisis (Figura 5.1), en lo que se refiere a los ejemplares analizados en este

trabajo, podemos observar tres grupos bien diferenciados correspondientes a las tres especies

determinadas en base a los datos morfoldgicos (Figura 3.1).

—L
—
——82 1

—76 [
——78 [

——199 W
——202 W
——203 W

——139 0

——142 [
——143 |
——146 [
——149 [
——140 [
——118 [

—L

——163 []

225 [12+XY
_:231 I:‘ 12+XY Torrens
——168 W
169 []

176 [@ 12+XY
—171 [

208 [12+XY
L2157

12+XY
1 2+XY Torrens
12+XY

Gairdner 5'

Yardea (abril)

Gairdner 4'

Gairdner 3'

12+XY

206 W
—— 207 @ 12+XY
——210 [l
L 222 m

Gairdner 4'

——141 @ 11+XY

Barker F

Barker A

——36 [] 10+l
——32 [l 10+l

——35 @ 10+
——38 [l 10+l
——39 M 10+
—33 [ 10+l
——34 [l 10+l
——162 1

1uejeym ‘o

siessne o

Port Augusta

Yardea (marzo)

Whyalla

Port Augusta

vi

euoSIY2INW/ILLINGY2.)q ofa|dwon

Figura 5.1: Arbol consenso de Maxima Parsimonia sobre el cual se han representado, de izquierda a derecha, los haplotipos de
cada ejemplar (cuadros coloreados; véase la leyenda en las figuras 5.2, 5.3 y 5.4), los datos cromosémicos obtenidos, la localidad
de captura y la especie asignada en base a la morfologia.
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Los ejemplares asignados a P. whelani se recuperan en todos los casos (Figuras 4.1, 4.2 y
4.3) agrupados en un clado monofilético junto al representante de esta especie empleado por Zerm
et al. (2007) en su estudio.

Los ejemplares identificados como P. blackburni forman parte de un grupo que comprende
ademas de ellos a los representantes de las especies P. mendacia, P. pulchra, P. corpulenta y P.
cuprascens. Estas especies, segin la monografia de Sumlin (1997) basada en la morfologia,
conforman un complejo de especies relacionadas muy proximas, el llamado ‘“complejo
blackburni/murchisona”. Llama la atencién que el ejemplar de P. blackburni del trabajo de Zerm et
al. (2007) se situa en el extremo completamente opuesto de los &rboles obtenidos. Zerm et al.
(2007) utilizan esta posicion para negar la existencia del complejo blackburni/murchisona (Sumlin,
1997). Sin embargo, atendiendo a nuestros resultados obtenidos de los 11 ejemplares de P.
blackburni analizados, la hipotesis de la existencia del complejo blackburni/murchisona propuesta
por Sumlin (1997) se ve corroborada al formar todos sus miembros un clado monofilético y los
ejemplares de P. blackburni analizados en este trabajo realmente ocupan el lugar asignado por dicho
autor, mientras que el ejemplar de Zerm et al. (2007) ocupa una posicion incoherente con los datos
morfoldgicos. Entre las explicaciones mas plausibles de este hecho se encuentra una posible
identificacion errénea del ejemplar por parte de Zerm et al. (2007). Esto no seria descartable a
priori, ya que segun Vilgalys (2003) aproximadamente un 20% de las secuencias en las bases de
datos publicas pertenecen en realidad a un organismo distinto al que se refieren. Otras explicaciones
alternativas podrian ser una contaminacion de la muestra o un etiquetado erréneo, rotulando como
P. blackburni lo que en realidad era una muestra de ADN de P. oleadorsa o una especie proxima a
ésta.

Los ejemplares asignados a la especie P. australis conforman un grupo monofilético bien
diferenciado, por lo que podemos afirmar que realmente constituyen un taxén homogéneo. En base
a la morfologia (Sumlin, 1997), los ejemplares analizados pertenecen al taxén P. australis. Los
datos moleculares obtenidos en este trabajo son los primeros disponibles para esta especie, ya que
su estudio no fue abordado en el trabajo de Zerm et al. (2007), y tampoco existen secuencias de esta

especie en las bases de datos.

