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RESUMEI\

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, así como su posición taxo-

nómica en relación con otros grupos de aves, han sido materia de debate y han

llamado la atención de los sistemáticos desde el siglo pasado. Las últimas evi-

dencias a partir de la hibridación de DNA -Sibley et. al., 1988- indican que

Pedionomidae, una familia monotípica australiana, es el grupo hermano de

Thinocoridae. Esta relación filogenética unida a la distribución de Thinocoridae

y Pedionomidae sugiere un origen Gondwánico para el ascendiente de Thino-

coridae. No obstante, los resultados de la hibridación de DNA han generado

polémica y una evidencia idónea para contrastarlos proviene de las secuencias

nucleotídicas de DNA.

Se secuenciaron un total de 1,A44 y 408 pares de bases de los genes

mitocondriales citocromo b y rRNA 125, respectivamente. Se confeccionaron

árboles filogenéticos a través de los métodos de parsimonia, de distancia y de

probabilidad máxima, en donde Chionidae (Chionis minor y C. alba) y Scolopa-

cidae (Numenius americanus) fueron usados como grupos externos. Además,

1)tJ
l
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la tasa de evolución molecular del gen rRNA 125 fue calibrada sobre la base

de la divergencia existente entre ratites sudamericanas (Pterocnemia pennata y

Rhea americana) y australlanas (Drotmaius novaehollandiae y Casuarius casua-

rrus), suponiendo que el aislamiento de Australia ocurrió hace 38 ma.

La topología generada a partir de secuencias nucleotídicas es con-

gruente con los resultados de hibridación de DNA. Thinocoridae es un grupo

monofilético y Pedionomidae su grupo hermano.

Usando el reloj molecular del gen rRNA 125, se estima que la separa-

ción de Pedionomidae y Thinocoridae habría ocurrido hace 39.8 ma, probable-

mente debido al aislamiento de Australia a fines del Eoceno. La separación de

Attagis y Thinocorus habría ocurrido hace 22.7-20.5 ma, data que coincide con

el calentamiento global e introgresiones marinas del Mioceno. Finalmente, la

separación de L orbignyianus y L rumicivorus habría ocurrido hace 7.4 ma,

data que coincide con la gran glaciación y el último levantamiento de la Cordi-

llera de los Andes a fines del Mioceno. Además, la tasa de evolución molecular

del gen rRNA 12S sería 3.3 veces más lenta que la descrita para mamÍferos y

salamandras al considerar sólo las transversiones. Sin embargo, se necesita

una mayor cantidad de secuencias nucleotídicas mitocondriales para probar

adecuadamente estas hipótesis.

)
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ABSTRACT

Thinocoridae is an endemic South American charadriiform group, con-

sisting of four species and two genera: Thinocorus rumicivorLts, 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 -Sibley 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.

I sequenced a total of 1,044 and 408 base pairs from the mitochondrial

genes cytochrome b and 125 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 125 rRNA

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



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 'l25 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 L 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-

quences would be required to adequately test these hypothesis.
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INTRODUCCIÓN

a) Descripción de Thinocoridae

Thinocoridae es un grupo de Charadriiformes que está compuesto por

dos géneros y cuatro especies: Attagis 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 a|.,1986]. Esta familia es exclusivamente Neo-

tropícal y habita desde los Andes ecuatorianos hasta la porción más austral de

Suramérica. Su rango de distribución presenta un gradiente de altitud extremo,

desde las costas cálidas de Perú y CL1!9_!asta el límite de nieves en la Cordi-

llera de los Andes a 5,60O msnm (Chapman, 1926).

En general, son aves 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 críptico con colores grises y cafés que consi-

gue un mimetismo extraordinario. Generalmente, se trasladan en bandadas

con un vuelo muy rápido semejante al de las becacinas -Gallinag* y, en

relación con su conducta reproductiva, colocan de tres a cuatro huevos cónicos

sobre el suelo que presentan el patrón típico de colores crípticos descrito para



los Charadriiformes (Goodall et a\.,1951).

Específicamente, Aftagis gayi habita la zona de la puna del sur de Ecua-

dor, Perú, oeste de Bolivia y de todos los Andes chilenos. La distribución hacia

el sur de esta especie se extiende hasta las zonas montañosas de Útt¡ma Espe-

ranza, Sierra Baguales y otras áreas 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 distribución se encuentra restringida al sur de Chile en Magallanes y Tierra

del Fuego. En Argentina, habita desde el oeste y sur de Río Negro hasta Tie-

rra del Fuego, Cabo de Hornos, lsla de los Estados e lslas Falkland (Figura 1;

Venegas,1979).

Thinocorus orbignyianus habita desde los Andes del sur de Perú y su-

roeste de Bolivia hasta Magallanes. Rara vez desciende bajo los 700 msnm,

excepto en el extremo sur de su rango de distribución. En el oeste de Argenti-

na, habita desde Jujuy y Salta hasta Tierra del Fuego e lsla de los Estados

(Figura 1; Maclean, 1969).

Finalmente, Thinocorus rumicivorus es la especie de menor tamaño y

habita en terrenos abiertos con vegetación baja y esparcida, generalmente cer-

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

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



zona de la puna de los Andes del oeste de Bolivia. Su distribución contínúa por

la costa de Chile desde el sur de Atacama hasta Magallanes.. En Argentina, se

encuentra en Jujuy, Tucumán y desde el sur de Río Negro hasta Tierra del

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



:T. orbigtyianus
WffiT. rumicivonu
m Ambas especies

r- A. goyi
nmm l. malouinus
m Ambas especies

Figura l. Distribución geográfrcay las localidades de captura de las cuatro especies que

conforman Thino coridae.



b) Un Escolopácido Aberrante

Los grupos mayores de aves com¡enzan a distinguirse cuando Huxley

(1867) define los tipos de paladar y su significación taxonómica, proponiendo

agrupar a todas las aves schizognatha en un sólo gran grupo. Según este ca-

rácter, Thinocoridae no era considerado dentro de los Charadriiformes, por po-

seer un paladar del tipo aegithognatha.

Garrod (1877), quien revolucionó la sistemática de las aves al proponer

una clasificación de todas las aves conocidas en su época, estudió la anatomía

de Thinocoridae confirmando, entre otras cosas, que la pterilosis de Thinocori-

dae es del tipo Charadriiforme. Garrod postuló que los parientes más 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 sistemáticos de la segunda mitad del siglo pasado ya reconocían la

relación de Thinocoridae con el grupo de los Charadriiformes, esto es, con La-

ridae, Chionidae, Alcidae, Charadriidae y Scolopacidae, entre otros (Seebohm,

1888; Fürbringer, 1988; Shufeldt, 1891 y Sharpe, 1981). Posteriormente, esta

relación fue reforzada con estudios de anatomía interna, tales como los estu-

dios miológicos de Mitchell (1905). Sin embargo, Mathews e lredale (1921)

apuntaron que los caracteres internos que favorecían la alianza con los Chara-

driiformes habían sido mat entendidos y colocaron a Thinocorídae junto con los



Galliformes.

Las caraclerísticas morfológicas de Thinocoridae motivaron a Lowe

(1923) a sugerir que esta familia, junto con Turnicidae y Pteroclidae, sería un

relicto de un grupo ancestral que estaría extinto y de donde se habrían origina-

do grupos actuales como Columbidae (palomas) o Charadriidae (chorlos). Sin

embargo, con estudios morfológicos posteriores detallados de Thinocorus y

Attagis, Lowe modifico su opinión previa considerando que Thinocoridae es

indudablemente un Charadriiforme.

Stresemann (1927-34) propuso varios rearreglos dentro de los Chara-

driiformes y señaló una relación lejana de Thinocoridae con Gruidae y Arami-

dae (grullas). Esta observación fue reafirmada por Mayr y Amadon (1951),

quienes comentan que los Charadriiformes podrían estar relacionados con las

grullas a través de Burhinidae, Jacanidae o Thinocoridae. Diez años más tar-

de, Verheyen (1961) destaca el paralelismo entre Pteroclidae y Thinocoridae y

considera que estos dos grupos están relacionados por paramorfogénesis, co-

locándolos en un suborden separado dentro de sus Columbiformes.

Otro rasgo aberrante de Thinocoridae fue revelado por los estudios de

Stresemann (1966), quien estudia el patrón de muda que presenta esta familia.

La muda de las plumas primarias comienza en forma ascendente desde la más

interna, es decir, la décima pluma. Sin embargo, después que se reemplaza la

octava o séptima pluma, la muda procede en forma inegular, lo que difiere a lo

descrito para otros Charadriiformes.



Posteriormente, con el uso de las primeras técnicas moleculares, se rea-

firmó la alianza de Thinocoridae con los Charadriiformes. Sin embargo, a partir

de la electroforesis de hemoglobinas y ovoalbúminas, no fue posible establecer

el grupo más cercano a Thinocoridae (Sibley et al., 1968; Sibley y Ahlquist,

1972).

Las últimas evidencias, basadas en la hibridación de DNA, muestran que

Thinocoridae es en realidad un Charadriiforme y que Pedionomidae es su pa-

riente más cercano, tal como se sugirió previamente sobre la base de estudios

osteológicos (Olson y Steadman, 1981). Además, Scolopacidae aparece como

grupo hermano de las dos familias anteriores (Sibley et a1.,1988).

En relación con la historia de la posición taxonómica de Pedionomidae

en la clasificación 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 sería el nexo que une a Tumicidae y Charadriidae. Posteriormente,

los estudios comparativos de Gadow (1893) incluyeron a Pedionomidae junto

con algunos Galliformes, conclusión que sería 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 relación de Turnicidae y Pedionomidae fue

por primeravez refutada por Bock y McEvey (1969), quienes encontraron dife-

rencias osteológicas suficientes entre estas dos familias como para colocarlas



en grupos distintos pero siguieron considerándolas como representantes anó-

malos de los Gruiformes.

Curiosamente, en los estudios de electroforesis de ovoalbúminas de Si-

bley y Ahlquist (1972) no se discute acer@ del patrón de migración de proteí-

nas para Pedionomidae ni se presenta la fotografía del gel electroforético, sino

que se limitan solamente a incluir esta familia entre los Gruiformes. Probable-

mente habían encontrado ya la notable peculiaridad de Pedionomidae en rela-

ción con el resto de los Gruiformes.

Los estudios osteológicos de Olson y Steadman (1981), dirigidos espe-

cíficamente a determinar el verdadero grupo hermano de Pedionomidae, fueron

determinantes para el cambio rotundo en la clasificación 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 relación

de Pedionomidae de Australia con los Charadriiformes y en especial con Thi-

nocoridae de Suramérica (Olson y Steadman, 1981:22).

Con esta revisión histórica concemiente a la clasificación de Thinocori-

dae y Pedionomidae, queda en evidencia que estos grupos de Charadriiformes

muestran características bastante peculiares que han sido responsables de

una clasificación antojadiza y debatida. Esto revela la necesidad de caracteres

neutros -como las secuencias nucleotídicas-, modelos para su dinámica de

cambio y métodos de reconstrucción filogenética rigurosos y objetivos, que

permitan establecer las relaciones evolutivas de acuerdo a un criterio temporal



más independiente de la biología fenotípica de estas especies.
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c) El Problema

Las biotas del hemisferio sur han representado un papel preponderante

en la formulación de modelos vicariantes y en la data de divergencias entre

taxa de continentes que una vez conformaron una sola región biogeográfica

(Hill y Scriven, 1995). Varios taxa que poseen una distribución fragmentada,

como las ratites, los marsupiales o las fagáceas, son sólo algunos ejemplos de

muchos otros grupos que han sido responsables de debates en torno a la im-

portancia de la especiación por vicarianza o dispersión (Croizal et al., 1974;

Platnick y Nelson, 1978).

Las hipótesis alternativas de especiación han sido sometidas a prueba

sólo después del desarrollo de métodos de reconstrucción filogenética, en

donde las relaciones entre taxa hermanos son vitales para argumentar en favor

de los eventos de especiación originados como consecuencia de derivas conti-

nentales (Brown y Gibson, 1983).

