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1. Los inicios

Durante cientos de afios los naturalistas han intentado detectar, describir y explicar la diversidad biol6gica de
nuestro planeta. Esta ardua tarea se conoce con el nombre de sistemética. Uno de los primeros avances en sistemati-
ca fue la aparicion del sistema de nomenclatura binomial desarrollado por el naturalista sueco LINEO en 1758. Este
sistema estableci6 el marco para describir y categorizar la diversidad bioldgica, identificando primero a las diferen-
tes especies para agruparlas posteriormente en categorias superiores (familia, clase, orden, filum y reino). Inicial-
mente independiente de la teorfa evolutiva, la nomenclatura binomial de Lineo persistié hasta que pioneros de la
evolucién como Charles DARWIN (1809-1882), Carl GEGENBAUER (1826-1903), y Ernst HAECKEL (1834-1919) la
adoptaron y complementaron con ideas personales (por €j. la teoria de la recapitulacién propuesta por Haeckel) para
producir algunas de las primeras clasificaciones basadas en relaciones filogenéticas. De todos modos, desde la época
que podriamos llamar post-Darwiniana hasta la primera mitad del siglo XX, no existieron ni consenso ni criterios
objetivos claros para la reconstruccién filogenética, basdndose ésta principalmente en la opinién personal de devotos
especialistas que destinaban afios al estudio de un grupo taxonémico. Aunque generalmente se aceptaba el concepto
de evolucidn, no todos los cientificos compartian exactamente la teoria propuesta por DARWIN (1859). La falta de un
concepto comun de evolucién y una metodologia de inferencia filogenética objetiva, estandarizada y unificadora,
tuvo importantes consecuencias, como por ejemplo que para cada grupo taxonémico toda la autoridad sistemaética se
centrase en un grupo de personas reducido. La existencia y credibilidad de la “autoridad sistemética” se veia refor-
zada por la falta de un procedimiento formalizado de corroboracién y refutacién de hipétesis. Otro aspecto impor-
tante fue la falta de una clara orientacién filoséfica sobre qué aspectos evolutivos debian ser reflejados en las clasifi-
caciones. Sin embargo, la aproximacién casi puramente descriptiva de la sistematica y la existencia de numerosos
expertos y escuelas en la mayoria de grandes grupos taxondmicos propicié que se produjese un avance significativo
en la catalogacién de la diversidad del mundo natural, resultando en la mayor parte de la clasificacién bioldgica tal y
como la conocemos hoy en dia.

En el campo de la herpetologfa, el conocimiento de la diversidad de reptiles y anfibios a nivel mundial aumenta-
ba a medida que las principales potencias de la época enviaban expediciones alrededor del globo y traian a su regre-
so numerosos especimenes a los principales museos de historia natural de Europa y EEUU, donde se recopilaban en
los cada vez més completos catilogos de la fauna mundial. Entre las obras europeas mas importantes de la primera
mitad del siglo XVIII, destacan las de los franceses FRANCOIS DAUDIN (Histoire naturelle, générale et particuliere
des reptiles, 9 volimenes, 1802-1803) y la de Constante Duméril, su hijo AUGUSTE & GABRIEL BIBRON (Erpetologie
générale ou historie naturelle compléte des reptiles, 9 volimenes, 1834-1854). Entre las obras méds importantes publi-
cadas durante la segunda mitad del siglo XIX se encuentra el monumental catdlogo de los reptiles y anfibios del Bri-
tish Museum (Natural History), realizado por GEORGE BOULENGER (Catalogue of the amphibians and reptiles of
the British Museum, 9 volumenes, 1882-1896), resumiendo el conocimiento herpetoldgico de la época y convirtién-
dose en referencia imprescindible incluso en la actualidad. En Norteamérica, el objetivo de las primeras exploracio-
nes fue el de intentar catalogar la diversidad herpetoldgica en la parte oeste del pais. La primera monografia sobre la
herpetologia norteamericana fue publicada por John Holbrook en tres voltimenes entre los afios 1836 y 1838. La
mayoria de especimenes recolectados durante esta primera época de exploracién Norteamericana se encuentran en
las colecciones de la Academy of Natural Sciences of Philadelphia y en el National Museum of Natural History
(Smithsonian Institution) en Washington, D.C. y en el Museum of Comparative Zoology, Harvard University,
habiendo sido una buena parte de ellos descritos por EDWARD COPE, SPENCER BAIRD & CHARLES GIRARD, e inclui-
dos en las cinco ediciones de la Check list of North American Amphibians and Reptiles realizadas por LEONHARD
STEJNEGER & THOMAS BARBOUR entre 1900 y 1950.

A principios del siglo xX, diversos herpetélogos empezaron a mostrar un interés cada vez mayor en inferir las
relaciones filogenéticas entre los diferentes grupos de reptiles y anfibios y utilizarlas en sus clasificaciones. En 1920,
Boulenger escribié en su monografia sobre el género Rana: “ha llegado el momento de dejar a un lado los métodos
empiricos que han prevalecido durante tanto tiempo en taxonomia y dedicarnos a agrupar a las diferentes especies de
acuerdo con sus relaciones filogenéticas” (BOULENGER, 1920a). Ese mismo afio, en su Monograph of the Lacertidae,
Boulenger realiz6 un anélisis morfoldgico detallado utilizando informacién sobre ontogenia y paleontologia para
polarizar caracteres e inferir relaciones del tipo ancestro descendiente a nivel de especie y expresarlas en forma de
diagrama arborescente. En sus palabras: “el diagrama mostrado expresa mi concepcidn de las relaciones entre espe-
cies y variedades que constituyen esta seccién” (pag. 38; BOULENGER, 1920b) (Fig. 1). Casi al mismo tiempo, al otro

lado del Atléntico se estaba produciendo una revolucién similar que también estaba relacionada con la forma de




Atlas y Libro Rojo de los Anfibios y Reptiles de Espafia

abordar la manera de clasificar los reptiles y anfibios, intentando considerar sus relaciones filogenéticas. Esta revo-
lucién vino de la mano del joven Charles L. Camp, el cual a la edad de 30 afios publicé el libro Classification of the
Lizards, sentando las bases de la sistemética moderna de los escamosos y produciendo la primera filogenia del grupo
(pag. 333 de la reimpresién de la obra de CamP de 1923; CAMP, 1971). En su trabajo, Camp mostrd un gran interés
en inferir las relaciones filogenéticas entre los diferentes grupos de reptiles objeto de su estudio, recopilando gran
cantidad de informacién sobre su morfologia, distribucién geografica, ontogenia y paleontologia, y discutiendo de
forma explicita los siempre dificiles conceptos de homologia, convergencia y paralelismo que tan familiares se hari-
an 40 afios més tarde de la mano de Willi Hennig (entomélogo aleman que senté las bases de la teorfa cladista). De
todos modos, y pese al interés y los esfuerzos mostrados por Boulenger en el Reino Unido y Camp en EEUU, pocos
fueron los herpet6logos que siguieron sus pasos, provocando que durante los siguientes 20-30 afios los esfuerzos se
volviesen a centrar basicamente en perfeccionar la alfa-taxonomia de los diferentes grupos, sin mostrar gran interés
en sus relaciones evolutivas. Una de las posibles explicaciones de este “lapso filogenético” fue la creencia que la mor-
fologia a altos niveles estaba demasiado afectada por fenémenos de paralelismos y convergencias, imposibilitando la
correcta inferencia de las relaciones filogenéticas entre organismos. Otra de las posibles razones es que todavia no se
habia definido formalmente un procedimiento de anilisis filogenético suficientemente explicito desde el punto de
vista filoséfico y metodoldgico. A pesar de estas limitaciones, a partir de los afios cincuenta se produjo un resurgir
de las ideas filogenéticas iniciales de Boulenger y Camp de la mano de diversos cientificos de la época como por
ejemplo UNDERWOOD (1954), ETHERIDGE (1966) y sobretodo por Kluge, uno de los primeros herpetélogos en
adoptar la incipiente metodologia cladista siguiendo las ideas de HENNIG (1957, 1966) y en introducir nuevos crite-
rios cuantitativos para la evaluacién de las distintas hipétesis filogenéticas de diversos grupos de reptiles y anfibios
(KLUGE, 1968, 1969). Del mismo modo que el resto de dreas de la biologia, la herpetologia se beneficié en gran medi-
da de la revolucién metodolégica (tanto cladista como fenética) ocurrida en el campo de la inferencia filogenética
durante los afios setenta y ochenta, abriendo un abanico de nuevas posibilidades para el estudio de la biologia com-
parada y la evolucién (FARRIS, 1982; FELSENSTEIN, 1981; KLUGE, 1969; NEI, 1972). Al mismo tiempo que se produ-
cfan avances importantes en el campo analitico, se le dedicaba mucho mis tiempo y esfuerzos al estudio detallado de
la biologia de los reptiles y anfibios, obteniéndose gran cantidad de caracteres morfolégicos, fisiolégicos y ontoge-
néticos con los que poder inferir las relaciones filogenéticas. Como resultado de dichas investigaciones se publicaron
numerosos articulos cientificos y, en el caso de los reptiles, una magnifica obra de 19 voltiimenes y més de 10.000
paginas que empez6 a editarse en 1969 por Carl Gans y colaboradores. Este trabajo incluye de una manera extrema-
damente detallada aspectos morfoldgicos (vol. 1-4, 6, 11 y 19), fisioldgicos (vol. 5, 8, 12-13, y 18), ecoldgicos y de
comportamiento (vol. 7 y 16), neuroldgicos (vol. 9-10 y 17) y de la biologia del desarrollo (vol. 14 y 15) de los repti-

L. ocellata
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L. agilis —'7 L. agilis, v. spinalis

L. agilis, v. chersonensis —’— L. agilis, v. exigna ——— L. parva
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Figura 11. 1. Relaciones filogenéticas de algunos lacértidos segun Boulenger 1920b.
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les. En otros campos de la herpetologia, destacan las obras Physiology of the amphibia (3 volimenes editados por
JOHN MOORE (vol. 1) y BRIAN LOFTS (vol. 2 y 3)), Amphibian biology (editado por HAROLD HEATWOLE) y la obra
Biology of amphibians (DUELLMAN y TRUEB, 1986), donde los autores recopilan gran parte del conocimiento sobre
la fisiologfa, biologfa, sistemdtica y biogeografia de los anfibios. Paralelamente al intensivo estudio de la biologia
(especialmente de la morfologia) numerosos sistemdticos empezaron a adoptar y aplicar las nuevas metodologias de
inferencia filogenética en sus trabajos, enriqueciendo considerablemente el conocimiento tanto a nivel morfolégico
como evolutivo de diversos grupos de reptiles y anfibios, como por ejemplo los anuros y urodelos (DUELLMAN y
TRUEB, 1986), cecilias (NUSSBAUM y WILKINSON, 1989), lacértidos (ARNOLD, 1989a, b), gecénidos (KLUGE, 1983),
escincidos (GREER, 1979), y varios grupos de reptiles (ESTES y PREGILL, 1988). Simultaneamente, las filogenias empeza-
ron a aplicarse para investigar cuestiones biogeograficas (KLUGE, 1988; WATSON y LITTLEJOHN, 1985), ecoldgicas
(SNELL et al., 1984) y gracias al pionero trabajo de GREENE (1986), para trazar la evolucién de caracteres morfolégicos
permitiendo, por ejemplo, diferenciar entre adaptaciones y exaptaciones (ARNOLD, 1994, 1995). Durante todo este
periodo comprendido entre los afios setenta y ochenta, gran parte de la sistemdtica de los reptiles y anfibios (especial-
mente de los reptiles) se basé principalmente en la utilizacién de caracteres morfoldgicos. Si la utilizacién de la morfo-
logfa en filogenia tenfa la ventaja de que obligaba al investigador a profundizar en el conocimiento de la biologia, eco-
logia y comportamiento del grupo objeto de estudio, su mayor desventaja era la dificultad de obtener un ntimero
suficiente de caracteres validos para el anélisis filogenético. Debido a esto y a los increibles avances de la biologia mole-
cular, ésta fue jugando cada vez un papel mds importante en la mayoria de 4reas de la herpetologia, promoviendo su
rapido avance y siendo hoy en dia el método mids utilizado en estudios filogenéticos y biogeograficos.

El incremento exponencial en los tlltimos 10 afios de la utilizacién de datos moleculares ha provocado que el ntimero
de filogenias haya aumentado de una manera astronémica, haciendo posibles proyectos que hace unos afios hubiesen
parecido impensables, como por ejemplo el del Tree of life (drbol de la vida), cuyo objetivo principal es proporcionar
informacién filogenética sobre todos los grupos de organismos de la tierra (http://tolweb.org/tree/phylogeny.html). Para
un ejemplo con aplicacién en la herpetologia de cémo funciona este proyecto que une més de 2000 paginas web de todo
el mundo, véase: http://tolweb.org/tree/eukaryotes/animals/chordata/salientia/salientia.html. Otra iniciativa relacionada
con el Tree of life e igualmente originada como resultado del considerable aumento en el nimero y robustez de las filoge-
nias publicadas en los dltimos afios es la del PhyloCode (http://www.ohiou.edu/phylocode). Aunque su base tedrica fue
desarrollada hace mds de 10 afios (DE QUEIROZ & GAUTHIER, 1990), la preparacién del PhyloCode no nacié como inicia-
tiva hasta agosto de 1998, a raiz de un congreso celebrado en Harvard, USA. Como su nombre indica, el PhyloCode es un
sistema de nomenclatura basado en las relaciones filogenéticas de los organismos. Su objetivo principal es sustituir el sis-
tema de nomenclatura propuesto por Lineo en 1758 y actualmente regido por los cédigos internacionales de nomenclatu-
ra zooldgica (ICZN), boténica (ICBN), etc. por un nuevo sistema en el cual los diferentes grupos se nombrarin tinica-
mente en base a sus relaciones filogenéticas. Por el momento, las normas del PhyloCode tan solo afectan a los clados
(grupos monofiléticos), pero esta previsto que dentro de poco también se publiquen las directrices para la nomenclatura a
nivel de especie (CANTINO ez al., 1999). Aunque se desconoce el grado de aceptacién que tendré entre la comunidad cien-
tifica este nuevo sistema de nomenclatura, esta iniciativa, al igual que la del Tree of life, son un reflejo del incremento de la
conciencia filogenética ocurrida en sistemdtica durante los dltimos afios. Asi pues, la sistemdtica ha pasado de ser una cien-
cia basicamente descriptiva e independiente de la filogenia desde Lineo hasta mediados del siglo xx (con algunas excep-
ciones), a adoptar el conocimiento de las relaciones filogenéticas como principio y base fundamental de la clasificacién de

los organismos.

