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RESUMEN

Thinocoridae es un grupo de Charadriiformes que habita exclusivamente
en Suramérica. Esta familia posee dos géneros y cuatro especies, Thinocorus
rumicivorus, T. orbignyianus, Attagis malouinus y A. gayi.

Las relaciones filogenéticas de Thinocoridae, asi como su posicion taxo-
nédmica en relacion con otros grupos de aves, han sido materia de debate y han
llamado la atencién de los sistematicos desde el siglo pasado. Las ultimas evi-
dencias a partir de la hibridacién de DNA —Sibley et. al., 1988— indican que
Pedionomidae, una familia monotipica australiana, es el grupo hermano de
Thinocoridae. Esta relacién filogenética unida a la distribucion de Thinocoridae
y Pedionomidae sugiere un origen Gondwanico para el ascendiente de Thino-
coridae. No obstante, los resultados de la hibridacion de DNA han generado
polémica y una evidencia idonea para contrastarlos proviene de las secuencias
nucleotidicas de DNA.

Se secuenciaron un total de 1,044 y 408 pares de bases de los genes
mitocondriales citocromo b y rRNA 12§, respectivamente. Se confeccionaron
arboles filogenéticos a través de los métodos de parsimonia, de distancia y de
probabilidad méaxima, en donde Chionidae (Chionis minory C. alba) y Scolopa-

cidae (Numenius americanus) fueron usados como grupos externos. Ademas,
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la tasa de evolucion molecular del gen rRNA 128 fue calibrada sobre la base
de la divergencia existente entre ratites sudamericanas (Pterocnemia pennata y
Rhea americana) y australianas (Dromaius novaehollandiae y Casuarius casua-
rius), suponiendo que el aislamiento de Australia ocurrié hace 38 ma.

La topologia generada a partir de secuencias nucleotidicas es con-
gruente con los resultados de hibridacién de DNA. Thinocoridae es un grupo
monofilético y Pedionomidae su grupo hermano.

Usando el reloj molecular del gen rRNA 12§, se estima que la separa-
cion de Pedionomidae y Thinocoridae habria ocurrido hace 39.8 ma, probable-
mente debido al aislamiento de Australia a fines del Eoceno. La separacion de
Attagis y Thinocorus habria ocurrido hace 22.7-20.5 ma, data que coincide con
el calentamiento global e introgresiones marinas del Mioceno. Finalmente, la
separacion de T. orbignyianus y T. rumicivorus habria ocurrido hace 7.4 ma,
data que coincide con la gran glaciacién y el ultimo levantamiento de la Cordi-
llera de los Andes a fines del Mioceno. Ademas, la tasa de evolucién molecular
del gen rRNA 12S seria 3.3 veces mas lenta que la descrita para mamiferos y
salamandras al considerar solo las transversiones. Sin embargo, se necesita
una mayor cantidad de secuencias nucleotidicas mitocondriales para probar

adecuadamente estas hipodtesis.
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ABSTRACT

Thinocoridae is an endemic South American charadriiform group, con-
sisting of four species and two genera: Thinocorus rumicivorus, T. orbignyianus,
Attagis malouinus and A. gayi.

The phylogenetic relationships of Thinocoridae and its taxonomic posi-
tion relative to other avian groups, have been subject of considerable debate
and have drawn the attention of systematists since the turn of the century.
DNA-hybridization studies —Sibiey et. al., 1988— indicate that Pedionomidae,
an Australian monotypic family, is the sister group of Thinocoridae. This phy-
logeny, and the distribution of both the Thinocoridae and the Pedionomidae
may suggest a Gondwanic origin for the ancestor of Thinocoridae. The DNA-
hybridization results have produced much controversy. One way to test the cur-
rent hypothesis is through the use of DNA sequences.

| sequenced a total of 1,044 and 408 base pairs from the mitochondrial
genes cytochrome b and 12S rRNA genes, respectively. Phylogenetic trees
were constructed using parsimony, distance, and maximum likelihood methods,
using with Chionidae (Chionis minor and C. alba) and Scolopacidae (Numenius
americanus) as outgroups. The rate of molecular evolution of the 12S rRNA

gene was calibrated using the divergence between South American (Ptero-
Xv



cpnemia pennata and Rhea americana) and Australian ratites (Dromaius no-
vaehollandiae and Casuarius casuarius), and the 38 million years of Australian
isolation.

The topology obtained from the mitochondrial sequences agreed with the
DNA-hybridization data. Thinocoridae is monophyletic, and Pedionomidae is its
sister group.

Using the 12S rRNA molecular clock, the split of Pedionomidae and Thi-
nocoridae would have occurred 39.8 million years ago (mya). This fits well with
the date of separation of Australia from Antarctica at the end of the Eocene.
The split of Attagis and Thinocorus would have occurred 22.7-20.5 mya, and
corresponds roughly with global warming and the epicontinental marine intro-
gressions of the Miocene. Finally, the split of T. orbignyianus and T. rumicivo-
rus would have occurred 7.4 mya, about the time of the glaciation and uplift of
the Andean Range at the end of the Miocene.

When using transversions, the rate of molecular evolution of the 125
rRNA gene would be 3.3 times slower than the rates described for mammals
and salamanders. However, larger amounts of mitochondrial nucleotidic se-

qguences would be required to adequately test these hypothesis.



INTRODUCCION

a) Descripcion de Thinocoridae

Thinocoridae es un grupo de Charadriiformes que esta compuesto por
dos géneros y cuatro especies: Aftagis gayi (Geoffroy Saint-Hilaire y Lesson,
1831), A. malouinus [(Boddaert), 1783], Thinocorus orbignyianus (Geoffroy
Saint-Hilaire y Lesson, 1831) y T. rumicivorus (Eschascholtz, 1829) [de
Schauensee, 1982; Hayman et al., 1986]. Esta familia es exclusivamente Neo-
tropical y habita desde los Andes ecuatorianos hasta la porcién méas austral de
Suramérica. Su rango de distribuciéon presenta un gradiente de altitud extremo,
desde las costas calidas de Perd y Chile hasta el limite de nieves en la Cordi-
llera de los Andes a 5,600 msnm (Chapman, 1926).

En general, 566 é;/és que tienen un aspecto similar al de una perdiz y se
alimentan principalmente de semillas, brotes tiernos e insectos (Sibley y Ahl-
quist, 1990). Poseen un plumaje criptico con colores grises y cafés que consi-
gue un mimetismo extraordinario. Generalmente, se trasladan en bandadas
con un vuelo muy rapido semejante al de las becacinas —Gallinago— vy, en
relacién con su conducta reproductiva, colocan de tres a cuatro huevos conicos

sobre el suelo que presentan el patrén tipico de colores cripticos descrito para



los Charadriiformes (Goodall et al., 1951).

Especificamente, Attagis gayi habita la zona de la puna del sur de Ecua-
dor, Perq, oeste de Bolivia y de todos los Andes chilenos. La distribuciéon hacia
el sur de esta especie se extiende hasta las zonas montafiosas de Ultima Espe-
ranza, Sierra Baguales y otras areas elevadas del extremo norte del sector
continental de Magallanes. En el oeste de Argentina, habita desde Salta y el
sur de Jujuy hasta Magallanes (Figura 1; Goodall et al., 1951; Philippi, 1964;
Venegas, 1979).

Attagis malouinus habita también en planicies elevadas. Sin embargo,
su distribucidn se encuentra restringida al sur de Chile en Magallanes y Tierra
del Fuego. En Argentina, habita desde el oeste y sur de Rio Negro hasta Tie-
rra del Fuego, Cabo de Hornos, Isla de los Estados e Islas Falkland (Figura 1;
Venegas, 1979).

Thinocorus orbignyianus habita desde los Andes del sur de Peru y su-
roeste de Bolivia hasta Magallanes. Rara vez desciende bajo los 700 msnm,
excepto en el extremo sur de su rango de distribucién. En el oeste de Argenti-
na, habita desde Jujuy y Salta hasta Tierra del Fuego e Isla de los Estados
(Figura 1; Maclean, 1969).

Finalmente, Thinocorus rumicivorus es la especie de menor tamano y
habita en terrenos abiertos con vegetacion baja y esparcida, generalmente cer-

canos a la costa. Su distribucion comprende parte de la costa sudoeste de

Ecuador y la costa de Peru hasta el noroeste de Chile. También habita en la



zona de la puna de los Andes del oeste de Bolivia. Su distribucién continda por
la costa de Chile desde el sur de Atacama hasta Magallanes. En Argentina, se
encuentra en Jujuy, Tucuman y desde el sur de Rio Negro hasta Tierra del

Fuego e Islas de los Estados (Figura 1; Philippi, 1964).



L
%_.J
~
{
= : H -
i P Portezuelo
|
A de
= Putre
Embalse %
El Yeso = —
S |
Santo ® l ==T. orbignyianus
Domingo 3 wm 7. rumicivorus mm A. malouinus
o 2] Em Ambas especies @ Ambas especies
E _
£ Estancia .
Y Las Violetas Porvenir
“\'1& 4 4
) Onaisin

Figura 1. Distribucion geografica y las localidades de captura de las cuatro especies que
conforman Thinocoridae.



b) Un Escolopidcido Aberrante

Los grupos mayores de aves comienzan a distinguirse cuando Huxley
(1867) define los tipos de paladar y su significacién taxonoémica, proponiendo
agrupar a todas las aves schizognatha en un sélo gran grupo. Segun este ca-
racter, Thinocoridae no era considerado dentro de los Charadriiformes, por po-
seer un paladar del tipo aegithognatha.

Garrod (1877), quien revoluciond la sistematica de las aves al proponer
una clasificacién de todas las aves conocidas en su época, estudié la anatomia
de Thinocoridae confirmando, entre otras cosas, que la pterilosis de Thinocori-
dae es del tipo Charadriiforme. Garrod postulé que los parientes mas cercanos
a esta familia son Cursorius y Glareola: "...but Burmeister himself is of opinion
that this remarkable bird, which Wagler very improperly compares with the Sand-
Grouse (Pterocles), is in every particular an aberrant Scolopacine form, related to
Glareola...".

Los sistematicos de la segunda mitad del siglo pasado ya reconocian la
relacion de Thinocoridae con el grupo de los Charadriiformes, esto es, con La-
ridae, Chionidae, Alcidae, Charadriidae y Scolopacidae, entre otros (Seebohm,
1888; Furbringer, 1988; Shufeldt, 1891 y Sharpe, 1981). Posteriormente, esta
relacion fue reforzada con estudios de anatomia interna, tales como los estu-
dios miolégicos de Mitchell (1905). Sin embargo, Mathews e Iredale (1921)
apuntaron que los caracteres internos que favorecian la alianza con los Chara-

driiformes habian sido mal entendidos y colocaron a Thinocoridae junto con los



Galliformes.

Las caracteristicas morfolégicas de Thinocoridae motivaron a Lowe
(1923) a sugerir que esta familia, junto con Turnicidae y Pteroclidae, seria un
relicto de un grupo ancestral que estaria extinto y de donde se habrian origina-
do grupos actuales como Columbidae (palomas) o Charadriidae (chorlos). Sin
embargo, con estudios morfolégicos posteriores detallados de Thinocorus y
Attagis, Lowe modificdé su opinidén previa considerando que Thinocoridae es
indudablemente un Charadriiforme.

Stresemann (1927-34) propuso varios rearreglos dentro de los Chara-
driiformes y sefalé una relacién lejana de Thinocoridae con Gruidae y Arami-
dae (grullas). Esta observacion fue reafirmada por Mayr y Amadon (1951),
quienes comentan que los Charadriiformes podrian estar relacionados con las
grullas a través de Burhinidae, Jacanidae o Thinocoridae. Diez afos mas tar-
de, Verheyen (1961) destaca el paralelismo entre Pteroclidae y Thinocoridae y
considera que estos dos grupos estan relacionados por paramorfogénesis, co-
locandolos en un suborden separado dentro de sus Columbiformes.

Otro rasgo aberrante de Thinocoridae fue revelado por los estudios de
Stresemann (1966), quien estudia el patrén de muda que presenta esta familia.
La muda de las plumas primarias comienza en forma ascendente desde la mas
interna, es decir, la décima pluma. Sin embargo, después que se reemplaza la
octava o séptima pluma, la muda procede en forma irregular, lo que difiere a lo

descrito para otros Charadriiformes.



Posteriormente, con el uso de las primeras técnicas moleculares, se rea-
firmd la alianza de Thinocoridae con los Charadriifprmes. Sin embargo, a partir
de la electroforesis de hemoglobinas y ovoalbuminas, no fue posible establecer
el grupo mas cercano a Thinocoridae (Sibley et al,, 1968; Sibley y Ahlquist,
1972).

Las ultimas evidencias, basadas en la hibridacién de DNA, muestran que
Thinocoridae es en realidad un Charadriiforme y que Pedionomidae es su pa-
riente mas cercano, tal como se sugiridé previamente sobre la base de estudios
osteoldgicos (Olson y Steadman, 1981). Ademas, Scolopacidae aparece como
grupo hermano de las dos familias anteriores (Sibley ef al., 1988).

En relacion con la historia de la posicién taxonémica de Pedionomidae
en la clasificacion de las aves del mundo, las primeras referencias se remontan
a la segunda mitad del siglo pasado, cuando Huxley (1867) agrupa a Pediono-
mus con Turnicidae, Tinamidae (perdices) y Charadriidae, postulando que Pe-
dionomus seria el nexo que une a Turnicidae y Charadriidae. Posteriormente,
los estudios comparativos de Gadow (1893) incluyeron a Pedionomidae junto
con algunos Galliformes, conclusién que seria reforzada por los estudios de
Verheyen (1961), donde Turnicidae y Pedionomidae permanecen en el mismo
suborden dentro de este orden de aves.

Sin embargo, esta estrecha relaciéon de Turnicidae y Pedionomidae fue
por primera vez refutada por Bock y McEvey (1969), quienes encontraron dife-

rencias osteoldgicas suficientes entre estas dos familias como para colocarlas



en grupos distintos pero siguieron considerandolas como representantes ano-
malos de los Gruiformes.

Curiosamente, en los estudios de electroforesis de ovoalbuminas de Si-
bley y Ahlquist (1972) no se discute acerca del patrén de migracion de protei-
nas para Pedionomidae ni se presenta la fotografia del gel electroforético, sino
que se limitan solamente a incluir esta familia entre los Gruiformes. Probable-
mente habian encontrado ya la notable peculiaridad de Pedionomidae en rela-
cién con el resto de los Gruiformes.