Una forma de dirimir entre vicarianza y dispersión 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 geológicos como el

establecimiento de nuevas barreras geográficas (McDowall, 1978). Además,

para datar la posición de cada nodo en una escala temporal sobre la base de la

presencia de paleolinajes, es necesario un registro fósil generoso que en la

mayoría de los casos no lo es, especialmente en aves (Carroll, 1988).

La sistemática molecular ofrece una solución al problema de escasez de
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registros fósiles, dado que permite establecer relaciones filogenéticas entre

taxa y a la vez estimar la magnitud de la divergencia entre secuencias ortólo-

gas provenientes de dichos taxa (Ridley, 1993). En vista de la teoría neutral,

se espera que esta divergencia sea sólo función 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 nucleotídicas de DNA

mitocondrial están 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 taxonómico 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 atención de los sistemáticos desde el siglo pasado. Como

se menciona con anterioridad, sus similitudes a escala morfológica, su hábitat

de regiones áridas y abiertas y la presencia de una molleja, sugirieron proba-

blemente a los sistemáticos <omo Bonaparte (1853) o Lilljeborg (1866)- que

los parientes más cercanos a Thinocoridae serían Pteroclidae de África --€an-

gae-, Tinamidae del Neotrópico o Galliformes (Sibley y Ahlquist, 1990: 463-

464). Hasta esa fecha y dependiendo del carácter morfológico considerado, la

posición taxonómica de Thinocoridae permaneció confusa.

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

filogenia de Thinocoridae proviene de la osteología comparada y la hibridación
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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 sería una familia

monotípica endémica del sureste de Australia, Pedionomidae, que hasta fines

del siglo pasado había sido agrupada junto con los Gruiformes (Wetmore,

1960, ver la Figura 2). Tal proposición, unida a la distribución actual de Thino-

coridae y Pedionomidae, sugiere un origen Gondwánico para el ancestro de

estos dos grupos. Además, el método de hibridación de DNA muestra a Attagis

gayi como grupo hermano de las dos especies de Thinocorus y, en relación con

los niveles de divergencia, las dos especies de Thinocorus divergen en un

A TsoH = 4.2, mientras que Affagís gayí presenta un A TsoH = 7.9 relativo a Thi-

nocorus (Figura 3). Sin embargo, la filogenia de Thinocoridae obtenida a través

de la hibridación de DNA está incompleta, faltando Attagis malouinus en los

análisis. Finalmente, el grupo hermano Pedionomidae dista con un A T5sH =

10.8 de Thinocoridae (Figura 3).

El nexo entre Thinocoridae de Suramérica y Pedionomidae de Australia

proporcionaría un escenario biogeográfico adecuado para establecer y recono-

cer el papel histórico de la deriva de continentes del hemisferio sur 
-Suramé-

rica, Antártica y Australia- en la filogenia de este grupo de Charadriiformes.

Esto podría ser sometido a prueba a través del análisis 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

hibridación de DNA ha recibido una fuerte crítica en relación con el grado de
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solidez del análisis (Harshman, 1994). Las secuencias nucleotídicas de genes

mitocondriales podrían proporcionar un marco de contraste y un complemento

de los resultados presentados por Sibley y Ahlquist en 1988 (Sibley y Ahlquist,

1990; Ahlquist et a|.,1987).
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V

Figura 2. Distribución geográfica y la localidad de captura de Pedionomus torquatus
(segun Llewellyr¡ 197 4).



15

Pdiqwrus

Attagis

Thfumtrs obignyi*nts

Figura 3. Relaciones filogenéticas de Thinocoridae obtenidas a través de la hibridación

de DNA (segun Sibley et al., 1993: 848). Se señalan los ATsotI para cada nodo en el

fenograma.

Trtrnicfums

a Scdopacidae
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d) Genes del DNA Mitocondrial: Citocromo á y rRNA 12S

Las secuenc¡as de genes mitocondriales han sido utilizadas en forma

extensiva para resolver relaciones filogenéticas en una amplia variedad de ni-

veles de jerarquía taxonómica. Las propiedades del DNA mitocondrial, tales

como la heredabilidad maternal, la ausencia de recombinación, el alto número

de copias y una alta tasa de evolución molecular, han convertido a esta molé-

cula en un marcador óptimo para la reconstrucción filogenétíca (Hillis y Moritz,

1990; Wilson et a1.,1985). Otra de las ventajas es el gran número de caracte-

res informativos que pueden ser obtenidos a partir de tales secuencias nucleo-

tídicas. En principio, cada mutación de un nucleótido en un gen puede ser

examinada e incorporada dentro del análisis filogenético.

Por otro lado, se han descrito los patrones de evolución molecular para

varios genes del DNA mitocondrial. Las tasas diferenciales de cambio respecto

al tipo de sustituciones nucleotídicas 
-transversiones 

o transiciones-, posi-

ción del codón o tipo de aminoácido reemplazado (Naylor et al., 1995), han

mostrado ser características de cada gen y es posible optar a priori por el gen

más informativo filogenéticamente de acuerdo a la magnitud de Ia divergencia

de los taxa que van a ser examinados. Los genes que evolucionen muy lenta-

mente relativo a la edad del grupo en cuestión no tendrán el número suficiente

de caracteres informativos, y los genes que cambien a una tasa demasiado

rápida estarán expuestos a la homoplasia y presentarán una señal filogenética

insuficiente y aleatoria (Simon et a1.,1994).
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En general, el gen mitocondrial que ha sido más utilizado en el campo

de la sistemática de aves y vertebrados es el citocromo D (Edwards ef a/., 1991;

Helm-Bychowski y Cracraft, 1993; Krajewski y Fetzner, 1994), dada la disponi-

bilidad de partidores universales para la secuenciación de esta molécula a tra-

vés de Ia reacción en cadena de la polimerasa (PCR, Saiki et al., 1988).

Sin embargo, muchos estudios que han usado secuencias nucleotídicas

del gen citocromo b han encontrado una resolución escasa en las ramas basa-

les de los cladogramas generados, fenómeno que se conoce como "filogenia

estrellada" (Helm-Bychowski y Cracraft, 1993). Este fenómeno ocurre debido a

la pérdida creciente de mutaciones que son filogenéticamente informativas ha-

cia la raíz del cladograma. Específicamente, existe una carencia de substitu-

ciones que pueden resolver los nodos basales, dado que la mayoría de los si-

tios que cambian libremente habrán sufrido mutaciones sobrepuestas, dejando

así la mayor parte de los caracteres informativos definiendo adecuadamente

sólo los nodos más recientes. La tasa de sustitución que posee el citocromo b,

determinada por restricciones funcionales, lo convierte en un gen útil para es-

timar filogenias de grupos con una divergencia no mayor que 50 ma (Graybeal,

1ee4).

Si se consideran los resultados obtenidos a partir de la hibridación de

DNA, el nodo del fenograma que sostiene Ia relación de Pedionomidae y Thi-

nocoridae, posee un valor de ATsoH = 10.8 (Figura 3, página 15; Sibley y Ahl-

quist, 1988). Utilizando la calibración de ATsoH = 1.0 = 4.5 ma (Sibley y Ahl-
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quist, 1983), este nodo tendrÍa una edad de 49 ma, de modo que la separacién

de Pedionomidae y Thinocoridae habría ocurrido a mediados del Eoceno, pro-

bablemente cuando Australia se separó de la Antártica. Sobre la base de la

misma calibración anterior, el nodo que sostiene la relacién de los dos géneros

Attagis y Thinocorus tendría una edad de 30 ma. Según estos tiempos de di-

vergencia y considerando el poder de resolución del gen citocromo b, es posi-

ble suponer a prioi que este gen presentará una alta resolución de los nodos

más recientes, pero a la vez tendrá problemas de saturación y no podrá ser

igualmente informativo en las ramas basales del cladograma al reconstruir la

filogenia de Thinocoridae.

Una forma de incrementar el número de caracteres que resuelvan las

ramas basales de un cladograma es secuenciar otro gen que evolucione a una

tasa más lenta y, al concatenar las secuencias de ambos genes, será posible

aumentar la resolución de los nodos basales. Además, considerando que los

genes del DNA mitocondrial están ligados en ausencia de recombinación, al

concatenar las secuencias de dos o más genes se generaría en principio un

incremento directo en la resolución 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 presión 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
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útil 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 especiación entre linajes de vertebrados, dado

que su tasa de evolución ha sido calibrada sobre la base de registros fósiles

(Caccone et al., 1994 y Kraus y Miyamoto, 1991). Por lo tanto, al utilizar las

secuencias del gen citocromo ó junto con las del gen rRNA 12S en los análisis

filogenéticos de Thinocoridae, se espera que se incremente la resolución para

la mayoría de los nodos en los distintos niveles de divergencia. Es así como se

justifica el uso de estos dos genes en conjunto para establecer las relaciones

filogenéticas del grupo problema, Thinocoridae.



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 nucleotídicas de los genes mitocondriales citocromo b y

rRNA 125.

20



oBJETrvos ESPECÍnrcos

1. Determinar la secuencia nucleotídica de los genes citocromo b y rRNA 12S

de cada una de las cuatro especies que conforman a Thinocoridae y sus gru-

pos externos Pedionomidae, Scolopacidae y Chionidae.

2. Confeccionar árboles filogenéticos usando métodos de reconstrucción filo-

genética parsimoniosos, de distancia y de probabilidad máxima.

3. Calibrar el reloj molecular del gen rRNA 125 y estimar el tiempo de diver-

gencia de cada nodo en el árbol filogenético de Thinocoridae.

4. Proponer un modelo de especiación para Thinocoridae.

2l



HIPÓTESIS DE TRABAJO

1. A partir de las evidencias de hibridación de DNA propuesta por Sibley et al.

(1988), se espera encontrar la misma topología, pero ahora sobre la base

de caracteres neutros como son las secuencias nucleotídicas de DNA, del

grupo en estudio. Sin embargo, en los análisis de hibridación no se consi-

deró a Attagis malouinus (Figura 3, página 15). Esta especie podría pre-

sentar una ecomorfología paralela a la de Attagis gayi y, si es así, Affagis

sería un grupo parafilético. Por lo tanto, la hipótesis nula de trabajo sería

Ho: Auagis y Thinocorus son recíprocamente monofiléticos, siendo Pedionomidae

el grupo hermano de Thinocoridae

y la hipótesis alternativa (una de ellas)

IIr: Attagis es parafilético y Thinocorus monofilótico, siendo Pedionomidae el

grupo hermano de Thinocoridae.

))
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Ho:

2. Considerando la distribución 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, sería equivalente o no al tiempo de disyunción entre Australia y la Antártica

si es que,

la separación de Thinocoridae y Pedionomidae corresponde a un evento cla-

dogenético vicariante

ost

la distribución actual de Thinocoridae y Pedionomidae puede explicarse por

dispersión,

respectivamente.

Hr:



MATERIALES Y MÉTODO

a) Colecta y Preservación de las Muestras

Se colectaron y procesaron 13 especímenes correspondientes a ocho

especies, cuatro espec¡es del grupo interno Thinocoridae 
-Thinocúrus 

rumici-

vonts, T. orbignyianus, Attagis gayíy A. malouinus (dos individuos por taxon)-

y cuatro especies como grupos externos pertenecientes a las familias Pedio-

nomidae 
-Pedionomus 

torquafus (grupo hermano)-, Scolopacidae -Nume-
nius americanus- y Chionidae (Chionis minor y C. alba, ver la Tabla l). Los

especímenes de referencia fueron depositados en el Museo Nacional de Histo-

ria Natural (MNHN) de Chile y en el Royal Ontario Museum (ROM) de Canadá.

lnmediatamente después de haber sacrificado el animal, se removieron

algunas muestras de tejido de músculo cardíaco, músculo pectoral e hígado -
excepto de Pedionomus torquatus y Attagis malouinus, ver más adelante-.

Los tejidos fueron recuperados en tubos criogénicos y congelados en nitrógeno

líquido durante el transporte al laboratorio, en donde fueron almacenados a -80

oc.

En Affagrs malouinus, sólo se obtuvieron muestras de trozos de pieles de

colección -de dos individuos- donadas por el MNHN de Chile.