2. Larevolucién molecular

Aproximadamente durante la misma época que se estaba produciendo la revolucién metodolégica que propicié el
desarrollo de los principios de la cladistica y de las nuevas metodologias para el andlisis filogenético, otra revolucién de
igual magnitud se estaba gestando en el campo de la biologfa molecular. A principios de los afios sesenta algunos inves-
tigadores empezaron a utilizar la informacién derivada del anilisis cromosémico (citogenética), de proteinas (inmuno-
logfa y enzimas) y posteriormente, del ADN (dcido desoxiribonucleico) para resolver problemas taxonémicos, evolu-

tivos y biogeograficos, entre otros.

2.1. Aplicaciones de la citogenética en sistematica molecular
La citogenética tiene sus origenes en los afios trenta y cuarenta, cuando se empezaron a publicar los primeros
cariotipos de organismos y diversos libros que sentaron sus bases iniciales (DARLINGTON, 1932; WHITE, 1945). La
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citogenética comprende diversas dreas dirigidas al estudio de la estructura, funcién y evolucién de los cromosomas
y su posible aplicacion en los campos de la genética clinica, biologia comparada y sistemitica, entre otros. La impor-
tancia de la citogenética en sistemitica reside en las observaciones que se hicieron durante los afios setenta sobre el
enorme efecto que tenian las reorganizaciones cromosémicas, impidiendo o reduciendo la fertilidad en el caso de
cruzamientos entre individuos con cariotipos diferentes, creando una barrera al intercambio genético y, por tanto,
resultando en la diferenciacién de dichos individuos (poblaciones) en especies diferentes (JACKSON, 1971). La
importancia del descubrimiento de la relacién existente entre cariologia y especiacién influyé en gran medida a que
la mayor parte de las aplicaciones de la citogenética en sistematica se centrasen principalmente en intentar establecer
el estatus taxonémico de una determinada poblacidn, especie o grupo de especies en base a su organizacién cromo-
sémica (lo que podria denominarse citotaxonomia). En el campo de la herpetologia, los primeros trabajos fueron
dirigidos a la obtencién y caracterizacién de cariotipos de diversos grupos de reptiles y anfibios, como por ejemplo
los realizados en cocodrilos (COHEN y GANS, 1970), quelonios (MEDRANO et al., 1987), escamosos (BECAK et al.,
1972; KING, 1981; BECAK y BECAK, 1969), urodelos (MORESCALCHI et al., 1979) y anuros (MORESCALCHL, 1981).

De todos modos, enseguida se vio que la citogenética tenia problemas fundamentales: 1) en determinadas situa-
ciones era bastante dificil identificar los diferentes cromosomas; 2) tinicamente el niimero cromosémico no era un
buen indicador de las relaciones filogenéticas entre organismos, ya que el aumento o reduccién en el nimero de cro-
mosomas podia originarse por multiples vias. Es decir, para poder establecer las homologias (reconocimiento de las
diferentes parejas de cromosomas hermanos en organismos diploides) y homeologias (reconocimiento de las pareja
de cromosomas homélogos entre organismos diferentes) vélidas para el anilisis filogenético, era necesario primero
identificar los cromosomas implicados en los diferentes procesos citogenéticos; y 3) se tenfa muy poco conocimien-
to sobre las bases moleculares de la estructura y funcién de los cromosomas y la funcién de los diferentes mecanis-
mos citogenéticos (transposicion, retrotransposicion, conversion génica, inversiones, translocaciones, etc.), implica-
dos en su evolucidn. Esto propicié que, aparte de la aproximacién morfolégica al reconocimiento de los distintos
cromosomas de un cariotipo (basicamente tratamiento hipoténico de las metafases y determinacién del tamafio del
cromosoma y posicién del centrémero), se desarrollasen otros métodos miés sofisticados de tipo quimico, enzimdti-
co y molecular dirigidos a facilitar los andlisis citogenéticos como por ejemplo: 1) determinacién de la distribucién
de la heterocromatina mediante tincién con Feulgren y otros reactivos cldsicos; 2) determinacién de la posicién de
los organizadores nucleolares (NOR) mediante tincién con nitrato de plata (HOWELL y BLACK, 1980); 3) observa-
cién de patrones de bandas -Q, -G, -R y -C utilizando métodos de tincién especificos (BICKMORE y SUMNER, 1989;
COMINGS, 1978; SUMNER, 1990); 4) utilizacién de enzimas de restriccién (por ej. Alul) para producir mds patrones
de bandas que facilitasen el reconocimiento de los cromosomas (MILLER et al., 1984); y 5) utilizacién de técnicas
moleculares como la hibridacién i situ (ISH) (MACGREGOR, 1993) e hibridacién iz situ con fluorescencia (FISH)
(THERMAN y SUSMAN, 1993), para identificar de una forma mds precisa los diversos cromosomas y regiones cromo-
sémicas. Gracias a su precision, esta tGltima técnica se utilizé satisfactoriamente en sistemdtica para verificar las
homologias y homeologias hipotetizadas previamente en base a la morfologia cromosémica y técnicas de bandeo
(STEINEMANN et al., 1984).

La herpetologia, al igual que muchos otros campos de la biologia y medicina, se beneficié en gran medida de
todos estos avances técnicos y metodolégicos que, entre otras cosas, facilitaron el establecimiento de homeologias y
permitieron el desarrollo de nuevos caracteres con aplicacién taxondmica (por ej. la posicién del NOR). La citoge-
nética tuvo una especial repercusién en el estudio de la sistemética de los anfibios, representando una alternativa
muy ttil a la falta de caracteres morfolégicos vélidos para la inferencia filogenética. Parte de este conocimiento
qued? reflejado en dos libros publicados en 1990 Cytogenetics of amphibians and reptiles (OLMO, 1990) y 1991
Amphibian cytogenetics and evolution (GREEN y SESSIONS, 1991), donde se recopilaron numerosas contribuciones
de diverso contenido y que incluyen desde estudios citotaxonémicos de grupos de reptiles y anfibios al estudio de la
organizacién del genoma eucaridtico, regulacion génica y la funcién y evolucién de ciertos fragmentos de ADN. De
todos modos, a pesar del auge de esta técnica durante los afios ochenta, a partir de los afios noventa cay6 en desuso
debido bédsicamente a la existencia desde hacia tiempo de técnicas de andlisis proteico y al reciente perfeccionamien-
to de las técnicas de amplificacién y andlisis de ADN. Por este y otros motivos, la contribucién de la citogenética a
la sistemdtica de los reptiles y anfibios (especialmente de los reptiles) fue decreciendo, centrandose los trabajos prin-
cipalmente en definir los limites entre poblaciones, subespecies y especies (CAPUTO et al., 1993; ODIERNA et al.,
1996). Una posible explicacién de este hecho reside en la dificultad de establecer homeologias por encima del nivel
de especie y a la dificultad de codificar los caracteres de una manera satisfactoria y razonable para su posterior ana-

lisis filogenético. Para una discusién sobre la aplicabilidad de la citotaxonomia en filogenia véase KLUGE (1994).
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2.2. Aplicaciones de los anilisis de proteinas en sistematica molecular

Si la citogenética fue uno de los primeros métodos que permiti6 observar y obtener informacién sobre el geno-
ma celular, los anélisis de proteinas desarrollados paralelamente abrirfan una ventana en dicho genoma para poder
obtener informacién sobre las secuencias genéticas. En 1955, SANGER y colaboradores determinaron la secuencia
aminoacidica de la proteina insulina del cerdo, la oveja y la vaca y las compararon para tratar de averiguar como estas
especies habian divergido a nivel molecular. A partir de este trabajo sin precedentes, la determinacién de la secuen-
cia de aminodcidos de una proteina pasé a ser, pese a las limitaciones obvias de la redundancia del cédigo genético, la
forma mas directa que existia en aquellos momentos de obtener informacién sobre las secuencias de ADN. En los
afios siguientes, otros grupos cientificos se dedicaron a secuenciar mis proteinas (hemoglobina, albimina, mioglobi-
nas y el citocromo C) de diferentes organismos y a utilizar su informacién para inferir relaciones filogenéticas. De
todos modos, su secuenciacién continuaba siendo un trabajo muy costoso que requeria grandes cantidades de pro-
teina purificada de partida y meses de trabajo para obtener unos pocos residuos aminoacidicos. Este hecho permitié
y promovié que se desarrollasen nuevas técnicas mas asequibles (aunque fuesen indirectas) dirigidas a aprovechar la
informacién que proporcionaban las proteinas sobre el material hereditario (ADN). Entre las més utilizadas para
solventar numerosos aspectos de la sistematica de los reptiles y anfibios (y otros organismos) se encuentran las deri-

vadas de ensayos inmunolégicos y las basadas en la electroforesis de proteinas.

2.2.1. Los ensayos inmunoldgicos

Los ensayos inmunolégicos ocupan un lugar privilegiado en la historia por haber sido la primera técnica mole-
cular empleada especificamente para resolver un problema taxonémico en animales (NUTTALL, 1904). Pese al traba-
jo pionero de Nuttall, la inmunotaxonomia progresé muy poco en las décadas siguientes y no fue hasta bien entra-
dos los afios sesenta y setenta, inicio de la “revolucién molecular”, que la inmunologia volvié a jugar un papel
relevante en la sistemdtica. De hecho, la inmunologia salté de nuevo al primer plano de la escena cientifica cuando en
1967, Sarich y Wilson, utilizando una versién actualizada del método inmunoldgico empleado por Nuttall en 1904,
consiguieron calibrar la tasa de evolucién de la albiumina sérica y demostraron que, en contra de lo propuesto por los
analisis morfolégicos, los humanos, chimpancés y gorilas formaban un grupo monofilético y que la separacién entre
ellos habia ocurrido hacia tan solo 5 millones de afios. A partir de ese momento, y debido a estudios posteriores que
corroboraron que la albiimina evolucionaba aproximadamente de acuerdo a un supuesto “reloj molecular” (Max-
SON & MAXSON, 1986; WILSON et al., 1977), los anélisis inmunolégicos ganaron importancia en estudios en los que
por diversas razones era necesario conocer las edades aproximadas de las separaciones entre los diferentes taxones
objeto de estudio para testar las hipétesis planteadas (HEDGES ez al., 1992).

El principio de las técnicas inmunolégicas (badsicamente la reaccién de la precipitina, inmunoelectroforesis, fija-
cién del microcomplemento (MCF) y utilizacién de anticuerpos monoclonales) es bastante sencillo y se basa en la
asuncién de que el nivel de reaccién entre antigeno y anticuerpo proporciona una medida del grado de similitud
genética entre las diversas proteinas antigénicas comparadas. Desde un punto de vista taxonémico, cuanto més
divergentes sean dos organismos mayor serd el nimero de sustituciones aminoacidicas existentes entre proteinas
homélogas y por tanto menor el nimero de determinantes antigénicos comunes. De ese modo, la distancia inmuno-
légica representa una medida de la proporcion de determinantes antigénicos reconocidos por los anticuerpos obte-
nidos a partir de la inmunizacién con antigenos de un organismo (reaccién homéloga), que son reconocidos por los
mismos anticuerpos en una muestra de antigenos de otros organismos (reaccion heter6loga). Por tanto, la capacidad
de esta técnica de proporcionar distancias entre taxones que sean Utiles para la inferencia filogenética reside justa-
mente en c6mo de estrecha y cierta sea la relacién entre cantidad de anticuerpo unido y las diferencias en la secuen-
cia aminoacidica entre los antigenos homélogos y heterdlogos.

Una critica que a menudo reciben las técnicas inmunoldgicas es que, en general, los resultados son en forma de
matrices de distancias. Es decir, las técnicas inmunolégicas proporcionan casi siempre datos cuantitativos, y por
tanto en la mayoria de casos son inaplicables para resolver cuestiones biolégicas para las que se necesitan datos cua-
litativos, como por ejemplo en andlisis de paternidad, estimaciones de flujo genético entre poblaciones, identifica-
cién de hibridos, identificacién forense y anélisis filogenéticos utilizando métodos de parsimonia y méxima verosi-
militud. Aparte de las caracteristicas del tipo de datos que proporciona, la inmunotaxonomia tiene otras limitaciones
de tipo logistico y de cantidad de tiempo requerido para realizar los experimentos. Pese a las limitaciones analiticas
y experimentales, las diversas técnicas inmunoldgicas siguieron siendo el método mds aceptado para datar los dife-

rentes eventos cladogenéticos de un 4rbol filogenético y por tanto, muy utilizadas hasta principios de los noventa
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para resolver tanto aspectos sistemdticos como biogeogréficos en herpetologia (BAVERSTOCK et al., 1993; HEDGES et
al., 1992; JOGER 1984). La inmunologia se dejé de aplicar casi por completo en sistemética y biogeografia en el
momento en el que se perfeccionaron las técnicas de amplificacién y secuenciacién de ADN hacia mediados de los
noventa, desarrollindose nuevos métodos més precisos para la inferencia filogenética y la calibracién de relojes
moleculares a partir del ADN.