Los estudios osteoldgicos de Olson y Steadman (1981), dirigidos espe-
cificamente a determinar el verdadero grupo hermano de Pedionomidae, fueron
determinantes para el cambio rotundo en la clasificacion de este grupo, el que,
hasta ese momento, era considerado como pariente de los Gruiformes. Los
resultados de este estudio proporcionaron evidencias para sostener la relacion
de Pedionomidae de Australia con los Charadriiformes y en especial con Thi-
nocoridae de Surameérica (Olson y Steadman, 1981: 22).

Con esta revision histérica concerniente a la clasificacion de Thinocori-
dae y Pedionomidae, queda en evidencia que estos grupos de Charadriiformes
muestran caracteristicas bastante peculiares que han sido responsables de
una clasificacion antojadiza y debatida. Esto revela la necesidad de caracteres
neutros —como las secuencias nucleotidicas—, modelos para su dinamica de
cambio y métodos de reconstruccion filogenética rigurosos y objetivos, que

permitan establecer las relaciones evolutivas de acuerdo a un criterio temporal



mas independiente de la biologia fenotipica de estas especies.



¢) El Problema

Las biotas del hemisferio sur han representado un papel preponderante
en la formulacion de modelos vicariantes y en la data de divergencias entre
taxa de continentes que una vez conformaron una sola regidon biogeogréfica
(Hill y Scriven, 1995). Varios taxa que poseen una distribucién fragmentada,
como las ratites, los marsupiales o las fagaceas, son sélo algunos ejemplos de
muchos otros grupos que han sido responsables de debates en torno a la im-
portancia de la especiacion por vicarianza o dispersion (Croizat et al., 1974,
Platnick y Nelson, 1978).

Las hipétesis alternativas de especiacion han sido sometidas a prueba
solo después del desarrollo de métodos de reconstruccidon filogenética, en
donde las relaciones entre taxa hermanos son vitales para argumentar en favor
de los eventos de especiacion originados como consecuencia de derivas conti-
nentales (Brown y Gibson, 1983).

Una forma de dirimir entre vicarianza y dispersion es estimar la edad de
los eventos cladogenéticos correspondientes a cada uno de los nodos de un
cladograma y reconocer su coincidencia o no con sucesos geoldgicos como el
establecimiento de nuevas barreras geogréficas (McDowall, 1978). Ademas,
para datar la posicion de cada nodo en una escala temporal sobre la base de la
presencia de paleolinajes, es necesario un registro fésil generoso que en la
mayoria de los casos no lo es, especialmente en aves (Carroll, 1988).

La sistematica molecular ofrece una solucion al problema de escasez de

10



registros fosiles, dado que permite establecer relaciones filogenéticas entre
taxa y a la vez estimar la magnitud de la divergencia entre secuencias ortdlo-
gas provenientes de dichos taxa (Ridley, 1993). En vista de la teoria neutral,
se espera que esta divergencia sea solo funcién del tiempo de divergencia de
los taxa y de la tasa evolutiva del marcador molecular (Kimura, 1986). Actual-
mente, los relojes moleculares basados en secuencias nucleotidicas de DNA
mitocondrial estan siendo utilizados para estimar tiempos de divergencia entre
taxa. No obstante, antes de obtener datas confiables, la tasa de cambio y su
error asociado necesita ser calculada independientemente para cada gen y
grupo taxondémico en particular (Rand, 1994).

Aunque la monofilia de Thinocoridae nunca ha sido objeto de debate,
sus relaciones filogenéticas intrafamiliares y sus relaciones con otros grupos de
aves han llamado la atencion de los sistematicos desde el siglo pasado. Como
se menciona con anterioridad, sus similitudes a escala morfolégica, su habitat
de regiones dridas y abiertas y la presencia de una molleja, sugirieron proba-
blemente a los sistematicos —como Bonaparte (1853) o Lilljeborg (1866)— que
los parientes mas cercanos a Thinocoridae serian Pteroclidae de Africa —gan-
gas—, Tinamidae del Neotrdpico o Galliformes (Sibley y Ahlquist, 1990: 463-
464). Hasta esa fecha y dependiendo del caracter morfolégico considerado, la
posicién taxonémica de Thinocoridae permanecio confusa.

Una de las ultimas evidencias que apunta a esclarecer el problema de la

filogenia de Thinocoridae proviene de la osteologia comparada y la hibridacion
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de DNA (Olson y Steadman, 1981; Sibley y Ahlquist, 1988). Los resultados de
estos estudios indican que el grupo hermano de Thinocoridae seria una familia
monotipica endémica del sureste de Australia, Pedionomidae, que hasta fines
del siglo pasado habia sido agrupada junto con los Gruiformes (Wetmore,
1960, ver la Figura 2). Tal proposicion, unida a la distribucion actual de Thino-
coridae y Pedionomidae, sugiere un origen Gondwanico para el ancestro de
estos dos grupos. Ademas, el método de hibridacion de DNA muestra a Aftagis
gayi como grupo hermano de las dos especies de Thinocorus y, en relacién con
los niveles de divergencia, las dos especies de Thinocorus divergen en un
A TsoH = 4.2, mientras que Aftagis gayi presenta un A TsoH = 7.9 relativo a Thi-
nocorus (Figura 3). Sin embargo, la filogenia de Thinocoridae obtenida a través
de la hibridacién de DNA esta incompleta, faltando Attagis malouinus en los
andlisis. Finalmente, el grupo hermano Pedionomidae dista con un A TsH =
10.8 de Thinocoridae (Figura 3).

El nexo entre Thinocoridae de Suramérica y Pedionomidae de Australia
proporcionaria un escenario biogeografico adecuado para establecer y recono-
cer el papel histérico de la deriva de continentes del hemisferio sur —Suramé-
rica, Antartica y Australia— en la filogenia de este grupo de Charadriiformes.
Esto podria ser sometido a prueba a través del analisis filogenético con marca-
dores moleculares que permitan datar temporalmente cada nodo generado.

Por otro lado, la filogenia de las aves del mundo generada a partir de la

hibridacién de DNA ha recibido una fuerte critica en relacién con el grado de



solidez del analisis (Harshman, 1994). Las secuencias nucleotidicas de genes
mitocondriales podrian proporcionar un marco de contraste y un complemento

de los resultados presentados por Sibley y Ahlquist en 1988 (Sibley y Ahlquist,
1990; Ahlquist et al., 1987).
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Figura 2. Distribucion geografica y la localidad de captura de Pedionomus torquatus
(segun Llewellyn, 1974).
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Figura 3. Relaciones filogenéticas de Thinocoridae obtenidas a través de la hibridacion
de DNA (segun Sibley et al., 1993: 848). Se sefialan los ATsoH para cada nodo en el

fenograma.
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d) Genes del DNA Mitocondrial: Citocromo b y rRNA 128

Las secuencias de genes mitocondriales han sido utilizadas en forma
extensiva para resolver relaciones filogenéticas en una amplia variedad de ni-
veles de jerarquia taxondmica. Las propiedades del DNA mitocondrial, tales
como la heredabilidad maternal, la ausencia de recombinacion, el alto niumero
de copias y una alta tasa de evolucion molecular, han convertido a esta molé-
cula en un marcador Optimo para la reconstruccion filogenética (Hillis y Moritz,
1990; Wilson et al., 1985). Otra de las ventajas es el gran numero de caracte-
res informativos que pueden ser obtenidos a partir de tales secuencias nucleo-
tidicas. En principio, cada mutacién de un nucleétido en un gen puede ser
examinada e incorporada dentro del analisis filogenético.

Por otro lado, se han descrito los patrones de evolucién molecular para
varios genes del DNA mitocondrial. Las tasas diferenciales de cambio respecto
al tipo de sustituciones nucleotidicas —transversiones o transiciones—, posi-
cién del codén o tipo de aminoacido reemplazado (Naylor et al., 1995), han
mostrado ser caracteristicas de cada gen y es posible optar a priori por el gen
mas informativo filogenéticamente de acuerdo a la magnitud de la divergencia
de los taxa que van a ser examinados. Los genes que evolucionen muy lenta-
mente relativo a la edad del grupo en cuestion no tendran el niumero suficiente
de caracteres informativos, y los genes que cambien a una tasa demasiado
rapida estaran expuestos a la homoplasia y presentaran una sefal filogenética

insuficiente y aleatoria (Simon ef al., 1994).



En general, el gen mitocondrial que ha sido mas utilizado en el campo
de la sistematica de aves y vertebrados es el citocromo b (Edwards et al., 1991;
Helm-Bychowski y Cracraft, 1993; Krajewski y Fetzner, 1994), dada la disponi-
bilidad de partidores universales para la secuenciacion de esta molécula a tra-
vés de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Saiki ef al., 1988).

Sin embargo, muchos estudios que han usado secuencias nucleotidicas
del gen citocromo b han encontra.do una resolucion escasa en las ramas basa-
les de los cladogramas generados, fendmeno que se conoce como “filogenia
estrellada” (Helm-Bychowski y Cracraft, 1993). Este fendmeno ocurre debido a
la pérdida creciente de mutaciones que son filogenéticamente informativas ha-
cia la raiz del cladograma. Especificamente, existe una carencia de substitu-
ciones que pueden resolver los nodos basales, dado que la mayoria de los si-
tios que cambian libremente habran sufrido mutaciones sobrepuestas, dejando
asi la mayor parte de los caracteres informativos definiendo adecuadamente
s6lo los nodos mas recientes. La tasa de sustitucién que posee el citocromo b,
determinada por restricciones funcionales, lo convierte en un gen util para es-
timar filogenias de grupos con una divergencia no mayor que 50 ma (Graybeal,
1994).

Si se consideran los resultados obtenidos a partir de la hibridacién de
DNA, el nodo del fenograma que sostiene la relacion de Pedionomidae y Thi-
nocoridae, posee un valor de A TsoH = 10.8 (Figura 3, pagina 15; Sibley y Ahl-

quist, 1988). Utilizando la calibracién de A TsgH = 1.0 = 4.5 ma (Sibley y Ahl-
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quist, 1983), este nodo tendria una edad de 49 ma, de modo que la separacion
de Pedionomidae y Thinocoridae habria ocurrido a mediados del Eoceno, pro-
bablemente cuando Australia se separ¢ de la Antartica. Sobre la base de la
misma calibracion anterior, el nodo que sostiene la relacién de los dos generos
Attagis y Thinocorus tendria una edad de 30 ma. Segun estos tiempos de di-
vergencia y considerando el poder de resolucién del gen citocromo b, es posi-
ble suponer a priori que este gen presentara una alta resolucion de los nodos
mas recientes, pero a la vez tendra problemas de saturacién y no podra ser
igualmente informativo en las ramas basales del cladograma al reconstruir la
filogenia de Thinocoridae.

Una forma de incrementar el nimero de caracteres que resuelvan las
ramas basales de un cladograma es secuenciar otro gen que evolucione a una
tasa mas lenta y, al concatenar las secuencias de ambos genes, sera posible
aumentar la resolucién de los nodos basales. Ademas, considerando que los
genes del DNA mitocondrial estan ligados en ausencia de recombinacion, al
concatenar las secuencias de dos o0 mas genes se generaria en principio un
incremento directo en la resolucion filogenética de todos los nodos del clado-
grama.

El gen mitocondrial rRNA 12S se considera como un gen que evoluciona
a una tasa menor que el gen citocromo b, debido a la alta presion selectiva que
significa su funcionalidad en un nivel de estructura secundaria (Springer et al.,

1995). Dada esta lentitud del reloj molecular del rRNA 12S, este gen ha sido



util para estimar relaciones filogenéticas entre grupos que presentan un gran
tiempo de divergencia en el reino animal (Field et al., 1988) y eventualmente
datar temporalmente eventos de especiacion entre linajes de vertebrados, dado
que su tasa de evolucion ha sido calibrada sobre la base de registros fosiles
(Caccone et al., 1994 y Kraus y Miyamoto, 1991). Por lo tanto, al utilizar las
secuencias del gen citocromo b junto con las del gen rRNA 12S en los analisis
filogenéticos de Thinocoridae, se espera que se incremente la resolucién para
la mayoria de los nodos en los distintos niveles de divergencia. Es asi como se
justifica el uso de estos dos genes en conjunto para establecer las relaciones

filogenéticas del grupo problema, Thinocoridae.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta tesis es establecer las relaciones filogenéti-
cas intrafamiliares e interfamiliares de Thinocoridae (Aves, Charadriiformes) a
partir de secuencias nucleotidicas de los genes mitocondriales citocromo b y

rRNA 128S.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la secuencia nucleotidica de los genes citocromo b y rRNA 128
de cada una de las cuatro especies que conforman a Thinocoridae y sus gru-

pos externos Pedionomidae, Scolopacidae y Chionidae.

2. Confeccionar arboles filogenéticos usando métodos de reconstruccion filo-

genética parsimoniosos, de distanciay de probabilidad maxima.

3. Calibrar el reloj molecular del gen rRNA 12S y estimar el tiempo de diver-

gencia de cada nodo en el arbol filogenético de Thinocoridae.

4. Proponer un modelo de especiacion para Thinocoridae.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

1. A partir de las evidencias de hibridacion de DNA propuesta por Sibley et al.
(1988), se espera encontrar la misma topologia, pero ahora sobre la base
de caracteres neutros como son las secuencias nucleotidicas de DNA, del
grupo en estudio. Sin embargo, en los analisis de hibridacién no se consi-
deré a Attagis malouinus (Figura 3, pagina 15). Esta especie podria pre-
sentar una ecomorfologia paralela a la de Aftagis gayi y, si es asi, Attagis

seria un grupo parafilético. Por lo tanto, la hipétesis nula de trabajo seria

Hy:  Attagis y Thinocorus son reciprocamente monofiléticos, siendo Pedionomidae

el grupo hermano de Thinocoridae

y la hipdtesis alternativa (una de ellas)

H,: Attagis es parafilético y Thinocorus monofilético, siendo Pedionomidae el

grupo hermano de Thinocoridae.
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2. Considerando la distribuciéon de Thinocoridae y su grupo hermano Pedio-
nomidae —Sudamérica y Australia, respectivamente— y el tiempo de divergen-
cia entre estas familias, estimado a partir de la magnitud de la distancia genéti-

ca, seria equivalente o no al tiempo de disyuncion entre Australia y la Antartica

si es que,

Hyp: la separacion de Thinocoridae y Pedionomidae corresponde a un evento cla-

dogenético vicariante

O Si

H;: la distribucién actual de Thinocoridae y Pedionomidae puede explicarse por

dispersion,

respectivamente.
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MATERIALES Y METODO

a) Colecta y Preservacion de las Muestras

Se colectaron y procesaron 13 especimenes correspondientes a ocho
especies, cuatro especies del grupo interno Thinocoridae —Thinocorus rumici-
vorus, T. orbignyianus, Attagis gayi y A. malouinus (dos individuos por taxon)—
y cuatro especies como grupos externos pertenecientes a las familias Pedio-
nomidae —Pedionomus torquatus (grupo hermano)—, Scolopacidae —Nume-
nius americanus— y Chionidae (Chionis minor y C. alba, ver la Tabla 1). Los
especimenes de referencia fueron depositados en el Museo Nacional de Histo-
ria Natural (MNHN) de Chile y en el Royal Ontario Museum (ROM) de Canada.

