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Resumen
Correspondencia En este trabajo se realiza un analisis filogenético de 13 especies
A. Lépez-Lopez de Cicindelini presentes en la Peninsula Ibérica. El analisis situa al
E-mail: alopez@um.es género Cephalota como un taxén basal dentro de este grupo. Las
Recibido: 11 junio 2010 especies Cicindela campestris Linnaeus, 1758 y C. maroccana Fa-

bricius, 1801 muestran una estrecha relacién como taxones her-
manos. La especie amenazada Cephalota deserticoloides (Codina,
1931) muestra una mayor diversidad genética de la establecida
por trabajos previos. El andlisis filogenético indica que las especies
de Cicindelini presentes en la Peninsula Ibérica no constituyen un
grupo monofilético, sino que conforman linajes cuyos parientes
mas cercanos se encuentran en otras regiones biogeograficas, de
acuerdo con las hipétesis que situan el origen de los cicindélidos
en épocas tempranas de la fragmentacién del subcontinente
Gondwana.
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Phylogenetic  analysis of Iberian Cicindelini (Coleoptera;
Carabidae: Cicindelinae)

Abstract

A phylogenetic analysis of 13 species of Cicindelini of the Iberian
Peninsula has been carried out. The analysis places the genus
Cephalota as a basal taxon within this group. The species pair Ci-
cindela campestris Linnaeus, 1758 and C. maroccana Fabricius,
1801 show a close relationship as sister taxa. The endangered
species Cephalota deserticoloides (Codina, 1931) shows a greater
genetic diversity than previously described. The analysis indicates
that the species of Cicindelini present in the Iberian peninsula do
not constitute a monophyletic group, instead they constitute lin-
eages whose closer relatives are found in other biogeographical re-
gions, in accordance with the hypothesis that estimates the origin
of the cicindelid in early periods of the fragmentation of the Gond-
wana subcontinent.
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Introduccion mente 2300 especies (Pearson & Vogler 2001)
distribuidas por todos los continentes. Ocupan una
Los escarabajos tigre o cicindélidos conforman un amplia variedad de habitats, en los que algunas

grupo de Coleodpteros compuesto por aproximada- especies poseen una especificidad muy elevada
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que las hace ttiles como indicadores del estado
ecologico de los mismos.

Los escarabajos tigre han sido estudiados
desde multiples puntos de vista y disciplinas: bio-
logia, ontogenia, ecologia, etologia, biogeografia,
citogenética, filogenia, sistematica, etcétera (Pear-
son et al. 1988, Knisley & Schultz 1997, Pearson
& Vogler 2001, Galian et al. 2007 y referencias
alli citadas).

En la actualidad se admite la presencia de 21
especies de cicindélidos en la Peninsula Ibérica
(Serrano 2003), de las cuales 20 pertenecen a la
tribu Cicindelini y una (Grammognatha euphrati-
ca Dejean, 1822) a la tribu Megacephalini.

Dentro de la tribu Cicindelini podemos dife-
renciar cinco géneros residentes en la Peninsula
Ibérica. El género Cephalota Dokhtouroff 1883
comprende a seis especies, entre las cuales se in-
cluye la especie Cephalota (Taenidia) desertico-
loides (Codina, 1931), un endemismo del sureste
ibérico muy amenazado, o la recientemente
descrita Cephalota (Taenidia) dulcinea Lopez, De
la Rosa y Baena, 2006. El género con mayor
abundancia de especies es el género Cicindela s.
str. Linnaeus, 1758, con nueve miembros. Los gé-
neros Cylindera Westwood, 1831, Lophyra Mo-
tschulsky, 1861 y Myriochila Motschulsky, 1862
presentan un menor nimero de especies, inclu-
yendo 3 el primero y estando los otros dos repre-
sentados por una sola especie cada uno.