2.2.2. Laelectroforesis de proteinas

De todas las técnicas moleculares desarrolladas hasta los noventa, la electroforesis de proteinas ha sido sin duda
alguna la que més veces y con més éxito se ha aplicado a resolver diversos aspectos de la sistemdtica, biogeografia y
evolucidn de los reptiles y anfibios. Su simplicidad, bajo coste, tipo de datos que proporciona (tanto cualitativos
como cuantitativos), elevado poder de resolucién y aplicabilidad a un nivel taxonémico bajo (en general a nivel de
subespecies, especies y géneros cercanos), son las principales caracteristicas que permitieron que esta técnica fuese
una de las dnicas que durante varios afios pudiese competir con la incipiente tecnologia de la amplificacién y secuen-
ciacién de ADN, que cambiaria completamente el panorama de la sistemdtica molecular a principios de los noventa
(HILLIS er al., 1996). Las proteinas son uno de los componentes estructurales y reguladores méds importantes de las
células, siendo su secuencia y estructura un reflejo de la informacién genética contenida en los genes. La electrofore-
sis de proteinas se basa en la propiedad que tienen las proteinas de presentar una carga eléctrica (positiva, negativa o
neutra dependiendo del pH), tamaiio y forma determinados. La relacién existente entre pH y carga neta de las pro-
teinas reside en el hecho que de los 20 aminoacidos existentes (la combinacion de los cuales da las cadenas polipep-
tidicas lineales que al adquirir estructura secundaria y terciaria se denominan proteinas), tres presentan carga positi-
va a pH bajos (arginina, lisina y histidina) y dos presentan carga negativa a pH altos (icido aspartico y acido
glutémico). Por tanto, la carga neta de una proteina depende del nimero y carga de cada uno de estos aminoécidos y,
en ultima instancia, del pH de la muestra. Cambios en la secuencia de ADN (mutaciones) pueden resultar en cam-
bios en la composicién aminoacidica de las proteinas (no siempre una mutacién en el ADN resulta en un cambio de
aminodcido; ver mas abajo) y en tltima instancia pueden afectar su carga eléctrica neta, forma y peso molecular.
Mediante la electroforesis, las proteinas se separan en base a su diferente movilidad a través de una matriz (almidén,
acetato de celulosa, poliacrilamida o agarosa) situada en un campo eléctrico, lo que significa que, en definitiva, se
separaran de acuerdo a su carga eléctrica neta, peso molecular o ambos segtin el tipo de matriz y condiciones utiliza-
das. En una electroforesis se pueden detectar muchos tipos de proteinas, muchas de ellas no aptas para su uso como
marcadores moleculares. Las proteinas mis cominmente utilizadas en sistematica son las enzimas (proteinas con
actividad catalitica). Para visualizarlas independientemente del resto de las proteinas de la muestra se utiliza el méto-
do denominado de tincién histoquimica (HUNTER y MARKERT, 1957). Este método se basa en detectar selectivamen-
te determinadas enzimas mediante la adicién de los substratos de la reaccién bioquimica que catalizan y posterior
tincién de los productos resultantes. Aunque pocas veces se analizan més de 15-50 loci diferentes (posiciones dentro
del genoma ocupadas por genes diferentes), actualmente el ndmero total de loci que pueden visualizarse utilizando
técnicas de tincién histoquimicas supera los 200 (MANCHENKO, 1994). Generalmente, estos incluyen enzimas muy
conservadas que realizan funciones basicas a nivel celular y que por tanto, acostumbran a encontrarse en la mayoria
de organismos a un nivel detectable. Este hecho permite la utilizacién de los mismos reactivos y técnicas de revela-
do entre organismos muy separados filogenéticamente. Al patron de bandas tefiidas de una enzima se le denomina
zimograma. Las enzimas se diferencian en dos clases y ambas proporcionan informacién aplicable en sistematica
molecular, aloenzimas e isoenzimas. Las aloenzimas son variaciones polipeptidicas que representan diferentes alter-
nativas alélicas del mismo locus génico (variantes de un gen en una posicién determinada dentro del genoma), mien-
tras que los isoenzimas comprenden todas las formas enzimdticas con funcién similar producidas por diferentes loci
génicos (enimas con funcién similar codificadas en diferentes partes del genoma).

La electroforesis de alo e isoenzimas ha repercutido mucho en la sistemética de la mayoria de grupos biolégicos
(incluyendo los reptiles y anfibios) y en muchas 4reas de la biologfa, como por ejemplo la genética de poblaciones y
la taxonomfa. Quizas uno de los aspectos que hizo de la electroforesis de proteinas una de las técnicas més utilizadas
durante la era pre-DNA fue la facilidad y bajo costo con el que se podian analizar cientos de genotipos (normal-
mente referida a la composicién génica de un organismo en un locus determinado) en unos dias, permitiendo obte-
ner en pocos afios gran cantidad de datos sobre polimorfismos de proteinas en poblaciones naturales de anfibios y
reptiles, aplicables para inferir su estructura genética y, en caso necesario, sus relaciones filogenéticas. Por citar algu-

nos ejemplos, la electroforesis de enzimas se ha aplicado con éxito en herpetologia para analizar los limites entre
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poblaciones, subespecies y especies (ARNTZEN y GARCIA-PARIS, 1995; CAPULA, 1996), fendmenos de hibridacién
entre especies (GOOD, 1989), deducir eventos histéricos como por ejemplo efectos fundadores ocurridos en especies
introducidas (ESTEAL, 1986), inferir patrones biogeogrificos (ARANO et al., 1998; MATEO et al., 1996), asi como en
estudios de paternidad (HARRY y BRISCOE, 1988).

Quizés una de las ventajas mas importantes de la electroforesis de proteinas respecto a otros métodos aplicados
en sistemética molecular (incluyendo la secuenciacion de ADN), es que normalmente se obtienen datos de multiples
loci genéticos independientes con localizaciones gendmicas diferentes, disminuyendo asi el riesgo de artefactos deri-
vados del andlisis de uno o pocos loci (NICHOLS, 2001). Los tipos de datos que proporciona la electroforesis de alo-
enzimas son analizados e interpretados de forma diferente segtin el nivel taxonémico. Por ejemplo, en estudios de
genética de poblaciones, la habilidad de la electroforesis de proteinas de identificar frecuencias génicas nos permite
calcular diversos pardmetros importantes para determinar si dos poblaciones constituyen una Unica unidad genética
o si contrariamente estan aisladas genéticamente y, por tanto, deberian ser consideradas diferentes desde el punto de
vista taxonémico. A otro nivel, los datos aloenzimdticos pueden utilizarse para inferir relaciones filogenéticas entre
poblaciones/subespecies, especies y, ocasionalmente, entre géneros diferentes. Bdsicamente existen dos métodos de
inferencia filogenética a partir de datos aloenzimiticos, los basados en matrices de distancias genéticas (cuantitati-
vos) v los basados en caracteres discretos (cualitativos). En el primer caso, los datos enzimaéticos representados por
el zimograma se convierten en distancias genéticas utilizando diferentes medidas como por ejemplo, la distancia
genética de NEI (1972, 1978), o el indice de similitud de ROGERS (1972). Posteriormente, estas medidas se utilizan
para inferir drboles filogenéticos utilizando métodos de anélisis basados en matrices de distancias, como por ejemplo
neighbor-joining (SAITOU y NEI, 1987) y minima evolucién (RZHETSKY y NEI, 1992). En el segundo caso, los datos
aloenzimdticos se codifican para poderse utilizar en reconstrucciones filogenéticas utilizando la metodologfa cladis-
tay el criterio de parsimonia (SWOFFORD y BERLOCHER, 1987). Fundamentalmente existen dos métodos de codifi-
cacién de caracteres: 1) el que registra la presencia-ausencia de alelos (criticado por la falta de independencia entre
alelos y la posibilidad de que ningtin alelo pueda ser reconstruido para el nodo ancestral, (SWOFFORD y OLSEN,
1990)); y 2) el que considera cada combinacién de alelos diferentes de un locus en particular como un estado de
caricter discreto (BUTH, 1984), pudiéndose en el caso que se crea oportuno, utilizar matrices de costos para conectar
los diferentes estados de caracter (MABEE y HUMPHRIES, 1993).

Aunque la electroforesis de proteinas ha jugado un papel importantisimo en la sistematica molecular de reptiles
y anfibios, diversos problemas de tipo técnico, metodolégico y de aplicabilidad han hecho que, como en el caso de
la citogenética y la inmunologia, esta técnica haya sido sustituida casi por completo por otros métodos derivados del
anilisis de ADN. En general, se ha visto que para estudios a un nivel taxonémico muy bajo (por ¢j. de estructura de
poblaciones), los anilisis aloenzimadticos proporcionan menos informacién que otros basados en el anilisis de ADN
(secuenciacién, andlisis de enzimas de restriccién y especialmente microsatélites) (HUGHES y QUELLER, 1993). Lo
mismo ocurre a niveles taxonémicos elevados (por encima de género), donde la elevada divergencia genética provo-
ca que las especies comparadas compartan muy pocos o casi ningun alelo, con el peligro afiadido de que las pocas
posiciones compartidas sean homoplésicas (SITES et al., 1984). Debido a esto, se considera que la electroforesis de
enzimas no es aplicable para inferir relaciones filogenéticas entre organismos que hayan divergido hace més de 50
millones de afios (AVISE, 1994). En general, se ha observado que en vertebrados el rango ideal de aplicacién de la
electroforesis de enzimas va del nivel intraespecifico hasta el intergenérico (dependiendo del grupo) (AVISE, 1994;
NEL, 1987). Otro aspecto importante a considerar cuando se utiliza la electroforesis de proteinas en estudios de sis-
temdtica molecular, es que la informacién resultante es de tipo indirecto. Es decir, el investigador tiene que interpre-
tar correctamente los patrones de bandas (en algunos casos puede ser complicado) y asumir que los cambios en la
movilidad de las proteinas reflejan cambios reales en el ADN que las codifica y viceversa, y esto no siempre se cum-
ple. Por ejemplo, HERNANDEZ-JUVIEL et al. (1992) demostraron que la movilidad del enzima glutamato deshidroge-
nasa (GTDH) de extractos de higado de serpiente de cascabel variaba al incrementar el factor de dilucién de la mues-
tray FLOWERDEW y CRISP (1976) observaron que la variacidn enzimdtica del crustaceo cirripedo Balanus balanoides
dependia de la estacién del afio, la edad y la ecologia de estos organismos. Del mismo modo, se ha observado que en
algunas situaciones, la electroforesis de enzimas puede subestimar la variabilidad genética real de la muestra debido
a la existencia de alelos a nivel del ADN con la misma movilidad electroforética (electromorfos) (MURPHY et al.,
1996). Afortunadamente, estos problemas pueden generalmente resolverse alterando alguna de las variables de la
electroforesis, como por ejemplo la composicién del tampén, el pH del tampdn, la concentracién del gel de electro-

foresis o el método de electroforesis. Por tiltimo, existe también el problema de la compartimentacién de los enzimas
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en diferentes tejidos y organelas. Por ejemplo, el higado, el corazén o el cerebro pueden presentar diferentes enzimas
y actividades enziméticas (MURPHY y MATSON, 1986).

2.3. Técnicas de anilisis de ADN en sistematica molecular

2.3.1. Acontecimientos mds relevantes

En los afios ochenta la genética molecular empez6 a jugar un papel importante en la mayoria de areas de la bio-
logfa, incluyendo la sistemdtica. A partir de los afios noventa, y gracias a importantisimos avances tecnolégicos y
metodoldgicos, el interés y la aplicacién de la biologfa molecular en la mayoria de campos de la ciencia empez6 a cre-
cer de forma exponencial, culminando con la secuenciacién del genoma humano por dos grupos cientificos inde-
pendientemente tan sélo 10 afios mas tarde (LANDER e al., 2001; VENTER et al., 2001). Entre los principales avances
tecnoldgicos y metodolégicos destacan el desarrollo de la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR,
polymerase chain reaction). Inicialmente puesta a punto para la amplificacién de fragmentos de ADN i vitro
(MULLIS y FALOONA, 1987), enseguida se utiliz6 para la amplificacién de marcadores moleculares tanto nucleares
como mitocondriales y de otras organelas, permitiendo el acceso directo a toda la informacién filogenética conteni-
da en sus genomas. La capacidad de esta técnica de amplificar segmentos concretos de ADN a partir de cantidades
infimas de tejido fresco, conservado en diversas substancias (alcohol, DMSO, etc.), seco, congelado e incluso a par-
tir de material subfésil, ha contribuido en gran medida a que esta técnica sea ampliamente utilizada en sistemdtica
molecular y en muchos otros campos de la biologia (PALUMBI, 1996).

Paralelamente al auge de la técnica de la PCR, también se realizaron avances importantes en otras dreas muy
relacionadas como son el disefio y sintesis de cebadores (primers) universales tanto para genes nucleares (HILLIS y
DIXON, 1991) como mitocondriales (KOCHER ez al., 1989) y en las técnicas de secuenciacién de ADN (SCHARF et al.,
1986). Si el descubrimiento y desarrollo de la técnica de la PCR (galardonado con el premio Nobel) marcé un hito
en la biologfa molecular, el desarrollo de los primeros secuenciadores automiticos a principios de los noventa facili-
taron y aceleraron enormemente la obtencién de datos moleculares. Los modelos actuales de secuenciadores auto-
maéticos permiten la secuenciacién de mds de 250.000 pares de bases (pb) en 24 horas; el equivalente a aproximada-
mente 15 genomas mitocondriales humanos al dia. Asi pues, en los tltimos afios, los aspectos técnicos han dejado de
ser los limitantes de la sistematica molecular, siendo hoy en dia prioritario desarrollar programas informéticos capa-
ces de obtener la mixima informacién posible de la enorme cantidad de datos moleculares que se estin generando
(bioinformatica). La sofisticacién de los métodos de anilisis filogenético ha ido incrementindose con el paso del
tiempo, maximizéndose su eficiencia, consistencia, robustez y falseabilidad; propiedades todas ellas inherentes a
cada unos de los diferentes métodos filogenéticos y contrastables en base a simulaciones, filogenias conocidas, ana-
lisis estadisticos y estudios de congruencia (HILLIS, 1995; HUELSENBECK, 1995). Aparte de la inferencia filogenética
también se han producido avances en el desarrollo de métodos y programas especificos para contrastar hipStesis
biogeogrificas, ecoldgicas, de comportamiento, fisioldgicas y epidemioldgicas entre otras a partir de filogenias exis-
tentes (HARVEY et al., 1996).