24
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Las localidades de colecta de las cuatro especies que conforman Thino-

coridae se presentan en la Figura I (página 4)junto con sus rangos de distribu-

ción geográfica respectivos.

Por otro lado, considerando el estado de conservación de Pedionomus

torquatus (Llewellyn, 1974), de esta especie se obtuvo solamente muestras de

sangre de dos especímenes. La sangre se extrajo de la vena braquial, se mez-

cló directamente con 0.1 v de EDTA (500 mM, pH 8.0) y se congeló inmedia-

tamente en nitrógeno liquido.

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

misma forma que el resto de los tejidos.



Tabla 1. Número de indiüduos por especie y las locaüdades en donde fueron colecta-
dos.

Localidad
Taxa Nombre País Latitud Longitud Código'
Thinocoridae

Thinocorus rumi civoru s
T. rumicivorus
T. orbignyianus
T. orbignyianus
Attagis gayi
A.sdyi
A. malouinus
A. malouinus

Pedionomidae
Pedionomus torquatus
P. torquatus

Scolopacidae
Numenius americanusb

Chionidae
Chionis minor
C. alba

Playa de Santo Domingo
Estancia Las Violetas
Portezuelo de Putre
Embalse El Yeso
Portezuelo de Putre
Portezuelo de Putre
Onaisín, T. del Fuego
Porvenir, T. del Fuego

I{ay, Nueva Gales del Sur
Hay, Nuwa Gales del Sur

Alberta

Isla Crozet
Rio Grande

330 40', S 7to 3g',O
530 4l' S 67" 56',O
180 12' S 69" 35'O
330 36', S 70" 00'O
180 12' s 690 35',O
18'12', S 69'35',O
530 24'S 69o lg',O
53" 17' S 70" 21'O

300 55', S 1450 05'E
300 55' S 1450 05',E

550 00'N 1150 00'o

460 00' s 520 00'E
36009'S 69041'O

JG 0028
AJB 44IO
JG 0002
MKP 2553
JG 0001
JG 001 1

MNHN 4375
MNHN 4534

MKP 2685
MKP 2687

RCA 8847

cM0002
ATB 4465

Chile
Argenüna
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile

Ausüalia
Ausü:¿lia

Canadá

Francia
Argentina

a: Los códigos corresponden a los números de colección de tejidos congelados del ROM (Canadá) eicepto
los de,4. malouinus que pertenec€n a las colecciones de pieles del MNHN (Chile). Cada número del códi-
go, más la primera letra del nombre genórico y del nombre específico, se utilizañi como la abreviación que
identificaná a cada individuo en este documento, ejemplo: Attagis gayi JG 0001 = Ag000l.
b: Secuencia obtenida por Birt y Baker (datos no publicados).
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b) Aislamiento, Amplificacién y Secuenciación det DNA

El DNA total fue aislado desde 0.1 g de tejido congelado (músculo car-

díaco, músculo pectoral y/o hígado), 15 ul de sangre de Pedionomus torquatus

y 0.5 cm2 de piel de Attagis malouinus.

El tejido de cada espécimen fue macerado en 350 ul de butfer STE [100

mM NaCl,25 mM EDTA,20 mM Tris-HCl (pH 8.0),40 ul de SDS (10%) y 2ul

de proteinasa K (20 mg/ml)1. La mezcla fue rotada suavemente durante 12 h a

52 oC. Posteriormente, el DNA fue extraído dos veces con 500 ul de fenol

-saturado 
con Tris-HCl- y una vez con 500 ul de una solución clorofor-

mo/alcohol isoamílico en una proporción 2411 (Sambrook et al., 1989).

El DNA fue precipitado por la adición de 4 ul de NaCl 5 M y 400 ul de

etanol puro a -20 oC. La mezcla se agitó suavemente durante 5' y se congeló a

-80 oC por 15'. Los precipitados de DNA, obtenidos por microcentrifugación,

fueron lavados una vez con etanol (7Oo/o, -20 oC), secados en una centrífuga al

vacío y resuspqndidos en 200 ul de agua bidestilada.

Las amplificaciones, a través de la reacción 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 reacción de PCR

(V = 25 ul) contuvo 2 ul de la solución de DNA templado y 23 ul de una solu-

ción con laF siguientes concentraciones finales: 10 mM de Tris (pH 8.3), 2.5

mM de MgCl2, 50 mM de KCl, O.O1o/o de gelatina, 160 ug/ml de albúmina sérica

de bovino, 0.75 mM de dNTP, 1 uM de cada partidor y una unidad de la enzima
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pol¡merasa de DNA Taq (Thermus aquaticus, Boehringer-Mannheim). En cada

amplificación se utilizó un control negativo que, en lugar de DNA, contuvo agua

estéril bidestilada. Todos los volúmenes de reacción fueron cubiertos con una

o dos gotas de aceite mineral para prevenir la evaporación durante el calenta-

miento.

Las condiciones de PCR fueron: 30-35 y 4A48 ciclos de amplificación

para el tejido fresco y el proveniente de trozos de pieles de colección, respecti-

vamente; 94 oC por 45-90" para la desnaturación, 48-58 oC por 4560' para el

alineamiento y 72oC por 45-120" para la extensión. El primer ciclo fue prece-

dido por una etapa de desnaturación a g4 oC por 2' y el último ciclo fue seguido

por una etapa de extensión a 72oC por 5'.

El DNA amplificado fue purificado y extraído de geles de agarosa al2o/o

--€n solución tampón TA- y visualizados con bromuro de etidio bajo luz ultra-

violeta. El DNA de las bandas fue extraído por centrifugación a 4,000 rpm por

10' en una microcentrÍfuga de mesón estándar usando puntas de pipetas filtra-

doras (Dean y Greenwald, 1995).

Se utilizó una batería de reactivos Amplicycle (Perkin-Elmer) para se-

cuenciar 5 ul de los productos de la amplificación utilizando los partidores de

secuenciación señalados en la Tabla 2, de acuerdo al método de Sanger (San-

ger ef a1.,1977) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Antes de comen-

zar la secuenciación, las muestras fueron desnaturadas a 95 oC por 5'.

El DNA marcado radioactivamente, con P32, fue separado en geles de
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urea al 5% usando "Long Range/' (J T Baker lnc., Phyllipsburg, Nueva Jer-

sey). Los geles fueron corridos por 1.5-5.5 h a 75 W. Para incrementar el nú-

mero de bandas visibles, una gradiente de soluciones tampón fue confecciona-

da colocando 30 g de acetato de sodio en el recipiente inferior (V = 500 ml).

Luego de secar los geles en una estufa al vacío, estos fueron expuestos a pelí-

culas sensibles a rayos X por 48-120 h.
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Tabla 2. Secuencia y localización de cada oligonucleótido usado como partidor para la
amplificación y secuenciación del citocromo b y el rRNA 12S".

Nombreb Posición" Secuencia del partidor

bl L 14,990 5'-CCATCCAACATCTCAGCATGATGA\TM-3'

b2 L 15,298 5'-GCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3'

b3 L 15,212 5'-GGACGAGGCTTTTACTACGGCTC-3'

b4 H 15,689 5'-TTGCTGGGGTGAAGTTTCTGGGTC-3'

b5 L 15,578 5'-TTCCACCCCTACTTCTCACTAüquqü{GA-3'

b6 H 16,065 5'-GTCTTCAGTTTTTGGTTTACAAGAC-3'

b9 L 15,347 5'-GTCATCACATav{CCTATTCTC-3'

12S a L 1,091 5'-AuaIrqüq.AGCTTCtua\r\CTGGGATTAGATACCCCACTAT-3'

12Sb }l1,478 5'-TGACTGCAGAGGGTGACGGGGCGGTGTGT-3'

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

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

c: Las lctras (t-) V (H) sc rcficrcn a la hcbra liviana y pesada, rcspcctivamcntc. Los númcros corrcspon-
den a la localización del cxtremo 3' del partidor en la secuencia del DNA mitocondrial de Gallus gallus

@esjardins y Morais, 1990).
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b3_> b9_> b5_- (16,035)

(14,893) +b2

Figura 4. Localización de los partidores utilizados en la ampliñcación y secuenciación
del citocromo á. Se señalan entre paréntesis la posición del extremo 5' y 3' del citocro-
mo á en el DNA mitocondrial de Gallus gallus (segun Desjardins y Morais, 1990). Los
oligonucleótidos y su posición exacta aparecen en la Tabla 2. Aguas arriba del citocromo
á la subunidad 5 de la deshidrogenasa de NADH OrDs), aguas abajo el RNA de transfe-
rencia para treonina (tRNA Thr).

<- b4 <-b6
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c) Análisis de las Secuencias Nucleotídicas

Las secuencias del gen citocromo b fueron alineadas manualmente con

un editor de secuencias ESEE, versión 3.0 (Cabot y Beckénbach, 1989). Las

secuencias del gen rRNA 125 fueron alineadas previamente con CLUSTAL,

versión 5.0 (Higgins ef al., 1991) y luego manualmente.

La estadística básica, como el porcentaje de composición de los dife-

rentes nucleótidos, las matrices de distancias, el número de transiciones (ts), el

número de transversiones (tv) y las -razones de estas (ts/tv), fue calculada con

el programa MEGA, versión 1.01 (Kumar et a1.,1993).

El sesgo en la composición de bases fue estimado por

c =?sl" - ozd (1)
3ol"i 

v'Lrlt

en donde (c, ) es la frecuencia de la iésima base (lrwin et a1.,1 991 ).

Dada la hipótesis de trabajo, se utilizaron como grupos externos las se-

cuencias de tres especies de Charadriiformes para enraizar los árboles filoge-

néticos: Chionis minor, C. alba y Numenius americanus (Tabla 1, página 26).

Thinocoridae será tratado como grupo interno y como grupos externos Pedio-

nomidae, Scolopacidae y Chionidae.

Las relaciones filogenéticas fueron investigadas con el criterio de parsi-

monia máxima usando el programa PAUP, versión 3.0 (Swofford, 1993). Los

caracteres fueron especificados como no ordenados, los intervalos 
-delecio-

nes o inserciones- se trataron como un nuevó estado del carácter (opción
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"gapmode = newstate") y la optimización para los estados del carácter fue

"acctran". Los árboles más parsimoniosos fueron determinados a través de una

búsqueda exhaustiva (opción "exhaustive search"). Por otro lado, se utilizó el

criterio de parsimonia ponderada con diferentes razones de ts/tv (5/1 y 1Ol1).

Adicionalmente, se llevó a cabo un análisis de parsimonia considerando sola-

mente las transversiones ("transversion parsimony'') y eliminando la tercera

posición de las secuencias del gen citocromo b. Finalmente, con las topologías

asígeneradas, se confeccionaron árboles de consenso estricto.

La confiabilidad de los nodos generados fue investigada a través de un

análisis de "bootstrap" de 1,000 réplicas. Con los métodos de reconstrucción

filogenética parsimoniosa, el análisis de'bootstrap" fue realizado a través de

una búsqueda heurísitca ("heuristic search") y la selección de los siguientes

parámetros en PAUP: árbol inicial obtenido a través de "stepwise addition";

"collapse" (las ramas de largo igual a cero son tratadas como una sola polito-

mía); "addseq = random" (la adición de los taxa al árbol en crecimiento es

aleatoria); "#reps = 10" (10 repeticiones en la adición aleatoria de las secuen-

cias); "hold = 1" (sostiene 1 árbol en cada ciclo); "branch-swapping = tree-

bisection-reconnection (tbr)" (bisección y reconexión del árbol); "mulpars" (to-

dos los árboles de largo óptimo se mantienen) y .steepest decent" (antes de

pasar al próximo árbol más corto, permuta sobre todos los árboles hallados

previamente). Para el cálculo de los índeces de consistencia y retención se

excluyeron los caracteres no informativos de acuerdo al criterio de parsimonia.
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Adicionalmente, se utilizó una aproximación fenética para la reconstruc-

ción filogenética. Las distancias genéticas fueron calculadas.usando el modelo

de dos parámetros de Kimura (Kimura, 1980) corregido para mutaciones múlti-

ples ("dnadist" de PHYLIP, versión 3.5; Felsenstein, 1992). Los árboles filoge-

néticos se confeccionaron utilizando el algoritmo de "Neighbor-Joining" (pro-

grama "neighbor" de PHYLIP; Saitou y Nei, 1987). El análisis de "bootstrap"

fenético (1,000 réplicas) se confeccionó con los programas "seqboot", "dna-

dist", "neighbor" y "consense" de PHYLIP.