El andlisis filogeogréafico ha permitido obtener una red de haplotipos que resulta ser
relativamente incompleta (Figura 4.4), debido a la escasez de datos (haplotipos) derivada del
reducido numero de muestras. Esto nos ha impedido realizar un andlisis cladistico anidado, que nos

permita extraer conclusiones apropiadas acerca de la estructura e historia evolutiva de las diferentes
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poblaciones. No obstante, la red haplotipica obtenida nos permite observar la clara separacion de P.
australis, P. whelani y el complejo blackburni/murchisona. Cada uno de estos grupos de haplotipos
se veré con detalle en los siguientes apartados.

5.2.- Pseudotetrecha whelani

Esta especie se muestra en todos los andlisis filogenéticos (Figuras 4.1, 4.2 y 4.3) dividida
en tres clados bien diferenciados y siempre monofiléticos:
- Clado A: formado por los ejemplares 76, 78, 82, 225, 231 y whelani.
- Clado B: formado por los ejemplares 168, 169, 171, 176, 208 y 215.
- Clado C: formado por los ejemplares 199, 202, 203, 206, 207, 210 y 222.

Los ejemplares del clado A fueron capturados en la localizacion Lago Torrens (Figura 5.2),
excepto el ejemplar 225, procedente del relativamente cercano Lago Gairdner 5°, y el ejemplar del
andlisis de Zerm et al. (2007) cuyo origen se halla en la Laguna Iron Stone, cuya localizacién no ha
podido ser determinada en base a la cartografia empleada (Google Earth™). La red haplotipica los
sitlla como un grupo intermedio entre el clado C, mas préximo al punto de divergencia de las tres

especies y, por lo tanto, presumiblemente el grupo mas primitivo, y el clado B.

Las diferentes poblaciones de P. whelani estudiadas parecen tener su origen en el Clado A,
pues es el mas cercano al resto de especies segun la red haplotipica (Figura 4.4). Estos ejemplares
fueron capturados en la Laguna Island y otros lagos menores colindantes. La red haplotipica
indicaria que hubo dos fendmenos de dispersion: uno de ellos dirigido al Lago Everard
(localizaciones Gairdner 4’ y 3°) a través del norte del Lago Gairdner, dando lugar a la poblacién
portadora del haplotipo WhA; y el otro hacia el sur del Lago Gairdner (localizacion Yardea-Abiril),
dando lugar a una poblacién en la que se presentan los haplotipos WhE, WhF, WhG y WhH. Al
menos éste ultimo habria sufrido un nuevo fendmeno de dispersion, colonizando algunos de sus
miembros localidades tan alejadas como la llamada Gairdner 4°, situada en el extremo opuesto del

lago, a mas de 100 kilometros de distancia.

Otra hipotesis que explicaria este hecho seria la posible existencia de una antigua poblacion
de P. whelani con una amplia distribucion poseedora de un polimorfismo haplotipico ancestral, que
posteriormente, con la aridificacién de Australia, quedd dividida en poblaciones aisladas en cada

uno de los lagos. También puede explicarse por un fendmeno de homoplasia, una convergencia en
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la secuencia a traveés de cambios nucleotidicos diferentes que han dado el mismo resultado.
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Figura 5.2: Filogeografia de los ejemplares analizados de P. whelani. A) Localizacién espacial de los haplotipos encontrados. B)
Red haplotipica de los mismos. Se muestran englobados en recuadros azules los tres clados diferenciados en los andlisis
filogenéticos.

En cuanto al nimero cromosomico y sistema de cromosomas sexuales se ha hallado en
diferentes ejemplares una férmula cariotipica de 12 autosomas mas un par de heterosomas del tipo
XY (Figura 4.7, K-L) en todas las poblaciones, datos que corroboran los resultados previamente
obtenidos por Galian y Hudson (1999). El posible nimero cromosémico reducido en el ejemplar
215 no puede ser explicado debido a la falta de imégenes en las que sus cromosomas se muestren
claramente separados; pero se debe tener en cuenta la posibilidad de que se deba a malas

condiciones de conservacion de la gonada o ser resultado de un artefacto en la preparacion.
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5.3.- Pseudotetracha australis

Esta especie ha sido colectada solamente en dos localidades (Figura 5.3), ambas localizadas
en una laguna costera, el Lago Alexandrina, denominado Lago Barker por los recolectores. El
nimero de muestras es muy reducido, tan solo contamos con ocho ejemplares. De ellos, siete
(haplotipo AuF) pertenecen a la localidad Barker F y uno (AuA) a la localidad Barker A. El lugar de
captura y el haplotipo muestran una correspondencia exacta en todos los casos, aunque debido al
reducido tamafio de la muestra no podemos descartar que cada haplotipo se halle en mas lugares y/o
que en cada localidad haya mas de un haplotipo. Sera necesario un futuro estudio mas extenso sobre

esta especie para aclarar con certeza el estatus genético de cada una de las poblaciones.
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Figura 5.3: Relaciones filogeograficas para los ejemplares analizados de P. australis. A) Localizacion espacial de los haplotipos
encontrados. B) Red haplotipica.