Dos especies de Cicindelini muy comunes
distribuidas a lo largo de toda la Peninsula Ibérica
son Cicindela campestris Linnaeus, 1758 y Ci-
cindela maroccana Fabricius, 1801. La primera de
ellas presenta una distribucion paleartica, mientras
que la segunda esta restringida a la mitad occiden-
tal de la cuenca mediterrinea. Ambas especies
presentan una morfologia y habitos muy similares,
habiendo sido separadas recientemente (Rivalier
1950) en base a caracteres morfologicos del orga-
no copulador masculino. Estas especies han sido
abordadas desde diversos puntos de vista, como es
el citogenético y filogenético (Galian & Vogler
2003), mostrando un elevado grado de parentesco
que ha llevado a algunos autores a postular posi-
bles fendmenos de hibridacion entre ambas.

La especie Cicindela deserticoloides, actual-
mente considerada por ciertos autores (Lorenz
2005) como Cephalota (Taenidia) deserticoloides.
Se trata de un endemismo del sureste ibérico
restringido a las provincias de Murcia y Alicante.

Habita en saladares con un reducido grado de alte-
racion antropica, cada vez mas escasos y fragmen-
tados. Se ha recolectado histéricamente en los sa-
ladares del Guadalentin, la rambla de Ajauque,
Arneva, San Isidro, la laguna de El Hondo y las
salinas de Santa Pola. Esta especie fue abordada
desde un punto de vista genético en el trabajo de
Diogo et al. (1999), quienes revelaron una escasa
diversidad genética hallando tan s6lo una muta-
cion entre cada una de las tres poblaciones que
analizaron.

Los cicindélidos han sido objeto de numerosos
estudios filogenéticos para conocer las relaciones
genealogicas o evolutivas entre las diferentes
especies, como es el caso del trabajo de Vogler &
Pearson (1996), de Vogler & Welsh (1997), el de
Vogler et al. (2005) o el estudio de Galian et al.
(2002). Todos ellos engloban a la mayoria de gru-
pos de cicindélidos; sin embargo otros autores han
realizado estudios mas especificos para ciertos
grupos, como Cardoso & Vogler (2005) o Pons et
al. (20006).

La molécula mas utilizada para estudios filo-
genéticos es el ADN mitocondrial, debido a las
ventajas que presenta frente al ADN nuclear.
Dado que se presenta en gran niimero en cada cé-
lula, su extraccion es mas facil. Asi mismo, no po-
see ADN repetitivo, pseudogenes, intrones u otras
estructuras que puedan afectar a los andlisis. Su
tasa de mutacion es mayor que la del ADN nucle-
ar, cuyas secuencias a menudo son idénticas en di-
ferentes especies. Ademas se hereda monoparen-
talemente, por lo que se evitan los efectos deriva-
dos del fenémeno de la recombinacion meidtica.
Uno de los genes mitocondriales mas frecuentes
en trabajos de filogenia y filogeografia es el de la
subunidad I de la citocromo oxidasa (COI) (Marti-
nez-Navarro et al. 2004).

El estudio de los Cicindelini ibéricos no ha
sido abordado hasta el momento en un contexto
filogenético. Trabajos previos indican que el ori-
gen de los cicindélidos tuvo lugar en la época ini-
cial de la fragmentacion de Gondwana hace 150
millones de afios (cifrado de Hunt et al. 2007).
Debido a este temprano origen, los linajes inicia-
les de los cicindélidos quedaron repartidos en to-
das las grandes masas continentales resultantes,
extendiéndose posteriormente a las masas re-
sultantes de la fragmentacion de Laurasia. Las
predicciones que se derivan de la hipotesis men-
cionada indican que las especies presentes en la
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Peninsula Ibérica no constituyen un grupo mono-
filético, sino que pertenecen a linajes cuyos pa-
rientes mas cercanos se encuentran en otras regio-
nes biogeograficas. En el presente trabajo se ana-
liza un fragmento del gen mitocondrial de la cito-
cromo oxidasa I de 13 especies de Cicindelini pre-
sentes en la Peninsula Ibérica, utilizando secuen-
cias propias y otras obtenidas de las bases de da-
tos publicas. Adicionalmente, conocer las afinida-
des genealogicas de las diferentes especies de este
grupo ayudard a aclarar relaciones taxondmicas
dudosas y a crear un marco de partida para futuros
estudios. Ademas, los datos moleculares que se
obtengan para la especie C. deserticoloides contri-
buiran a aclarar el estado de diversidad genética
que presenta esta especie, gravemente amenazada.