Finalmente, se utilizó el modelo de probabilidad máxima (Felsenstein,

1981) con la frecuencia de bases observada, la razón ts/tv por defecto, una

categoría de tasa de substitución de bases y la opción de rearreglos globales

("dnaml" en PHYLIP). El análisis de "bootstrap" (1,000) con el modelo de pro-

babilidad máxima se confeccionó a través de una búsqueda heurística, con la

frecuencia de bases empírica y la adición aleatoria de los taxa (programa fast-

DNAml, versión 1.0.6; Olsen et al., 1994).

Por otra parte, para distinguir la señal filogenética del ruido aleatorio, se

evaluó la distribución del número de etapas requeridas por todas las topologías

generadas a través de la búsqueda exhaustiva. El universo de muestras con-

tuvo 2,027,025 árboles (Huelsenbeck, 1991; Hillis ef al., 1994).

Estos análisis 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 única.
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d) Calibracién del Retoj Molecular

Para descartar la posibilidad de dispersión posterior a la separac¡ón de

Australia del resto del megacontinente Gondwánico, fenómeno que invalidaría

el uso de la estimación temporal de este rompimiento y deriva continental, se

utilizaron las secuencias del gen rRNA 125 de cuatro especies de ratites (Ba-

ker y Haddrath, datos no publicados), dado que son aves sin poder de vuelo.

Específicamente, se calculó la distancia genética promedio según el modelo de

dos parámetros de Kimura (Kimura, 1980) entre dos ratites sudamericanas:

Rhea americana (suri) y Pterocnemia pennata (ñandú), y dos australianas:

Dromaius novaehollandiae (emú) y Casuarius casuanus (casuario). Se consi-

deró un tiempo de separación entre estos taxa de 38 ma, data que corresponde

a la estimación temporal de la separación de Australia del megacontinente

Gondwánico (Kennett, 1 980).

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

el nodo que conduce a Pedionomidae y Thinocoridae.



e) Constancia de Tasas de Evolución Molecular

Se utilizaron dos métodos estadísticos para probar homogeneidad en las

tasas de evolución molecular entre los taxa y generar así árboles ultramétricos.

El método de dos grupos (Takezaki et al., 1995) consiste en calcular un delta

(6) de acuerdo a la siguiente ecuación (ver Figura 5 y Figura 6):

6=áo-br=Lo"-In. (2)

La hipótesis nula para esta prueba es Ho: 6 = 0, es decir, las tasas de

evolución de los dos grupos (A y B) no diferirían en magnitud. La significación

de Ho puede ser estimada con la curva de desviación típica normal consideran-

do las dos colas de la distribución. El estadístico ( Z) se calcula por

37

-7 16l

J,'(6)
(3)

en donde f/(0) es la varianza de (6).

Con el segundo método, la prueba de longitud de ramas, se examina la

disparidad entre la suma de las longitudes de las ramas desde la raíz a cada

nodo terminal y la divergencia promedio de todos los taxa desde la raíz sin

considerar el grupo externo (ver la Figura 6;Takezaki et a\.,1995). El estadísti-

co utilizado en esta prueba es (Z ) calculado según la ecuación (3).

Estos dos métodos están implementados en el programa LINTRE' para

' Este programa fue proporcionado por el Dr. Naoko Takezaki (Nationat tnstitute of Genefics,

Japón).
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estaciones de trabajo (Takezak¡, 1995). En estos análisis se utilizó la distancia

genética según el modelo de dos parámetros de Kimura (Kimura, iSeO¡ basado

solo en las transversiones, así como en las transversiones y transiciones.

Además, se utilizaron como grupos externos las dos especies de Chionidae y a

Numenius americanus (ver la Tabla 1, página 26).

Después de excluir las secuencias con una tasa de evolución significati-

vamente diferente, se confeccionó el árbol ultramétrico respectivo (Figura 6).

Luego, bajo el supuesto de constancia en las tasas de evolución molecular, se

calculó la altura (á) desde los nodos terminales al nodo raiz de los grupos co-

rrespondientes y su varianz" V@)1. Posteriormente, se estimó 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 evolución

molecular de ratites y carádridos, y así validar el uso de una calibración exter-

na, se utilizaron los métodos de dos grupos y de longitud de ramas, usando la

secuencia del gen rRNA 12S de Alligator mississrppr'enssr§ como grupo externo

(Figura 7; Hedges, 1994).
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B
C

C

Figura 5. Método de dos grupos. .4, los grupos A y B representan las secuencias des-
cendientes, el grupo C puede contener cualquier número de secuencias y corresponde al
grupo externo. B, es posible probar a través del método de dos grupos si las distancias
promedias (á¿. y áe) desde el nodo N (raíz del grupo interno) a las puntas de los grupos A
y B difieren significativamente. Modificado de Takezaki et al.,1995.
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,l
I Grupo

ExternoI ,GruPoT23
Externo

Figura 6. Método de longitudes de ramas y arboles ultramétricos. A, La prueba de las
longitudes de ramas estima la disparidad entre la distancia comprendida desde la raíz 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 I : ár + bq); y la distancia promedia de todos los
taxa (excluyendo el grupo externo) a esta ruz. B, árbol ultramétrico. El largo de una
rama exterior es el mismo que la altura del nodo que conduce a esta rama, es decir, á1 :
bz: ht Y bt : hz. El largo de una rama interior se calcula por la diferencia entre estas
alturas, por ejemplo, bq= hz- ár. Segun Takezaki et al.,1995.
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Carádridos

Al li gator mi s s i ss ipp i e ns i s

Figura 7. Constancia en las tasas de evolución del gen rRNA 12S en ratites y carádri-
dos, Con la secuencia de Alligator mississippiensis como grupo externo (siguiendo a
Hedges, 1994), es posible estimar la diferencia entre b7.y bs,y así conocer que tan cons-
tantes son las tasas de evolución molecular en estas aves.



RESULTADOS

a) Composición de Nucleótidos en los Genes Citocromo á y rRNA 12S

De todos los taxa se obtuvo -al menos- un total de 1,A44 pares de ba-

ses (pb) del gen citocromo ó. Las secuenc¡as se tradujeron completamente

usando el código genético del DNA mitocondrial de Gallus gallus (Desjardins y

Morais, 1990), no encontrándose codones internos de término ni cambios en el

marco de lectura. En el género Thinocorus el codón de término fue TAG,

mientras que en el resto de los taxa, incluyendo Attagis, se encontró el codón

de término habítual: TAA (APÉNDICE A, página 140). La alineación de las se-

cuencias del gen rRNA 12S resultó de un largo consensual por secuencia de

408 pb, considerando todos los intervalos (APÉNDICE B, página 148\.

La composición promedio de nucleótidos en el gen citocromo b, inclu-

yendo a los grupos externos y considerando todas las posiciones del codón,

fue de 29.Qo/o de adenina (A), 25.4a/o de timina (T), 33.3% de citosina (C) y

12.3% de guanina (G), observándose un sesgo total de C = 0.17 (Tabla 3 y

Figura 8). Esta composición de nucleótidos fue muy similar en las diferentes

especies.

La frecuencia de los cuatro nucleótidos difiere en relación con la posi-

42
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ción del codón. Existe una distribución de frecuencias de bases más equilibra-

da en la primera posición, encontrándose en esta posición el sesgo menor (C =

0.06). En la segunda posición del codón, se observó un importante sesgo en la

composición de bases de T y G (C = 0.22\, y en la tercera posición del codón,

se encontró una elevada cantidad de C y una deficiencia en G (C = 0.48, Tabla

3 y Figura 9). Los sesgos en composición de bases, considerando cada una de

las posiciones del codón, son comunes a todas las especies estudiadas en el

citocromo b.

Las medidas de dispersión, tales como'la desviación típica y el coefi-

ciente de variación, indican que la tercera posición del codón es más variable

que las dos primeras cuando se comparan todas las secuencias. Todas las

medidas de desviación típica en la tercera posición del codón tienen valores

sobre la unidad, encontrándose los tres valores de mayor magnitud entre todas

las posiciones del codón (2.58, 3.08 y 2.94; celdas sombreadas en la Tabla 3).

Respecto al coeficiente de variación, destacan los dos valores de mayor mag-

nitud siempre en la tercera posición del codón (25.0 y 54.5; indicadas en la

Tabla 3).

Considerando la premisa de independencia entre las diferentes posicio-

nes del codón, la hipótesis nula de homogeneidad en la variación de la compo-

sición de nucleótidos entre cada posición del codón es rechazada si se consi-

dera en este análisis 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 125, se observó una

composición promedio de nucleótidos más o menos equilibrada entre A y C, por

una parte (30.1Yo de A y 28.3% de C, respectivamente) y T y G por otra (20.3o/o

de T y 21.3o/o de G; C = 0.11, ver la Tabla 4 y laFigura 8). De la misma forma

que en el gen citocromo b, la composición de nucleótidos en el gen rRNA 125

fue muy similar entre las especies (Tabla 4).
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Tabla 4. Composición de nucleótidos y sesgo en el gen rRNA 125.

Taxa Composición de nucleótidos Número de sitios

Chionis minor
C. alba
Numenius americanus

T. orbingtianus 2553
T. rumicivorus 0028
T. rumicivorus 4410
Attagis gayi 0001
A. gayi 00ll
A. malouinus 4375
A. malouinus 4534

ATCG
28.9 22.6 25.6 22.9 398
29.4 22.9 25.4 22.4
29.9 20.4 27.7 21.9

398
401
395

397
397
396
398
397
397
397

Pedionomustorquatus26S5 29.9 20.0 27.8 22.3
P. torquatus 2687 29.9 20.0 27.8 22.3 395
T'hinocorus orbingtianus 0002 30.0 18.6 30.0 21.4

30.2 18.6 30.0 21.2
30.8 t9.2 29.3 20.7
30.7 t8.8 29.9 20.6
30.5 20.7 28.5 20.4
30.5 20.7 28.s 20.4
34.5 20.7 28.5 20.4
30.5 20.7 28.5 20.4 397

0.52 1.30 t.42 0.89

t.7 6.4 5.0 4.2

0.tI
s: des'iación típica de la muestra (n = 13).

CV: coeficiente de variación.

[ver MATERIALES Y tvÉtOOO, sección c) Análisis de las Secuencias Nucleotidicas, en la
página32l.

s

CV

C
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POSICIÓN DEL CODÓN

Figura 8. Composición de nucleótidos en cada posición del codón del gen citocromo á.

Los sesgos para la primera, segunda y tercera posición fueron: 0.06;0.22 y 0.48, respec-
tivamente (ver las Tablas 3 y 4). Las barras de error representan la desviación típica de la
muestra (n: l3).
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Figura 9. Composición de nucleótidos en los genes citocromo á y rRNA 12S. Las ba-
rras de elror representan la desviación estándar de la muestra (n = 13, ver la Tabla 4).
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b) Variabilidad en Ias Secuencias y Distancias Genéticas

De 1 ,044 pb del gen citocromo ó, 334 sitios (32.0Yo) fueron variables; 66

(19.8%), 16 (4.8%) y 252 (75.4o/o) de ellos en la primera, segunda y tercera po-

sición del codón, respectivamente (señalados en el epÉ¡OtCE A, página 140).

En el caso del gen rRNA 125, de las 408 pb obtenidas, 116 sitios fueron varia-

bles (28.4olo) considerando los intervalos y 104 (25.57o) fueron variables sin

considerar los intervalos (señalados en el ApÉNDICE B, página 148).