Tan sélo se han hallado datos cromosémicos para ejemplares de la localidad Barker F
(Figura 5.1), pertenecientes al haplotipo WhF, siendo estos los primeros datos citogenéticos
obtenidos para esta especie (Figura 4.7, G-J). Los ejemplares analizados presentan una formula
cariotipica del tipo 11+XY. En la localidad Barker A no ha sido posible obtener datos cromosomicos
debido al avanzado estado de madurez de las gonadas del Unico ejemplar perteneciente a esta
poblacién. Futuros estudios sobre ejemplares de esta poblacion y de otras no analizadas permitiran

determinar si la formula 11+XY es representativa de la especie.
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5.4.- Pseudotetracha blackburni y relaciones con otras

especies del complejo blackburni/murchisona.

Como ya se ha indicado anteriormente, nuestros resultados confirman la validez del
complejo blackburni/murchisona propuesto por Sumlin (1997) en base a la morfologia. Dentro de
este grupo se sittan siempre las especies P. corpulenta y P. cuprascens como taxones hermanos, en
todos los casos ocupando una posicion basal, al igual que el ejemplar 163 de P. blackburni. Este
ultimo se revela en la red haplotipica como raiz de todo el grupo (Figuras 4.4, 4.6 y 5.4).

En general, podemos distinguir seis grupos claramente separados (Figura 5.1) en este
complejo de especies comunes a todos los analisis realizados:

) P. corpulenta y P. cuprascens (Zerm et al., 2007).

i) Ejemplar 163 (asignado morfologicamente a P. blackburni segin Sumlin, 1997).

iii) P. pulchra (Zerm et al., 2007).

iv) Ejemplares 43 y 49 (asignados morfolégicamente a P. blackburni segin Sumlin,

1997).
V) P. mendacia (Zerm et al., 2007).
vi) P. blackburni (ejemplares 32, 33, 34, 35, 36, 38, 39 y 162).

La posicion de P. pulchra varia segun el analisis empleado. El analisis de Neighbor-Joining
y la Inferencia Bayesiana sitGan a P. pulchra en una posicion basal respecto a todo el grupo, a
diferencia de lo obtenido por Zerm et al. (2007). Sin embargo, tanto el analisis de Méaxima
Parsimonia como la red haplotipica la incluyen en el grupo formado por los ejemplares de P.
blackburni analizados en este trabajo y el ejemplar de P. mendacia de Zerm et al. (2007),
coincidiendo en este caso con el resultado de estos autores. Esta diferencia se debe probablemente
al uso de diferentes algoritmos por cada uno de los analisis. Debido a que el estudio de Zerm et al.
(2007) esta realizado con dos fragmentos mitocondriales y uno nuclear, y en el presente estudio tan

solo se utiliza un fragmento mitocondrial, se podria admitir que la posicion correcta es la segunda.
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Figura 5.4: Relaciones filogeogréficas para los ejemplares analizados de P. blackburni. A) Localizacion espacial de los haplotipos
encontrados. B) Red haplotipica.

Los ejemplares 43 y 49, ambas de la poblacion de Yardea-marzo, se muestran en todos los
analisis como taxones hermanos, siempre como grupo hermano del resto de los ejemplares de P.
blackburni analizados en este trabajo (excepto el ejemplar 163) y el ejemplar de P. mendacia de
Zerm et al. (2007). En este altimo grupo nos encontramos ejemplares tanto de la poblacién de
Whyalla como de Port Augusta. Cada una de estas poblaciones muestra un polimorfismo
haplotipico, e incluso un haplotipo (BIA) se comparte entra ambas. Sin embargo, al observar la
localizacion geogréafica (Figura 5.4) se advierte que ambas localidades se hallan en el mismo lago,
el Lago Gilles. Los resultados obtenidos en este trabajo apuntan a la existencia de un polimorfismo
en este lago, cuyos haplotipos sin embargo no se comparten con los ejemplares de Yardea-marzo.
No obstante, debido al escaso nimero de ejemplares analizados y los resultados encontrados en P.
whelani no podriamos descartar que en cada una de estas poblaciones existieran mas haplotipos,