Material y Métodos

Material

Los ejemplares empleados en este trabajo tienen
diversas procedencias (Tabla 1 en apéndice):

a) ejemplares capturados durante los afios 2008 y
2009, preservados en etanol absoluto hasta su ana-
lisis, b) material preservado en etanol absoluto en
el Area de Biologia Animal del Departamento de
Zoologia y Antropologia Fisica de la Universidad
de Murcia, y ¢) un grupo de larvas sin identificar
colectadas en Alhama de Murcia. Para los analisis
filogenéticos se afiadieron secuencias disponibles
en las bases de datos publicas (GenBank), y se-
cuencias de C. campestris y C. maroccana obteni-
das por Daniel Duran y José¢ Galian (no publica-
das).

Obtencion de las secuencias

El ADN fue extraido a partir de los diferentes
ejemplares preservados en etanol absoluto emple-
ando el kit de extraccién Invisorb® Spin Tissue
Mini Kit. Fue amplificada una region de unas 800
pares de bases del gen de la citocromo oxidasa I
(COI) mitocondrial utilizando para ello un progra-
ma estandar de la técnica de la reaccidon en cadena
de la polimerasa (PCR), realizada mediante los
beads de PCR suministrados por la empresa GE
Healthcare Co. y los cebadores Jerry (CAACATT-
TATTTTGATTTTTTGG) y Pat (TCCAATG-
CACTAATCTGCCATATTA). Tras comprobar en
un gel de agarosa al 1,5% que la reaccion habia
tenido lugar, el ADN fue separado del resto de

productos de la PCR mediante el protocolo
estandar de purificacion con isopropanol y acetato
amonico. Finalmente la secuencia, tras medir la
concentracion de ADN en un Nanodrop 1000 de
Thermo Fisher Scientific®, fue obtenida en un se-
cuenciador automdtico ABI Prism 3130 de Ap-
plied Biosystems® propiedad del Servicio de
Apoyo a la Investigacion de la Universidad de
Murcia.

Analisis filogenético

El alineamiento de las secuencias fue realizado
utilizando el programa MEGA 4 (Tamura et al.
2007), y posteriormente fueron editadas para eli-
minar los extremos con baja resolucion, quedando
un fragmento de una longitud de 613 pares de ba-
ses. Se construyd una matriz conteniendo todas
las especies de Cicindelini ibéricos para las que se
obtuvieron secuencias, junto con otras especies de
otras regiones biogeograficas, empleando el sub-
género australiano Rivacindela como grupo exter-
no.

La matriz resultante fue sometida a un analisis
de union al vecino mas cercano (Neighbor-Joi-
ning) usando el modelo de 2 parametros de Kimu-
ra como modelo de sustitucion nucleotidica, obte-
niendo un fenograma de los Cicindelini ibéricos.
La matriz de datos fue exportada a formato Nexus
para su analisis en el programa TNT 1.1. (Golobo-
ff et al. 2003). En ¢l fue realizado un anélisis de
Maxima Parsimonia utilizando como algoritmo de
intercambio el TBR. Con los 110 arboles obteni-
dos para todos los Cicindelini fue obtenido el
arbol de consenso estricto. Tanto sobre el fenogra-
ma de Neighbor-Joining como sobre el cladogra-
ma de Maxima Parsimonia fue implementado el
algoritmo de bootstrap mediante los respectivos
programas para medir la validez de los nodos
obtenidos.

Previamente al analisis de Inferencia Bayesiana,
la matriz de datos fue introducida en el programa
JMODELTEST 0.1 (Posada 2008) para determinar
qué modelo de sustitucién nucleotidica se ajustaba
mejor a los datos. Posteriormente fue realizado el
analisis de Inferencia Bayesiana en el programa
MRBAYES 3.1.2 (Huelsenbeck & Ronquist 2001).
El analisis para todos los Cicindelini se mantuvo du-
rante 2 millones de generaciones, hasta que la
desviacion tipica fue menor a 0,01 (Ronquist et al.
2005). Previamente al analisis de Inferencia Ba-
yesiana, la matriz de datos fue introducida en el
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programa jJMODELTEST 0.1 (Posada 2008) para
determinar qué modelo de sustitucion nucleotidica
se ajustaba mejor a los datos. Posteriormente fue
realizado el analisis de Inferencia Bayesiana en el
programa MRBAYES 3.1.2 (Huelsenbeck & Ron-
quist 2001). El anélisis para todos los Cicindelini
se mantuvo durante 2 millones de generaciones,
hasta que la desviacion tipica fue menor a 0,01
(Ronquist et al. 2005).