2.3.2. El ADN como base de la sistemdtica molecular moderna. Tipos de marcadores moleculares utilizados en
herpetologia y bases fundamentales

Una de las partes mds importantes de cualquier proyecto de sistematica molecular es la eleccién de los marcado-
res moleculares adecuados. Dicha eleccién se basa principalmente en el tipo de datos necesarios para el estudio
(cuantitativos o cualitativos), tipo de herencia y tasa de evolucién del marcador. En cuanto al tipo de datos, actual-
mente en herpetologia se utilizan las secuencias de ADN como método predilecto para inferir relaciones filogenéti-
cas a todos los niveles taxondmicos, y los andlisis de microsatélites (SCHLOTTERER & TAUTZ, 1992) y minisatélites
(DNA fingerprinting) (JEFEREYS et al., 1985) para estudios mds precisos sobre la estructura de poblaciones naturales,
de determinacién de parentesco, seleccién sexual, comportamiento reproductor y ecologia de poblaciones. Los dis-
tintos marcadores moleculares se pueden diferenciar segin su origen (nuclear o mitocondrial) y segtin si codifican

proteinas o no.

2.3.2.1. Caracteristicas del ADN mitocondrial como marcador molecular en sistemética
El ADN mitocondrial se encuentra en las mitocondrias (organelas que se encuentran en el citoplasma de la célu-

la eucariota) y estd organizado en forma de una doble hélice circula, que en vertebrados tiene un tamafio aproxima-
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do de 16.000 pares de bases. El ADN mitocondrial codifica para diversas proteinas implicadas en el transporte de
electrones (citocromo b, citocromo oxidasa I, etc.), mis de 20 RNAs de transferencia (tRNAs) y dos RNAs ribosé-
micos (12S rRNA y 16S rRNA). Su replicacién es controlada por una zona de aproximadamente 1 kb denominada
regién controladora (control region) o D-loop. A diferencia del genoma nuclear, la mayor parte del genoma mito-
condrial tiene alguna funcién, y por tanto los genes mitocondriales no presentan intrones y son muy pocos los ejem-
plos de presencia de espaciadores, secuencias repetitivas y pseudogenes mitocondriales.

El ADN mitocondrial presenta toda una serie de caracteristicas que han influido en gran medida a que sea uno de
los marcadores moleculares mis utilizados en sistematica molecular de reptiles y anfibios a diferentes niveles taxon6-
micos (GARCIA-PARIS y JOCKUSCH, 1999; HARRIS, et al., 1998; ZARDOYA y MEYER, 2001). Generalmente el ADN
mitocondrial de vertebrados evoluciona a una tasa bastante elevada. Se ha comprobado que en el caso de algunos
mamiferos esta tasa de evolucion puede ser entre 5 y 10 veces més rapida que la de genes nucleares de copia tinica, por
lo que el ADN mitocondrial es muy ttil para inferir relaciones filogenéticas a nivel de especie e incluso de poblacién.
Las mitocondrias suelen encontrarse en el citoplasma en gran niimero y excepto en casos muy concretos presentan
exactamente la misma secuencia en todos los tejidos. Por tanto, en una célula animal existen multiples genomas mito-
condriales todos ellos iguales, por lo que es muy fécil obtener ADN a partir de cantidades muy pequefias de tejido
conservado en alcohol durante muchos afios (CARRANZA et al., 2001; CARRANZA et al., 1999) e incluso a partir de
material subfésil (AUSTIN y ARNOLD, 2001). Por dltimo, una de las caracteristicas mds importantes del ADN mito-
condrial como marcador molecular es que en general se hereda de forma uniparental a través de la linea materna y por
tanto es haploide. Es decir, en el momento de la fecundacién las tnicas mitocondrias que pasaran a formar parte del
zigoto son las provenientes del 6vulo (DAWID & BLACKLER, 1972). Tanto el tipo de herencia como las caracteristicas
genéticas del genoma mitocondrial son los responsables de la amplia aplicacién del ADN mitocondrial como marca-
dor molecular en sistemdtica. Entre las principales ventajas que esto supone destacan: 1) las diferencias encontradas
entre individuos se deben tnica y exclusivamente a fenémenos de mutacién y no son el resultado de recombinacién;
2) en una poblacién donde machos y hembras se encuentran en igual proporcién el niimero efectivo de genes mito-
condriales estard reducido por cuatro, incrementando el efecto de la deriva génica y la tasa de renovacién genética
dentro de las poblaciones (AVISE, 1994); 3) este tltimo factor, junto con una elevada tasa de mutacidn, incrementan el
nivel de variabilidad entre poblaciones, eliminando més ripido que los genes nucleares los polimorfismos (alelos)
ancestrales existentes a nivel inter e intraespecifico; y 4) la comparacién de marcadores genéticos uniparentales (mito-
condriales) versus biparentales (nucleares) podra utilizarse para identificar casos de hibridacién entre organismos y
detectar diferencias en el comportamiento entre los dos sexos.

2.3.2.2. Caracteristicas del ADN nuclear: marcadores moleculares del tipo microsatélite y minisatélite

En comparacién al genoma mitocondrial, el genoma nuclear de las células eucariotas tienen el ADN empaque-
tado en cromosomas. El genoma nuclear eucariota contiene una cantidad enorme de ADN con valores comprendi-
dos entre los mil y diez mil millones de pares de bases. Una buena proporcién del ADN nuclear es del tipo no codi-
ficante y por tanto no tiene una funcién determinada clara. A diferencia de las mitocondrias, las células eucariotas
acostumbran a ser diploides (es decir, tienen dos conjuntos de genes, uno proveniente del padre y otro de la madre)
y en general, cada progenitor contribuye con aproximadamente la misma cantidad de ADN en la descendencia. En
vertebrados, la tasa de evolucidn de las secuencias nucleares no codificantes es en general més elevada que las codifi-
cantes.

Como ejemplo de marcadores nucleares muy utilizados en sistemética molecular de reptiles y anfibios a un bajo
nivel taxonémico estan los microsatélites y los minisatélites. Los microsatélites representan una alternativa a la elec-
troforesis de enzimas y poco a poco han ido ocupando su lugar como herramienta basica para el estudio de la estruc-
tura de poblaciones (BRUFORD y WAYNE, 1993).

Los microsatélites forman parte del ADN repetitivo no codificante y en principio son fragmentos de ADN
compuestos por secuencias nucleotidicas cortas (2-5 pb) repetidas en tindem. Un ejemplo de microsatélite muy
comun es una repeticién del dinucle6tido CA un niimero determinado de veces (por ejemplo, cuatro veces:
CACACACA). Los diferentes alelos de los microsatélites se diferencian en el nimero de repeticiones que con-
tienen, las cuales aumentan o disminuyen variando en tamafio entre las 2 y las 50 repeticiones por locus median-
te fenémenos moleculares como la mutacidn y el entrecruzamiento desigual, entre otros. Varias caracteristicas
han hecho de los microsatélites uno de los marcadores favoritos en el estudio de las poblaciones naturales: 1) la

posibilidad de amplificarlos utilizando la técnica de la PCR, permitiendo la obtencién de informacién a partir de
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cantidades muy pequefias de ADN e incluso a partir de restos de animales extinguidos (GROOMBRIDGE et al.,
2000); 2) la facilidad y precisién con la que se detectan los diferentes alelos utilizando cebadores fluorescentes
combinados con técnicas especificas de secuenciacién automitica (Genscan); 3) una elevada tasa de mutacién
(entre 102 y 10” por gameto y por generacion), que permite detectar variabilidad incluso en organismos en los
cuales no se detectan polimorfismos a nivel aloenzimatico (HUGHES y QUELLER, 1993); y 4) su herencia de tipo
mendeliana simple, evolucién de tipo neutral, y codominancia facilitan enormemente la interpretacién de los
datos. Algunos ejemplos de la utilizacién de microsatélites en herpetologia incluyen CIOFI y BRUFORD (1998),
NEWMAN y SQUIRE (2001).

Los minisatélites representan otro tipo de ADN repetitivo no codificante del genoma nuclear, més conocido bajo
las siglas VN'TR (variable number of tandem repeats) o por su utilizacion en las técnicas de DNA-fingerprinting
(SINGH, 1995). Se cree que los minisatélites se originan de la misma manera que los microsatélites pero difieren de
estos en que la secuencia bésica (core) es més larga (hasta 200 pb en vez de 2-5 pb) y en que estas unidades pueden
repetirse a lo largo del cromosoma alcanzando longitudes de 30.000 pb. Debido a su elevada tasa de mutacién
(0,01-0,02 por gameto y por generacién) se observan grandes cantidades de alelos, diferenciando organismos inclu-
so dentro de una poblacién. Es justamente esta elevada tasa de mutacién ligada a un patrén simple de herencia
mendeliana que ha hecho de los minisatélites una herramienta muy importante, aplicada en herpetologfa béasica-
mente para resolver problemas de paternidad y para analizar la estructura de poblaciones naturales (FINCH y LAM-
BERT, 1996; GALBRAITH et al., 1995). De todos modos, debido al perfeccionamiento de las técnicas de caracteriza-
ciény andlisis y a la posibilidad de la aplicacién de la técnica de la PCR, los microsatélites estan substituyendo a los

minisatélites en estudios de genética de poblaciones.

2.3.2.3. Genes codificantes de proteinas como marcadores moleculares

Tanto en el niicleo de la célula eucariota como en las mitocondrias, el ADN estd organizado en una doble hélice
formada por dos cadenas resultado de la combinacién de 4 nucleétidos (adenina (A), timina (T), citosina (C) y gua-
nina (G)) en una secuencia concreta, estabilizada mediante enlaces puente de hidrégeno entre las bases A-T'y C-G.
El ADN puede tener funcién codificante (codifica para una proteina) o puede no tener una funcién determinada o
claramente definida (ADN no codificante que comprende los intrones, espaciadores, pseudogenes, etc.). A los frag-
mentos de ADN codificantes se les conoce con el nombre de genes codificantes de proteinas y estin compuestos por
una secuencia determinada de nucleétidos que contiene toda la informacién necesaria para formar una proteina.
(primero se transcriben a ARN [acido ribonucleico] y seguidamente se traducen a proteinas). Aparte de los genes
codificantes de proteinas existen otros tipos de genes, como por ejemplo los especificadores de ARN, que sélo se
transcriben pero no se traducen (ver mas adelante). Todo gen codificante tiene un inicio y un final. En la mayoria de
genes codificantes de los eucaritoas, el primer aminodcido acostumbra a ser una metionina y viene codificado en el
ADN por la secuencia ATG. A la metionina le siguen una cantidad indeterminada de nucleétidos siempre en multi-
plos de 3. Cada grupo de 3 nucleétidos, denominado triplete o codén, determina cada uno de los aminoécidos que
forman la proteina codificada. Por ejemplo, si la secuencia de ADN de un gen nuclear de un vertebrado es: ATG
CTT CAT CAC CGT, la proteina correspondiente estard formada por la cadena de aminoédcidos: Metionina + Leu-
cina + Histidina + Histidina + Arginina (ver http://psyche.uthct.edu/shaun/SBlack/geneticd.html). Debido a que un
determinado aminoécido puede estar codificado por distintos tripletes, a partir de la secuencia de una proteina serd
imposible averiguar con certeza la secuencia de ADN. En total existen 64 tripletes posibles que se pueden formar a
partir de la combinacién de los cuatro tipos de nucleétidos (A, T, C y G). Segtn el cédigo genético universal, 61 de
dichos tripletes codifican para aminodcidos y tres de ellos lo hacen para codones de terminacién. Debido a que exis-
ten 61 tripletes posibles y tan solo 20 aminoécidos primarios en las proteinas, muchos aminodcidos son codificados
por més de un codén. Por esta razdn, se considera que el c6digo genético es degenerado. La degeneracién del cédi-
go genético es basica para entender el patrén de evolucién de las secuencias codificantes. Los primeros, segundos y
terceros nucleétidos de cada triplete se conocen con el nombre de primeras, segundas y terceras posiciones. En gene-
ral, cambios en las primeras y segundas posiciones génicas casi siempre resultan en un cambio de aminoédcido (96%
y 100% de los casos respectivamente), mientras que cambios en las terceras posiciones no acostumbran a producir
una sustitucién aminoacidica (70% de los casos). Dado que los aminodcidos son la estructura bésica de las proteinas,
un cambio en un aminoédcido puede producir un cambio en la carga, peso molecular y estructura de la proteina y por
tanto, una pérdida o alteracién de su funcién. Aunque la mutacién es el mecanismo principal de la evolucidn, la

mayoria de mutaciones son perjudiciales y por tanto se eliminaran antes de pasar a la siguiente generacién (el orga-
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nismo portador muere sin dejar descendencia). De ese modo, en genes codificantes se detectan muy pocas mutacio-
nes en las primeras y segundas posiciones de los tripletes, acumuldndose la mayor parte de ellas en las terceras posi-
ciones (ver Fig. 2D, E). A los cambios de ADN que se traducen en un cambio de aminoicido se les denomina cam-
bios no sinénimos. A los cambios en el ADN que no producen un cambio de aminoéacido se les denomina cambios

sinénimos o silenciosos.