algunos de los cuales podrian estar compartidos.
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La posicion filogenética y en la red haplotipica del ejemplar nimero 163 plantea un
problema. Este ejemplar, estudiado morfolégicamente siguiendo la clave de identificacion de
Sumlin (1997), presenta las caracteristicas correspondientes a la especie P. blackburni (Figura 5.5).
Sin embargo, los analisis moleculares lo sitian en wuna posicion basal del complejo
blackburni/murchisona, como taxén hermano de un grupo que no sélo comprende a ejemplares de
P. blackburni sino también a representantes de otras especies. Estos datos nos conducen a proponer
dos posibles explicaciones a este hecho: (a) Que se trate de un hibrido entre P. blackburni y otra
especie de este complejo (probablemente P. murchisona, la Unica que no ha sido analizada
molecularmente), habiendo heredado la morfologia de P. blackburni y el ADN mitocondrial de la
otra especie; o (b) que corresponda a una entidad separada (especie no descrita), y con morfologia

similar a P. blackburni, y no recogida por lo tanto en la monografia de Sumlin (1997).

Figura 5.5: Detalle de los élitros del ejemplar nimero 163, en el que se aprecia su patron de puntuadura alcanzando los apices.

Llama la atencion la situacién de P. mendacia (Zerm et al., 2007) incluida en todos los
analisis entre los ejemplares de P. blackburni (Figuras 4.1, 4.2, 4.3 y 4.4). Esto podria indicar dos
posibles situaciones: (a) El ejemplar etiquetado como P. mendacia por Zerm et al. (2007) en
realidad pertenece a la especie P. blackburni (véase el caso del ejemplar de P. blackburni de Zerm et
al., 2007, comentado en el apartado 5.1), o (b) realmente pertenece al taxén P. mendacia, en cuyo
caso 0 bien P. mendacia seria candidata a cambiar su estatus taxondémico para ser considerada
subespecie de P. blackburni, o bien los ejemplares 43 y 49 pertenecerian a una entidad separada

(especie criptica) no descrita, muy similar morfologicamente a P. blackburni.
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La red haplotipica de este grupo de especies muestra un circulo de 27 pasos mutacionales
(Figura 5.4), situacion posiblemente debida al hecho de que fue necesario forzar al andlisis hacia un
limite de conectividad elevado para poder unir todos nuestros haplotipos en una Unica red. Esto es
también la causa del circulo que aparece entre los grupos de haplotipos de las tres especies

analizadas (Figura 4.4).

El cariotipo de los ejemplares de la localidad Whyalla presenta una férmula cariotipica
compuesta por diez bivalentes autosdémicos mas un trivalente (Figura 4.7, A-F). Esto representaria
un sistema de cromosomas sexuales maltiples en cicindélidos dentro de la tribu Megacephalini, con
origen independiente del sistema propio de la tribu Cicindelini (Galian et al., 2002) y fruto de una

reorganizacion cromosomica reciente.

5.5.- Evolucion cariotipica en el género Pseudotetracha y la

tribu Megacephalini

Los resultados citogenéticos obtenidos en el presente trabajo para la especie P. blackburni
nos revelan la presencia de un sistema de cromosomas sexuales multiples. Este sistema de
determinacion cromosomica del sexo no ha sido observado hasta ahora en ningn miembro de la
tribu Megacephalini, teniendo presente que los datos obtenidos por Proenca et al. (1999) para la
especie Megacephala megacephala no deberian ser tenidos en cuenta, ya que estaban basados
solamente en observaciones de la segunda divisién meidtica, por lo que la existencia de un sistema
multiple fue inferida a partir de estas imagenes, sin observacion real de una figura en trivalente en la

primera division meidtica.

Tabla 5: Datos de nimero cromosémico y sistema de cromosomas sexuales en diferentes especies
de la tribu Megacephalini.