Las secuencias de los genes citocromo b y rRNA 12S, presentaron dife-

rentes proporciones de ts/tv según la magnitud de la divergencia genética ob-

servada entre ellas. En promedio, el gen citocromo b presentó una razón ts/tv

de r = 2.50 t s = 2.38 (n = 62). El rango de las razones entre este tipo de

sustituciones varió de 13.33 (4013), entre las dos especies de Chionidae, a 1.2O

(103186) 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 Í = 1.31 t 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 12S, x =

5.53 t s = 1.73 (n = 53), donde el valor mínimo fue 3.25 (39112; To 0002 y Cm

0002) y el valor máximo 8.8O (4415: entre To 2553 y Tr 0028 con P. torquatus)

sin considerar los intervalos vacíos --deleciones o inserciones-. Entre Pe-
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dionomidae y Thinocoridae la razón promedio fue de f = 6.79 t s = 1.97 (n =

16). El grupo interno presentó un rango de razones menor que en el gen cito-

cromo b, de 6.25 a 5.75 (Tabla 5).

En relación con las distancias genéticas obtenidas en el gen citocromo b

entre las diferentes especies, la matriz de distancias presentó un promedio de

F = 0.123 x s = 0.052 sub/st n = 78, considerando sólo la proporción de nu-

cleótidos diferentes (p corresponde al número de sitios variables sobre el nú-

mero total de sitios considerados, ver la Tabla 6). Empleando el modelo de dos

parámetros de Kimura, la distancia promedio fue de d1 = 0.t39 t 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 cuestión es pequeña. Por

ejemplo, a distancias menores que o 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

Pedionomustorquatus, Affagis gayiy A. malouinus, a 0.183 t s = A.O'12 sub/st,

entre Chionis alba y Attagis.

Thinocoridae presenta una distancia F = 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 F = 0.150ts= 0.006sub/st(n=8) y P =0.17g*s=0.007 sub/st(n=
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16), respectivamente.

Las distancias dr variaron de 0.000, entre los individuos de las especies

P. torquatus, A. gayiy A. malouinus, a 0.213t s = 0.0'16 sub/st, entre A. gayi y

Chionis alba. Pedionomidae dista a un d* = 0.150 t 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 d" 4 = 0.169 + 5 = 0.008 sub/st (n = 8) Y d* =0.199 t s = 0.010

sub/st (n = 16) de Thinocoridae, respectivamente.

La discrepancia entre d¡a (Pedionomidae-Thinocoridae) y p (Pedionomidae-

Thinocoridae), indica la presencia de substituciones múltiples o superpuestas en

algunos sitios, es decir, un aumento en la divergencia temporal absoluta no

necesariamente implica un incremento en la proporción de nucleótidos dife-

rentes. lncluso es posible que, a estos niveles de divergencia, un cierto núme-

ro de mutaciones haya provocado una disminución en la distancia p entre las

secuencias. Este fenómeno denominado efecto de saturación será tratado en

la próxima sección.

En el caso del gen rRNA 125, se obtuvo en general estimaciones de di-

vergencia menores que en el gen citocromo b. La proporción promedio de nu-

cleÓtidos diferentes fue de F = 0.104 + s = 0.054 sub/st (n =78) entre todas las

secuencias y el modelo de dos parámetros de Kimura estimó un d* = 0.1 18 + s

= 0.063 sub/st (n = 78; ver la Tabla 7).

La distancia p varió de 0.000, entre las especies de Affagis y los dos in-
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dividuos de P. torquatus, a 0.159 t 0.019 sub/st en las comparaciones de

Chionidae con Affagr§. En el caso del modelo de dos parámetros de Kimura, la

distancia d¡1 preseñtó un rango de 0.000, entre los individuos de Pedionomus y

Affagis, a 0.187 t 0.026 sub/st, entre Numenius americanus y P.torquatus.

El grupo hermano de Thinocoridae dista a un B = 0.132 + s = 0.006

sub/st (n = 16; recuadro bajo la diagonal en la Tabla 7)y a un d* = 0.151 t s =

0.008 sub/st (n = 16; recuadro sobre la diagonal en la Tabla 7). Las proporcio-

nes promedio de nucleótidos diferentes entre Thinocoridae y los grupos exter-

nos Scolopacidae y Chionidaefueron F = 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 parámetros de Kimura entre Thinocoridae

y tos grupos externos Scolopacidae y Chionidae fueron d1 = 0.156 + s = 0.010

sub/st (n = 8) Y d* = 0.171+ s = 0.014 sub/st (n = 16), respectivamente.

En el gen citocromo b, según los taxa comparados y la posición del co-

dón 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 posición del codón 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 mayoría 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 posición del

codón, siendo las transversiones muy escasas y, en general, esta posición del
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codón es muy conservada dado la abundancia de valores cero (Tabla 8). Fi-

nalmente, en la tercera posición del codón, las transversiones del tipo A e C

son aproximadamente la mitad de las transiciones T <+ C. Considerando todas

las posiciones del codón, la mayor parte de las substituciones son transiciones

(T e C y A <+ G), y entre las transversiones, las del tipo A <+ C y A <+ T son

las más 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 transición (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 posición presenta un patrón

distinto, comparado con la primera y tercera posición del codón. A una diver-

gencia temprana, las transversiones del tipo A <+ C son más frecuentes que las

transiciones, pero en el siguiente nivel de divergencia (Affagrs gayiy A. maloui-

nus), este tipo de transversiones desaparece, siendo la totalidad de las substi-

tuciones las transiciones T e C. Sin embargo, la situación se revierte a medi-

da que aumenta la divergencia, mostrando una conducta de cambio más bien

aleatoria entre los diferentes tipos de substituciones presentes en la segunda

posición del codón. Además, existen substituciones ausentes como las transi-

ciones A <+ C y las transversiones A <+ T y T +» G, no importando el nível de
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divergencia (Tabla 8).

En el gen rRNA 125, considerando las frecuencias promedio de substi-

tuciones, mayoritariamente las transiciones son del tipo A e G (0.351) y T <+ C

(0.a99; ver la Tabla 9). En cuanto a las transversiones, éstas son mínimas. En

relación con la divergencia que presentan cada uno de los grupos comparados,

a altos grados de divergencia, las transiciones siguen siendo más comunes

que las transversiones y estas últimas presentan un patrón más bien equilibra-

do, en donde los cuatro tipos de transversiones están representados. En gene-

ral, las diferencias que surgen en el patrón de substituciones al comparar am-

bos genes, indican diferentes restricciones moleculares que estarían 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 Saturación y Tasas de Substituciones

En el gen c¡tocromo b, el gráfico de correlación 
-comparaciones 

éntre

todas las especies del número de ts/st y tv/st- muestra una curva con una

gran pendiente inicial que se acerca asintóticamente a un plateau en las 0.09

ts/st, aproximadamente (Figura 10). Esto refleja un efecto de saturación en el

gen citocromo b, es decir, que al aumentar el número de transversiones, se

incrementan las transiciones sobrepuestas en los mismos sitios^

Sin embargo, en una fase inicial de la curva de saturación del gen cito-

cromo b, los puntos siguen una relación más bien lineal con una fuerte pen-

diente (5.72 x0.41 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, página 56), lo que sugiere una

ausencia de efecto de saturación a bajos niveles de divergencia entre las se-

cuencias. Esta situación no ocurre en el gen rRNA 12S, encontrándose, en

general, una relación más bien lineal entre este tipo de substituciones para to-

das las comparaciones entre las secuencias (Figura l1).

Al contrario de lo que sucede en el gen citocromo b, el gráfico de satura-

ción del gen rRNA 12S presenta una curva con una pendiente pronunciada

-+onsiderando todas las comparaciones entre las secuencias excepto el grupo

externo Chionidae (5.30 * 0.32 ts/tvl-, no siendo esta pendiente significativa-

mente diferente de la pendiente en la fase inicial de la curva de saturación del

gen citocromo b (fi,.*l = 0.02, P = 0.89). De esta manera, la pendiente pronun-
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ciada de la cur\ra de saturación en el gen rRNA 12S da cuenta de una alta ra-

zón ts/tv y una ausencia importante de un efecto de saturación en este gen.

Para apreciar el efecto de saturación en el gen citocromo b, cabe consi-

derar las comparaciones de Thinocoridae con Pedionomidae. El 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 12S, este grupo de puntos se encuentra cercano a la recta de regre-

sión e incluso desviados hacia la izquierda (ver la Figura I l).

En relación con las tasas de transiciones y transversiones, éstas difieren

notablemente en el rRNA 12S respecto de la divergencia p 
-número 

de sitios

variables sobre el número total de sitios considerados no incluyendo los inter-

valos- cuando se comparan todas las secuencias (Figura 12). La razón entre

estas dos tasas es cercana a 4.9, cuando se comparan las pendientes de las

dos rectas (0.83 y O.17).

En el caso del gen citocromo ó, la raz6n entre estos dos tipos de substi-

tuciones es menor (1.5), mostrando números de transiciones y transversiones

más símiles a altos grados de divergencia (Figura 13). Sin embargo, al interpo-

lar las pendientes de cada tipo de substitución, nuevamente considerando sólo

los primeros puntos del grafico de conelación 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 á como en el gen

rRNA 12S, no son significativamente diferentes (para transiciones y transver-
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s¡ones fi,.*l = 0.51, P = 0.48; ver la Figura 13).

Considerando ambos tipos de sustituciones en el gen citocromo b, en

relación con las posiciones del codón, se observa una mayor tasa de cambio

en la tercera posición @ = A.78 sub/st; Figura l4). La siguiente posición más

variable corresponde a la primera posición (p = 0.18 sub/st), siendo la segunda

posición la más conservada en relación con la divergencia de las secuencias

(p = 0.04 sub/st; Figura 14).

En relación con los cambios en aminoácidos en las secuencias del cito-

cromo b, se observa que el número de substituciones sinónimas, es decir,

cambios en la secuencia nucleotídica que no provocan cambios en la secuen-

cia aminoacídica, son considerablemente mayor, aproximadamente 13 veces

más (Figura 15).
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0. l6

F A.n
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a
t¡lzo 0.08
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z
J 0.04
H

0.00

Figura 10. Curva de saturación en el gen citocromo á. La curva pierde su linearidad
cuando se compara a T. orbignyiant$ con T. rumicivorus (0.05 tVst; 0.009 tv/st) a una
distanciap : 0.064 sub/st, aproximadamente (ver los recuadros sombreados en la Tabla
6, página 56). La línea punteada representa la curva de regresión obtenida en el gen
rRNA l2S (ver la Figura I l).

tvst = 5.72 tv/st + 0.004 tvst
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tVst = 5.30 tv/st + 0.015 tVst
r = 0.916
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0.00

ooo
TRANSVERSIONES/SITIO

Figura 11. Curva de saturación en el gen rRNA 12S. La curva es más bien lineal, sin
presentar un plateau producto de un efecto de safuración como en el gen citocromo á.
No se consideraron los caracteres con deleciones o inserciones.
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o Transversiones mb/st = 0.83p

o Transiciones r :0.992 '

ü

s.rb/st = 0.17p

r : 0.886

o
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Figura 12. Tasa de transiciones y transversiones en el gen rRNA l2S en función de la
divergencia p. Las substituciones transicionales se acumulan a una tasa 4.9 veces mayor
que las substituciones transversionales. No se consideraron los sitios con deleciones o
inserciones.
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Figura 13. Tasa de transiciones y transversiones en el gen citocromo á en función de la
divergencia p. La diferencias entre las tasas de estos dos tipos de substituciones son me-
nores en comparación con las encontradas en el gen rRNA 12S a altos niveles de diver-
gencia p. Las líneas de regresión han considerado sólo los valores de p .0.064. Las
líneas punteadas representan al gen rRNA 12S (ver la Figura 1l)

o Transicione5 sttb/st = 0.87p

oTransversiones r=o'999
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sub/st = 0.78p

r :0.997

suü/sf = 0.18p

r = 0.966

sub/sr = 0.04p ytr

Figura 14. Substituciones totales en cada posición del codón del gen citocromo á. La
tercera posición del codón denota una mayor tasa de cambio y acumula más substitucio-
nes al aumentar la divergencia entre las especies comparada con las otras dos posiciones.
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Figura 15. Substituciones sinónimas y no sinónimas en el gen citocromo á en función de
la divergenciap. Lamayoría de los cambios al nivel de secuencia nucleotídica no provo-
can cambios en la composición aminoacidica del citocromo á.
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d) Relaciones Filogenéticas

Considerando todos los taxa, el gen c¡tocromo ó presentó 286 (27.AYo)

sitios informativos bajo el criterio de parsimonia (APÉNoICE A, página 140).