Inmediatamente después de haber sacrificado el animal, se removieron
algunas muestras de tejido de musculo cardiaco, musculo pectoral e higado —
excepto de Pedionomus torquatus y Aftagis malouinus, ver mas adelante—.
Los tejidos fueron recuperados en tubos criogénicos y congelados en nitrégeno
liquido durante el transporte al laboratorio, en donde fueron almacenados a -80
e

En Attagis malouinus, sélo se obtuvieron muestras de trozos de pieles de

coleccién —de dos individuos— donadas por el MNHN de Chile.
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Las localidades de colecta de las cuatro especies que conforman Thino-
coridae se presentan en la Figura 1 (pagina 4) junto con sus rangos de distribu-
cién geografica respectivos.

Por otro lado, considerando el estado de conservacion de Pedionomus
torquatus (Llewellyn, 1974), de esta especie se obtuvo solamente muestras de
sangre de dos especimenes. La sangre se extrajo de la vena braquial, se mez-
cl6 directamente con 0.1 V de EDTA (500 mM, pH 8.0) y se congeld inmedia-
tamente en nitrégeno liquido.

Las muestras de pieles de coleccion y la sangre fueron procesadas de la

misma forma que el resto de los tejidos.
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Tabla 1. Numero de individuos por especie y las localidades en donde fueron colecta-

dos.
Localidad
Taxa Nombre Pais Latitud Longitud Cédigo®
Thinocoridae
Thinocorus rumicivorus Playa de Santo Domingo  Chile 33°40°S71°39°0 JG 0028
T. rumicivorus Estancia Las Violetas Argentina  53°41’S67°56° 0 AJB 4410
T. orbignyianus Portezuelo de Putre Chile 18°12°S69°35° 0  JG 0002
T. orbignyianus Embalse El Yeso Chile 33°36°S70°00°0 MKP 2553
Attagis gayi Portezuelo de Putre Chile 18°12°S69°35°0 JG 0001
A. gayi Portezuelo de Putre Chile 18°12°569°35° 0 JG 0011
A. malouinus Onaisin, T. del Fuego Chile 53°24°S69°19°0 MNHN 4375
A. malouinus Porvenir, T. del Fuego Chile 53°17°’S70°21’0  MNHN 4534
Pedionomidae
Pedionomus torquatus  Hay, Nueva Gales del Sur  Australia 30°55° S 145°05 E MKP 2685
P. torquatus Hay, Nueva Gales del Sur  Australia 30°55° S 145° 05 E MKP 2687
Scolopacidae
Numenius americanus®  Alberta Canada 55°00° N 115°00° O RCA 8847
Chionidae
Chionis minor Isla Crozet Francia 46°00° S52°00°’E  CM 0002
C. alba Rio Grande Argentina  36°09° S69°41’ 0  AJB 4465

a: Los codigos corresponden a los niimeros de coleccion de tejidos congelados del ROM (Canada) excepto
los de 4. malouinus que pertenecen a las colecciones de pieles del MNHN (Chile). Cada nitmero del cdi-
g0, mas la primera letra del nombre genérico y del nombre especifico, se utilizara como la abreviacion que
identificard a cada individuo en este documento, ejemplo: Attagis gayi JG 0001 = Ag0001.
b: Secuencia obtenida por Birt y Baker (datos no publicados).
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b) Aislamiento, Amplificacion y Secuenciacion del DNA

E! DNA total fue aislado desde 0.1 g de tejido congelado (musculo car-

diaco, musculo pectoral y/o higado), 15 ul de sangre de Pedionomus torquatus

y 0.5 cm’ de piel de Attagis malouinus.

El tejido de cada espécimen fue macerado en 350 ul de buffer STE [100
mM NaCl, 25 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 40 ul de SDS (10%) y 2 ul
de proteinasa K (20 mg/ml)]. La mezcla fue rotada suavemente durante 12 h a
52 °C. Posteriormente, el DNA fue extraido dos veces con 500 ul de fenol
—saturado con Tris-HCl— y una vez con 500 ul de una solucién clorofor-
mo/alcohol isoamilico en una proporcion 24/1 (Sambrook et al., 1989).

El DNA fue precipitado por la adicion de 4 ul de NaCl 5 M y 400 ul de
etanol puro a -20 °C. La mezcla se agité suavemente durante 5’ y se congeld a
-80 °C por 15’. Los precipitados de DNA, obtenidos por microcentrifugacion,
fueron lavados una vez con etanol (70%, -20 °C), secados en una centrifuga al
vacio y resuspendidos en 200 ul de agua bidestilada.

Las amplificaciones, a través de la reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR), fueron realizadas en un termociclador Perkin-Elmer-Cetus, usando dife-
rentes combinaciones de partidores (Tabla 2 y Figura 4). Cada reaccién de PCR
(V = 25 ul) contuvo 2 ul de la solucién de DNA templado y 23 ul de una solu-
cién con las siguientes concentraciones finales: 10 mM de Tris (pH 8.3), 2.5

mM de MgCli2, 50 mM de KCI, 0.01% de gelatina, 160 ug/ml de albumina sérica

de bovino, 0.75 mM de dNTP, 1 uM de cada partidor y una unidad de la enzima
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polimerasa de DNA Taq (Thermus aquaticus, Boehringer-Mannheim). En cada
amplificacion se utilizé un control negativo que, en lugar de DNA, contuvo agua
estéril bidestilada. Todos los volimenes de reaccion fueron cubiertos con una
o dos gotas de aceite mineral para prevenir la evaporacién durante el calenta-
miento.

Las condiciones de PCR fueron: 30-35 y 40-48 ciclos de amplificacién
para el tejido fresco y el proveniente de trozos de pieles de coleccion, respecti-
vamente; 94 °C por 45-90" para la desnaturacién, 48-58 °C por 45-60” para el
alineamiento y 72 °C por 45-120" para la extension. El primer ciclo fue prece-
dido por una etapa de desnaturacion a 94 °C por 2’ y el ultimo ciclo fue seguido
por una etapa de extensién a 72 °C por 5'.

El DNA amplificado fue purificado y extraido de geles de agarosa al 2%
—en solucion tampén TA— y visualizados con bromuro de etidio bajo luz ultra-
violeta. E! DNA de las bandas fue extraido por centrifugacion a 4,000 rpm por
10’ en una microcentrifuga de mesén estandar usando puntas de pipetas filtra-
doras (Dean y Greenwald, 1995).

Se utilizd una bateria de reactivos AmpliCycle (Perkin-Elmer) para se-
cuenciar 5 ul de los productos de la amplificacién utilizando los partidores de
secuenciacién sefalados en la Tabla 2, de acuerdo al método de Sanger (San-
ger et al., 1977) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Antes de comen-
zar la secuenciacion, las muestras fueron desnaturadas a 95 °C por 5'.

El DNA marcado radioactivamente, con P¥, fue separado en geles de
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urea al 5% usando "Long Ranger" (J. T. Baker Inc., Phyllipsburg, Nueva Jer-
sey). Los geles fueron corridos por 1.5-5.5 h a 75 W. Para incrementar el na-
mero de bandas visibles, una gradiente de soluciones tampén fue confecciona-
da colocando 30 g de ac‘etato de sodio en el recipiente inferior (V = 500 ml).
Luego de secar los geles en una estufa al vacio, estos fueron expuestos a peli-

culas sensibles a rayos X por 48-120 h.



Tabla 2. Secuencia y localizacion de cada oligonucledtido usado como partidor para la
amplificacion y secuenciacion del citocromo 4 y el rRNA 128°,

Nombre® Posicion®

Secuencia del partidor

bl
b2
b3
b4
b5
b6
b9
12S a
12S b

L 14,990
L 15,298
L 15,212
H 15,689
L 15,578
H 16,065
L 15,347
L 1,091

H 1,478

5'-CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3'
5'-“GCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3'
5'-GGACGAGGCTTTTACTACGGCTC-3'
5-TTGCTGGGGTGAAGTTTCTGGGTC-3'
5'-TTCCACCCCTACTTCTCACTAAAAGA-3'
5'-GTCTTCAGTTTTTGGTTTACAAGAC-3'
5'-GTCATCACAAACCTATTCTC-3'
5'-AAAAAGCTTCAAACTGGGATTAGATACCCCACTAT-3'
5'-TGACTGCAGAGGGTGACGGGGCGGTGTGT-3'

a: Los partidores del gen rRNA 12S (12Sa y 12Sb) corresponden a los de Kocher ef al., 1989. Los del
citocromo b a los de Birt y Baker (datos no publicados).

b: Los nombres corresponden a aquellos esquematizados en la Figura 4.

¢: Las letras (L) y (H) sc refieren a la hebra liviana y pesada, respectivamente.  Los numcros correspon-
den a la localizacion del extremo 3' del partidor en la secuencia del DNA mitocondrial de Gallus gallus
(Desjardins y Morais, 1990).
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3 bE> b3-> b9—>b5—> (16,035) ¥
ND5 H Citocramio b H {RNA Thr
(14,893) <-b2 < b4 < b6

Figura 4. Localizacién de los partidores utilizados en la amplificacion y secuenciacion
del citocromo b. Se sefialan entre paréntesis la posicion del extremo 5’ y 3’ del citocro-
mo b en el DNA mitocondrial de Gallus gallus (segin Desjardins y Morais, 1990). Los
oligonucledtidos y su posicion exacta aparecen en la Tabla 2. Aguas arriba del citocromo
b la subunidad 5 de la deshidrogenasa de NADH (NDS), aguas abajo el RNA de transfe-
rencia para treonina (tRNA Thr).
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c) Analisis de las Secuencias Nucleotidicas

Las secuencias del gen citocromo b fueron alineadas manuaimente con
un editor de secuencias ESEE, version 3.0 (Cabot y Beckenbach, 1989). Las
secuencias del gen rRNA 12S fueron alineadas previamente con CLUSTAL,
version 5.0 (Higgins ef al., 1991) y luego manualmente.

La estadistica basica, como el porcentaje de composicion de los dife-
rentes nucleétidos, las matrices de distancias, el nimero de transiciones (ts), el
namero de transversiones (tv) y las razones de estas (ts/tv), fue calculada con
el programa MEGA, version 1.01 (Kumar et al., 1993).

El sesgo en la composicidon de bases fue estimado por
2
C:EZ’CI.—O.ZS;, (1)

en donde (c¢,) es la frecuencia de la i-ésima base (Irwin ef al., 1991).

Dada la hipbtesis de trabajo, se utilizaron como grupos externos las se-
cuencias de tres especies de Charadriiformes para enraizar los arboles filoge-
néticos: Chionis minor, C. alba y Numenius americanus (Tabla 1, pagina 26).
Thinocoridae sera tratado como grupo interno y como grupos externos Pedio-
nomidae, Scolopacidae y Chionidae.

Las relaciones filogenéticas fueron investigadas con el criterio de parsi-
monia maxima usando el programa PAUP, version 3.0 (Swofford, 1993). Los
caracteres fueron especificados como no ordenados, los intervalos —delecio-

nes o inserciones— se trataron como un nuevo estado del caracter (opcion
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‘gapmode = newstate”) y la optimizacion para los estados del caracter fue
“‘acctran”. Los arboles mas parsimoniosos fueron determinados a través de una
busqueda exhaustiva (opcion “exhaustive search”). Por otro lado, se utilizd el
criterio de parsimonia ponderada con diferentes razones de ts/tv (5/1 y 10/1).
Adicionalmente, se llevé a cabo un analisis de parsimonia considerando sola-
mente las transversiones (‘“transversion parsimony”) y eliminando la tercera
posicidn de las secuencias del gen citocromo b. Finalmente, con las topologias
asi generadas, se confeccionaron arboles de consenso estricto.

La confiabilidad de los nodos generados fue investigada a través de un
analisis de “bootstrap” de 1,000 réplicas. Con los métodos de reconstruccion
filogenética parsimoniosa, el analisis de “bootstrap” fue realizado a través de
una busqueda heurisitca ("heuristic search") y la seleccion de los siguientes
parametros en PAUP: arbol inicial obtenido a través de "stepwise addition";
“collapse” (las ramas de largo igual a cero son tratadas como una sola polito-
mia); “addseq = random” (la adicién de los taxa al arbol en crecimiento es
aleatoria); “#reps = 10” (10 repeticiones en la adicion aleatoria de las secuen-
cias); "hold = 1" (sostiene 1 arbol en cada ciclo); “branch-swapping = tree-
bisection-reconnection (tbr)” (biseccidén y reconexién del arbol); “mulpars” (to-
dos los arboles de largo 6ptimo se mantienen) y “steepest decent” (antes de
pasar al proximo arbol mas corto, permuta sobre todos los arboles hallados
previamente). Para el calculo de los indeces de consistencia y retencion se

excluyeron los caracteres no informativos de acuerdo al criterio de parsimonia.



Adicionalmente, se utilizd una aproximacién fenética para la reconstruc-
cion filogenética. Las distancias genéticas fueron calculadas usando el modelo
de dos parametros de Kimura (Kimura, 1980) corregido para mutaciones multi-
ples ("dnadist" de PHYLIP, version 3.5; Felsenstein, 1992). Los arboles filoge-
néticos se confeccionaron utilizando el algoritmo de "Neighbor-Joining" (pro-
grama "neighbor" de PHYLIP; Saitou y Nei, 1987). El analisis de "bootstrap"
fenético (1,000 réplicas) se confecciond con los programas "seqgboot", "dna-
dist", "neighbor" y "consense" de PHYLIP.

Finalmente, se utilizd el modelo de probabilidad maxima (Felsenstein,
1981) con la frecuencia de bases observada, la razédn ts/tv por defecto, una
categoria de tasa de substitucién de bases y la opcidn de rearreglos globales
("dnaml" en PHYLIP). El analisis de "bootstrap" (1,000) con el modelo de pro-
babilidad maxima se confecciond a través de una busqueda heuristica, con la
frecuencia de bases empirica y la adicion aleatoria de los taxa (programa fast-
DNAmI, version 1.0.6; Olsen et al., 1994).

Por otra parte, para distinguir la sefial filogenética del ruido aleatorio, se
evalud la distribucién del nimero de etapas requeridas por todas las topo‘logias
generadas a través de la busqueda exhaustiva. El universo de muestras con-
tuvo 2,027,025 arboles (Huelsenbeck, 1991; Hillis et al., 1994).