Especie n Referencias
Grammognatha euphratica 15+ X0 Serrano et al 1986, Galian et al 1995
Megacephala megacephala 12 + XXY?? | Proenca et al 1999
Phaeoxantha cruciata 15+ X0 Proenca et al 2005
Pseudotetracha australis 11 + XY Este trabajo
Pseudotetracha blackburni 10 + 111 Este trabajo
Pseudotetracha whelani 12 + XY Galian y Hudson 1999
Tetracha brasiliensis 5+ XY Proenca et al 2002
Tetracha rutilans 12 + X0 Proenca et al 2005
Tetracha sobrina 14 + X0 Proenca et al 2005
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El origen de este sistema no puede ser determinado con la escasez actual de datos
citogenéticos en este género —y para el resto de Megacephalini, grupo en el cual sélo se conocen
datos cromosomicos para 9 especies (Tabla 5) (Serrano et al., 1986; Galian y Hudson, 1999;
Proenca et al., 2005; este trabajo)—. La carencia de datos citogenéticos tanto de los ejemplares que
ocupan una posicion mas basal en el arbol filogenético (163, 43 y 49) como de especies proximas
no permite determinar la naturaleza del cariotipo ancestral del cual deriva. Futuros estudios
citogenéticos en el complejo blackburni/murchisona permitiran determinar el origen y evolucién del
trivalente hallado, asi como su papel en los fendmenos de especiacion dentro de este grupo
(Rieseberg, 2001; White, 1978). Sin embargo, se podrian proponer dos modelos hipotéticos que
expliquen su formacion, partiendo por un lado de un cariotipo con 11 pares de autosomas mas un
unico heterosoma (X) o bien partiendo de un cariotipo con 11 pares de autosomas méas un par de

heterosomas XY (Figura 5.6).

a A A nedf neoX, neoX4 neoY
el I
I I @ l neOX‘] neOX2
b neoY’ neoY

A A neoX 2
/lusc')n neox1 m
. ﬁ ﬂ neoX1 eoX
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Figura 5.6: Hipotesis planteadas (ver explicacion en el texto) para explicar el origen del trivalente hallado en P. blackburni. En la
primera columna se muestra el sistema original y la reorganizacion que habria tenido lugar, en la segunda columna el resultado de
la misma, y en la tercera la interpretacion del trivalente en términos de los elementos originales que lo componen.

En el primer caso (Figura 5.6, A) un fragmento de un autosoma se habria translocado al
Unico heterosoma existente. Entonces su pareja actuaria como neoY, mientras que el nuevo
cromosoma translocado actuarian como neoX; y el fragmento restante del primitivo autosoma

quedaria como neoXa.
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En el segundo caso (Figura 5.6, B) habria tenido lugar un fendmeno de fusion de un
autosoma con el cromosoma Y. En ese caso, el cromosoma recién formado actuaria como neoY,
emparejandose en la meiosis tanto con el antiguo X (ahora neoX;) como con el elemento del par
autosomico no fusionado (neoX;). Este proceso implica la pérdida de un centromero en el nuevo
cromosoma, asi como la formacién de un hipotético cromosoma B que no ha sido detectado, aunque

podria haber desaparecido a lo largo de las generaciones (Camacho et al., 2000).

Adicionalmente cabe mencionar el efecto potencial de incorporar genes al sistema de
cromosomas sexuales en cuanto al hecho de reducir su recombinacién en los heterosomas. Aunque
el sistema observado tiene las caracteristicas de un sistema quiasmatico, el papel de esta conexion
podria ser méas relevante en cuanto a permitir el reparto correcto de los cromosomas que forman el

trivalente en la meiosis que en cuanto a la generacion de nuevas combinaciones génicas.

El sistema de cromosomas sexuales multiples de tipo quiasmatico detectado en P. blackburni
seria de reciente formacién, ya que no se observa en otras especies proximas como hemos visto para
P. australis (n = 11+XY) o para P. whelani (n = 12+XY). Asi mismo, representa un caso aislado,
con nada en comun con el antiguo sistema de cromosomas sexuales multiples aquiasmatico

ampliamente distribuido por la tribu Cicindelini (Galian et al., 2002).