2.3.2.4. Genes especificadores de ARN como marcadores moleculares

Las secuencias no codificantes no contienen informacién para sintetizar proteinas. En sistematica molecular de
reptiles y anfibios, de todos los tipos de secuencias no codificantes existentes (intrones, espaciadores, pseudogenes,
genes ribosomales, genes de ARN de transferencia, etc.), los genes ribosomales (especialmente los mitocondriales)
son los mas utilizados para inferir relaciones filogenéticas a diferentes niveles taxonémicos (AUSTIN, 1998; MARs-
HALL, 1992; GIRIBET et al., 2001; STEVEN, 1996; VIDAL et al., 2000; ZAJC y ARNTZEN, 1999). Estos comprenden los
genes 185 rDNA, 5.8S rDNA y 28S rDNA de origen nuclear y el 12S rDNA, 55 rDNA y 16S rDNA de origen
mitocondrial. Los genes ribosomales se transcriben a partir de cadenas de ADN en cadenas de ARN, las cuales
pasan posteriormente a formar parte de la estructura de los ribosomas (moléculas formadas por ARN y proteinas
que juegan un papel bésico en la traduccién de ARNs provenientes de genes codificantes de proteinas). Algunas
partes de la cadena de ADN de los genes ribosomales pueden variar libremente sin que esto afecte a la funcién de
la molécula, mientras que otras regiones tienen una funcién crucial y por tanto se mantienen muy similares incluso
entre organismos pertenecientes a diferentes 6rdenes, clases e incluso reinos. En general, las partes de la cadena de
ADN que estdn implicadas en el mantenimiento de la estructura secundaria (stems) estin mucho més conservadas
genéticamente (varfan menos) que las partes que no lo estdn (loops). Los stems y loops estan distribuidos de forma
diferente en cada uno de los genes ribosomales, por lo que no existe un patrén universal de distribucién de stems y
loops a lo largo de la secuencia de ADN, y de hecho sélo se pueden identificar cuando se conoce la estructura
secundaria de la molécula. Como se verd mis adelante, la informacién sobre la posicién de stems y loops en un
ADN ribosomal es muy util para establecer homologias entre secuencias de organismos diferentes (alineacién de

secuencias).

2.3.3. Tipos de cambios nucleotidicos y saturacién de las secuencias de ADN

Debido a que sélo existen 4 tipos de nucleétidos, las posibilidades de cambio genético (mutacién) son muy
reducidas. Es decir, dado un nucleétido determinado como por ejemplo A, éste s6lo puede cambiar a T, C 6 G (o
también puede desaparecer). Los cambios entre nucle6tidos de similar naturaleza quimica, es decir, entre purinas (A
y G) o pirimidinas (C y T) reciben el nombre de transiciones, mientras que los cambios entre nucle6tidos de dife-
rente naturaleza quimica (entre purinas y pirimidinas) reciben el nombre de transversiones (Fig. 3). Aunque en gene-
ral uno esperaria observar el doble de transversiones que de transiciones, estas dltimas suelen ser mucho mds fre-
cuentes, especialmente en el ADN mitocondrial cuando se realizan comparaciones a bajo nivel taxondmico.
Distinguir entre transiciones y transversiones es importante, ya que debido a su elevada tasa de cambio las transicio-
nes de las terceras posiciones de los genes mitocondriales codificantes acostumbran a saturarse bastante ripido. La
saturacién es un fenémeno que afecta a las secuencias de ADN y que es debida al limitado niimero de estados posi-
bles de los caracteres moleculares (A, T, C, G). Esta se produce cuando una misma posicién nucleotidica ha cambia-
do mids de una vez desde que las dos secuencias se separaron de su ancestro comtn. Habitualmente, para poder
detectar la existencia de saturacién en un tipo de sustitucién en particular se compara la progresién de dichos cam-
bios en relacién a las distancias genéticas entre taxones cada vez mis alejados genéticamente. En el ejemplo de la Fig.
2L, M se puede observar claramente como a partir de cierta distancia genética ya no se detectan mds sustituciones
debido a que los cambios ocurren en posiciones que ya habfan cambiado anteriormente y que por tanto ya habian

sido contabilizados.

2.3.4. Caracteristicas y aplicaciones de diversos marcadores nucleares y mitocondriales codificantes y no
codificantes en la sistemdtica de los reptiles y anfibios. Un ejemplo utilizando secuencias de ADN y los
lacértidos del género Gallotia

Uno de los aspectos méas importantes cuando se disefia un estudio de sistematica molecular es la eleccién de los
marcadores moleculares mas apropiados. Para ilustrar mejor las diferentes caracteristicas de alguno de los marcado-
res descritos anteriormente, se ha utilizado una matriz de datos compuesta por 72 individuos de Gallotia incluyen-
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do representantes de casi todas las especies y subespecies (con la nica excepcién de G. gomerana), un individuo de
Lacerta lepida y uno de Psammodromus hispanicus, para los que se secuencié un total de 2.381 pb procedentes de 2
genes mitocondriales codificantes (786 pb del citocromo & (Cith) y 501 pb de la citocromo oxidasa I (COI)), 2 genes
mitocondriales no codificantes (392 pb del 12S rRNA y 349 pb del 16S rRNA) y un gen nuclear (353 pb del c-mos
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Figura 11. 2. Divergencia genética media de los genes 12S rRNA, 16S rRNA, COI, Citb y c-mos a diferentes niveles
taxondmicos: A) comparaciones entre las subespecies de Gallotia; B) comparaciones entre las especies de Gallotia;
C) comparciones entre los géneros Psammodromus, Gallotia y Lacerta. En las comparaciones a nivel de género uti-
lizando los genes mitocondriales codificantes COI y Citb, se puede observar que la mayor parte de los cambios se
acumulan en las terceras posiciones de los codones: D) nimero de cambios en las primeras (1a), segundas (2a) y ter-
ceras (3a) posiciones del COI; E) nimero de cambios en las primeras (1a), segundas (2a) y terceras (3a) posiciones
del Citb. Del mismo modo, es interesante observar el patrén de acumulacién de transiciones y transversiones a
medida que aumenta la distancia genética para ver si existe signo de saturacién: F) transversiones del 12s rRNA; G)
transversiones del 16S rRNA; H) transversiones de las terceras posiciones del COI; I) transversiones de las terceras
posiciones del Citb; J) transiciones del 12S rRNA; K) transiciones del 16S rRNA; L) transiciones de las terceras
posiciones del COI (presenta un poco de saturacién a partir de distancias genéticas superiores al 15% ); M) transi-
ciones de las terceras posiciones del Citb (presenta saturacion a partir de distancias genéticas superiores al 15%). St
se analizan los tipos de transiciones ocurridos en las terceras posiciones tanto del COI como del Citb se puede
observar que son principalmente los cambios del tipo A -> G; G -> A los que estdn saturados, mientras las transi-
ciones del tipo C -> T/T ->C presentan poca saturacién incluso a distancias genéticas superiores al 20%: O) transi-
ciones del tipo C ->T; T ->C en las terceras posiciones del COI; P) transiciones del tipo A -> G; G -> A en las ter-
ceras posiciones del COL; Q) transiciones del tipo C -> T; T ->C en las terceras posiciones del Citb; R) transiciones
del tipo A -> G; G -> A en las terceras posiciones del Citb. En todos los graficos de saturacién el cuadrado rojo indi-
ca las comparaciones entre los tres género de lacértidos (Psammodromus, Gallotia y Lacerta), mientras que los cua-
drados negros representan las comparaciones dentro de Gallotia.
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[Saint ez al., 1998]). Como se ha visto en las secciones anteriores, los diferentes genes mitocondriales y nucleares,
codificantes y no codificantes presentan tasas y patrones evolutivos muy diferentes que acotardn su rango de aplica-
bilidad para resolver problemas en sistemdtica, biogeografia, ecologfa, etc. En la Fig. 2A-C se presentan una serie de
andlisis en los cuales se ha comparado la media de la divergencia genética que presenta cada uno de los marcadores
utilizados (12S rRNA, 16S rRNA, COI, Cith y c-mos) a medida que incrementa el nivel taxonémico del estudio.
Como se puede observar, a todos los niveles taxonémicos los 4 genes mitocondriales presentan una mayor diver-
gencia genética media que el gen nuclear codificante (c-70s). Un dato interesante es que a nivel de subespecie el c-
mos presenta una variabilidad del 0%, es decir, si se secuencia y se compara el marcador nuclear c-mos de dos indivi-
duos pertenecientes a dos subespecies diferentes de la misma especie de Gallotia, probablemente estos no se
diferenciardn en ninguna de las 353 posiciones nucleotidicas secuenciadas. Este resultado demuestra que el c-mos no
es un marcador valido a nivel de subespecie en lacértidos. De hecho, incluso a nivel de especie se puede ver que el c-
mos sigue presentando una variabilidad genética muy baja (1.3%), en comparacién con otros marcadores molecula-
res como el Cith (14%), el COI (14.2%), el 12S rRNA (5.8%) y el 16 rRNA (3.47%) (Fig. 2A-C). Dentro de los
marcadores mitocondriales, también se pueden observar diferencias considerables entre la variabilidad a nivel subes-
pecifico y especifico de Gallotia que presentan los genes codificantes respecto a los ribosomales. En ambos casos, los
genes codificantes (Cith y COI) presentan una variabilidad aproximadamente tres veces superior que la de los genes
ribosomales 12S rRNA y 16S rRNA (3.11 a nivel de subespecies y 3.06 a nivel de especies), y por tanto serdn mucho
mids informativos en estudios de sistemdtica molecular a bajos niveles taxondmicos. Dentro de los genes ribosoma-
les y los genes codificantes mitocondriales también se observan variaciones en el nivel de variabilidad genética segun
el nivel taxonémico. Es decir, a nivel de subespecie, el 12S rRNA y el 16S rRNA presentan una variabilidad genéti-
ca muy similar (0.5% respecto al 0.4%), mientras que a nivel de especie el 12S rRNA es 1.6 veces més variable que el
16S rRNA. En el caso de los genes codificantes, se puede observar que mientras el Cith presenta una mayor variabi-
lidad que el COI a nivel de subespecie, a nivel de especie los dos se comportan de manera muy similar.

Quizés el cambio més importante se produce cuando se calcula la variabilidad genética entre los tres géneros de
lacértidos del estudio (Lacerta, Psammodromus y Gallotia). El resultado (Fig. 2C) indica claramente que incluso a
este nivel taxondmico, el gen nuclear c-mos presenta una divergencia genética media mucho menor que el resto de
genes mitocondriales (4.8 veces menor de media). Un aspecto interesante de las comparaciones a nivel de género es
que la diferencia entre los genes mitocondriales codificantes (Cith y COI) y los dos genes ribosomales (12S rRNA y
16S rRNA) no es tan elevada como la que existe a niveles especifico y subespecifico (1.5 veces a nivel de género vs 3
veces a niveles especifico y subespecifico). Esta diferencia es debida a los diferentes patrones de acumulacién de sus-
tituciones que presentan los diferentes genes mitocondriales. Como se puede ver en la Fig. 2D-E, y debido a las pro-
piedades de los genes codificantes comentadas con anterioridad, la mayor parte de las sustituciones nucleotidicas
detectadas se deben a mutaciones en las terceras posiciones de los tripletes, siendo los cambios en las primeras y
especialmente las segundas posiciones mucho menos frecuentes. De todos modos, si se analiza el tipo de sustitucio-
nes ocurridas en las terceras posiciones del Citb y COI, dividiéndolas en transiciones y transversiones, con respecto
a las distancias genéticas entre todos los organismos del estudio (Fig. 2H, I, L, M), se observa que en las terceras
posiciones tanto del Cith como del COL, a partir de una cierta distancia genética ya no se detectan mds transiciones,
indicando que existe saturacién (Fig. 2L-M). Es mds, la mayoria de las transiciones detectadas en las comparaciones
a nivel de género utilizando el Cith y el COI estdn saturadas (ver Fig. 2L-M, cuadrados rojos). Este dato contrasta
con la curva que presentan los dos genes ribosomales 12S rRNA y 16S rRNA, los cuales no presentan ningin sim-
bolo de saturacién, ni tan solo en las comparaciones a nivel de género (Fig. 2]J-K, cuadrados rojos). Debe destacarse
que en ninguno de los casos las transversiones parecen saturadas (Fig. 2F-I), demostrando lo que ya se habia comen-
tado anteriormente que, aunque a priori la posibilidad de que se produzca una transversién es dos veces superior a
la de una transicién (hay dos veces més transversiones que transiciones), éstas ultimas acostumbran a acumularse
mucho mas rapidamente, especialmente en las terceras posiciones de los genes mitocondriales codificantes a niveles
taxonémicos bajos. De todos modos, es importante tener en cuenta que existen 4 tipos de transiciones (cambios A -
>G,G->A,T->C,C->T) (Fig. 3) y que por tanto puede ser que no todos los cambios presenten el mismo nivel
de saturacién. En el caso del ejemplo y como se puede ver en la Fig. 20-R, las transiciones del tipo A -> G, G -> A
presentan saturacién incluso a un bajo nivel de divergencia genética, mientras que las transiciones del tipo T -> C, C
-> T parecen no estar tan saturadas, ni tan solo en las comparaciones a nivel de género. Esto es probablemente debi-
do ala baja proporcién de guaninas (G) en las terceras posiciones de los genes codificantes Cith (5%) y COI (7.7%).

Conocer todos estos datos sobre qué moléculas se saturan més pronto y qué tipo de saturacién presentan (tran-

siciones, transversiones y sus diferentes tipos) es bisico y puede servir como criterio para seleccionar entre los dife-
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rentes modelos evolutivos al alcance del investigador; en el caso de analisis de parsimonia, a utilizar matrices de cos-
tos que asignen pesos diferentes a los cambios nucleotidicos; o simplemente eliminar del andlisis las posiciones satu-
radas. La no presencia de saturacién de los genes 12S rRNA y 16S rRNA incluso a nivel de género (Fig. 2F, G, ], K),
confirma que su aplicacion para la resolucién de eventos filogenéticos a niveles taxonémicos mds elevados es supe-
rior a la de los genes mitocondriales codificantes. En el caso del gen nuclear c-mos, su reducida tasa de evolucién
hace que éste no sea apto como marcador molecular para dilucidar las relaciones evolutivas internas del género
Gallotia. De todos modos, el c-mos parece un buen marcador molecular a niveles taxonémicos més elevados en esca-
mosos (HARRIS et al., 1999; SAINT et al., 1998).