Estos andlisis se efectuaron con las secuencias de cada gen por sepa-
rado —citocromo b y rRNA 12S— y también con el conjunto de ellas concate-

- nadas, es decir, las secuencias obtenidas de cada gen fueron consideradas al
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mismo tiempo en una matriz Unica.
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d) Calibracion del Reloj Molecular

Para descartar la posibilidad de dispersion posterior a la separacién de
Australia del resto del megacontinente Gondwénico, fenémeno que invalidaria
el uso de la estimacion temporal de este rompimiento y deriva continental, se
utilizaron las secuencias del gen rRNA 12S de cuatro especies de ratites (Ba-
ker y Haddrath, datos no publicados), dado que son aves sin poder de vuelo.
Especificamente, se calculé la distancia genética promedio segun el modelo de
dos parametros de Kimura (Kimura, 1980) entre dos ratites sudamericanas:
Rhea americana (suri) y Pterocnemia pennata (fiandu), y dos australianas:
Dromaius novaehollandiae (emu) y Casuarius casuarius (casuario). Se consi-
derd un tiempo de separacion entre estos taxa de 38 ma, data que corresponde
a la estimacién temporal de la separacion de Australia del megacontinente
Gondwanico (Kennett, 1980).

Con el reloj molecular calibrado de esta manera, se daté temporalmente

el nodo que conduce a Pedionomidae y Thinocoridae.



e) Constancia de Tasas de Evolucion Molecular

Se utilizaron dos métodos estadisticos para probar homogeneidad en las
tasas de evolucion molecular entre los taxa y generar asi arboles ultramétricos.
El metodo de dos grupos (Takezaki et al., 1995) consiste en calcular un delta
(8) de acuerdo a la siguiente ecuacidn (ver Figura 5 y Figura 6):

0= 0b, by = Lyc — Lnc- (2)

La hipdtesis nula para esta prueba es Hy: 8 = O, es decir, las tasas de

evolucion de los dos grupos (A y B) no diferirian en magnitud. La significaciéon

de H, puede ser estimada con la curva de desviacion tipica normal consideran-

do las dos colas de la distribucién. El estadistico (Z) se calcula por

B
Lm—e 3
0 (3)

en donde ¥(8) es la varianza de (5).

Con el segundo método, la prueba de Iong‘itud de ramas, se examina la
disparidad entre la suma de las longitudes de las ramas desde la raiz a cada
nodo terminal y la divergencia promedio de todos los taxa desde la raiz sin
considerar el grupo externo (ver la Figura 6; Takezaki ef al., 1995). El estadisti-
co utilizado en esta prueba es (Z) calculado segun la ecuacion (3).

Estos dos métodos estan implementados en el programa LINTRE' para

" Este programa fue proporcionado por el Dr. Naoko Takezaki (National Institute of Genetics,
Japon).
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estaciones de trabajo (Takezaki, 1995). En estos analisis se utilizé la distancia
genética segun el modelo de dos parametros de Kimura (Kimura, 1980) basado
solo en las transversiones, asi como en las transversiones y transiciones.
Ademas, se utilizaron como grupos externos las dos especies de Chionidae y a
Numenius americanus (ver la Tabla 1, pagina 26).

Después de excluir las secuencias con una tasa de evolucion significati-
vamente diferente, se confecciond el arbol ultramétrico respectivo (Figura 6).
Luego, bajo el supuesto de constancia en las tasas de evolucion molecular, se

calculé la altura (h) desde los nodos terminales al nodo raiz de los grupos co-
rrespondientes y su varianza [V(h)] Posteriormente, se estimé el tiempo de

divergencia de cada nodo por proporcionalidad directa al nodo que separa Pe-
dionomidae de Thinocoridae.

Por otro lado, para estimar la homogeneidad en las tasas de evolucién
molecular de ratites y caradridos, y asi validar el uso de una calibracion exter-
na, se utilizaron los métodos de dos grupos y de longitud de ramas, usando la

secuencia del gen rRNA 12S de Alligator mississippienssis como grupo externo

(Figura 7; Hedges, 1994).

38



39

1 — B
A B C

Figura S. Método de dos grupos. A, los grupos A y B representan las secuencias des-
cendientes, el grupo C puede contener cualquier nimero de secuencias y corresponde al
grupo externo. B, es posible probar a través del método de dos grupos si las distancias
promedias (b4 y bg) desde el nodo N (raiz del grupo interno) a las puntas de los grupos A
y B difieren significativamente. Modificado de Takezaki et al., 1995.



v Grupo

Externo
3 Grupo 1 2
Externo

Figura 6. Método de longitudes de ramas y arboles ultramétricos. A4, La prueba de las
longitudes de ramas estima la disparidad entre la distancia comprendida desde la raiz a un
nodo terminal del arbol (distancia que corresponde a la suma de los largos de las ramas.
Por ejemplo, la distancia para el taxon 1 = b; + b,); y la distancia promedia de todos los
taxa (excluyendo el grupo externo) a esta raiz. B, arbol ultramétrico. El largo de una
rama exterior es el mismo que la altura del nodo que conduce a esta rama, es decir, b; =
by = h y by = h,. Ellargo de una rama interior se calcula por la diferencia entre estas
alturas, por ejemplo, by = h, - hy. Segun Takezaki et al., 1995.
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Ratites

Caradridos

Alligator mississippiensis

Figura 7. Constancia en las tasas de evolucion del gen rRNA 128 en ratites y caradri-
dos. Con la secuencia de Alligator mississippiensis como grupo externo (siguiendo a
Hedges, 1994), es posible estimar la diferencia entre b, y bg, y asi conocer que tan cons-
tantes son las tasas de evolucién molecular en estas aves.



RESULTADOS

a) Composicion de Nucleotidos en los Genes Citocromo b y rRNA 1285

De todos los taxa se obtuvo —al menos— un total de 1,044 pares de ba-
ses (pb) del gen citocromo b. Las secuencias se tradujeron completamente
usando el codigo genético del DNA mitocondrial de Gallus gallus (Desjardins y
Morais, 1990), no encontrandose codones internos de término ni cambios en el
marco de lectura. En el género Thinocorus el codon de término fue TAG,
mientras que en el resto de los taxa, incluyendo Attagis, se encontré el codén
de término habitual: TAA (APENDICE A, pagina 140). La alineacion de las se-
cuencias del gen rRNA 12S resulté de un largo consensual por secuencia de
408 pb, considerando todos los intervalos (APENDICE B, pagina 148).

La composicion promedio de nucledtidos en el gen citocromo b, inclu-
yendo a los grupos externos y considerando todas las posiciones del codén,
fue de 29.0% de adenina (A), 25.4% de timina (T), 33.3% de citosina (C) y
12.3% de guanina (G), observandose un sesgo total de C = 0.17 (Tabla 3 y
Figura 8). Esta composicidén de nucleétidos fue muy similar en las diferentes
especies.

La frecuencia de los cuatro nucleétidos difiere en relaciéon con la posi-
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cion del coddn. Existe una distribuciéon de frecuencias de bases mas equilibra-
da en la primera posicidn, encontrandose en esta posicion el sesgo menor (C =
0.06). En la segunda posicion del coddn, se observo un importante sesgo en la
composicion de bases de Ty G (C = 0.22), y en la tercera posicion del codoén,
se encontrd una elevada cantidad de C y una deficiencia en G (C = 0.48, Tabla
3 y Figura 9). Los sesgos en composicién de bases, considerando cada una de
las posiciones del coddn, son comunes a todas las especies estudiadas en el
citocromo b.

Las medidas de dispersion, tales como la desviacién tipica y el coefi-
ciente de variacion, indican que la tercera posicién del coddén es mas variable
que las dos primeras cuando se comparan todas las secuencias. Todas las
medidas de desviacion tipica en la tercera posicion del codoén tienen valores
sobre la unidad, encontrandose los tres valores de mayor magnitud entre todas
las posiciones del coddn (2.58, 3.08 y 2.94; celdas sombreadas en la Tabla 3).
Respecto al coeficiente de variacion, destacan los dos valores de mayor mag-
nitud siempre en la tercera posicién del coddn (25.0 y 54.5; indicadas en la
Tabla 3).

Considerando la premisa de independencia entre las diferentes posicio-
nes del coddn, la hipdtesis nula de homogeneidad en la variacion de la compo-
sicion de nucledtidos entre cada posiciéon del codon es rechazada si se consi-
dera en este analisis los porcentajes de G y C, bases que presentan el mayor

rango observado (Kruskal-Wallis, P = 0.107).
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Por el contrario, en las secuencias del gen rRNA 12S, se observé una
composicion promedio de nucledtidos mas o menos equilibrada entre Ay C, por
una parte (30.1% de Ay 28.3% de C, respectivamente) y T y G por otra (20.3%
de Ty 21.3% de G; C = 0.11, ver la Tabla 4 y la Figura 8). De la misma forma
que en el gen citocromo b, la composicion de nuclebtidos en el gen rRNA 128

fue muy similar entre las especies (Tabla 4).
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Tabla 4. Composicion de nucledtidos y sesgo en el gen rRNA 128.

Taxa

Composicion de nucledtidos Numero de sitios

Chionis minor

C. alba

Numenius americanus
Pedionomus torquatus 2685
P. torquatus 2687
Thinocorus orbingyianus 0002
T. orbingyianus 2553

1. rumicivorus 0028

T rumicivorus 4410
Attagis gayi 0001

A. gayi 0011

A. malouinus 4375

A. malouinus 4534

A
289
294
299
29.9
29.9
30.0
30.2
30.8
30.7
30.5
30.5
30.5
30.5

T
22.6
22.9
20.4
20.0
20.0
18.6
18.6
19.2
18.8
20.7
20.7
20.7
20.7

C
25.6
25.4
27.7
278
278
30.0
30.0
20.53
29.9
28.5
28.5
28.5
28.5

G
229
224
219
223
22.:3
214
21.2
20.7
20.6
20.4
20.4
20.4
20.4

398
398
401
395
395
397
397
396
398
397
397
397
397

x
s
Cv
c

0.52 1.30 1.42 0.839
1.7 64 50 42

0.11

s: desviacion tipica de la muestra (n = 13).

CV: coeficiente de variacion.

C: sesgo en la composicion relativa de nucledtidos segun la ecuacion de Irwin et al., 1991
[ver MATERIALES Y METODO, scccion ¢) Analisis de las Secuencias Nucleotidicas, en la

pagina 32].
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Figura 8. Composicion de nucleotidos en cada posicion del codon del gen citocromo b.
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Los sesgos para la primera, segunda y tercera posicion fueron: 0.06; 0.22 y 0.48, respec-
tivamente (ver las Tablas 3 y 4). Las barras de error representan la desviacion tipica de la

muestra (n = 13).
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Figura 9. Composicion de nucledtidos en los genes citocromo & y rRNA 12S. Las ba-
rras de error representan la desviacion estandar de la muestra (n» = 13, ver la Tabla 4).
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b) Variabilidad en las Secuencias y Distancias Genéticas

De 1,044 pb del gen citocromo b, 334 sitios (32.0%) fueron variables; 66
(19.8%), 16 (4.8%) y 252 (75.4%) de ellos en la primera, segunda y tercera po-
sicion del codon, respectivamente (sefialados en el APENDICE A, pagina 140).
En el caso del gen rRNA 128, de las 408 pb obtenidas, 116 sitios fueron varia-
bles (28.4%) considerando los intervalos y 104 (25.5%) fueron variables sin
considerar los intervalos (sefialados en el APENDICE B, pagina 148).

Las secuencias de los genes citocromo b y rRNA 12S, presentaron dife-
rentes proporciones de ts/tv segun la magnitud de la divergencia genética ob-
servada entre ellas. En promedio, el gen citocromo b present6é una razoén ts/tv
de ¥ =250+ s =238 (n=62). Elrango de las razones entre este tipo de
sustituciones varié de 13.33 (40/3), entre las dos especies de Chionidae, a 1.20
(103/86) en las comparaciones de Chionis alba con Pedionomus torquatus
(Tabla 5). La media de las razones observadas entre Pedionomidae y todas las
especies de Thinocoridae fue de ¥ = 1.31 £ s=0.09 (n = 16). En el grupo in-
terno las razones variaron de 11.00 entre los dos individuos de Thinocorus ru-
micivorus, a 1.89 entre Attagis malouinus (Am 4534) y Thinocorus orbignyianus
(To 2553).

Razones mayores de ts/tv fueron observadas en el gen rRNA 12§, ¥ =
5.53 + s =1.73 (n = §3), donde el valor minimo fue 3.25 (39/12; To 0002 y Cm
0002) y el valor maximo 8.80 (44/5; entre To 2553 y Tr 0028 con P. torquatus)

sin considerar los intervalos vacios —deleciones o inserciones—. Entre Pe-
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dionomidae y Thinocoridae la razon promedio fue de x =6.79+s=1.97 (n =
16). El grupo interno presenté un rango de razones menor que en el gen cito-
cromo b, de 6.25 a 5.75 (Tabla 5).

En relacion con las distancias genéticas obtenidas en el gen citocromo b
entre las diferentes especies, la matriz de distancias presenté un promedio de
p =0.123 + s = 0.052 sub/st n = 78, considerando sélo la proporciéon de nu-
cledtidos diferentes (p corresponde al nimero de sitios variables sobre el nua-
mero total de sitios considerados, ver la Tabla 6). Empleando el modelo de dos
parametros de Kimura, la distancia promedio fue de d, = 0.139 + s = 0.061
sub/st (n = 78).

En general las dos formas de estimar la divergencia entre las especies
entregan resultados similares cuando la distancia en cuestion es pequefia. Por
ejemplo, a distancias menores que ~ 0.100 sub/st, la discrepancia entre estas
dos aproximaciones son < 10% (Tabla 6). Este nivel de divergencia aparece en
las comparaciones mutuas entre las especies que conforman a Thinocoridae.

Los valores de p variaron de 0.000, entre los individuos de las especies

Pedionomus torquatus, Attagis gayiy A. malouinus, a 0.183 + s = 0.012 sub/st,

entre Chionis alba y Aftagis.

Thinocoridae presenta una distancia p = 0.135 + s = 0.003 sub/st (n =
16) de su grupo hermano Pedionomidae (recuadro bajo la diagonal en la Tabla
6). Las distancias promedio a los grupos externos Scolopacidae y Chionidae

fueron p =0.150 £ s =0.006 sub/st (n=8)y p =0.173 £ s = 0.007 sub/st (n =



16), respectivamente.
Las distancias dk variaron de 0.000, entre los individuos de las especies
P. torquatus, A. gayiy A. malouinus, a 0.213 + s = 0.016 sub/st, entre A. gayi y

Chionis alba. Pedionomidae dista a un d, = 0.150 + s = 0.004 sub/st (n = 16)

de Thinocoridae (recuadro sobre la diagonal en la Tabla 6). Considerando los
grupos externos Scolopacidae y Chionidae, estos presentaron una divergencia

promedio de d, = 0.169 + s = 0.008 sub/st (n = 8) y d, = 0.199 + s = 0.010

sub/st (n = 16) de Thinocoridae, respectivamente.
La discrepancia entre dk (Pedionomidae-Thinocoridae) y p (Pedionomidae-
Thinocoridae), indica la presencia de substituciones multiples o superpuestas en

algunos sitios, es decir, un aumento en la divergencia temporal absoluta no
necesariamente implica un incremento en la proporcién de nucleétidos dife-
rentes. Incluso es posible que, a estos niveles de divergencia, un cierto nume-
ro de mutaciones haya provocado una disminucién en la distancia p entre las
secuencias. Este fendmeno denominado efecto de saturacién sera tratado en
la préxima seccién.