Tratados en conjunto, los datos citogenéticos en Megacephalini (Figura 5.7; Tabla 4)
muestran una tendencia a la reduccion del namero cromosémico, al menos en el linaje australiano
Pseudotetracha (Galian y Hudson, 1999; este trabajo) y el americano Tetracha (Proenca et al.,
2002; Proenca et al., 2005). Esta tendencia a la reduccion también se repite en la tribu Cicindelini
(Galian et al., 2002; Galian et al., 2007). Ambos grupos derivarian por reduccién del supuesto
cariotipo ancestral hipotetizado para el suborden Adephaga compuesto por 18 pares de autosomas
mas un unico heterosoma (n = 18+X0) (Galian y Lawrence, 1993; Serrano y Galian, 1998), el cual a
su vez procederia del cariotipo ancestral hipotético de los coledpteros, consistente en 9 pares de

autosomas mas un par XY (n = 9+XY).
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Tetracha brasiliensis 5+XY
Tetracha rutilans 12+X0
Tetracha sobrina 14+X0
Phaeoxantha cruciata 15+X0
Pseudotetracha whelani 12+XY
Pseudotetracha australis 11+XY
Pseudotetracha blackburni 10+l

Grammognatha euphratica 15+X0

Figura 5.7: Datos cromosémicos conocidos en Megacephalini, localizados sobre el arbol obtenido por Zerm et al. (2007).

La alternancia en sistemas X0 y XY observada en la tribu Megacephalini permite hipotetizar
sobre la intervencion de los cromosomas sexuales en las reorganizaciones cromosomicas que
conducen a la reduccién numérica del cariotipo observada en las especies analizadas de la tribu.
Asi, repetidos ciclos de incorporacion de pares autosémicos al sistema de cromosomas sexuales y la
posterior pérdida del cromosoma Y podria proponerse como el proceso de ortoseleccidn cariotipica
que habria marcado la dindmica evolutiva en la tribu Megacephalini. La incorporacion de
autosomas al sistema de cromosomas sexuales junto a la reduccion en el nivel de recombinacion
genética en los hibridos debido a esta incorporacion tendria un doble efecto: por un lado conduce a
la reduccion numérica (mediante ortoseleccion) y por otra parte lleva a la reduccion del nivel de
recombinacion, lo cual podria conducir a la seleccién de grupos de ligamiento (grupos de genes
coadaptados) relacionada con la alta especializacion de las especies de Megacephalini. La obtencion

de nuevos datos citogenéticos en esta tribu permitird poner a prueba esta hipétesis.

5.6.- Codigo de barras y taxonomia del ADN en la tribu

Megacephalini

La secuencia analizada ha revelado ser de utilidad para ser usada como cddigo de barras de
ADN para identificacion taxonémica, ya que ha permitido confirmar que los ejemplares de P.
whelani analizados en este trabajo quedan agrupados en todos los analisis (Figuras 4.1, 4.2 y 4.3)
junto al ejemplar procedente del estudio de Zerm et al. (2007). Sin embargo, a la hora de aplicar
esta metodologia a los ejemplares de la especie P. blackburni, han surgido los habituales problemas
asociados a la fase temprana de esta técnica de identificacion cuando se comienza a aplicar a un
grupo de organismos: la escasez de datos moleculares para grupos poco conocidos y la

indentificacion errdnea de taxones en las bases de datos (Vilgalys, 2003).
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Ademas de la falta de secuencias disponibles para Megacephalini, el gen empleado en este
estudio (citocromo oxidasa Il1), elegido para poder comparar nuestros datos con los de Zerm et al.
(2007), esta escasamente representado en las bases de datos, por lo que su validez para utilizarlo
como codigo de barras de ADN en la identificacion de ejemplares queda relegado a aquellos grupos
en los que se dispone de su secuencia, como es el caso de la tribu Megacephalini. Sin embargo,
estudios recientes (Vialle et al., 2009) han demostrado que en ciertos casos el uso de este gen es

mas apropiado que otros mas comunes, como la citocromo oxidasa .

Por otro lado, actualmente los representantes de la tribu Megacephalini en Australia se
encuentran muy poco estudiados a todos los niveles, al igual que muchos otros grupos de
organismos. Se estima que todavia queda un relativamente elevado numero de especies por
descubrir. El principal motivo de este desconocimiento es el habitat en el que viven estos insectos:
zonas extremadamente aridas y frecuentemente alejadas de asentamientos humanos, las cuales s6lo
son muestreadas ocasionalmente durante un reducido niumero de expediciones de recoleccion. El
desconocimiento que existe acerca de estos organismos Yy la existencia inferida de taxones por
describir convierten a este grupo en un ejemplo ideal para aplicar los métodos de la taxonomia del
ADN.