Resultados

El modelo de sustitucion nucleotidica éptimo para
nuestra matriz de datos segin jJMODELTEST re-
sulté ser el TPM2uf (Modelo de Dos Frecuencias)
(Kimura 1981). Los analisis de Neighbor-Joining
y de Méxima Parsimonia no logran resolver los
nodos basales del arbol, obteniéndose ciertas in-
congruencias, todas ellas con valores de bootstrap
reducidos. Sin embargo, el analisis de Inferencia
Bayesiana (Figura 1) si muestra un cladograma
congruente con la clasificacion taxonémica tradi-
cional, soportado por unos valores de probabilidad
posterior mayores del 50%.

En este cladograma se observa la agrupacion
de todas las especies pertenecientes al género Ce-
phalota, dentro del cual se presenta una politomia
no resuelta entre tres diferentes grupos: a) C. de-
serticoloides, b) C. maura y su taxén hermano J.
chloropleura, el cual no pertenece al género Ce-
phalota, y ¢) C. dulcinea, C. circumdata y C. lito-
rea. Este género conforma el grupo hermano del
resto de Cicindelini. Dentro de este ltimo grupo
los representantes ibéricos se dividen en diversos
agrupamientos. Por un lado se recuperan las espe-
cies C. littoralis y L. flexuosa como taxones
hermanos, formando un grupo hermano de las
especies C. germanica y C. fabriciana. Las
restantes especies de Cicindelini ibéricos se pre-
sentan conformando un unico grupo monofilético,
relacionado con las especies C. parowana y L.
chloris. Este grupo se muestra dividido en dos su-
bgrupos monofiléticos. En uno de ellos se inclu-
yen las especies C. iberica, C. lusitanica 'y C. hy-
brida, mientras que el otro esta compuesto por los
ejemplares de C. campestris y C. maroccana, jun-
to con la especie asidtica C. japana. Las larvas
capturadas en Alhama de Murcia se muestran in-
cluidas en el clado correspondiente a C. cam-
pestris.

Discusion

Filogenia de los Cicindelini ibéricos. Género
Cephalota

El andlisis filogenético muestra una division de
los Cicindelini ibéricos en dos grupos separados y
monofiléticos: por un lado el género Cephalota y
por el otro el resto de géneros, por tanto las espe-
cies ibéricas de cada uno de los dos grupos no
compartirian un ancestro comun reciente. Por esta
razén se acepta la hipotesis de partida que indica
que los Cicindelini ibéricos no constituyen un gru-
po monofilético.

Para el género Cephalota no se disponia de da-
tos filogenéticos hasta el presente trabajo, no ha-
biendo sido incluidos en el estudio realizado por
Vogler et al. (2005). En base a los datos aqui obte-
nidos, este género ocuparia una posicion de grupo
hermano respecto al resto de géneros de Cicindeli-
ni ibéricos, Cicindela s. str., Cylindera 'y Lophyra.

Llama la atencién la inclusion del taxén Jan-
senia chloropleura junto a C. maura, posicion que
se repite en todos los andlisis. C. maura es consi-
derada por ciertos autores como perteneciente a su
propio género (Cassolaia) (Wiesner 1985), aun-
que en este analisis se muestra formando parte del
género Cephalota como parte de una tricotomia
que podra ser resuelta incluyendo mas taxones.
Este hecho implica que debe revisarse la taxono-
mia de este grupo, posiblemente incluyendo a J.
chloropleura junto con C. maura en el género Ce-
phalota.