En el caso del gen rRNA 125, se obtuvo en general estimaciones de di-
vergencia menores que en el gen citocromo b. La proporciéon promedio de nu-

cledtidos diferentes fue de p = 0.104 + s = 0.054 sub/st (n = 78) entre todas las
secuencias y el modelo de dos parametros de Kimura estimé un d, =0.118 £ s
= 0.063 sub/st (n = 78; ver la Tabla 7).

La distancia p vari6 de 0.000, entre las especies de Attagis y los dos in-

51



52

dividuos de P. forquatus, a 0.159 + 0.019 sub/st en las comparaciones de
Chionidae con Attagis. En el caso del modelo de dos parametros de Kimura, la
distancia dk presentd un rango de 0.000, entre los individuos de Pedionomus y
Attagis, a 0.187 + 0.026 sub/st, entre Numenius ahericanus y P. torquatus.

El grupo hermano de Thinocoridae dista a un p = 0.132 + s = 0.006
sub/st (n = 16; recuadro bajo la diagonal en la Tabla 7) y a un c_iK =0151 s =

0.008 sub/st (n = 16; recuadro sobre la diagonal en la Tabla 7). Las proporcio-
nes promedio de nucleétidos diferentes entre Thinocoridae y los grupos exter-
nos Scolopacidae y Chionidae fueron p = 0.136 + s = 0.008 sub/st (n=8)y p
=0.149 + s = 0.010 sub/st (n = 16), respectivamente. Las divergencias prome-
dio sobre la base del modelo de dos parametros de Kimura entre Thinocoridae

y los grupos externos Scolopacidae y Chionidae fueron EK =0.156 £ s =0.010
sub/st(n=8)y EK =0.171 £ s = 0.014 sub/st (n = 16), respectivamente.

En el gen citocromo b, segun los taxa comparados y la posicion del co-
don considerada, existen diferencias respecto a la frecuencias promedio de
transiciones y transversiones al examinar los diferentes clados con distinta di-
vergencia genética (Tabla 8). En la primera posicion del coddn se observa una
mayor frecuencia de transiciones (0.755), y dentro de este tipo de substitucio-
nes destacan las T «<» C. Observando las transversiones, la mayoria son del
tipo A <> C (0.125), seguidas en frecuencia por las del tipo T <> G (0.023). Las
transiciones del tipo T <> C destacan nuevamente en la segunda posicion del

codon, siendo las transversiones muy escasas y, en general, esta posicion del
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codon es muy conservada dado la abundancia de valores cero (Tabla 8). Fi-
nalmente, en la tercera posicion del codon, las transversiones del tipo A « C
son aproximadamente la mitad de las transiciones T «» C. Considerando todas
las posiciones del coddn, la mayor parte de las substituciones son transiciones
(T CyA o Q) yentre las transversiones, las del tipo A <> Cy A < T son
las mas comunes.

Si comparamos los distintos clados con niveles de divergencia diferentes
se observa, a una divergencia temprana, que la mayor parte de las substitucio-
nes corresponden a transiciones del tipo T «» C (ver las comparaciones entre
Thinocorus orbignyianus y T. rumicivorus en la Tabla 8). A medida que la diver-
gencia aumenta, comienza a incrementarse el otro tipo de transicion (A <> G) y
las transversiones (ver las comparaciones de Chionidae con el resto de las es-
pecies en la Tabla 8). Sin embargo, la segunda posicién presenta un patréon
distinto, comparado con la primera y tercera posicion del coddn. A una diver-
gencia temprana, las transversiones del tipo A <> C son mas frecuentes que las
transiciones, pero en el siguiente nivel de divergencia (Attagis gayi y A. maloui-
nus), este tipo de transversiones desaparece, siendo la totalidad de las substi-
tuciones las transiciones T <> C. Sin embargo, la situacién se revierte a medi-
da que aumenta la divergencia, mostrando una conducta de cambio mas bien
aleatoria entre los diferentes tipos de substituciones presentes en la segunda
posicion del coddn. Ademas, existen substituciones ausentes como las transi-

ciones A & C y las transversiones A <> Ty T < G, no importando el nivel de
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divergencia (Tabla 8).

En el gen rRNA 128, considerando las frecuencias promedio de substi-
tuciones, mayoritariamente las transiciones son del tipo A<> G (0.351) y T« C
(0.499; ver la Tabla 9). En cuanto a las transversiones, éstas son minimas. En
relacion con la divergencia que presentan cada uno de los grupos comparados,
a altos grados de divergencia, las transiciones siguen siendo mas comunes
que las transversiones y estas ultimas presentan un patrén mas bien equilibra-
do, en donde los cuatro tipos de transversiones estan representados. En gene-
ral, las diferencias que surgen en el patron de substituciones al comparar am-
bos genes, indican diferentes restricciones moleculares que estarian modulan-
do la tasa y la clase de substituciones a medida que aumenta la divergencia

entre las especies examinadas.
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c¢) Efectos de Saturacion y Tasas de Substituciones

En el gen citocromo b, el grafico de correlacibn —comparaciones entre
todas las especies del nimero de ts/st y tv/st— muestra una curva con una
gran pendiente inicial que se acerca asintéticamente a un plateau en las 0.09
ts/st, aproximadamente (Figura 10). Esto refleja un efecto de saturacion en el
gen citocromo b, es decir, que al aumentar el nimero de transversiones, se
incrementan las transiciones sobrepuestas en los mismos sitios.

Sin embargo, en una fase inicial de la curva de saturacion del gen cito-
cromo b, los puntos siguen una relacién mas bien lineal con una fuerte pen-
diente (5.72 + 0.41 ts/tv; ver la Figura 10). Esta fase lineal se extiende hasta las
comparaciones de Thinocorus orbignyianus con T. rumicivorus (p < 0.064
sub/st; ver recuadro sombreado en la Tabla 6, pagina 56), lo que sugiere una
ausencia de efecto de saturacion a bajos niveles de divergencia entre las se-
cuencias. Esta situacion no ocurre en el gen rRNA 12S, encontrandose, en
general, una relaciéon mas bien lineal entre este tipo de substituciones para to-
das las comparaciones entre las secuencias (Figura 11).

Al contrario de lo que sucede en el gen citocromo b, el grafico de satura-
cién del gen rRNA 12S presenta una curva con una pendiente pronunciada
—considerando todas las comparaciones entre las secuencias excepto el grupo
externo Chionidae (5.30 + 0.32 ts/tv)}—, no siendo esta pendiente significativa-
mente diferente de la pendiente en la fase inicial de la curva de saturacion del

gen citocromo b (Fpes = 0.02, P =0.89). De esta manera, la pendiente pronun-



62

ciada de la curva de saturacién en el gen rRNA 12S da cuenta de una alta ra-
zon tsftv y una ausencia importante de un efecto de saturacion en este gen.

Para apreciar el efecto de saturacion en el gen citocromo b, cabe consi-
derar las comparaciones de Thinocoridae con Pedionomidae. EI grupo de
puntos de estas comparaciones en el gen citocromo b aparece totalmente ale-
jado de la recta en la fase inicial de la curva (ver Figura 10). Sin embargo, en el
gen rRNA 128§, este grupo de puntos se encuentra cercano a la recta de regre-
sién e incluso desviados hacia la izquierda (ver la Figura 11).

En relacion con las tasas de transiciones y transversiones, éstas difieren
notablemente en el rRNA 128 respecto de la divergencia p —numero de sitios
variables sobre el nimero total de sitios considerados no incluyendo los inter-
valos— cuando se comparan todas las secuencias (Figura 12). La razon entre
estas dos tasas es cercana a 4.9, cuando se comparan las pendientes de las
dos rectas (0.83 y 0.17).

En el caso del gen citocromo b, la razén entre estos dos tipos de substi-
tuciones es menor (1.5), mostrando nimeros de transiciones y transversiones
mas similes a altos grados de divergencia (Figura 13). Sin embargo, al interpo-
lar las pendientes de cada tipo de substituciéon, nuevamente considerando sélo
los primeros puntos del grafico de correlacion en el gen citocromo b, se en-
cuentra que, a una divergencia no mayor que 0.064 sub/st, las pendientes de
los dos tipos de substituciones, tanto en el gen citocromo b como en el gen

rRNA 128, no son significativamente diferentes (para transiciones y transver-
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siones Fj1g5 = 0.51, P = 0.48; ver la Figura 13).

Considerando ambos tipos de sustituciones en el gen citocromo b, en
relacion con las posiciones del coddn, se observa una mayor tasa de cambio
en la tercera posicién (p = 0.78 sub/st; Figura 14). La siguiente posicion mas
variable corresponde a la primera posicién (p = 0.18 subl/st), siendo la segunda
posicién la mas conservada en relacién con la divergencia de las secuencias
(p = 0.04 sub/st; Figura 14).

En relacién con los cambios en aminoacidos en las secuencias del cito-
cromo b, se observa que el nimero de substituciones sinénimas, es decir,
cambios en la secuencia nucleotidica que no provocan cambios en la secuen-
cia aminoacidica, son considerablemente mayor, aproximadamente 13 veces

mas (Figura 15).
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Figura 10. Curva de saturacion en el gen citocromo 4. La curva pierde su linearidad
cuando se compara a I. orbignyianus con T. rumicivorus (0.05 ts/st; 0.009 tv/st) a una
distancia p = 0.064 sub/st, aproximadamente (ver los recuadros sombreados en la Tabla

6, pagina 56). La linea punteada representa la curva de regresion obtenida en el gen
rRNA 128 (ver la Figura 11).

64



65

0.16
te/st =5.30 tv/st +0.015 ts/st
O r=0916
= 0.12 A <.
@
2
e 0.08 ~
<
W Pedionomidae
Thinocoridae
0.04 A
0.00 T T T
(] <t o0 (@] \O
&2 2 < = —
o (e} (] o o
TRANSVERSIONES/SITIO

Figura 11. Curva de saturacion en el gen rRNA 12S. La curva es mas bien lineal, sin
presentar un plateau producto de un efecto de saturacién como en el gen citocromo 5.
No se consideraron los caracteres con deleciones o inserciones.
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Figura 13. Tasa de transiciones y transversiones en el gen citocromo 4 en funcion de la
divergencia p. La diferencias entre las tasas de estos dos tipos de substituciones son me-
nores en comparacion con las encontradas en el gen rRNA 128 a altos niveles de diver-
gencia p. Las lineas de regresion han considerado sélo los valores de p < 0.064. Las
lineas punteadas representan al gen rRNA 128 (ver la Figura 11).
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Figura 14. Substituciones totales en cada posicion del codén del gen citocromo 4. La
tercera posicion del codon denota una mayor tasa de cambio y acumula mas substitucio-
nes al aumentar la divergencia entre las especies comparada con las otras dos posiciones.
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Figura 15. Substituciones sinonimas y no sinénimas en el gen citocromo 4 en funcién de
la divergencia p. La mayoria de los cambios al nivel de secuencia nucleotidica no provo-
can cambios en la composicion aminoacidica del citocromo 4.
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d) Relaciones Filogenéticas

Considerando todos los taxa, el gen citocromo b presentd 286 (27.4%)
sitios informativos bajo el criterio de parsimonia (APENDICE A, pagina 140).
Con las secuencias del gen citocromo b y el criterio de parsimonia maxima, se
obtuvo un arbol mas parsimonioso de 526 pasos usando a Chionidae como
grupo externo (Figura 16a). Con cada uno de los restantes analisis, parsimonia
de transversiones, parsimonia ponderada 5/1 y 10/1, se obtuvo un arbol mas
parsimonioso de 178, 1,238 y 2,128 pasos, respectivamente; y en general, el
conjunto de datos esta mas estructurado que si estuviera generado por simple
azar [g1 < -1.41 (P < 0.001); Figura 16a-d)].

En las topologias generadas aparecen ambas especies de Thinocorus y
Attagis reciprocamente como taxa hermanos, por lo tanto, ambos géneros son
monofiléticos. Entre los grupos externos, Pedionomus torquatus es el grupo
hermano de Thinocoridae y Numenius americanus se encuentra en una posi-
cion filogenética intermedia entre Chionidae y Pedionomidae (Figura 16). La
misma topologia fue reconstruida filogenéticamente a través del modelo de
probabilidad maxima y el método de Neighbor-Joining (Figura 16e,f).

Bajo el criterio de parsimonia, los valores de “bootstrap” dentro del grupo
interno son, en general, maximos (100), indicando una alta resolucién de los
nodos que conducen a los linajes Aftagis y Thinocorus. El nodo que sostiene la
monofilia de Thinocoridae presenta un rango de “bootstrap” de 81-92, proba-

blemente un niumero menor de sitios define la rama basal de Thinocoridae. Por
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otro lado, el nodo que sostiene la relacion de hermandad entre Pedionomidae y
Thinocoridae posee un rango de “bootstrap” de 64-86, observandose el valor
mas alto con parsimonia maxima (Figura 16a) y los valores intermedios con par-
simonia ponderada 5/1 y 10/1 (Figura 16¢,d). El valor de "bootstrap" mas bajo
se obtuvo con parsimonia de transversiones, indicando que las transiciones
entre las secuencias del citocromo b definen en forma importante el nodo que
une a Thinocoridae con su grupo hermano Pedionomidae (Figura 16b). Los va-
lores de "bootstrap" en los arboles filogenéticos estimados por el modelo de
probabilidad maxima y el método de Neighbor-Joining son casi en su totalidad
maximos (100; Figura 16e,f), salvo el del nodo que agrupa a Pedionomidae junto
con Thinocoridae (86; Figura 16e).