De hecho, determinados grupos de cicindélidos ya han sido objeto de estudios de taxonomia
del ADN, como es el caso del trabajo de Pons et al. (2006) en el género Rivacindela, perteneciente a
la tribu Cicindelini. Para ello estos autores emplearon las secuencias de tres genes mitocondriales:
citocromo oxidasa I, apoenzima citocromo b y rRNA 16S. Con este andlisis estimaron la existencia
de 48 especies, algunas de ellas no descritas.

En este trabajo el ejemplar nimero 163 (Figura 5.5), asignado a la especie P. blackburni
segun la morfologia (Sumlin, 1997), se revela como una entidad separada. Cabe la posibilidad de
que este ejemplar represente a una especie criptica hasta ahora desconocida, indiferenciable de P.
blackburni en cuanto a los caracteres diagnéstico tradicionales. Asi mismo, si se considera a P.
mendacia como una especie independiente de P. blackburni, se podria considerar a los ejemplares
43 y 49 como otra entidad separada y posible especie no descrita. El anélisis de estos ejemplares
utilizando otros genes, tanto nucleares como mitocondriales, y afiadiendo individuos que se
captures en futuras expediciones, ayudard a comprender mejor la taxonomia y la diversidad del

género Pseudotetracha.
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6.- Resumen y conclusiones
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6.1.- Resumen

Se ha realizado un estudio de tres especies del escasamente estudiado género australiano
Pseudotetracha Fleutiaux, 1894, perteneciente a la tribu Megacephalini, a varios niveles:

citogenético, filogenético y filogeografico.

El estudio citogenético se llevo a cabo por observacion directa bajo microscopia Optica de
preparaciones obtenidas mediante el método de squash, determinando en base a las observaciones
tanto de la primera como de la segunda division meiotica el nimero de autosomas y el sistema de
cromosomas sexuales. Se confirma el dato obtenido por Galidn y Hudson (1999) acerca de P.
whelani, con 12 pares de autosomas mas un par de heterosomas XY. P. australis posee una formula
meidtica del tipo n=11+XY, mientras que P. blackburni presenta 10 pares de autosomas mas un
trivalente fruto de una translocacion o fusion en la que estan implicados los heterosomas. Puestos
en conjunto con los datos citogenéticos disponibles en la bibliografia para otros miembros de la
tribu Megacephalini, los resultados de este trabajo evidencian un posible proceso de ortoseleccion
cartiotipica por ciclos repetidos de incorporacién de autosomas al par de heterosomas y pérdida del
cromosoma Y, hipotesis que requerira de una ampliacion en el conjunto de datos citogenéticos

disponibles de este grupo de organismos para poder ser validada.

Ademés se extrajo ADN de los ejemplares para proceder con analisis filogenéticos
(utilizando los métodos de Neighbor-Joining, Maxima Parsimonia e Inferencia Bayesiana) y
contruir la red haplotipica. El analisis filogenético de las tres especies, junto con las secuencias
procedentes del trabajo de Zerm et al. (2007), confirma la posicién de P. whelani segun el arbol
obtenido por estos autores. En todos los analisis esta especie queda dividida en tres clados,
concordantes con los resultados del analisis filogeografico. Estos tres agrupamientos tienen ademas
una base geogréafica, cuya explicacidn requiere invocar o bien la posible existencia de un antiguo
polimorfismo ancestral en la poblacion, la cual sufrio una fragmentacion frente a condiciones
ambientales desfavorables, o alternativamente la existencia de al menos tres fendmenos pasados de

dispersion a larga distancia.

Asi mismo, los resultados filogenéticos y filogeogréaficos para la especie P. australis también
son congruentes, existiendo una correspondencia exacta en cuanto a filogenia, haplotipo y
localizacion geografica. Sin embargo, la escasez de ejemplares impide sacar conclusiones bien

soportadas para esta especie.
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Los métodos filogenéticos demostraron que no todos los ejemplares asignados

morfoldgicamente a la especie P. blackburni pueden ser considerados como tales en base a la

taxonomia del ADN, como es el caso del ejemplar 163, y lo mismo se puede decir de los ejemplares

43y 49 si se considera a P. mendacia como especie valida. No obstante, se debe tener en cuenta que

estos resultados se basan en el andlisis de un Unico gen, y las hipdtesis propuestas deberan ser

puestas a prueba mediante nuevos analisis filogenéticos utilizando més genes tanto nucleares como

mitocondriales.