Con las secuenc¡as del gen citocromo ó y el criterio de parsimonia máxima, se

obtuvo un árbol más parsimonioso de 526 pasos usando a Ghionidae como

grupo externo (Figura 16a). Con cada uno de los restantes análisis, parsimonia

de transversiones, parsimonia ponderada 511 y 1011, se obtuvo un árbol más

parsimonioso de 178, 1,238 y 2,128 pasos, respectivamente; y en general, el

conjunto de datos esta más estructurado que si estuviera generado por simple

azar [91 < -1.41 (P < 0.001); Figura l6a4l.

En las topologías generadas aparecen ambas especies de Thinocorus y

Attagis recíprocamente 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-

ción filogenética intermedia entre Chionidae y Pedionomidae (Figura 16). La

misma topología fue reconstruida filogenéticamente a través del modelo de

probabilidad máxima y el método de Neighbor-Joining (Figura l6eJ).

Bajo el criterio de parsimonia, los valores de "bootstrap" dentro del grupo

interno son, en general, máximos (100), indicando una alta resolución de los

nodos que conducen a los linajes Attagisy Thinocorus. El nodo que sostiene la

monofilia de Thinocoridae presenta un rango de "bootstrap" de 81-92, proba-

blemente un número menor de sitios define la rama basal de Thinocoridae. Por
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otro lado, el nodo que sostiene la relación de hermandad entre Pedionomidae y

Thinocoridae posee un rango de "bootstrap" de 64-86, observándose el valor

más alto con parsimonia máxima (Figura 16a) y los valores intermedios con par-

simonia ponderada 511 y 10/1 (Figura l6c,d). El valor de "bootstrap" más 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 árboles filogenéticos estimados por el modelo de

probabilidad máxima y el método de Neighbor-Joining son casi en su totalidad

máximos (100; Figura l6eJ), salvo el del nodo que agrupa a Pedionomidae junto

con Thinocoridae (86; Figura 16e).

Considerando todos los taxa, las secuencias del gen rRNA 125 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 epÉNoICE B, página 148). El

análisis de parsimonia máxima entregó solamente un árbol más parsimonioso

de 193 pasos (Figura 17a) mientras que en el análisis de parsimonia de trans-

versiones se obtuvieron 4 árboles igualmente parsimoniosos de 57 pasos (ver

árbol de consenso estricto, Figura 17ó). Esto muestra que la mayor parte de las

subtituciones que estan definiendo cada nodo en el árbol obtenido con parsi-

monia máxima corresponde a transiciones. Se consiguió un árbol más parsi-

monioso, con una topología idéntica a la obtenida con parsimonia máxima, a

través de parsimonia ponderada 511 y 10/1 , de 273 y 408 pasos, respectiva-
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mente (ver Figura l7c,d). Con el modelo de probabilidad máxima y el método de

Neighbor-Joining se obtuvo la misma topología que el análisis con parsimonia

(Figura 17eJ).

Con parsimonia máxima, los valores de "bootstrap" muestran un.soporte

sólido para la monofilia de Thinocorus y de Affagis, 97 y 100, respectivamente

(Figura 17a). La monofilia de Thinocoridae se sostiene con un valor de "boots-

trap" más alto (92) que el obtenido a partir de las secuenc¡as del gen citocromo

b (81), debido probablemente a un efecto de saturación en el gen citocromo b.

La relación de Pedionomidae y Thinocoridae se sostiene con un valor de "bo-

otstrap' de sólo 66 (Figura 17a). Finalmente, los valores de "bootstrap" con el

modelo de probabilidad máxima y el método de Neighbor-Joining son, en gene-

ral, menores que los obtenidos con las secuencias del gen citocromo b (Figura

rTeJ).

Al utilizar las secuencias de los genes citocromo b y rRNA 12S concate-

nadas, se obtuvo solo un árbol más parsimonioso de 719 pasos en el análisis

de parsimonia máxima (Figura l8a). La topología generada con parsimonia

ponderada 
-511 

y 1Ol1-, probabilidad máxima y el método de Neighbor-

Joining, es la misma que se obtuvo considerando aisladamente las secuencias

de los genes citocromo ó y rRNA 12S (Figura l8). Además, al considerar la

matriz completa de caracteres -1 ,452- se observan, en general, valores de

"bootstrap" mayores que los conseguidos con los análisis de las secuencias de

los dos genes por separado, ponderándose así los dos conjuntos de caracteres



73

sobre todo en la parte basal del árbol (Figura 16, 17 y 18).
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Figura 16. Relaciones filogenéticas de Thinocoridae basadas en las secuencias del gen citocromo D. a,
parsimonia máxima (un árbol miás parsimonioso [UAMP], largo del árbol Wl: 526 pasos, índice de
consistencia ÍIC|= g.rrr. índice de retención [R] = 0.73S, g¡ = -1.41 [P < 0.001]). á, parsimonia de
tranwersiones (UAMP, L: 178, IC = 0.719, R.= 0.777, g = -1.52 [P < 0.001]). c, parsimonia ponde-
rada5/l (UAMP, L=1,238, razónde f :0.129,9¡ = -1.51 [P<0.001]). 4 panimoniaponderada 10/l
(UAMP, L=2,128, razóndef = 0.144,91 = -1.51 [P< 0.001]). e, probabilidad máxima (lnl,o = -
3,902.48 de 218 árboles examinados). I fubol de "neighbor-joining" usando el modelo de dos panime-
tros de Kimura (Kimura" 1980). Los valores de "bootstrap" para cada uno de los nodos se indican entre
paréntesis. En los aniálisis de parsimonia se indica también el largo de cada rarna en función de números
de pasos.
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consistencia [IC] = 0.760, índice de retención [IR] = 0.799, g = -1.47 [P < 0.001]). á, ¿irbol de consenso

cstricto utilizando parsimonia de tranwersiones (4 arboles retenidos, L = 57,IC de Rohlf : 0.500, g1 = -
1.27 lP < 0.0011). c, parsimonia pondcrada 5/1 (UAMP, L = 273, razón dc f : 0.050,8r = -1.73 [P <
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probabilidad rnáxima (lnl-o = -1,290.1'l de 218 arboles examinados). I árbol de Neighbor-Joining usan-

do el modelo de dos parámetros dc Kimura (Kirnura, 1980). Los valores de "bootstrap" para cada uno áe

los nodos se indican entre paréntesis. En los análisis de parsirnonia se indica también el largo de cada

ralna en función dc números de pasos.
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e) Constancia en Tasas de Evolución Molecular y Calibración del Reloj Molecular

La prueba de largos de ramas (ver MATERIALES Y IvIETODO, secciÓn d)

Calibración del Reloj Molecular, página 36), rechazó la hipótesis de homogenei-

dad en el gen rRNA 125, considerando las transiciones y transversiones en el

modelo de dos parámetros de Kimura. Específicamente, Numenius americanus

presentó una tasa de evolución molecular significativamente mayor que la tasa

promedio de Struthioniformes (ratites) y Charadriiformes utilizando la secuencia

de Alligator míssissrppiensis como grupo externo (Z = 2.12, P < 0.05; ver Ia

Tabla l0). Sin embargo, al no considerar la secuencia de N. americanus, la

prueba de largos de ramas no rechazó la hipótesis de homegeneidad en el gen

rRNA 12S (Tabla 1l). La misma situación no ocurre con la prueba de dos gru-

pos, en donde no se rechaza la hipótesis de homogeneidad en las tasas de

evolución 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 evolución para

cada especie, es posible construir un árbol ultramétrico sin los taxa que pre-

senten una tasa de evolución molecular significativamente diferente de la tasa

promedio (N. americanus), y en donde los nodos hipotéticamente explicados

por el mismo evento geológico se presentan a una misma distancia de los no-

dos terminales, es decir, en el mismo punto de una escala temporal (señalado

en la Figura 19).
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Por lo tanto, las distancias genéticas medidas en el gen rRNA 123 pro-

porcionan, en general, una medida de divergencia constante en cuanto a la

tasa de cambio o mutación molecular de Struthioniformes y Charadriiformes,

sin presentar problemas mayores de saturación como en el caso del citocromo

b. Si se adiciona a esta propiedad del gen rRNA 125 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 común (nodo'18 en la Figura 19) para las ratites aus-

tralianas, Dromaius novaehollandiae (emú) y Casuarius casuarius (casuario), y

suramericanas, Rhea americana (suri) y Pterocnemia pennata (ñandú), es de

0.0464 t 0.0083 sub/st (recuadro superior en la Tabla 12). Considerando el

tiempo de separación de Australia del resto del megacontinente datado en 38

ma (Kennett, 1980; Harwood, 1991) y la altura del nodo común de Thinocoridae

y Pedionomidae (0.0470 t 0.0086 sub/st, recuadro irrferior en la Tabla l2), se

estima una antigüedad de 39.5 ma para la separación de estas dos familias.

Dada la homogeneidad en tasas de evolución molecular entre Struthioniformes

y Charadriiformes, es válido utilizar esta calibración externa para estimar el

tíempo de separación entre Pedionomidae y Thinocoridae.

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

nos de Thinocoridae considerando las transversiones y transiciones en los ge-
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nes rRNA 123 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 carádridos y las cuatro especies de ratites.

Taxa *6u

Chionis minor

Chionis alba

Numenius americanus

Pedionomus torquatus

7h inoc o rus orb i gny i anas (0002)

Th i ttoc orus or b i gny i anu s (25 53)

Th inocorus rumicivor us (a4 1 0)

Th i noco r us rumic ivorus (0028)

Attagis gayi

Attagis malouinus

Casuarius casuarius

Dro ntaius novaeho I landi ae

Rhea americana

Pterocpnentia pennala

Distancia promedia desde la raíz

0.0162

0.0133

0.0341

0.0141

0.0040

0.0069

0.0020

0.0014

0.0093

0.0093

0.0290

0.0203

0.0325

0.0288

0.0829

0.0140

0.0137

0.0160

0.0t32

0.0095

0.0099

0.0089

0.0088

0.0101

0.0101

0.0188

0.0194

0.0176

0.0188

1.15

0.97

2.12.

t.07

0.42

0.70

0.23

0.16

0.92

0.92

1.55

1.04

1.84

1.53

a:

b:

diferencia entre la distancia promedia y la distancia del nodo terminal correspondiente.
estadístico calculado según la ecuación (3), página 37. *: significativo (P < 0.05).
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Tabla 11. Prueba de largos de ramas después de eliminar la secuencia de

Numenius americanus.