Las especies L. flexuosa y C. (Calomera) litto-
ralis poseen una cercana relacion, tal como se
desprende de su posicion en los arboles filogenéti-
cos. Ambas se muestran relativamente emparenta-
das con la especie europea C. germanica y C. fa-
briciana, de la India. La posicion de C. littoralis,
separada del resto de especies del género Cicinde-
la s. str., indica que posiblemente el subgénero al
que pertenece, Calomera, deba ascender a la cate-
goria de género. No obstante, este analisis deberia
ser completado con representantes de otras espe-
cies pertenecientes a este subgénero antes de revi-
sar su taxonomia.

Dentro del género Cicindela s. str. se enclava
la especie Lophyridia chloris, indicando que debe-
ria revisarse el estatus taxonomico de esta especie
asi como el de C. parowana, que ocupa una posi-
cién mas basal.
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Figura 1. Cladograma de Inferencia Bayesiana obtenida en el andlisis de los Cicindelini ibéricos. Se muestra en cada nodo su valor de
probabilidad posterior. Las especies presenten en la Peninsula Ibérica se muestran en negrita.

Figure 2. Bayesian Inference cladogram obtained from the analysis of all Iberian Cicindelini. Posterior probability values are shown at each
node. The species present in the Iberian Peninsula are highlighted in bold.
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Las especies de Cicindela s. str. de la Peninsu-
la Ibérica se dividen en dos grupos. En el primero
de ellos se recuperan con un alto grado de relacion
las especies C. iberica, cuya distribucion se limita
a Espafia, y C. lusitanica, residente en Portugal.
Con esta ultima se muestra estrechamente empa-
rentada la especie europea C. hybrida. No se
descarta que estas especies puedan haberse origi-
nado en la Peninsula Ibérica, expandiéndose
posteriormente C. hybrida al resto del continente
europeo, como indica el trabajo de Cardoso & Vo-
gler (2005).

En el segundo grupo de Cicindela s. str. se re-
cuperan las especies C. campestris y C. marocca-
na, ambas relacionadas con la especie oriental C.
japana. Las larvas que no fueron identificadas
morfolégicamente se incluyen dentro del clado
conformado por los ejemplares de C. campestris,
permitiendo asi su identificacion. Este resultado
apoya el empleo de la filogenia molecular para la
identificacion de estadios larvarios (Ahrens et al.
2007).

Este trabajo no retine a todas las especies de
Cicindelini presentes en la Peninsula Ibérica, de
los cuales no han podido capturarse ejemplares o
éstos no se mostraban en condiciones de ser so-
metidos a una extraccion de ADN satisfactoria.
Aunque estas especies deberian afiadirse en un fu-
turo a los analisis realizados en este trabajo con el
fin de completar el conocimiento sobre el origen y
evolucion de los representantes ibéricos de la tribu
Cicindelini, las especies analizadas permiten reali-
zar una primera aproximacion a la comprension
del escenario evolutivo de las especies ibéricas y
las relaciones entre ellas.

Diversidad genética en la especie amenaza-
da Cephalota (Taenidia) deserticoloides