6.2.- Conclusiones
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Las especies P. whelani y P. australis y el complejo de especies blackburni/murchisona tal
como fue definido por Sumlin (1997) forman grupos monofiléticos bien diferenciados y
constituyen por lo tanto taxones validos.

La negacion de la existencia del complejo blackburni-murchisona por parte de Zerm et al.
(2007) basandose en datos moleculares resulta ser incongruente con los resultados obtenidos
en este trabajo, posiblemente debido a una identificacion erronea del ejemplar empleado por
estos autores 0 a un descuido en la manipulacion de este individuo.

Los primeros datos moleculares para la especie P. australis apuntan a una situacion muy
préxima al complejo blackburni-murchisona.

P. whelani se divide en tres grupos, congruentes con la localizacion geografica de los
individuos que lo componen. Los ejemplares mas basales se situan en los alrededores de la
Laguna Island. La distribucién de los haplotipos indica bien la existencia de un
polimorfismo ancestral o bien diversos eventos de dispersion a larga distancia.

El cariotipo hallado para la especie P. whelani concuerda con los resultados obtenidos por
Galian y Hudson (1999), consistentes en 12 pares de autosomas mas un par de heterosomas
XY.

Los resultados citogenéticos para la especie P. australis, para la cual no se tenian datos
cromosomicos, indican que posee 11 pares de autosomas mas un par de heterosomas XY.

El ejemplar 163, morfolégicamente asignado a P. blackburni, se revela separado del resto de
ejemplares de esta especie, conformando una entidad independiente que posiblemente
represente una especie no descrita, la cual ocuparia una posicion basal dentro del complejo
de especies blackburni/murchisona.

La situacion de P. mendacia indica que o bien deberia revisarse su estatus taxonémico para
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ser considerada subespecie de P. blackburni o bien se debe considerar a los ejemplares 43 y
49 como otra entidad independiente de P. blackburni. Ademaés, los datos filogeograficos en
este grupo apuntan a que estos dos individuos conforman un grupo de haplotipos bien
separado del resto de haplotipos de P. blackburni.

La posicion de P. pulchra segun Zerm et al. (2007) se ve soportada por el analisis de
Maéaxima Parsimonia realizado en este trabajo.

Los datos citogenéticos para P. blackburni muestran una formula meiotica formada por 10
pares de autosomas mas un trivalente fruto de una reorganizacion cromosomica,
constituyendo un sistema de determinacion cromosomica del sexo por un sistema de
cromosomas sexuales mdltiples, nunca antes observado en la tribu Megacephalini. Este
sistema de cromosomas sexuales tendria un origen reciente y caracteristicas diferentes al
ampliamente distribuido en la tribu Cicindelini. Su origen puede hipotetizarse a partir de una
translocacion en un cariotipo con meioférmula 11+X0 o bien mediante una fusion en un
sistema 11+XY, ambas reorganizaciones implicando a los heterosomas.

Los datos citogenéticos disponibles para la tribu Megecephalini muestran una tendencia a la
reduccion del nimero cromosémico, en la que intervendrian los heterosomas. Se puede
hipotetizar un proceso de ortoseleccion cariotipica, consistente en repetidos ciclos de
incorporacion de pares autosémicos a los heterosomas y pérdida del cromosoma Y.

El hecho de incorporar genes a los heterosomas implicaria una reduccion en su tasa de
recombinacion, lo cual, junto con la reduccion del nimero cromosémico, podria favorecer
los procesos de especiacion y estar relacionado con la alta especializacion de las especies de
la tribu Megacephalini.

La secuencia empleada es apropiada para estudios de codigo de barras de ADN, a pesar de la
presencia de problemas relacionados con la escasez de datos en este grupo y los errores en
bases de datos.

La taxonomia del ADN se revela como una técnica apropiada para el estudio del género
Pseudotetracha, en el que se estima que queda un amplio nimero de especies por descubrir,

como podria ser el caso del ejemplar 163 y, posiblemente, los individuos 43 y 49.
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ANEXO I: Alineamiento del fragmento de la citocromo oxidasa 11 (365 pares de bases)
analizado en todos los ejemplares analizados. El punto indica igualdad de base.
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ANEXO II: Mapas de distribucion de las 19 especies del género Pseudotetracha (fuente:
Australian Faunal Directory), basandose en datos bibliograficos de lugares de recoleccion.
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