Otra caracteristica importante de los marcadores moleculares es su grado de utilidad para inferir relaciones filoge-
néticas a diferentes niveles taxonémicos. En el caso del ejemplo presentado, el nivel taxonémico serd intragenérico y
por tanto los resultados podrén variar seguin el nivel taxonémico del estudio (especialmente a niveles superiores). Es
decir, marcadores moleculares que funcionan muy bien a nivel de especie pueden no funcionar tan bien a nivel de géne-
ro e incluso pueden no servir para inferir relaciones filogenéticas a un nivel superior al de familia u orden. En el caso de
Gallotia, se puede comparar la capacidad que tiene cada uno de los genes de recuperar 7 clados (grupos monofiléticos)
distribuidos a diferentes niveles de la filogenia de Gallotia muy bien soportados tanto en el presente estudio (incluyen-
do 72 especimenes y 2.381 pb de 5 genes; ver Fig. 6A), como en estudios anteriores (GONZALEZ et al., 1996; Rando er
al., 1997). Los 7 clados considerados correctos son: 1.- Gallotia; 2.- G. atlantica; 3.- G. galloti + G. caesaris + G. simon-
yi+ G. intermedia; 4.- G. intermedia + G. simonyi; 5.- G. galloti + G. caesaris; 6.- G. galloti; y 7.- G. caesaris. En el caso
de que un clado esté soportado en el anilisis filogenético (utilizando el método de la minima evolucién), se computa el
valor de bootstrap para dicho nodo y de ese modo, sumando todos los valores de bootstrap para cada uno de los 7 cla-
dos y dividiendo por el ntimero total de clados, se consigue una medida del nivel de robustez con el que cada uno de los
genes recupera las relaciones filogenéticas aceptadas como reales (CUNNINGHAM, 19973, b). Debido a que la secuencia
del Citb es mas larga que la del resto de genes, en estos anilisis sélo se utilizaron los primeros 390 pb del Cits (los mas
utilizados en anilisis filogenéticos en reptiles y anfibios) para que tuviese una longitud similar a todo el resto de genes.
Los resultados presentados en la Tabla 11. 1 demuestran claramente que los dos genes mitocondriales codificates son
los mejores para inferir las relaciones filogenéticas del género Gallotia y que a pesar de su bajo nivel de variabilidad, el
c-mos recupera con bastante robustez los 7 grupos que se han asumido monofiléticos (mucho mejor que el 16S rRNA
que falla en recuperar 3 del los 7 clados). Los resultados también demuestran que las mejores combinaciones de 2-3
genes para resolver la filogenia de Gallotia son las formadas por Cith + COI (98.7%), Cith + 12S rRNA (97%) y Cith
+ COI + 12S rRNA (99.4%), y por este motivo combinaciones de estos tres genes han sido las preferidas en otros estu-
dios de reptiles a niveles taxonémicos similares (CARRANZA ez al., 2000, 2001). Para informacién sobre la aplicabilidad
de los diferentes genes mitocondriales y nucleares para resolver filogenias a un elevado nivel taxonémico véase SPRIN-
GER et al. (2001) y ZARDOYA y MEYER (1996).

2.4. Inferencia filogenética a partir de secuencias de ADN
La inferencia filogenética a partir de secuencias de ADN es una forma de inferir las relaciones evolutivas entre
organismos. Otras posibilidades incluyen la utilizacién de datos morfoldgicos, y otros marcadores moleculares dife-
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Tabla 11. 1. Nivel de robustez con el que los diferentes marcadores moleculares y combinaciones de
ellos recuperan los 7 clados de Gallotia considerados correctos.

Marcadores Nivel de robustez Marcadores Nivel de robustez
moleculares (%) moleculares (%)
Citb 96.8 COI + 16S rRNA 93.1
COI 92.1 COI + 12S rRNA 94.2
12S rRNA 79.8 16S rRNA + c-mos 61.1
16S rRNA 44.0 12S rRNA + c-mos 78.0
c-mos 58.0 12S rRNA + 16S rRNA 77.8
Cith + c-mos 92.2 16S + COI + Citb 98.7
Cith + COI 98.7 12S + COI + Citb 99.4
Cith + 16S rRNA 90.4 12S + 16S + COI + Citb 99.4
Cith + 12S rRNA 97.0 12S + 16S + COI + Cith + c-mos 99.7
COI + c-mos 95.5

rentes de las secuencias de ADN (aminodcidos, microsatélites, aloenzimas, etc.). Aunque la metodologia es muy
parecida, el tipo de datos y por tanto la definicién y codificacién de los caracteres, las asunciones y modelos utiliza-
dos son diferentes en cada caso, especialmente en morfologia. Buenos ejemplos de c6mo realizar un estudio filoge-
nético utilizando datos morfoldgicos y la metodologia cladista pueden encontrarse en ARNEDO, (1999) y KITCHING
et al. (1998), y utilizando todo tipo de datos moleculares en HILLIS ez al. (1996).

Dado un conjunto de secuencias de ADN, en general el proceso de anilisis filogenético comprende cuatro pasos
basicos que normalmente se ejecutan en el siguiente orden: 1) alineacién de las secuencias, 2) determinacién del
modelo evolutivo, 3) inferencia del drbol filogenético, y 4) evaluacién de la robustez de los diferentes grupos. Debe
tenerse en cuenta por eso que recientemente se han desarrollado métodos de inferencia filogenética que permiten

integrar los pasos 1-3 en un unico proceso (WHEELER 1996).

2.4.1. Alineacién de secuencias

La alineacién de secuencias no es sélo el primer paso dentro del proceso de inferencia filogenética, sino que ade-
més es uno de los mds importantes ya que implica el establecimiento de homologfas entre los distintos nucleétidos.
En el caso que se utilicen genes codificantes, especialmente en estudios a bajo nivel taxonémico, las secuencias acos-
tumbran a tener la misma longitud, y por tanto las homologias entre los diferentes nucle6tidos se pueden establecer
de una forma inambigua. En los casos en los que se utilicen secuencias no codificantes, como por ejemplo los genes
ribosomales mitocondriales 12S rRNA y 16S rRNA, las secuencias de los diferentes taxones no siguen un patrén de
tripletes como en el caso de las secuencias codificantes, y por tanto el establecimiento de homologias puede ser més
complicado. Tanto si tienen la misma longitud como si no, cuando se trata de secuencias no codificantes existe la
posibilidad que se hayan producido fenémenos de insercién y delecién entre las distintas secuencias. En estos casos,
el proceso de alineacién se basard en reconocer las posiciones donde se han producido dichas mutaciones e incorpo-
rar guiones (gaps) con el objetivo de conservar la homologia posicional. Desde un punto de vista grifico, los gaps

« »

suelen representarse con el simbolo “-” en las alineaciones e indican que en dicha posicién se ha producido un fené-
meno indel (insercién o delecién).

Las alineaciones pueden llevarse a cabo de forma manual o automaitica. En el caso de la alineacién manual, lo que
se intenta es reconocer visualmente regiones conservadas dentro de las secuencias y minimizar la insercién de gaps.
Una técnica muy utilizada cuando se realizan alineaciones manuales de genes no codificantes como por ejemplo los
ARN ribosomales es la de incorporar la informacién proveniente de la estructura secundaria de dichas moléculas.
En el caso del gen ribosomal 12S rRNA, y a partir de la estructura secundaria conocida (HICKSON ez al., 1996) se

pueden identificar ficilmente las zonas complementarias implicadas en el mantenimiento de la estructura secundaria
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(stems) de las regiones de cadena sencilla no implicadas en el mantenimiento de la estructura (loops). En general, y
debido a su falta de funcién estructural, la mayoria de mutaciones (indel) se acumulan en los loops dificultando su
alineacién (Fig. 4A-B). Cuando el nimero de mutaciones ocurridas en un fragmento de ADN son muy elevadas, el
establecimiento de homologia puede resultar ambiguo y por tanto algunos autores recomiendan excluir dichas
regiones hipervariables (loops) de los anélisis filogenéticos (SWOFFORD et al., 1996).

En las alineaciones automaticas se utilizan algoritmos matematicos que tienen en cuenta diversos pardmetros,
como por ejemplo el costo de introducir un gap, tasas de transiciones respecto a las transversiones, etc., y se selec-
ciona la alineacidn que optimize el criterio seleccionado. Algunos de estos programas de alineacién multiple alinean
en base a un criterio filogenético explicito (“drbol guia”) inferido al principio del proceso (por ej. CLUSTAL,
PileUp y MALIGN). En otros programas, la alineacién de las secuencias forma parte del propio proceso optimi-
zando simultineamente la alineacién y un 4rbol filogenético (por ej. POY). A no ser que las relaciones filogenéticas
sean conocidas de antemano, no existe una forma clara de determinar qué tipo de alineacién es la mejor y por tanto
no hay manera de aconsejar sobre que método deberia utilizarse. La alineacién manual es criticada basicamente por
su falta de objetividad y repetitividad, mientras que los criterios computacionales por la subjetividad en la asignacién
de valores a los diferentes pardmetros tales como la penalizacién por la adicién de gaps, coste de la sustitucién entre
los diferentes tipos de nucleétidos, etc.

Especie Stem 45 Loop Stem 45°
Tarentola boettgeri bischoffi 5 TTCTG ACAAA CAGAA ¥
Tarentola americana ¥ TTCTA CCACAA TAGAA ¥
Hemidactylus flaviviridis 3 TCCTG CTTCC CAGGA 7
Hemidactylus karenorum 5 TTCTA CCC TAGAA ¥
Hemidactylus mabouia  TTCTA ACT TAGAC ¥

Estructura secundaria de la zona de los
stems 45 y 457de T. b. bischoffi

s 3
r—A
T—A

Stem45 | C— @G | Stem4s’
T—A
G—IC
Loop

Figura 11. 4. A) Ejemplo de alineacién de la secuencia del gen mitocondrial 12S rRNA de cinco especies diferentes
de gecos en base a su estructura secundaria (Hickson et al., 1996). B) Representacién de la estructura secundaria de
la regién de los stems 45 — 45” de T. b. bischoffi. Debido a la imposibilidad de alinear la regién del loop, ésta no se
incluiria en los andlsis filogenéticos.
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2.4.2. Determinacién del modelo de sustitucién y matrices de costos

Dado que sélo existen cuatro tipos de nucleétidos (A, T, C, G), cuando la distancia genética es lo suficiente-
mente grande normalmente se infraestima el niimero de cambios que han ocurrido debido a que muchas posiciones
han variado més de una vez (multiple hits). Los modelos de sustitucién fueron desarrollados justamente para corre-
gir las distancias observadas, estimando los cambios evolutivos que no han sido contados. Los diferentes modelos
evolutivos difieren principalmente en el nimero de pardmetros que incluyen. Entre los pardmetros que acostumbran
a variarse se incluyen: 1) la probabilidad de cambio entre los distintos nucle6tidos. Esta tiene un tinico pardmetro en
los modelos mis sencillos (Jukes-Cantor); dos pardmetros en los modelos medianamente complejos, permitiendo
acomodar diferencias entre transiciones y transversiones (por ej. Kimura 2-parameters y HKY85) y seis pardmetros
(uno para cada clase de cambio nucleotidico) en los modelos mas complejos como el General Reversible Time Model
(REV); 2) la frecuencia de cada uno de los nucleétidos. La proporcién de A, T, C y G variard segun el gen y el orga-
nismo. Por ejemplo, en Gallotia, la proporcién de cada uno de los nucleétidos del gen mitocondrial ribosomal 12
rRNA es: A =33.8%, T =22.9%, C =23.9%, G = 19.4%; mientras que en el cith es: A =28%, T =27.1%, C =
31.6%, G = 13.3%.; 3) variacion en la tasa de sustitucidn entre las diferentes regiones de la molécula y 4) proporcién
de sitios invariables dentro de las moléculas.

Ante tantos modelos a nuestro alcance el dilema que se nos plantea es el siguiente: ¢ Cudl es el modelo evolutivo
mds apropiado para analizar nuestros datos? Una manera de seleccionar el mds apropiado es mediante un test de
méxima verosimilitud. Es decir, dado un drbol que acostumbra a estimarse a partir de la matriz de datos utilizando
un modelo sencillo (por ejemplo, Jukes-Cantor), se calcula la verosimilitud de dicha topologia utilizando el maximo
nimero de modelos evolutivos posibles. Al final del proceso, los valores de verosimilitud (fikelibood) calculados a
partir de cada uno de los modelos se comparan dos a dos en sentido de complejidad creciente (es decir, del menos
complejo al méds complejo) mediante la utilizacién del likelibood ratio test (LRT). E1 LRT proporciona un criterio
para decidir la complejidad del modelo y cudntos pardmetros se analizan, mediante una comparacién de modelos
relacionados jerirquicamente. Cuando el modelo mas complejo es significativamente mas versimil que el menos
complejo, se escoge, y se prosigue con el test hasta que la adicién de complejidad o pardmetros no incrementa la
verosimilitud de una forma estadisticamente significativa. Modeltest v. 3.06 (POSADA y CRANDALL, 1998) es un pro-
grama informético que permite comparar entre 56 modelos diferentes y escoger el que mejor explica los datos.

En principio, los andlisis de parsimonia no utiliza modelos evolutivos explicitos y por tanto, por defecto se con-
sidera que todos los cambios tienen igual probabilidad. De todos modos también permiten acomodar diferencias
entre los tipos de cambios y se implementan utilizando diferentes matrices de costos o pesos implicitos. Mediante
matrices de costos puede ddrsele diferente peso a las transiciones y las transversiones, eliminar las transiciones de los
analisis (parsimonia de transversiones) e incluso asignar diferentes valores a cada uno de los 12 tipos posibles de
cambios (parsimonia de 12 pardmetros, 4 transiciones y 8 transversiones) (KITCHING et al., 1998), lo que se denomi-
na parsimonia de Sankoff.