El estudio genético llevado a cabo por Diogo et al.
(1999) revel6 una escasa diversidad genética en
C. deserticoloides, encontrando unicamente una
mutacion entre individuos de dos poblaciones. Sin
embargo, en este trabajo, analizando tres indivi-
duos procedentes de la poblacion de San Isidro, se
han hallado dos haplotipos diferentes, separados
por dos mutaciones. Este hecho implicaria que su
situacion genética es mas diversa de la mostrada
por Diogo et al. (1999).
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Apéndice
s . . Fecha de Caddigo
Codigo Especie Localidad recoleccién GenBank
A2 Cephalota litorea Salinas del Rasall 07-2002 -
A3 Cephalota litorea Salinas del Rasall 07-2002 -
A5 Cephalota litorea Salinas del Rasall 07-2002 -
A6 Cephalota litorea Salinas del Rasall 07-2002 -
D1 Cephalota deserticoloides San Isidro de Albatera 02-10-2008 -
D2 Cephalota deserticoloides San Isidro de Albatera 02-10-2008 -
D5 Cephalota deserticoloides San Isidro de Albatera 02-10-2008 -
E1 Larva sin identificar Alhama de Murcia 12-05-2009 -
E2 Larva sin identificar Alhama de Murcia 12-05-2009 -
E4 Larva sin identificar Alhama de Murcia 12-05-2009 -
E7 Larva sin identificar Alhama de Murcia 12-05-2009 -
MAU Cephalota maura Salinas de Pinilla 05-07-1996 -
CIR Cephalota circumdata Salinas de Pinilla 05-07-1996 -
GER Cylindera germanica Alemania 1997 -
LIT Cicindela (Calomera) littoralis San Isidro de Albatera 02-10-2008 -
HIS Cephalota dulcinea Laguna de Pefiahueca 02-06-2000 -
FLE Lophyra flexuosa Sierra de Enguera 07-05-2000 -
H4 Cephalota circumdata Salinas de Pinilla 05-07-1996 -
H5 Cephalota circumdata Salinas de Pinilla 05-07-1996 -
H6 Cephalota circumdata Salinas de Pinilla 05-07-1996 -
H7 Cephalota circumdata Salinas de Pinilla 05-07-1996 -
H8 Cephalota circumdata Salinas de Pinilla 05-07-1996 -
H9 Cephalota circumdata Salinas de Pinilla 05-07-1996 -
H10 Cephalota circumdata Salinas de Pinilla 05-07-1996 -
H11 Cephalota maura Salinas de Pinilla 05-07-1996 -
H12 Cephalota maura Salinas de Pinilla 05-07-1996 -
H13 Cephalota maura Salinas de Pinilla 05-07-1996 -
H14 Cephalota maura Salinas de Pinilla 05-07-1996 -
H15 Cephalota dulcinea Laguna de Pefiahueca 02-06-2000 -
H16 Cephalota dulcinea Laguna de Pefiahueca 02-06-2000 -
H17 Cephalota dulcinea Laguna de Pefiahueca 02-06-2000 -
H18 Cephalota dulcinea Laguna de Pefiahueca 02-06-2000 -
H19 Cephalota dulcinea Laguna de Pefiahueca 02-06-2000 -
C. circumdata GB Cephalota circumdata - - AJ514976
E. marginata GB Ellisoptera marginata - - AJ514980
C. terricola GB C. terricola - - DQ923344
C. nevadica olmosa GB C. nevadica subsp. olmosa - - DQ923378
C. terricola imperfecta GB C. terricola subsp. imperfecta - - DQ923361
C. terricola cinctipennis GB  C. terricola subsp. cinctipennis - - DQ923336
C. maroccana GB Cicindela maroccana - - AJ514962
C. lusitanica GB Cicindela lusitanica - - AJ583534
C. iberica GB Cicindela iberica - - AJ833752
C. lusitanica 2 GB Cicindela lusitanica - - AJ583536
C. hybrida GB Cicindela hybrida - - AJ833745
C. iberica 2 GB Cicindela iberica - - AJ833751
C. japana GB Cicindela japana - - AJ514963
J. chloropleura GB Jansenia chloropleura - - AJ514989
E. puritana GB Ellisoptera puritana - - AJ514978
C. parowana GB Cicindela parowana - - AJ514965
Ca. fabriciana GB Calochroa fabriciana - - AJ514973
C. terricola kaibabensis GB  C. terricola subsp. kaibabensis - - DQ923338
L. chloris GB Lophyridia chloris - - AJ514957
Rivacindela sp GB Rivacindela n. sp. - - AJ618351
sp32 Cicindela maroccana Santa Inés 03-2002 -
sp5 Cicindela maroccana Riopar 03-2002 -
sp8 Cicindela maroccana Jumilla 03-2002 -
sp36 Cicindela campestris Rila (Bulgaria) 05-2003 -
sp35 Cicindela campestris desconocida 1997 -
sp1 Cicindela campestris Riopar 1997 -
sp4 Cicindela campestris desconocida 1997 -

Tabla 1: Relacion de ejemplares empleados en este estudio, indicando la procedencia del ejemplar o el cddigo de la secuencia en la base de
datos GenBank.

Table 1: List of specimens used in this study, indicating the source of the specimen or the code of the sequence in GenBank database.