Taxa 6u

Chionis minor

Chionis alba

Pedionomus torquatus

Thinocorus or b i gny i anas (0002)

Thi nocoru s or b i gny i anu s (25 53)

Thinocorus rumicivorus (aa 1 0)

Thi nocorus rum ic ivonts (0028)

Attagis gayi

Attagis malouinus

Casuarius casuarius

D romaius novaehollandi ae

Rhea amcricana

Pterocpnemia pennata

Distancia promedia desde la raiz

0.0197

0.0169

0.0158

0.0075

0.0103

0.0053

0.0043

0.0106

0.0106

0.0274

0.017s

0.0299

0.0263

0.0798

0.0144

0.0141

0.0i37

0.0099

0.0102

0.0092

0.0091

0.0105

0.0105

0.0186

0.0193

0.0173

0.0184

1.37

1.20

1.15

0.75

1.01

0.57

0.47

1.01

1.01

r.47

0.91

1.73

1.43

a: diferencia entre la distancia promedia y la distancia del nodo terminal correspondiente.
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Al I igator m i s s i s sippi ens is

Rhea omericana

Pterocnemia pennata

Casuarius casuar¡us

D romaius novaehol landiae
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Chionis alba

Pedionontus torquatus

0002

T h ino c o rus o r b i gny i anus
2553
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Th in ocorus rum ic ivo rus
4410

Attagis gayi

Auagis malouinus

Figura 19. a*ot ultramétrico confeccionado a partir de las secuencias del gen rRNA
125. Las distancias genéticas fueron calculadas de acuerdo al modelo de dos parámetros
de Kimura utilizando transiciones y transversiones. Los números corresponden a aque-
llos de laTabla 12.
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f) Estimación Temporal de los Nodos Internos de Thinocoridae

En el gen rRNA 12S, ninguno de los métodos rechazó la homogeneidad

en las tasas de evolución molecular de los taxa que conforman Thinocoridae

considerando sólo 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 12S, el método de largos de ramas re-

chazó la homogeneidad en las tasas de evolución molecular. Específicamente,

Thinocorus orbignyianus (individuo 0002) presentó una distancia desde la raíz

menor de la esperada (P < 0.05). Sin embargo, el método de dos grupos no

rechazó la homogeneidad de las tasas de evolución molecular como la prueba

de largos de ramas (P < 0.05). Después de haber eliminado la secuencia To

0002, nínguno de los dos métodos rechazó la homogeneidad en las tasas de

evolución molecular considerando solo las transversiones así como ias trans-

versiones y transiciones conjuntamente, Posteriormente, se confeccionó el

árbol ultramétrico correspondiente y se estimó la altura de cada nodo interno

(ver la Tabla 13 ).

En relación con las secuencias del gen citocromo ó, se evaluó el grado

de homogeneidad de tasas de evolución entre las diferentes especies utilizan-

do primero sólo las transversiones y luego las transversiones y las transiciones

conjuntamente. Al considerar sólo las transversiones, la homogeneidad en la

tasas de evolución no fue rechazada por ninguno de los dos grupos (P < 0.01).

De la misma forma considerando tanto las transversiones así como las transi-
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ciones, ninguno de los dos métodos rechazó la homogeneidad en las tasas de

evolución (P < 0.05)

Al considerar las transiciones y las transversiones en las secuencias del

gen rRNA 125, y sobre la base de 39.5 ma de antigüedad del nodo Thinocori-

dae y Pedionomidae (nodo dos), el método de dos grupos estima un tiempo de

separación entre Attagis y Thinocorus de 20.8 t 3.8 ma (nodo tres), y de 7.1 +

2.2 ma para la separación de las dos especies de Thinocorus (nodo cuatro,

Tabla 13 y Figura20a).

Con las secuencias del gen citocromo b, el método de dos grupos estima

valores similares en cuando a tiempos de separación entre los diferentes cla-

dos al interior de Thinocoridae (ver la Tabla 13). Sin embargo, esto ocurre

cuando se consideran sólo las transversiones en el análisis. Este tipo de sus-

tituciones probablemente no está tan saturado como es el caso de las transi-

ciones el gen citocromo b. Cuando se conslderan las transiciones en conjunto

con las transversiones, el método de dos grupos estima un tiempo mayor de

separación de Affagis y Thinocorus,3'1.0 t 2.7 ma (nodo tres, Tabla 13 y Figura

20b). La razón radica probablemente en la subestimación de unidades de di-

vergencia a nivel del nodo dos (Pedionomidae-Thinocoridae), dado que las

transiciones sobrepuestas en los mismos sitios no están aportando a la mag-

nitud de la divergencia entre estos clados (efecto de saturación). Como está

señalado en la sección c) Efectos de Saturación y Tasas de Substituciones (página

61, ver también la Figura 10, página 64), la linearidad en cuanto a la acumula-
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ción 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 razón, se calibró un reloj molecu-

lar para el gen citocromo b con el tiempo de divergencia de estas dos especies,

estimado en 7.1x2-2 ma por el reloj encontrado en el gen rRNA 125 (ver la

parte superior de la Tabla 13). De esta manera, pudo estimarse el tiempo de

divergencia de nodos más recientes (ver la parte inferior de la Tabla 13).

Sobre la base de esta última calibración, las dos especies de Attagis, A.

malouinus y A. gayi, se habrían separado hace sólo 1.8 t 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 antigüedad.
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Tabla 13. Estimación temporal de los nodos internos de Thino-
coridae a través del método de dos grupos utilizando las secuen-

cias de los genes rRNA 125 y citocromo b. Las dos especies de

Chionidae fueron utilizadas como grupo externo.

Nodo" áb * error típico Tiempo (ma)

rRNA 125 (transversiones y transiciones)

1

2

J

4
Citocromo á (transversiones)

0.0788 + 0.0102

0.0741 * 0.0103

0.0390 L 0.0072
0.0134 * 0.0042

42.0 * 5.4

39.5 r 5.5

20.8 + 3.8
7.1*2.2

1

2

J

4

0.0313 + 0 0036

0.0306 * 0.0038

0.0165 r 0.0028
00046*00015

40.4 * 4.6

39.5 r 3 .6

21.3 t3.6
5.9 + 1.9

Citocromo á (transversiones y transiciones)

1

2

3

0.0870 r 0.0062
0.0747 r 0 0057
0.0587 r 0.0051

0.0340 *o.ao42
0.0088 + 0.002i
0.0058 + 0.0017

46.0 + 3.3
39.5 r 3.3
31.0 +2.7
7.t t0.9
1.8 r 0.7
1.2L0.4

4

5

6

a'.

b:
Los números de cada nodo se indican en la Figura 20.

á es la altura del nodo en el árbol ultrarnétrico.
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C. minor

C. alba

N. americanus

P. torquatus

0002

T. orbignyianus
2553

0028

T. rumicivorus
4410

A.gayt

A. malouinus
(?;

Figura 20. Árboles ultramétricos. a, árbol reconstruido a partir de las secuencias del
gen rRNA l2S. á, árbol reconstruido a partir de las secuencias del gen citocromo á. Las
distancias genéticas fueron calculadas con el modelo de dos parámetros de Kimura y
Chionidae fue utilizado como grupo externo.

r- C. minor
I

I

t- C. alba

N. americanus

P. lorquatus

T. orbignyianus

0028

T. rumicivorus
44lO

A.gatt

A. malouinus
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-uocollrJ vNo ls ua sa]uoprsal soleuorcunJ souo6 apsop a]uauleJ]socuB sop

-rJeJSueJl 'q ouroJsouc ua6 lop souaoopnos oJlua JercuaJalrp alqrsod on] saleu

-rJd uo 'oUBd BJlo lod 'leuotctpe outulJ?l op ugpoc un A eJnlcol op ocJBtu la ua

orqulec ap ugtcelnul eun g¡uasald erdoc eun 'o6tequo urs '(gOO ¡ 'lapue¡c.ry)

oluor.lepeutxorde %0 L un uo uelJoJrp enb sercuoncas ep sodrl sop o^nluoc

g otuoJco¡tc ua6 ¡e e:ed socr¡¡cadso saJoprued uoc oprualqo UOd op olcnp

-ord ¡a anb o¡uerueuolc op secrucgl op sgleJl e opelcalop eLl os saulJolrJassed

ue 'o¡duafe rod 'oolc¡u lo ua aiuaptser ue6opnes un e ellapuodsoJJoc ercuanc

-as elsa oluouJolqeqo:d 'se¡euororpe ourrrlJgl op souopoc o BJnloal ap ocJeru

la ue sauorcBlnur uoceJede lS 'opencape ocr¡9ue6 o6rpgc la opuesn secrplc

-eourure sercuancos e secrpJloolcnu sercuen3os sel JrcnpeJl sa uorcecr¡r¡dtue ap

so¡cnpord sol ue sa¡dr¡¡¡ur serdoc ap Brouase:d e¡ Jelcalap op euJJoJ eun

'Jeelc

-nu VNO lo uo uaprsal anb serdoc uoc soprpunJuoc Jos uepend ugrcecr¡r¡dure

Bl ap so¡cnpo.rd so¡ anb so'S¿L VNUJ la o g or.lJoJcoito lo ouroc solel'solerJp

-uocoyul seueO ap UCd .rod ugrcecr¡r¡due el uo e¡qrsne¡d eua¡qord u¡

sauoSopnaS Á SZf vNUr'g ourorlofl3 (B

N9rSnf,Sr«



'lerJpuocollur vNo la ua oprsaJ

onb SZ! VNUJ uo6 lB uapuodsoJJoc 'orpnlsa olso uo 'uo6 also ap sBpruelqo

sercuancos se¡ anb Á sope:qepsn sol sopol ua eluaua¡qeqord soJelncCIloul sou

-orccrJlsal serusm.r se¡ oteq uglso saperuasuoc seuoz se¡ enb ere¡Dns o sJ¡pur

olsl '(gy¡ eur6gd 'g aOIONadV) selle sepol oJlue salqerJe^ seuoz seusu.! sel

Á seperuasuoc sauoz seusrlJ sel uercaJde es 'sl*aq sndouey o sueldes owoH

'srsuerddrss/ss/¿u n¡e6¡¡¡y or.uoc 'sopeJqapon soJlo n 'sn¡¡eb snilee o sol¡lBJ

op sel otuo3 solBl 'sane ap sercuoncos sBl uoc ue6 alse op seprualqo sarcuanc

-os sBl ue.¡eduroa os lS 'Blncgloru e¡se e:ed olucsop ugrcetJen op ocrlslJolceJ

-ec ug4ed la ueluosord SZI VNUr ua6 ¡ap sercuancas sel 'opel oJlo Jod

'(Of l eur0gd 'V gf,ICNE¿y) ¡errpuocolnr VNCI lap

g oruoJco¡rc ua6 le gluotüBlllcala uepuodsaroc sepruolqo sercuoncos se¡ enb

alqllcet Ánu se enb opou eg 'BJnlcal op ocJeu la uo oluarturJJoc u¡O¡e o leuorc

-rpe ouruJql ap ugpo3 u¡6uru glcolop CIs ou 'oJoJltuetu ep lBupuocolrru ocr]gu

-eO o6rpgc lo opuBsn 'eepruolq3 ,{ eeprcedolocs 'aepu,uouorpad 'oeprJocourr-ll

ep sercadso sel ua seprualqo sectpJloelcnu setcuancos sel JEnpBJl lV

'(soo 
r.