2.4.3. Métodos de inferencia filogenética

Los diferentes métodos de inferencia filogenética se pueden dividir en dos grupos: los basados en matrices de
distancias y los basados en caracteres. Los métodos de distancias utilizan una matriz de distancias calculada a partir
de la matriz de datos (alineacién) y utilizando un modelo evolutivo previamente determinado para inferir las rela-
ciones filogenéticas. Los métodos basados en caracteres calculan los arboles filogenéticos que optimizan los patro-

nes de distribucién de cada uno de los caracteres en base a un criterio determinado.

2.4.3.1. Métodos de distancias

Los métodos de distancias utilizan el valor de la disimilaridad entre dos secuencias para derivar los drboles filo-
genéticos. En teorfa, los métodos de distancias recuperarin el drbol filogenético real si todos los procesos de diver-
gencia han quedado registrados de forma concisa en las secuencias (SWOFFORD et al., 1996), es decir, en ausencia de
homoplasia. Sin embargo, la realidad es diferente y normalmente, a partir de una distancia determinada, las secuen-
cias se saturan y por tanto deben utilizarse modelos evolutivos (ver mas arriba) parar corregir las estimaciones de las
distancias observadas en funcién de la homoplasia, existente. Una vez calculadas, las matrices de distancias se utili-
zan para inferir las relaciones filogenéticas las cuales pueden llevarse a cabo mediante la utilizacién de métodos algo-
ritmicos o métodos de optimizacién. El método algoritmico mds utilizado es el de Neighbor joining (SAITOU y NEI,

1987) y se basa en la utilizacién de un protocolo determinado para unir los taxones en funcién de sus distancias
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genéticas. El método de la minima evolucién es el mis utilizado de todos los que emplean un criterio de optimiza-
cién para evaluar las diferentes topologfas (RZHETSKY y NEI, 1992).

2.4.3.2. Métodos basados en el andlisis de caracteres, parsimonia y maxima verosimilitud

Estos métodos utilizan la informacién proveniente de las alineaciones durante todo el proceso de inferencia filo-
genética, siendo los mds utilizados la parsimonia (también denominada a veces méxima parsimonia (MP)) y la méxi-
ma verosimilitud (ML, del inglés maximum likelibood). El criterio de la parsimonia se basa en que la mejor explica-
cién de los datos es la més simple, es decir la que requiere menos asunciones ad hoc, y se basa en el principio de
congruencia. En términos précticos, los métodos de parsimonia intentan seleccionar el drbol mds corto o més parsi-
monioso, el cual a su vez serd el que requiera menos pasos para explicar la matriz de datos y por tanto el menos
homoplésico. La implementacién del método de parsimonia es bastante sencilla ya que se basa en optimizar sobre un
arbol todos y cada uno de los caracteres de la matriz de datos, reconstruyendo sus estados ancestrales y contando el
numero de pasos del caricter a lo largo de las diferentes ramas del drbol filogenético. Este proceso se repite para cada
uno de los caracteres de la matriz de datos. La suma de los pasos de cada uno de los caracteres de la matriz represen-
ta la longitud total del drbol. Finalmente, para “todos” los posibles drboles filogenéticos (ver més abajo), se seleccio-
na el/los que requiera/n el menor niimero de pasos.

El principio del método de ML se basa en obtener el drbol filogenético que presenta la verosimilitud més alta de
producir los datos observados (alineacién). La verosimilitud se calcula en base a la probabilidad que el patrén de
variacién observado en una posicién determinada de la alineacién haya sido producido, teniendo en cuenta un pro-
ceso de sustitucién definido (modelo evolutivo) y un 4rbol filogenético determinado. Las verosimilitudes de cada
una de las posiciones de la alineacion se multiplican para obtener la verosimilitud global del drbol filogenético (la
probabilidad de obtener los datos a partir de un drbol y un modelo evolutivo). Este proceso se repite para “todos”
(ver més abajo) los posibles drboles y de ellos se escoge el/los que presente/n un valor de verosimilitud més elevado.
Si los datos no tienen sefial filogenética, esperaremos que arboles escogidos al azar tengan verosimilitudes similares.
De la misma manera, el modelo evolutivo tiene que optimizarse para ajustarse lo mejor posible a los datos observa-
dos. Por ejemplo, si los datos presentan en general una proporcién muy elevada de algtin tipo de base nucleotidica
(por ¢j. A y T), la verosimilitud de un drbol determinado calculada utilizando un modelo evolutivo que asuma igual
frecuencia entre las cuatro bases nucleotidicas (por ej. Jukes-Cantor o Kimura 2-pardmetros), serd més bajo que uno
que contemple posibles variaciones en dichas frecuencias. De ese modo, el drbol filogenético que presenta la méxima
verosimilitud bajo un modelo evolutivo puede disminuir su verosimilitud si el modelo es distinto e incluso dejar de
ser el de “médxima verosimilitud”. Por esta razén es bésico obtener siempre el modelo evolutivo que mejor se ajuste
a nuestros datos (POSADA y CRANDALL, 1998, 2001).

2.4.4. Construccién y evaluacion de arboles filogenéticos

Cuando se utilizan métodos como la MP y el ML que incorporan un criterio de optimalidad (en el caso de la MP
serd el 4rbol con el menor niimero de pasos y en el de ML el drbol con la maxima verosimilitud), el proceso de hallar
el mejor arbol comporta la construccién de los drboles y su evaluacién. El niimero de drboles filogenéticos posibles
incrementa exponencialmente con el niimero de taxones incluidos en el andlisis, pasando de 3 posibles drboles enrai-
zados para 3 taxones (o secuencias) a mas de 34 millones para tan solo 10 taxones (FELSENSTEIN 1978). Debido a
limitaciones de tipo computacional es imposible evaluar todos los drboles posibles para tan s6lo unas pocas decenas
de taxones y por tanto se explora solamente una fraccién de ellos. La exploracién de los diferentes drboles implica su
construccidn y su evaluacidn, por lo que el nimero méximo de drboles que podremos explorar vendrd influenciado
por el nimero de taxones del anilisis, el criterio de optimalidad aplicado, los algoritmos heuristicos implementados,
la complejidad de los modelos y el poder de computacién. Por ejemplo, la MP es un método mucho mds rapido que
el ML porque no requiere cilculos de longitud de las ramas. De la misma manera, dentro de cada uno de los criterios
de optimalidad la velocidad de computacién dependera de la complejidad de los modelos de matrices de costos uti-
lizados. Si los datos no tienen estructura filogenética o si hay mucha homoplasia, el nimero de drboles subSptimos
que tendrdn que ser evaluados serd mucho mayor, incrementando el tiempo de busqueda.

Existen varios métodos de busqueda de drboles que se diferencian segun el algoritmo que utilizan. Dos de ellos
(branch-and-bound y exhaustivo) son los tinicos que garantizan encontrar el drbol éptimo, pero en general no son
aplicables a matrices de datos de mas de 20 taxones/secuencias (SWOFFORD et al., 1996). El método exhaustivo eva-
ltia cada uno de los posibles drboles de acuerdo al criterio de optimalidad escogido mientras que el branch-and-

bound utiliza un método 16gico para decidir qué drboles deben evaluarse y cuédles pueden descartarse directamente.
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El método de branch-and-bound es por tanto mucho mds répido que el exhaustivo. Sin embargo, en la mayoria de
los anilisis se utiliza lo que se denomina métodos heuristicos. Los algoritmos para busquedas heuristicas se basan en
dos procesos que son: 1) la construccién de un 4rbol inicial y 2) la modificacién de dicho 4rbol intercambiando el
orden de sus ramas con el objetivo de encontrar topologfas més cortas. Los diferentes algoritmos de reordenacién
comunmente aplicados (conocidos por las siglas SPR y TBR) se diferencian por el tipo de reordenaciones a partir de
un 4drbol original que pueden ser generadas y por tanto evaluadas. De los dos métodos, el TBR (tree bisection and
reconnection) es el mas utilizado, pero debido a que las reordenaciones son las méis exhaustivas de los dos, éste es

también mds costoso desde un punto de vista computacional.

2.4.5. Grado de soporte de las agrupaciones e hipétesis obtenidas

Existen diferentes métodos para evaluar la robustez de los clados recuperados en un anilisis filogenético (boots-
trap, Bremer support, jackknife y parametric bootstraping) y entre ellos el mas cominmente utilizado es el de boots-
trap (FELSENSTEIN, 1985). El proceso del andlisis de bootstrap puede dividirse en tres partes: 1) generacién de nuevas
matrices de datos (normalmente se generan entre 100 y 1.000 matrices diferentes) por muestreo con reemplazamien-
to; con lo cual puede ser que algunas matrices sean iguales a la original y otras sean diferentes debido a que algunas
posiciones determinadas de la alineacién estén repetidas varias veces y otras ninguna.; 2) cilculo del drbol filogenéti-
co (por ¢j. el més parsimonioso para el método de MP, el que tenga la verosimilitud més alta en ML, o el inferido a
partir de las distancias genéticas) derivado de cada una de las matrices generadas; y 3) comparacion respecto al niime-
ro total de matrices generadas, la proporcién de veces que el grupo en el cual estamos interesados estd representado.

El valor de bootstrap se expresa normalmente en tanto por ciento.

2.4.6. Conceptos basicos sobre arboles filogenéticos

El drbol filogenético es una representacion del patrén de las relaciones filogenéticas que intentamos estimar (Fig.
5A). El 4rbol consiste en nodos los cuales estin conectados por ramas o internodos. Dentro de los nodos se distin-
guen dos tipos, los nodos terminales que representan las secuencias genéticas u organismos objeto de estudio y los
nodos internos que representan los ancestros hipotéticos. El ancestro de todas las secuencias/organismos que com-
ponen el drbol se denomina raiz (root). Si el drbol carece de raiz se denomina drbol sin enraizar (unrooted tree), y su
caracteristica principal es la falta de direccionalidad evolutiva. Es decir, no se puede saber cuéles de los nodos son
antepasados y cuéles descendientes. Para evitar confusiones, muchas veces los drboles sin enraizar se representan en
forma de red. Los nodos y las ramas de un drbol pueden tener diferentes tipos de informacién. Por ejemplo, méto-
dos como la MP reconstruyen para cada posicidn de la alineacién los caracteres de cada uno de los hipotéticos nodos
ancestrales. La mayoria de los métodos también pueden estimar la cantidad de evolucién que ha tenido lugar en las
ramas del rbol filogenético. Esta se refleja en drboles aditivos no ultramétricos, donde las longitudes de las diferen-
tes ramas son proporcionales a la cantidad de evolucién que ha tenido lugar en dichas ramas (a diferencia de los
rboles ultramétricos, donde los dos descendientes son equidistantes de su ancestro). Si de todos los nodos de un
arbol filogenético sélo parten dos ramas, el drbol se dice que estd totalmente resuelto. Si por el contrario, de algun
nodo del drbol parten més de dos ramas entonces se considera que ese nodo representa una politomia y que por
tanto el drbol estd parcialmente resuelto (Fig. 5A). Las politomias pueden ser de dos tipos, duras (cuando son el
resultado de varios linajes divergiendo al mismo tiempo y por tanto no hay evidencia suficiente para reconstruir el
orden exacto de separacién) y blandas (cuando en realidad los linajes no tienen porqué haber divergido al mismo
tiempo, pero se desconoce el orden de divergencia). En principio uno esperaria resolver una politomia blanda

mediante la adicién de nueva evidencia, mientras que por definicién una politom{a dura no se puede resolver.

2.4.7. Conceptos basicos sobre caracteres y agrupaciones filogenéticas

Dado un 4rbol filogenético y una matriz de datos, es posible distinguir entre estados de caracteres homélogos u
homologias (caracteres idénticos compartidos entre linajes y heredados a partir de una relacién ancestro-descendiente)
de las homoplasias (estados de caracteres idénticos adquiridos en dos linajes de forma independiente) (Fig. 5B). Dentro
de las homologias se diferencian dos tipos de estados de caricter: ancestral o plesiomérfico y derivado o apomérfico. Si
un representante de un clado determinado (un grupo monofilético) tiene el mismo estado de caricter (en el caso de las
secuencias de ADN los diferentes estados de caricter son las cuatro bases nucleotidicas, A, T, C y G) que el ancestro
del grupo, entonces se dice que dicho estado de carécter es plesiomérfico y por tanto representa una plesiomorfia. Si
por el contrario, el caricter es diferente al del ancestro del grupo éste se denominard cardcter apomérfico o apomorfia.
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Figura 11. 5. A) Diferentes partes de un 4rbol filogenético. B) Diferentes tipos de homologias y homoplasias en fun-
cién del estado de caracter (ancestral o derivado) que presenten. En el caso del ejemplo, el cardcter seria por tanto la
posicién del alineamiento de la secuencia de ADN vy los diferentes estados de cardcter los nucledtidos (A y T). Néte-
se que en el ejemplo, A siempre representa el estado ancestral y T el derivado. C) Interpretacién de los diferentes
tipos de grupos (monofilético, parafilético y polifilético) en funcién de la topologfa del drbol filogenético.

Existen dos tipos de apomorfias: las autapomorfias (estados de caricter derivados tnicos) y las sinapomorfias (estados
de caricter derivados compartidos). A los estados de caracter ancestrales compartidos se les denomina sinplesiomorfi-

as (Fig. 5B). Las homoplasias a su vez se diferencian en tres tipos: convergencias, paralelismos y reversiones (Fig. 5B).

En el caso de las convergencias y paralelismos los dos tienen como resultado la evolucién del mismo estado de cardcter
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en dos organismos/secuencias no relacionadas, la diferencia es que las convergencias evolucionan a partir de una con-
dicién ancestral diferente y los paralelismos evolucionan a partir de una misma condicién ancestral.