Considerando todos los taxa, las secuencias del gen rRNA 12S presen-
taron 89 sitios informativos de acuerdo al criterio de parsimonia sin incluir los
intervalos (23.2% de un total de 384 sitios, ver el APENDICE B, pagina 148). El
analisis de parsimonia maxima entregd solamente un arbol mas parsimonioso
de 193 pasos (Figura 17a) mientras que en el analisis de parsimonia de trans-
versiones se obtuvieron 4 arboles igualmente parsimoniosos de 57 pasos (ver
arbol de consenso estricto, Figura 175). Esto muestra que la mayor parte de las
subtituciones que estan definiendo cada nodo en el arbol obtenido con parsi-
monia maxima corresponde a transiciones. Se consiguid un arbol mas parsi-
monioso, con una topologia idéntica a la obtenida con parsimonia maxima, a

través de parsimonia ponderada 5/1 y 10/1, de 273 y 408 pasos, respectiva-
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mente (ver Figura 17¢,d). Con el modelo de probabilidad maxima y el método de
Neighbor-Joining se obtuvo la misma topologia que el analisis con parsimonia
(Figura 17e,f).

Con parsimonia maxima, los valores de “bootstrap” muestran un soporte
solido para la monofilia de Thinocorus y de Attagis, 97 y 100, respectivamente
(Figura 17a). La monofilia de Thinocoridae se sostiene con un valor de “boots-
trap” mas alto (92) que el obtenido a partir de las secuencias del gen citocromo
b (81), debido probablemente a un efecto de saturacién en el gen citocromo b.
La relacién de Pedionomidae y Thinocoridae se sostiene con un valor de “bo-
otstrap” de sélo 66 (Figura 17a). Finalmente, los valores de "bootstrap" con el
modelo de probabilidad maxima y el método de Neighbor-Joining son, en gene-
ral, menores que los obtenidos con las secuencias del gen citocromo b (Figura
17e.f).

Al utilizar las secuencias de los genes citocromo b y rRNA 12S concate-
nadas, se obtuvo solo un arbol mas parsimonioso de 719 pasos en el analisis
de parsimonia maxima (Figura 18a). La topologia generada con parsimonia
ponderada —5/1 y 10/1—, probabilidad maxima y el método de Neighbor-
Joining, es la misma que se obtuvo considerando aisladamente las secuencias
de los genes citocromo b y rRNA 12S (Figura 18). Ademas, al considerar la
matriz completa de caracteres —1,452— se observan, en general, valores de
‘bootstrap” mayores que los conseguidos con los analisis de las secuencias de

los dos genes por separado, ponderandose asi los dos conjuntos de caracteres



sobre todo en la parte basal del arbol (Figura 16, 17 y 18).
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Figura 16. Relaciones filogenéticas de Thinocoridae basadas en las secuencias del gen citocromo b. a,
parsimonia maxima (un arbol mas parsimonioso [UAMP], largo del arbol [L] = 526 pasos, indice de
consistencia [IC] = 0.722, indice de retencion [IR] = 0.738, g, = -1.41 [P < 0.001]). b, parsimonia de
transversiones (UAMP, L = 178, IC = 0.719, IR = 0.777, g, = -1.52 [P < 0.001]). ¢, parsimonia ponde-
rada 5/1 (UAMP, L = 1,238, razén de f = 0.129, g; = -1.51 [P < 0.001]). d, parsimonia ponderada 10/1
(UAMP, L = 2,128, razén de f = 0.144, g; = -1.51 [P < 0.001]). e, probabilidad maxima (InL, = -
3,902.48 de 218 arboles examinados). f, arbol de "neighbor-joining" usando el modelo de dos parame-
tros de Kimura (Kimura, 1980). Los valores de "bootstrap" para cada uno de los nodos se indican entre
paréntesis. En los andlisis de parsimonia se indica también el largo de cada rama en funcién de niameros
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e) Constancia en Tasas de Evolucion Molecular y Calibracién del Reloj Molecular

La prueba de largos de ramas (ver MATERIALES Y METODO, seccion d)
Calibracion del Reloj Molecular, pagina 38), rechazo la hipotesis de homogenei-
dad en el gen rRNA 12S, considerando las transiciones y transversiones en el
modelo de dos parametros de Kimura. Especificamente, Numenius americanus
presenté una tasa de evolucién molecular significativamente mayor que la tasa
promedio de Struthioniformes (ratites) y Charadriiformes utilizando la secuencia
de Alligator mississippiensis como grupo externo (Z = 2.12, P < 0.05; ver la
Tabla 10). Sin embargo, al no considerar la secuencia de N. americanus, la
prueba de largos de ramas no rechazo la hipétesis de homegeneidad en el gen
rRNA 12S (Tabla 11). La misma situacién no ocurre con la prueba de dos gru-
pos, en donde no se rechaza la hipétesis de homogeneidad en las tasas de
evoluciéon molecular de Charadriiformes y Struthioniformes, con y sin N. ameri-
canus (P > 0.05; solo se presentan los resultados de esta prueba sin conside-
rar a N. americanus, ver la Tabla 12).

Después de corroborar la homogeneidad de las tasas de evolucidn para
cada especie, es posible construir un arbol ultramétrico sin los taxa que pre-
senten una tasa de evolucion molecular significativamente diferente de la tasa
promedio (N. americanus), y en donde los nodos hipotéticamente explicados
por el mismo evento geoldgico se presentan a una misma distancia de los no-
dos terminales, es decir, en el mismo punto de una escala temporal (sefalado

en la Figura 19).
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Por lo tanto, las distancias genéticas medidas en el gen rRNA 12S pro-
porcionan, en general, una medida de divergencia constante en cuanto a la
tasa de cambio o mutacion molecular de Struthioniformes y Charadriiformes,
sin presentar problemas mayores de saturacion como en el caso del citocromo
b. Si se adiciona a esta propiedad del gen rRNA 12S una referencia temporal
independiente, como el rompimiento de un megacontinente, es posible calibrar
un reloj molecular que permita estimar el tiempo de divergencia en unidades de
tiempo absoluto de los nodos de un fenograma construido a partir de tales me-
didas de divergencia.

La altura del nodo comun (nodo 18 en la Figura 19) para las ratites aus-
tralianas, Dromaius novaehollandiae (emu) y Casuarius casuarius (casuario), y
suramericanas, Rhea americana (suri) y Pterocnemia pennata (fiandu), es de
0.0464 + 0.0083 sub/st (recuadro superior en la Tabla 12). Considerando el
tiempo de separacién de Australia del resto del megacontinente datado en 38
ma (Kennett, 1980; Harwood, 1991) y la altura del nodo comun de Thinocoridae
y Pedionomidae (0.0470 + 0.0086 sub/st, recuadro inferior en la Tabla 12), se
estima una antigledad de 39.5 ma para la separacién de estas dos familias.
Dada la homogeneidad en tasas de evolucién molecular entre Struthioniformes
y Charadriiformes, es valido utilizar esta calibracion externa para estimar el
tiempo de separacién entre Pedionomidae y Thinocoridae.

Finalmente, con esta estimacion temporal se calibraron los nodos inter-

nos de Thinocoridae considerando las transversiones y transiciones en los ge-



nes rRNA 12S y citocromo b y usando a Chionidae como grupo externo.
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Tabla 10. Prueba de largos de ramas con las secuencias del gen rRNA 125
de caradridos y las cuatro especies de ratites.

Taxa & Ss 7’
Chionis minor 0.0162 0.0140 1.15
Chionis alba 0.0133 0.0137 0.97
Numenius americanus 0.0341 0.0160 2.12°
Pedionomus torquatus 0.0141 0.0132 1.07
Thinocorus orbignyianus (0002) 0.0040 0.0095 0.42
Thinocorus orbignyianus (2553) 0.0069 0.0099 0.70
Thinocorus rumicivorus (4410) 0.0020 0.0089 0.23
Thinocorus rumicivorus (0028) 0.0014 0.0088 0.16
Attagis gayi 0.0093 0.0101 0.92
Attagis malouinus 0.0093 0.0101 0.92
Casuarius casuarius 0.0290 0.0188 1.55
Dromaius novaehollandiae 0.0203 0.0194 1.04
Rhea americana 0.0325 0.0176 1.84
Pterocpnemia pennata 0.0288 0.0188 1.53
Distancia promedia desde la raiz 0.0829

a: diferencia entre la distancia promedia y la distancia del nodo terminal correspondiente.
b: estadistico calculado segiin la ecuacion (3), pagina 37. *: significativo (P < 0.05).



Tabla 11. Prueba de largos de ramas después de eliminar la secuencia de
Numenius americanus.

Taxa 5 S5 Z
Chionis minor 0.0197 0.0144 1.37
Chionis alba 0.0169 0.0141 1.20
Pedionomus torquatus 0.0158 0.0137 1.15
Thinocorus orbignyianus (0002) 0.0075 0.0099 0.75
Thinocorus orbignyianus (2553) 0.0103 0.0102 1.01
Thinocorus rumicivorus (4410) 0.0053 0.0092 0.57
Thinocorus rumicivorus (0028) 0.0043 0.0091 0.47
Attagis gayi 0.0106 0.0105 1.01
Attagis malouinus 0.0106 0.0105 1.01
Casuarius casuarius 0.0274 0.0186 1.47
Dromaius novaehollandiae 0.0175 0.0193 0.91
Rhea americana 0.0299 0.0173 1.73
Pterocpnemia pennata 0.0263 0.0184 1.43
Distancia promedia desde la raiz 0.0798

a: diferencia entre la distancia promedia y la distancia del nodo terminal correspondiente.
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. 6[ Rhea americana
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Figura 19. Arbol ultramétrico confeccionado a partir de las secuencias del gen rRNA
12S. Las distancias genéticas fueron calculadas de acuerdo al modelo de dos parametros

de Kimura utilizando transiciones y transversiones. Los numeros corresponden a aque-
llos de la Tabla 12.
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f) Estimacion Temporal de los Nodos Internos de Thinocoridae

En el gen rRNA 128, ninguno de los métodos rechazé la homogeneidad
en las tasas de evolucion molecular de los taxa que conforman Thinocoridae
considerando soélo las transversiones y a las dos especies de Chionidae como
grupo externo (P > 0.05). Sin embargo, al considerar tanto las transversiones
como las transiciones, en el gen rRNA 12§, el método de largos de ramas re-
chaz6 la homogeneidad en las tasas de evolucién molecular. Especificamente,
Thinocorus orbignyianus (individuo 0002) presentd una distancia desde la raiz
menor de la esperada (P < 0.05). Sin embargo, el método de dos grupos no
rechazo la homogeneidad de las tasas de evolucién molecular como la prueba
de largos de ramas (P < 0.05). Después de haber eliminado la secuencia To
0002, ninguno de los dos métodos rechazé la homogeneidad en las tasas de
evolucién molecular considerando solo las transversiones asi como las trans-
versiones y transiciones conjuntamente. Posteriormente, se confecciond el
arbol ultramétrico correspondiente y se estimé la altura de cada nodo interno
(ver la Tabla 13 ).

En relacion con las secuencias del gen citocromo b, se evalué el grado
de homogeneidad de tasas de evolucién entre las diferentes especies utilizan-
do primero sélo las transversiones y luego las transversiones y las transiciones
conjuntamente. Al considerar sélo las transversiones, la homogeneidad en la
tasas de evolucion no fue rechazada por ninguno de los dos grupos (P < 0.01).

De la misma forma considerando tanto las transversiones asi como las transi-



ciones, ninguno de los dos métodos rechazd la homogeneidad en las tasas de
evolucion (P < 0.05).

Al considerar las transiciones y las transversiénes en las secuencias del
gen rRNA 125, y sobre la base de 39.5 ma de antiguedad del nodo Thinocori-
dae y Pedionomidae (nodo dos), el método de dos grupos estima un tiempo de
separacion entre Attagis y Thinocorus de 20.8 £ 3.8 ma (nodo tres), y de 7.1
2.2 ma para la separacion de las dos especies de Thinocorus (nodo cuatro,
Tabla 13 y Figura 20a).

Con las secuencias del gen citocromo b, el método de dos grupos estima
valores similares en cuando a tiempos de separacion entre los diferentes cla-
dos al interior de Thinocoridae (ver la Tabla 13). Sin embargo, esto ocurre
cuando se consideran solo las transversiones en el analisis. Este tipo de sus-
tituciones probablemente no esta tan saturado como es el caso de las transi-
ciones el gen citocromo b. Cuando se consideran las transiciones en conjunto
con las transversiones, el método de dos grupos estima un tiempo mayor de
separacion de Attagis y Thinocorus, 31.0 £ 2.7 ma (nodo tres, Tabla 13 y Figura
20b). La razén radica probablemente en la subestimacion de unidades de di-
vergencia a nivel del nodo dos (Pedionomidae-Thinocoridae), dado que las
transiciones sobrepuestas en los mismos sitios no estan aportando a la mag-
nitud de la divergencia entre estos clados (efecto de saturacion). Como esta
senalado en la seccion c) Efectos de Saturacion y Tasas de Substituciones (pagina

61, ver también la Figura 10, pagina 64), la linearidad en cuanto a la acumula-
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cion de substituciones se pierde después de un nivel de divergencia presenta-
do por el nodo que conduce a las dos especies de Thinocorus: T. orbignyianus
y T. rumicivorus (p = 0.064 sub/st). Por esta razon, se calibré un reloj molecu-
lar para el gen citocromo b con el tiempo de divergencia de estas dos especies,
estimado en 7.1 + 2.2 ma por el reloj encontrado en el gen rRNA 12S (ver la
parte superior de la Tabla 13). De esta manera, pudo estimarse el tiempo de
divergencia de nodos mas recientes (ver la parte inferior de la Tabla 13).

Sobre la base de esta ultima calibracidn, las dos especies de Attagis, A.
malouinus y A. gayi, se habrian separado hace sélo 1.8 £ 0.7 ma. Finalmente,
el nodo que conecta los dos individuos de Thinocorus rumicivorus (4410, que
proveniente de Tierra del Fuego y 0028, que proveniente de la costa central de

Chile), tiene 1.2 £ 0.4 ma de antigliedad.
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Tabla 13. Estimacion temporal de los nodos internos de Thino-
coridae a través del método de dos grupos utilizando las secuen-
cias de los genes TRNA 12S y citocromo b. Las dos especies de
Chionidae fueron utilizadas como grupo externo.