Las filogenias constituyen la base de la clasificacién, es decir de la asignacién de nombres a los diferentes grupos
taxonémicos. Segtn la clasificacién cladista los unicos grupos vélidos son los que vienen definidos en base a estados
de caricter derivados compartidos (sinapomorfias). Es decir, un conjunto de taxones que comparten una apomorfia
constituyen un grupo monofilético; un conjunto de taxones con una plesiomorfia comun (es decir una simplesio-
morfia) forma un grupo denominado parafilético; finalmente, un conjunto de taxones agrupados en base a una ana-
logia (homoplasia o cardcter homoplisico) forma lo que se denomina un grupo polifilético. A efectos pricticos, los
grupos monofiléticos, parafiléticos y polifiléticos pueden reconocerse ficilmente a partir de la topologia del 4rbol
filogenético. Es decir, en base a una filogenia, un grupo monofilético es aquella agrupacién de taxones que compar-
ten un ancestro comun y que incluye todos los descendientes de dicho ancestro; un grupo parafilético es aquella
agrupacién de taxones que comparten un ancestro comun pero que no incluye todos los descendientes de dicho
ancestro; por tltimo, un grupo polifilético es aquel que no incluye el ancestro comtn de todos sus miembros
(Fig. 5C).

3. Aplicaciones de las técnicas de biologia molecular al estudio de la biogeografia
de los Reptiles y Anfibios: los lacértidos del género Gallotia como ejemplo

En el campo de la biogeografia, la aplicacién de las técnicas moleculares permiti6 afiadir una nueva dimensién
(tiempo) al eterno e irresoluble debate sobre cudl de los dos procesos, vicarianza (vicariance biogeography) o disper-
sién (dispersal biogeography) era el més apropiado para explicar patrones biogeograficos. Bajo el criterio de vica-
rianza, las relaciones filogenéticas entre los miembros de un grupo de organismos que presentan una distribucién
disjunta coinciden con la historia y acontecimientos geolégicos de las regiones que ocupan, atribuyéndose los dife-
rentes patrones filogenéticos observados principalmente a la formacién de barreras geofisicas, como por ejemplo la
formacién de montaias, rios, etc. Es decir, la vicarianza predice que el cladograma de un grupo de especies ha de
coincidir con el cladograma de dreas de las regiones que ocupan. La vicarianza fue principalmente impulsada por el
creciente auge de la metodologia cladista a principios de los afios ochenta, la cual la doté de herramientas analiticas
que le permitieron establecer un procedimiento formalizado de corroboracién y refutacién de hipétesis (HUMPH-
RIES, 1986; NELSON y PLATNICK, 1981). Hasta ese momento, la dispersién habia sido considerada el principal meca-
nismo para explicar los patrones biogeogrificos de los seres vivos (DARLINGTON, 1957, 1965). Los partidarios de la
vicarianza defendieron la superioridad de su método argumentando que debido a la imposibilidad de ser contrasta-
da, la dispersién no era una hipdtesis cientifica vilida. El debate continud hasta que a principios de los noventa la
aplicacién de métodos moleculares en biogeografia (especialmente la aplicacion de la teoria del reloj molecular para
inferir las edades en los diferentes nodos de una filogenia molecular), proporcioné una metodologia valida para con-
trastar los diferentes patrones biogeogrificos en base a la estructura del drbol filogenético y distancias genéticas,
demostrando que muchos de los patrones biogeograficos deducidos a partir de patrones de vicarianza eran incorrec-
tos (AVISE, 1994, 2000; HEDGES et al., 1992; RAXWORTHY et al., 2002). En definitiva, las técnicas moleculares han ser-
vido para demostrar de una forma definitiva que los organismos pueden jugar un papel importante y activo en la
determinacién de su patrén biogeografico, en algunos casos dispersando largas distancias a través de barreras geo-
graficas considerables (CARRANZA er al., 2000; HEWITT, 2000; LISTON e al., 1989). El hecho de aceptar la dispersién
como un proceso més e incluir una escala temporal en los analisis filogenéticos, ha permitido dar una nueva dimen-
si6n a la biogeografia combinando conceptos de vicarianza, dispersién y extincién (RONQUIST, 1997).

En la mayoria de casos, la filogenia constituye el patrén a partir del cual se infieren los diferentes procesos bio-
geogréficos. Por tanto, si la filogenia es errénea o imprecisa en algunos puntos, los procesos que se deduzcan de la
misma serdn igualmente incorrectos o imprecisos. Otro aspecto importante es diferenciar entre los procesos deduci-
dos a partir de la filogenia y los inferidos a partir de informacién adicional no filogenética. Para ilustrar de una
manera sencilla como se puede utilizar la informacién filogenética en biogeografia, y la importancia de diferenciar
entre la informacién derivada a partir del drbol filogenético de la derivada de evidencias empiricas adicionales, se ha
utilizado de nuevo el ejemplo de Gallotia de las Islas Canarias. En la Fig. 6A se representa simplificadamente el
resultado del anélisis filogenético realizado a partir de la secuenciacién de 5 marcadores moleculares (Cithb, COI, 12S
rRNA, 16S rRNA y c-mos) de 74 individuos. El primer paso del analisis consistira en definir las dreas biogeografi-
cas. En el caso de este ejemplo, y para simplificar los analisis, se han definido tan sélo 4 4reas biogeograficas, el drea
continental (Psammodromus, Lacerta), y 3 dreas en las Islas Canarias seleccionadas en base a los 3 linajes més diver-
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gentes de Gallotia que alld habitan: 1) islas orientales (Fuerteventura y Lanzarote; G. atlantica); 2) Gran Canaria (G.
steblini); y 3) islas occidentales (Tenerife, La Gomera, La Palma y El Hierro; G. galloti, G. caesaris, G. simonyi, G.
intermedia). Es importante resaltar en este punto que las conclusiones que se deduzcan del anilisis biogeografico
dependerin totalmente de las dreas definidas a priori. En el caso del ejemplo, al simplificar y definir tan sélo 3 reas
dentro de las Islas Canarias (este, centro y oeste), no se podran resolver por ejemplo los procesos biogeograficos
dentro del grupo G. galloti — G. caesaris de las islas occidentales, a pesar de que la filogenia contenga toda la infor-
macién necesaria para hacerlo. De todos modos, esto siempre puede hacerse a posteriori realizando un anélisis simi-
lar al aqui ilustrado. Una vez definidas las dreas biogeogrificas, éstas se consideran como estados de caricter y se
reconstruyen en base a la topologia del drbol filogenético. Esto se puede hacer a mano o bien utilizando programas
informdticos desarrollados especificamente para este propésito, como por ejemplo MacClade (MADDISON y MAD-
DISON, 1996). En la Fig. 6B se puede ver como después de la reconstruccién de los diferentes estados de caracter
(dreas biogeogréficas) a partir de la filogenia de Gallotia se obtienen unas zonas del cladograma donde la recons-
truccién del caricter es inambigua (zonas que tienen un color determinado) y otras zonas del cladograma donde la
reconstruccién del caricter es equivoca (zonas ralladas). La reconstruccién de los caracteres se realiza en base al cri-
terio de parsimonia, que en este caso concreto consiste en inferir a partir de la filogenia el proceso de colonizacién
que implique el menor nimero de colonizaciones posible.

Es importante no cometer el error de suponer que a partir de una filogenia siempre se podré reconstruir el
proceso de colonizacién al 100%. Lo tnico que las filogenias nos permiten es escoger entre toda una serie de
hipétesis posibles las que sean mds plausibles en base a un criterio determinado (en este caso el de parsimonia). A
partir de la Fig. 6A-B podemos postular que las Islas Canarias han sido colonizadas una tnica vez, probablemen-
te por el ancestro comtn de Psammodromus y Gallotia. Esto viene indicado por la reconstruccién inequivoca del
origen continental del grupo (en el caso del ejemplo se indica con el color azul en la raiz del drbol). Ahora bien,
como se puede observar las siguientes dos reconstrucciones son equivocas, lo que nos indica que sin més datos no
podremos inferir cual de los tres conjuntos de islas (occidentales, centro u oeste) fueron colonizadas primero
desde el continente, y cual fue el proceso de colonizacién posterior entre los tres conjuntos de islas. Para ilustrar
mejor este punto en la Fig. 6B se presentan los 12 patrones de colonizacién posibles entre los 3 conjuntos de islas
oceénicas, indicindose aquellos que son incompatibles con la filogenia de la Fig. 6A. Como se puede observar, 8
de los 12 patrones posible son incompatibles con la hipétesis filogenética (Fig. 6A) mientras que 4 son equipro-
bables. Es decir, en base a la filogenia y sin mds datos, es igual de probable que primero se colonizasen las islas
orientales, posteriormente a partir de éstas se colonizase Gran Canaria y a partir de Gran Canaria se colonizasen
las islas occidentales, que el ancestro de Gallotia hubiese llegado primero a las islas occidentales y de ahi hubiese
colonizado primero las islas orientales y posteriormente, en una dispersién independiente, hubiese colonizado
Gran Canaria. De la misma manera, es ficil de entender como un patrén del tipo 3 -> 2 -> 1 es incompatible con
la filogenia de la Fig. 6A-B, ya que este patrén implica que el dltimo proceso de colonizacidn ocurrido fue el de
las islas orientales a partir de Gran Canaria y si esto fuese cierto en la filogenia G. stehlini (Gran Canaria) tendria
que ser grupo hermano de G. atlantica (islas orientales) y esto no es asi. Aunque en este ejemplo parece que la
filogenia no estd ayudando mucho, éste acostumbra a ser el caso en la mayoria de estudios biogeogrificos y exis-
te una tendencia a confundir entre lo que se puede deducir a partir de la filogenia y lo que deducimos utilizando
informacién adicional de tipo no filogenético (ver mds abajo). En el caso del ejemplo, para poder determinar cuél
de los cuatro procesos de colonizacién es el méds probable tendremos que utilizar informacién derivada de evi-
dencias empiricas adicionales que carecen de componente histérico, como por ejemplo la edad geoldgica de las
islas, la direccién de las corrientes y vientos, la distancia total de los procesos de colonizacién y la habilidad de
dispersién de los organismos. Para utilizar la edad geoldgica lo primero que debe hacerse es datar los nodos rele-
vantes en el drbol filogenético y compararlos con las edades de las islas para ver si es posible eliminar alguna de las
hipétesis igualmente probables desde el punto de vista filogenético. Las dataciones de los diversos nodos se reali-
zaron a partir de la calibracién del reloj molecular utilizando la edad de la isla de El Hierro (0.8 — 1 millén de
aflos) y la distancia genética entre G. caesaris caesaris (El Hierro) y G. caesaris gomerae (La Gomera). En este
caso, la informacién geoldgica no nos permite invalidar ninguna de las diferentes hip6tesis posibles ya que las
edades de las tres dreas (islas orientales 15-23 millones de afios (ma); Gran Canaria 14-16 ma; islas occidentales
1.1-16 ma) son superiores a la edad minima del primer proceso de colonizacién calculado a partir de los datos filo-
genéticos (12.6 ma, Fig. 6B). En cuanto a la direccién de las corrientes y distancia total del proceso de coloniza-
cién, éstas se han representado en la Fig. 6C independientemente para cada una de las 4 posibilidades compatibles

con la filogenia. Debido a las distancias relativamente similares que existen entre las diferentes dreas y éstas con el
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Figura 11. 6. A) Representacién simplificada de las relaciones filogenéticas de Gallotia inferidas a partir de 2.381 pb.
B) Diagrama de dreas dibujado a partir de la filogenia de Gallotia (A) y dividiendo las Islas Canarias en tres regiones:
1.- islas orientales; 2.- Gran Canaria; y 3.- islas occidentales. La reconstruccién de los estados de caracter (0, 1, 2, y
3) se realiz6 con el programa MacClade v. 4.0. De las 12 hipétesis posibles de colonizacién a partir de 3 islas, ocho
son incompatibles con la filogenia presentada en 6A. C) Para decidir cual de las cuatro hipétesis restantes es la mas
probable se ha de recurrir a evidencias empiricas adicionales como por ejemplo la edad geoldgica, la direccion de las
corrientes y la distancia total recorrida. En base a la distancia total recorrida la hiptesis méds parsimoniosa es 1 -> 2
->3. D) Ejemplo de una topologia filogenética compatible tinicamente con una de las 12 posibles hipétesis de colo-
nizacién existentes para 3 islas. En este caso la filogenia serfa suficiente para inferir el proceso de colonizacién sin
necesidad de utilizar evidencias adicionales.

continente se ha considerado un valor comiin “n” que corresponde a cualquier tipo de trayecto entre dos islas
vecinas o entre las islas orientales y el continente. Como se puede observar en la Fig. 6C, es dificil deducir qué
patrones de colonizacién pueden estar més favorecidos por la direccidn de las corrientes, las cuales fluyen aproxi-
madamente perpendiculares a las islas y por tanto en principio tendrian que tener un efecto similar sobre las rutas
de colonizacién en sentido oriente — occidente como sobre las de sentido opuesto. En cuanto a la longitud del tra-
yecto, ésta parece menor en el primer caso (3n) que en los tres restantes (4n - 6n). De este modo, en base a las rela-
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ciones filogenéticas de Gallotia y a la evidencia empirica adicional de la longitud del trayecto y teniendo en cuen-
ta la relativamente baja capacidad de dispersion de los lacértidos en comparacién con otros reptiles (ARNOLD,
2000; CARRANZA et al. 2000), puede concluirse que lo méis probable es que la colonizacién de las Islas Canarias
por parte de Gallotia fuese en sentido este-oeste, colonizdndose las tres dreas biogeograficas una a continuacién
de la otra (siguiendo un modelo tipo stepping stone). Aunque normalmente no se pueden deducir todos lo proce-
sos biogeogréificos acontecidos tan s6lo con la informacién filogenética, ésto no significa que sea imposible. Por
ejemplo, en la Fig. 6D se muestran los conjuntos de islas 1 y 2 parafiléticos. En este caso hipotético, y aplicando
el principio de parsimonia, se puede observar que de las 12 hipétesis posibles de colonizacién sélola 1 -> 2 ->3
es compatible con la filogenia inventada.
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