Nodo* B® + error tipico Tiempo (ma)

rRNA 128 (transversiones y transiciones)

1 0.0788 £0.0102 42054
2 0.0741£0.0103 | 39555 |
3 0.0390 + 0.0072 208 +3.8
4 0.0134 + 0.0042 T1+£22
Citocromo b (transversiones)
1 0.0313 £ 0.0036 404+4.6
2 0.0306 £0.0038 | 395+36 |
3 0.0165 +£0.0028 21.3+£3.6
4 0.0046 £ 0.0015 59+19
Citocromo b (transversiones y transiciones)
1 0.0870 £ 0.0062 46.0+3.3
2 0.0747 + 0.0057 395+33
3 0.0587 £ 0.0051 31.0£27
4 0.0340+0.0042 | 7109 |
5 0.0088 + 0.0021 1.8+0.7
6 0.0058 +0.0017 12+04

a: Los nimeros de cada nodo se indican en la Figura 20.
b: 4 es la altura del nodo en el arbol ultramétrico.
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Figura 20. Arboles ultramétricos. a, arbol reconstruido a partir de las secuencias del
gen rRNA 12S. b, arbol reconstruido a partir de las secuencias del gen citocromo b. Las
distancias genéticas fueron calculadas con el modelo de dos parametros de Kimura y
Chionidae fue utilizado como grupo externo.
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Posterior al rompimiento, Australia continudé alejandose de Gondwana
hacia el norte y el paleoclima de lo que es hoy el continente Antartico comenzoé
a enfriarse, encontrandose las primeras evidencias de fo_rmaciones de hielo
continentales y marinas a fines del Eoceno, esto es hace 35 ma (Mackinnon,
1987; Clarke y Johnston, 1996). Como consecuencia de la separaciéon de Aus-
tralia, se origina una corriente de aguas frias o Corriente Circular del Sur, que
determina la formacion del casquete de hielo este en la Antartica (Kvasov y
Verbitski, 1981).

Estos eventos climatolégicos provocan una serie de cambios en la ve-
getacion de austral de Suramérica. Mas aun, la Antartica comienza ha conver-
tirse en una regidn inhabitable dado su paulatino enfriamiento. Sin embargo,
los sedimentos de la Isla Rey Gorge muestran la presencia de bosques deci-
duos y coniferas para el intervalo Eoceno-Mioceno. Esta flora aparentemente
estuvo dominada por gymnospermas y fagaceas. Adicionalmente, se postula
gue una parte importante de la Peninsula Antartica estuvo poblada de bosques
hasta fines del Mioceno, esto es hasta hace siete ma, aproximadamente (Hill y
Scriven, 1995).

Dado que la formacién de hielo sobre el continente antartico no fue ho-
mogénea, puede esperarse o suponerse que la fauna y flora de la regién este
de la Antartica fue desplazandose y moviéndose hacia el oeste a medida que el
hielo cubria esta regién del continente, quedando restringida en las areas

montanosas Trasantarticas, Estrecho de MacMurdo, Sierras de Jones, Sierras
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de Ellsworth, o a la regidén de la Peninsula Antéartica y también en islas suban-
tarticas del Mar de Ross.

La region oeste de la Antartica ha sido considerada como centro de di-
versificacion de muchos organismos, en particular de marsupiales y algunas
especies de fagaceas (Case, 1988, 1989). Ademas, se maneja la hipétesis de
que la Provincia Zoogeografica Weddelliana —zona oeste—, fue una fuente
importante de novedades evolutivas durante el Cretacico tardio y el Cenozoico
(Case, 1988, 1989). Por otro lado, grandes masas de hielo existieron también
en la zona oeste de la Antartica a comienzos del Mioceno. No obstante, los
registro fésiles de flora, en rocas sedimentarias del Terciario medio de esta
region, indican que estas capas de hielo debieron haber estado confinadas
solo a terrenos elevados o grupos de islas (Denton et al., 1971).

Posteriormente, el paso Drake comienza a formarse desde el Mioceno
temprano (23 ma), consiguiéndose el aislamiento oceanografico completo de la
Antartica en el Mioceno medio, hace 14-12 ma (Kvasov y Verbitski, 1981; Clar-
ke y Johnston, 1996). Durante la formacién del paso Drake, ocurrieron grandes
eventos catastréficos, producto de transgresiones marinas que ocuparon areas
extensas en el este de Suramérica (Kvasov y Verbitski, 1981). Debido a estas
transgresiones marinas, hubo una disminucién de espacio disponible para la
vegetacion y esto explicaria probablemente el aumento de las paleotemperatu-
ras oceanicas registradas para este periodo (Clarke y Johnston, 1996).

La abertura del Estrecho de Drake provocd que las aguas de la Co-
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rriente Circular del Sur, que antes fluian por la costa oeste de Surameérica, se
desviaran por este estrecho y conformaran finalmente la Corriente Circumpolar
actual. El cese de aportes de aguas calidas a las costas antérticas, resultd en
la formacion del casquete de hielo oeste en el continente, hace 14-11 ma (Kva-
sov y Verbitski, 1981). Paralelamente, las transgresiones marinas en el este de
Suramérica se retiraron con la subsecuente reduccién de humedad en las re-
giones interiores, aumentando asi el gradiente de temperaturas (Axelrod,
1979).

Posteriormente, en el Mioceno superior y Plioceno —aproximadamente
hace 5 ma—, Suramérica experimentd procesos tectonicos que se manifesta-
ron en el levantamiento del corddn andino (Uliana y Biddle, 1988), establecién-
dose finalmente las zonas desérticas de Suramérica y la formacién de la flora
altoandina actual (Solbrig, 1976). A la vez, se registraron para este periodo
una serie de glaciaciones mayores en la zona austral del continente sudameri-
cano, estimandose la antigliedad de este evento en 7-4.6 ma (Mercer y Sutter,
1982).

Esta sucesion de eventos geolégicos como rompimientos y deriva de
continentes, introgresiones marinas y las multiples glaciaciones ocurridas du-
rante el Cenozoico, muestran a los continentes australes —Australia, la Antarti-
ca y Surameérica—, como escenarios biogeograficos profusamente perturbados
en donde la biota sin duda fue fragmentada como consecuencia de cambios

ambientales de gran escala. Frente a este escenario austral y considerando la
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estimacion temporal de cada nodo en el cladograma de Thinocoridae, es posi-
ble deducir un modelo hipotético que puede explicar cada evento cladogenético

en la filogenia de este grupo de Charadriiformes.
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j) Modelo de Especiacion Para Thinocoridae

La distribucién geografica actual de Thinocoridae y Pedionomidae, y la
evidencia de su relacion filogenética a partir de los genes citocromo b y rRNA
12S, sugiere que el factor causal de la separacion de estas dos familias es
ciertamente el rompimiento y deriva de Australia del resto de Gondwana. Sin
embargo, las evidencias que rechazan categéricamente una hipétesis de dis-
persion posterior a este rompimiento, son la distribucion actual de las ratites, su
filogenia sobre la base de secuencias nucleotidicas del gen rRNA 12S vy la
magnitud de su divergencia.

Aunque el porcentaje de divergencia entre las ratites australianas y las
sudamericanas (de 11.3% en el gen rRNA 12S) es levemente menor que la
existente entre Pedionomidae y Thinocoridae (13.6%) la prueba para la cons-
tancia de tasas de mutacién, a través de los métodos de arboles ultramétricos,
muestra que estos dos grupos presentan la misma tasa de evoluciéon molecular.
Probablemente con un mayor nimero de secuencias, la varianza pueda dismi-
nuir y la discrepancia entre las divergencias de Struthioniformes y Charadrii-
formes pueda ser significativa, como consecuencia de una tasa menor real en
Struthioniformes producto de su mayor tamano corporal y una tasa metabdlica
menor de la esperada para Charadriiformes como Thinocoridae. De modo que
estos resultados deben ser considerados como preliminares a una verdadera
calibracion de un reloj molecular. Como dato anexo que fortalece lo observado

en el gen rRNA 125, existe la misma magnitud de divergencia entre las ratites
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australianas y sudamericanas, comparado con Pedionomidae y Thinocoridae
en el gen citocromo b (Haddrath y Baker, datos no publicados). Es asi como se
espera que estos dos grupos de aves hayan sido influidos por la misma historia
geoldgica en relacion con el rompimiento inicial de Australia y su separacion de
la Antartica.

Si se reconstruye la distribucién geografica de cada ascendiente hipoté-
tico del arbol filogenético de Thinocoridae, debemos suponer que inicialmente
el ancestro de Pedionomidae y Thinocoridae habité la region sudeste de Aus-
tralia y noroeste de la Antartica. Este supuesto es parcialmente sustentado por
la distribucion actual de Pedionomidae, familia que habita especificamente las
estepas de Nueva Gales del Sur y el oeste de Victoria en Australia. Sin em-
bargo, la distribucién actual de Thinocoridae esta lejos de ser la regién no-
roeste de la Antartica.

Por otra parte, la evidencia palinolégica indica que taxa como asteraceas
y gramineas, que destacan en las formaciones de tundras modernas, existieron
durante el Oligoceno en la regién del Mar de Ross (Hill y Truswell, 1993). Esto
muestra que un ambiente propicio para el antepasado de Thinocoridae en esta
region es totalmente plausible.

Con posterioridad a la separacion de Australia (38 ma) y la formacién del
casquete de hielo este, el ancestro de Thinocoridae y en general la paleobiota
antartica se refugié en la Provincia Zoogeografica Weddelliana, aprovechando

la gran diversidad de ambientes que pudieron haber estado presentes en luga-
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res de baja altitud y cercanos a la costa pacifica de la Antartica. Esta provincia
zoogeogréfica puede explicar el avance hacia Suramérica de Thinocoridae, si
es que se la considera como un corredor costero ininterrqmpido hacia la Pe-
ninsula Antartica y la zona austral de Suramérica.

Los eventos geologicos ocurridos a fines del Oligoceno (23-20 ma), tales
como las transgresiones marinas en el este de la zona austral de Suramérica
producto de un calentamiento global (ver grafico de paleotemperaturas en
Clarke y Johnston, 1996) o el inicio de la apertura del Estrecho Drake, podrian
explicar una disyuncion de la paleodistribucidén del ancestro de Thinocoridae en
algun punto proximo a la Peninsula Antartica o el extremo austral de Suraméri-
ca. Probablemente, el alza de la temperatura en este periodo, pudo haber pro-
vocado un recogimiento de los ambientes de tundra o estepa hacia zonas ele-
vadas de la cadena montafiosa del Arco de Escocia en la Peninsula Antartica,
0 un repoblamiento de comunidades boscosas en el area. La consecuencia de
esta discontinuidad en el ambiente del antepasado de Thinocoridae habria pro-
vocado el evento cladogenético que resultd en la divergencia de cada uno de
los ancestros de Attagis y Thinocorus.

Probablemente, Aftagis quedd restringida a la zona mas fria, dado que
los representantes actuales de este género permanecen en las zonas mas ele-
vadas en la Cordillera de los Andes (Attagis gayi) y restringida a la regién mas
austral de Suramérica (Attagis malouinus). En cambio, Thinocorus muestra una

tendencia mas mésica hacia la calidez, habitando actualmente cerca de la



122

costa (Thinocorus rumicivorus) y en zonas no tan elevadas en la Cordillera de
los Andes (Thinocorus orbignyianus), aunque la distribucion de este género es
bastante amplia abarcando también zonas frias.

En Australia, las condiciones de aridez y un clima mas bien templado pa-
ra el habitat de Pedionomus torquatus, sugieren que el uso de este tipo de am-
bientes es un rasgo ancestral y la condicion fria en Aftagis corresponde a un
rasgo derivado en la historia filogenética del grupo. Probablemente esta condi-
cién aparece como novedad evolutiva que permite el uso de nuevos ambientes.
No obstante, para probar esta hipétesis son necesarios estudios ecofisioldgicos
que permitan identificar y determinar por qué y cémo se mantiene la distribu-
cion actual en estos dos géneros de Thinocoridae.

Después del alza en las paleotemperaturas de fines del Oligoceno y co-
mienzos del Mioceno, la temperatura vuelve a bajar a los niveles del periodo
anterior y las introgresiones marinas ocurridas principalmente en Suramérica
se retiran. Esto podria interpretarse como un descenso en los niveles de los
océanos circundantes y una restauracion de la continuidad del habitat para
Thinocoridae. Es probable que en este periodo los dos géneros hayan super-
puesto sus rangos de distribucidn, proximos a o en la Suramérica austral.

Finalmente, la glaciacion oeste de la Antartica (14-11 ma) como conse-
cuencia de la abertura del Estrecho Drake, cubrié gran parte o todo el conti-
nente de hielo, desplazando la fauna y flora hacia lugares que no tuvieran hielo

en Suramérica. En esta época Thinocoridae habité al menos en la regién aus-
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tral de Suramérica y la extension hacia el norte de su rango de distribucion de-
pendi6é de la disponibilidad de areas abiertas y cubiertas con vegetacion del
tipo tundra o estepa. Este tipo de ambiente pudo estar localizado cerca de la
costa o en zonas elevadas del extremo sur de la Cordillera de los Andes, la
cual iniciaba su levantamiento final.

Otro evento geoldgico importante posterior en la zona austral de Sura-
mérica corresponde a una gran glaciacién a fines del Mioceno, entre 7 y 4.6 ma
(Mercer y Sutter, 1982). Este evento probablemente fragmentoé nuevamente el
rango de distribucion de la fauna y flora en el extremo austral de Suramérica,
afectando especificamente el linaje Thinocorus, lo suficiente como para que
este taxon presentara un evento de especiacién que dio lugar a la aparicion de
T. orbignyianus y T. rumicivorus. Ademas, el levantamiento del Cordon Andino
junto con la expansion del ambiente de tundra ofrecié un nuevo corredor por
donde las cuatro especies de Thinocoridae se habrian dispersado hacia el
norte. Esto explicaria el patrén de distribucion actual de las especies de Thi-
nocoridae en la Cordillera de los Andes (ver la Figura 1, pagina 4).

Al considerar la calibraciéon en el gen rRNA 12S, la estimacion de los
tiempos absolutos de cada nodo concuerda con el modelo presentado ante-
riormente. La edad de los nodos Pedionomidae-Thinocoridae (39.5 ma), Atta-
gis-Thinocorus (21.3-20.8 ma) y T. orbignyianus-T. rumicivorus (7.4-5.9 ma), se
ajusta con la separacion de Australia de la Antartica (38 ma), el calentamiento

global e introgresiones marinas de fines del Oligoceno (23 ma) y la gran glacia-
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k) Perspectivas de Investigacion Futura

Los éarboles filogenéticos confeccionados a partir de caracteres neutros,
como las secuencias nucleotidicas de DNA, proporcionan una estructura basica
sobre la cual es posible proyectar los diferentes estados de un caracter en par-
ticular y falsificar hipotesis acerca de su evolucién a través del tiempo. Por
ejemplo, la hipotesis de que el caracter X fue influido por el caracter Y es falsi-
ficada si X se desarrolla antes que Y.

Sin duda, la filogenia de Thinocoridae ofrece una estructura sélida para
investigar el modo de evolucién de caracteres morfoldgicos, ecofisioldgicos o
conductuales. Esta aproximacion podria responder, no solo interrogantes liga-
das a la misma evolucién del caracter, sino también predecir las paleoecomor-
fologias de los ancestros hipotéticos y asi completar el escenario filogenético
histérico de las especies consideradas.

Por otra parte, la certeza de los arboles filogenéticos generados puede
ser aumentada con el uso de modelos de evolucidén molecular especificos para
cada gen en particular. La creacion de estos modelos permite el desarrollo de
esquemas de ponderacion cada vez mas sofisticados que optimizan el uso de
la informacién filogenética disponible en las secuencias nucleotidicas de de-
terminados genes.

El gen rRNA 12S ha resultado ser util para investigar relaciones filoge-
néticas de origen Gondwanico, como es el caso de Thinocoridae y su grupo

hermano Pedionomidae. Sin embargo, es necesario desarrollar un modelo de
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evolucion molecular para este gen y asi restringir el andlisis s6lo a regiones
que resulten ser mas informativas dependiendo del problema filogenético exa-
minado. Actualmente existen programas para ordenadore.s que son capaces
de estimar la estructura secundaria de genes ribosomales, como el 12S. Sin
embargo, es necesario a la vez contar con una filogenia bien establecida para
decidir en funcidén de uno u otro plegamiento de la molécula. No obstante, la
falta de secuencias del gen rRNA 128 disponibles para estudios comparativos
ha aplazado el desarrolio de estos modelos en las aves.

La filogenia de Thinocoridae es robusta dado el bajo niumero de espe-
cies que conforman este grupo de aves y la claridad de su patrén cladogenéti-
co, en donde la magnitud y disposiciéon de las distancias entre los nodos no
permiten agrupamientos alternativos. Por lo tanto, este grupo de Charadriifor-
mes ofrece un marco filogenético apropiado para el desarrollo de modelos de
evolucion molecular de genes ribosomales como el 12S.

Finalmente, los estudios filogenéticos en otros grupos de aves con dis-
tribuciones intercontinentales en el hemisferio sur, como la de Thinocoridae y
Pedionomidae, podrian incrementar la certeza de hipétesis de especiacién por
vicarianza debido a eventos geoldgicos como deriva de continentes, introgre-
siones de mares epicontinentales y glaciaciones ocurridas en los paleoconti-
nentes australes. La escala de estudio que puede abordar la sistematica mole-
cular es tal que, en principio, la evolucién de las biotas puede ser examinada

por esta disciplina, incluyendo la fauna y flora de grandes regiones biogeogra-



127

ficas.



CONCLUSIONES

1. La filogenia de Thinocoridae, basada en las secuencias nucleotidicas de los
genes mitocondriales citocromo b y rRNA 12S, es congruente con la primera
hipotesis de trabajo. Aftagis y Thinocorus son monofiléticos y el grupo hermano
de Thinocoridae es Pedionomidae. Por lo tanto, la primera hipétesis de trabajo

no es rechazada.

2. El arbol filogenético resultante presenta una alta certeza estadistica en co-
rrespondencia con el conjunto de datos. En general, los valores de “bootstrap”
son maximos (100). Ademas, la misma topologia fue generada por tres méto-
dos diferentes de reconstruccién filogenética en donde cada uno de ellos su-
pone premisas diferentes para dar cuenta de la divergencia entre las secuen-

cias examinadas.

3. Ambos genes mitocondriales, citocromo b y rRNA 125, sujetos a diferentes

restricciones moleculares, entregan la misma topologia cuando se consideran

separadamente o conjuntamente en el analisis.

128
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4. Los eventos cladogenéticos en la filogenia de Thinocoridae son consecuen-
cia de perturbaciones de gran escala que determinan efectos vicariantes a lo
largo de la historia evolutiva de este grupo de aves. Tales eventos incluyen
deriva de continentes, grandes introgresiones marinas, glaciaciones y eventos
orogénicos ocurridos durante el Terciario en los ultimos 40 ma. Por lo tanto, la

segunda hipotesis nula no es rechazada.

5. La calibracion del reloj molecular en el gen rRNA 12S, mas la homogenei-
dad en las tasas de evolucién molecular de Struthioniformes y Charadriiformes,
sugiere que este gen evoluciona a una tasa menor que la descrita en mamife-
ros y salamandras. lLa calibracién_tradicional seria insostenible en términos
biogeogréficos. Sin embargo, es necesario obtener una mayor cantidad de se-

cuencias nucleotidicas para probar esta hipétesis con un grado mayor de cer-

teza.
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APENDICE A

Secuencias del gen citocromo b. Cada sitio esta enumerado del 1 g

1,044. Los puntos representan igualdad de nucleodtidos respecto a la primera

Secuencia que corresponde a |a de Chionis minor.
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APENDICE B

Secuencias del gen rRNA 12S. Los sitios estan enumerados del 1 al
408 incluyendo los intervalos. Los puntos representan igualdad de nucledtidos

respecto a la primera secuencia que corresponde a la de Chionis minor.

148



149

.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
-
.
.

Lovrrrmrnnerennens PEGH SnUTNOTRW
I GLEP SnUTnoTEew
Lreesenete rassnne HHOO H\Amm
R R D I I ._”OOO ﬂ%@@
Sesseseesieieeiiets GTPP SNTOATOTWNT
*** 8Z00 SNIOATOTUNI
*** g£6Gz snueTtAubTqgio
*** 2000 snueTAubTqIo
R © s e s e e e L.89¢Z W.DU.GSNV.HOU

CHENEFE I YIRS AHERET e NEEETA R RRE SR s e e e s e m_lwwm msu.mswuop
s ewmmasiriae s s snueoTIsUIR

SRS 4P RS AR S AR 5 VRS Ve S 5 A e FEETTT eqTe

DLIODYIIOVYODIDVILYLYODYIDIVVIYOD LYYLO LD LLOLIDOVOOVYIVILIDYIIIVYYYIDDDDLODIDDLIIOVIOVY LD JouTw
068LOGVECTO68LOSVECTO68LISVECTO68LISTECTO68LOGYECTO68LOGTECTO68LOSYECTO68LISHETT

9GGGGGSGGGSV VIV VPPV P ECEEEEEEEELITCCCCZCCTTITITITITITO0000000006666666666888888888

0 A A A A O O I O A O O O I O R

‘AL LYY

ALYL Y

ALY gt
g

.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.

.
.
.
.
.
.
.
.
.

L = I

ALt L
‘aLoe
L gt
QLD
LD
IOL Dt ree
IoL D e

® s o o e s e s a0 e

.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.

S S

FORYUUVVOVUUU
CE B B B B B B BB BB

-0

.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.

® o 6 6 s o 8 s s s s s 8 s 2 s e s s s s e s e e s e

AR

“

s R R LI fo o R R R o R A T R e Lo o LR R § 51 SRS pECH SnuTnoTew
R R P gty I D L LD CLL DL D IDYD e 108 ue GLEp SnuUTnoTew
R R R R T TIOD D L ID T CLL DL D DY et 1100 TAEH

1> R > R T o R i Al > R e Re 12} o R 1000 TAebH
DD = tIDDW I IO e e 0TIPpy SNIOATOTUINT
DIt —=t IO LI LD TOYDD e e 8700 SNIOATDTUNI
R o RS MIMTERIER ¥o Yo ) Al AR AkFo e 1o MU I I T oo mSGMH%EmﬂQHO
Cr DD Dt IDDY LT L D D9ttt rrrrcrrscsees 2000 snueTAubTgIO
I PN, P Y o 16 1o Rt R IR 189z snaenbzon
o o IERY, e L IITIEY Ve v RIS I IR IR G897 snaenbxog
e 1o Rt o IR, Ap o (F LTS IO o Riire TN AR snueo TISWE
e O P PRV R eqTe
LOVYYYLLODOVYYIOVIOYOIVIOYTYOIDDLIDODDLYIOVYYYIOY - ———LIODDOVY -~ LLLOLYDLILDIVYVYILIODOVILOD ITouTul
068LOGVECTO68LOCVECTO68LOGYECTO68LOGVECTO68LOGVECTO68LOGYECTO68LIGYECTO68LIOGYECT
SLLLLLLLLLL9999999999GGGGGGGGSSY vV VPP PECEEEEEEEECZZECTCCCZTITITITITITIITIT

cOLULVLLDLLOLDO

e
R

.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.

.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.

© % 8 s e e s e e s s s e s 8 e e s e e s s s s s

“ s s s s 8 s e e e e s e v e s s s s e e s s

-0
e
-0

VU ZMmA BB B LR

VO Z M A DD E A



150

T e LT SR
T e LI ST
T e R SRR
s MR r SRR
R LI P NRTIPRPPPREE
T T P S IR TRINPIPIIP
R T L R ARP
RIS LU P RIRIZRE

Bt OL—IY Dt D-WY D D
P R i o P S SR P
o LR L

Ceaygre e enyeye
ceaygr ey
R
ceygree eyt
Ceggre e eneyge .
Ceaygree e ey
ceaygre eyt

Yoyt
R R

AP Py
Ceaygre e

Cagrereesenageees
e

cemeseae cegeeees
cemereessanes oyexes s
camereessanas 8
Cemereseeesas ot e
cemees vo o mgye e
Cemr e
Cepereseaisigaees

ceme e negenas
I e s

T
.. ey
et
Sy

Sy
ey e
e e
sy -

CECE

Y-9DYIDIIOLYYVVYDOVLVLLOVIDLLLLYOVYILOODD LYV LOYYOD LODIDILVYVYIDIVIVYLODYYILOOVIVYIVYYLOVYLIOD
068LIGVECTO68LOGVECTO68LISGHECTO68LIOGTECTO68LISVYECTO68LOSGTECTO68LOGTECTO68LIGYELCT
CTTTITTTITITTOO00000000066666666668888888888LLLLLLLLLLE9D9999990GGGGGGSSGSV VI I P TI
CEECEEECECEEEECEEEEEEECTccccceeereeeeicceeceeceiieceieieeeecececeeeereeeceeeeeee

eyt g
I
N TEEEE

cege gyt R

LR, TR EE

N T LR T

ceqeeyyrreeee e

Cenye eyt

I

e 3D_npt L

R T T

‘599 .oavyeon o
P &
Cirgye ey s ens 5
Ceeqeeenqe e e
Ly enme e veo-
Cege ey
Ceqee oty
S
gLt g gD
T Ry I
Ceigee e 90

s e s s e e

Ceseeee gty
RN E P EE eSS IR« g
Ceee . Ceeegn ey
5 5 8 L R
R R T IR T ropp s
ety NS
"y R e
ey PR
e
CEERRES ¢ § R A
Ceeeeeaage eI

DD LYVYILILOOVIVYOVYOOVDLOVIVYIDLOVYOVYD LI LLLLIIDYILODOYIIDDLODIDDIVILYIVILIOIOYD-D99YIIDDL
068L9GVECTO68BLIGVECTO68LISVECTO68LIGVECTO68LIGVECTO68BLIGYECTO68LOGYECTO68LIOGYELT
PECEEEEEEEECCCCCCCCZZITITITITIITITTIO000000000066666666668888888888LLLLLLLLLLID9999939
CTTTCTTLLTLTCCCTTTTTTTTleeccelZcClCCCZCCCZTITTTTITTITTITTTITTITTTITITTTITTITTITTITTTITITILITIT

7EGY
SLEV

mSCHSOHME
sSnuUTnoOTeu
1100 TAeH

1000 TAeb

0TPP SnIOATOTWNI
8Z00 SNIOATOTWNI
£G6Gz snueTAubTqIo
2000 snueTtdiubTgIo

L89¢
G89¢

FESY
SLET

snayenbxoj
snayenbxog

snued TISWe

eqre
ToUuTW

mﬂCHjOHME
snuTnoTeu
1100 TAeb
1000 TAebH

0TFPy SnNIOATDTUNI
8200 SNIOATDTWNI
€66z snueTtdAubTqIo
2000 snueTAubTgIo

L89¢
§89¢

snyenbion
snaenbion

SnueoD TIDWe

eqre
JouTu

.

VO Z MM e

DUZ MM DB BT



151

R Al PESY snutnoTew
ceeeeyget GLEY SnuInoTew
Ceee ey 1100 TAeH
Ceee ey 1000 TAeH

"ty QIPP SNIOATOTWNIT
crercytt 8200 SNIOATOTWNI

seeseees cccz mﬁCMH>C@HQHO
sttt 7000 SnueTAubTqIo

T i loE L8972 Wj“.@jwuop

owwe e . G689z snienbxoa

$ S s snued TI2We

IR A eqre

LODOVYDOD9D IouTtu

8LOGFECT

00000000

A AR A AR A
a&.. .-.U & NI LN sy e e e s 0 v “e ey venegye s e -y o Wmmv m.sﬁl.nj.o.ﬂ.m.rﬂ
(T AR P I S T A A R Y s SR I R RN T A AT, EFS R o PR LYo LI GLEP snuTnoTew
<.......U... ate T AR Ak AR B3 T e Rl Sew s sy mmEe v ae s ey s G ey ey s 8w e sy ey e 1100 H\ﬂ.@@
R e ey SR T AR AR AR T R S A S ceee e iygyt gt o E LSRR 1000 .ﬂ\nmm
-nl-t-l-l---UU-B-d--.-U-<-UO- ® o o 8 s o s --l-t.n.‘{UU -O-' ------ -.-gwll- OHV@ ijO\VHUﬂE:H
e« 8500 0 0 00 ...UU.._H_-JAN......U.«ﬂ«..omu...... « o e e 0 0 0 0 W= ey e e 4 e SRR TA" o R @NOO WSHO\/HU._HES.H
....-...U......UU-.Bg......U.‘@..UU. e s e e s e SE SR SRR SRR S RERS R YRR S Y Ceey msﬂm.ﬂxﬂgmﬂﬁg“o
........U.....-UU..—H..«......U-AN..U@........... e L TR LR LR TR o M NOOO mﬂﬁm‘ﬂ%ﬁm:ﬁg“o
....H_....U.......U..B.<......U.<..U.. R R R R Y R e o) A oyeLy eLy e 1.892 WSPMSUHOU
-..,H..-.U-......U..,H.f@-.-...0.4.-0.....-... ...... R A AT R AR HegpEEe 5892 WSU.M.DNV.HOU
..._H.....U@../N:.U_H_._H...4&.0.......4-.@-..............-....._H_.._H:H_U..U.U..-...U.OXN.... WSCMUHHOEM
................4-...........................................................-. mﬂuﬂm
9100099 LIOVVILLLODIID LY -V IVYIVODD LYYV IOYIOV I IIVODDDIYYDD ~DDOWOVI LYYYD LOLO LOVOVY TouTW

068LOSVEZTO68LIGHEZTO68L9GHEZT068LOGHEZT068LISHEZT068LIGVEZT068LISVEZTO068LIGVETT
066666666668888888888LLLLLLLLLLIOO9O99999GSSSSGSSSSV PP P PPEEEEEEEEEETTETTTTTT
[ARR R R RN SRR N X N A AR AR R A AR A A X AN AR AR AR AR AR XA A XA AR XA XA A XX A XXX A XA XA XA AR AX R AN

VOZMAERE BB

VU Z MM E BB