'UBirAolS Á ein¡¡og) seorp¡ceourue sercuencos e secrplloalcnu sercuencos

sel oprcnpeJl JaqBLl ep sgndsep souotoelnul op odt¡ e¡se uo osgpuPseq 'lelJp
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opellnseJ ouroo sesualxe operseuep seureJ op Bluanc Jep uelJpod seeugOouoq

uos ou enb re¡ncalotu ugrcnlona ep sBSBI sBl 'zon ns V 'sotqtuBc salBl ap Bts

-e¡douoq Blle Bl epep 'seulelqoJd ¡econord uepend sorlrs sorusr.u sol ua -ug!c
-eJnles op olcala- se¡dr¡¡¡nr souorcelnu o selsanderqos sauorcnlrlsqns sel

'opel oJlo Jod '(tOO I ''p Je sut¡¡o3) 9 anb unrüoc sgrrt so y anb se ts V etcetl C

ap orqtuec la oJqos c erceLl v op olqulec la acoJoAB] as 'opoul also oo 'seco.ld

-.!eeJ ugrseujJolsueJl ap sarjas ua unuoc sououJ lo Brseq unuoc s9tx -op[gap
-nu- JolcgJec lop opelsa lo opsap sorqu:ec sol ugJecoJo^Bl EruoursJed ep sop

-olgLu sol 'soseq ap ugrcrsodu¡oc Bl ua o6ses aluarorlns olsrxa rS 'aluau.laluel

-stp sepeuorcelal Jelsa uelrpod peprleoJ ua enb sarcedsa ap solenptl soluatuJ

-edn:6e op esneo so soseq ap ugtctsodtloc el ua o6ses ¡e 'o¡dua[e lo¿

'secrplloelcnu sBrcuoncos ep rt¡red

e ecrlguoOo¡r¡ ugrceurlsa el uo solncglsqo ou,¡oc ueJoprsuoc es anb seJolcel

'safeur¡ soporc ap eeug6ouot,l ou etcue6Ja^tp e¡ Á ugtceJnles ap olcala la 'ses

-Bq ap ugrcrsodlno3 el ue o6ses la Jaoouoce.r e.red ercue¡rodurl lel!^ ap so ugrc

-etuJo1ut Blsj 'sepeuruexa sercuancas sel aJlua souorsJe^sueJl Á seuolcrsuer¡

op olaunu ¡e Á ercuaO.¡enlp ap afe¡ueuod 'soptlgalcnu saluaJallp sol ap ugtc

-nlrlsqns ap sBSe] '-g orlroJco¡rc ue6 lap osec lo sa ouroc 'eu¡e¡o.td eun eled

Bc4rpoc enb ue6 un ap eleJl os ts- ugpoc lap ugtctsod epec ue saseq op ugtcls

-odr.uoc el ap srsrlgue la uo ecnpeJl as olsj 'VNO le uo ugtcelnu ep sese¡ seg ,(

seuoronlrlsqns ap seuor¡ed sol reJaptsuoc aqop Jelncolotu ecllgtualsts el

I6

uc¡¡guaBo¡lt uglrlnrlsuore¡ sl ua suurelqord (q



'so^rletuJolu r oluour I Brsuol

-od uos enb soJolceJec sol olgs JelecsoJ op ul] la uoc olso opof 'etJoleale sa

ect¡9ue6olu leues el spuop ua soJolceJBo opueJaprsuoc ou Á sonr¡BrutoJul uos

ou enb sor¡s opueururla 'Jelngtped ue ue6 BpBo e:ed ugrce.rapuod ap seu-ranb

-so opueopt o ststlgue ap odt¡ ¡e opuecrlrpotu enOrsuoc as olsl 'sopesuaduroc

o soppJourtue Jss uapend se¡qrsod solercryUe sopellnseJ sol 'sopBcrytluopt zal

eun 'o.¡ad 'ocr¡gua6olg srsrlgue lo JaceJncso uepand saJolceJ solsa sopol

'elm?lorrj elsa ue olqop

ocll?t{ ap seuor6eJ sel uo ueJJnoo anb sepepecuoc o seJopesuaduroc souoton}t}

-sqns se¡ rod opelor^ se o¡sandns olse 'aluor.llet^qg '(gOO L 'ptollo/hg) a¡ueuen

-tlnlona saluolpuodepur uos sopeJoprsuoc soJalceJec so¡ enb uauodns ecr¡9ue6

-olu ugrccnJlsuocoJ ap sopolgr.u sol ap e¡ror(eu e¡ anb opBp 'socr¡gueoolu ststl

-gue sol uecr¡druoc soleuorcun¡ sauorccrJlsoJ seusrt! sel '(9661 ''p Jo uenr¡¡ng)

etcueOlanlp ap sala^ru ep o6uer ot¡due un uo secr¡gue6olr¡ sauooeleJ ap ugtc

-cnJlsuocer e¡ ered olrxg uoo opezrlrln oprs Br.l SZL VNUr ue6 1e enbuny

'(¡OO L ''p la ¡req¡co1)

ocrOg¡orq opectlru6rs urs Á se¡elcgluB uos enb solueruednr6e e eluaulenlue^a

re6n¡ opuep seueJ selse ua selale.red ssuorcelnui op pBplllqeqo.rd loÁeu¡

Bun opuarlsrxe 'soJelncalou souorcgrJlsoJ Á senr¡ce¡es souorsald sa¡uelellp ap
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-od Blse ue C Á I eJed seseq ep ug¡ctsodr¡oc el ue o6ses lo 'oluel o¡ Jod 'ug!c

-rsod epun6es Bl ua C o I uauell soclq.oJoJprLl soptc?outue ap sonptsal gZ ap

oJlencrlura¡ '(SOOr ''p p ro¡Áe¡) elncglorü Bl op peprcrqo¡orplLl Bl uoc opBuotc

-BleJ alueruelcaJrp Jelsa e¡rpod ugpoc tap ugrcrsod epunOos el ue o6ses e¡s3

'C ,(.1 sopllgopnu ap osacxo un eJlsonrrt ugpoc lep ugrcrsod epun6es e1

'ugpoc lap ugrc

-rsod BJaJJal el opuelcale souorccrJlsal ep odq ousrul lo 'oluoulo¡uerede 'alsrxs

enb opueur6ns '(696 L ''p la reqcoy) ¡e:eue6 ue sopeJqopal Á sene ua sopez

-rleal sorpnlso soJlo uoc oluolstsuoc so ugtceruasqo Blsf '(gy eutbgd '6 ern8t¡)

ugrcrsod eJocJol Bl ua C ap peptntsed Bl op eluanc :ep epend o¡s3 '(SOO 
l.

'ulpen¡) V BlcBr.l I op o I etceq V op ugrcrsueJl eun grqBL,l 'sBpeUBp uos I o

V lS'l e g op o V Blceq C ap ugrsJa^sueJl Bun gJqeq'ueqep as C o 9 ¡s'enb

so ercueJolerd elsa ep opBllnsar l;¡ 't r{ V sopltgalcnu sol ap ugrcJasur Bl JeceJ

-o^el ope.t¡soru Br.l ugneprxo.¡od VNO lap oUBp 13 '(SOO[ 'ulyey¡) ugrlsenc uo

e[eu¡¡ lop ecllgqe]oul ese] Bl Á onr¡eptxo ogep lo uoc opercose oprs pLl seu¡a¡old

.ecrlrpoc enb ¡eupuocolruJ VNO lop ugrcrsoduroc Bl ue o6ses e¡s3 '(ZV ew6

-gd 'SZ! VNUJ Á g ourorcoll3 seueg sol ue sopllgelcnN ep uglcrsodulo3 (3 ugtcces

'SO6¡VITngg¿ ran) sercadse sel aJlua alqeuen sgur Á ror{eu o6ses la uoc aceJ

-ede ugrcrsod e.rec.¡el el opuop ua 'ugpoc lop ugrcrsod epec Jez.leue le melsep

enb o6sas '(g) euruenO ep sopeplluec sefeq uoc o6ses un gluosord sepezr¡eue

sercedse sel op g or.lloJco¡rc ua6 la ua soprlgelcnu op ugrorsoduoc e1

t6
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ap Bujonbsa un ouesocau so apuop ua 'g or.l,roJcouc lep sel B saluoJelrp ssJBlnc

-olorl seuoroculseJ aasod ua6 elso 'o6Jequo urs '(gOOL ''p Je ueltllns :S6Ot.

''p Je rc6uudg) eJqaLl olqop ap seuoz sel ep lo uoc opereduoc a¡durrs eJqaq ap

seuoz sBl ue elueJelp seseq ep ugrcrsodursc et ue o6ses un ugtqrrel olpcsep

pq aS '(SgO L ''p Ja llalne) se¡qruodsrp saseq oJlenc sBl ap rououl pepr.re¡od e¡

e¡ueserd osBq else anb opep 'se¡eurosoqp seulolord se¡ uoo sBcrqgtoJprq sau

-orcoerolur auoquBrl SZL VNUJ ue6 ¡ap seouonoos sel ue V op pBplluec eile el

anb e¡n¡sod eg '(gy eur6gd 'y e¡qe¡) seperpnlse sercedso sel sepo¡ ue¡leduoc

enb ecr¡s¡rapeJeo 'V op pepltuec elle eun ,( C r( I ua ercuerc4op eun e¡ueserd

S¿L VNUr ua6 ¡a rod ope¡uassJd saseq op ugrcrsodu.¡oc el ua oOses ¡3

'secqgue6ol 
U sauorceloJ

op sourrurgl ue olnu oluouecr¡cgrd so g oruoJcolro ue6 ¡e uo BcrlslJalceJec lel

op olcnpord o¡ce¡a¡:e un enb opour oO '(e¡ue¡epe sgu :err) eperaue0 e¡0o¡od

-ol Bl B oluenc uo sopellnsoJ sorusrur sol uoJornnlqo ss 'socrlgueOo¡r¡ srsrlgue

sol ep -ror{eu oosas ¡o B}uosoJd anb ugpsJ lap ugrcrsod- ug¡crsod erecle¡ e¡

Jeururlo le 'sgruopv '(gp eur0gd 'E e¡qu¡) saseq op ugrc¡soduoc Bl uo o6ses ep

pn¡u6eu Btusru,¡ e¡ ¡e:eue6 ua ueluoso.¡d 'sou¡eya sodnr6 so¡ opuar{npur 'sou

-Br,lJJor,l sodru6 sns Á aeprJoooull{I ap se¡cedse sBl sBpo} 'o6requa urg

'@v

eur6gd '6 u-rnEr¿) souJolxo sodn.r6 sns Á oBprJocoulrll ap g or.uoJcolrc ue6 la ua

oluaprna se u94ed e¡s3 'eu¡e¡ord el ap saJelncrped seuorcrsod ue socrqgloJprq

sonprsoJ sol ueuorlueu enb souotcctJlseJ ep Jellnsal e.¡lpod ugpoc lap ugtots

t6



'alduts eJq

-eL{ op seuoz sol uo uaJJnco anb sel ep '-seJopBsuaduoc souorce}nu ueJcnl

-o^ur onb sBl- alqop eJqall ap seuoz sel uo uoJJnco anb sauorcnlrlsqns oluaur

-¡edrcurrd opuern6urlsrp 'soJa]lueur uo eorlgua6o¡r¡ ugrccnJlsuocoJ e¡ ered sop

-e¡ueure¡dLrl! oluor.uoluarcoJ opuors uglse ugrceJopuod ep seruenbsa solsS 'Bc

-r¡gua6o¡r1 legos eJopepla^ el Jellnco e eÁnqt:¡uoc enb olcala rernb¡enc relsoJJ

-eJluoc ¡se Á erJepuncos BJnlonJlse ns op ugrcunl ua Jplncr¡red ugrce.repuod
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-uoo sol onb seJluolLu 'peplllqeuB^ BllB ap elueu¡B^rlelsJ souorBe.l otuoc sopecq

-!luop! opls uBLl seueJquloulsueJl so¡utruop sol '( 
¡OO t ''p Ja u!/1Jl) soleuotcunJ

o soleJnlcnJlso sotultuop so¡ Á g ouloJcolrc lop seperuosuoc seuolEal eJluo ugtc

-elsJJoc Pun opBruesqo Bq es 'BrJolBale Bos ou g oruoJcoltc lo uo selqetJe^ sop

-rcgourue op ugrcnqrJlsrp Bl enb e¡uepue.¡d.¡os so ou 'oluel ol Jod 'soJallueu

uo selrJcssp opls ueq mrp,ceouruJe lanru B soJelncelou sauorocrJlsal se¡ Á seu

-oJpalo ap eyodsueJl lo ua g otuoJcoyc lop soleuorcun¡ sepeperdo:d se1

'(gOO L ''p le ro¡Áe¡) seuorcelnu selsa

op uglccales ap ugrserd Bl ua sercueJolrp sel Á ¡eurosoqp VNU un o eule¡o.rd

eun e.,red uBorlrpoc anb saue6 ap solcnpo.rd so¡ op soleJnlcn4so Á se¡euorcun¡

souolscrJlsoJ sBl uBJluoncuo as 'sBoJgtolap o §olB4nou uos souorcBlnu seuelc

rs uBurruJCI¡ep enb soJoloeJ sol oJluf 'eluBlsuoo aluotuolqeqod ese¡ Bpetc Bun

B aluauerJoleale ue¡recarede sslBnc sel 'selBJlnou souorcelnu o 'ugrce¡qod

eun ua es:efg op pepl¡lqeqord eun6uru uoueq ou enb 'searg¡e¡ep odl] ¡e uepuod

-soJJoc souorcelntu selse rs ':rcep so 'sauorcelnu safBl ep Uoyelsod e solcoJo

so¡ rod BpeururJolop glso ugrcelnu Bun op ugrcefr¡ op peplllqeqo.rd e1

'( 
¡OO 1, 'rnBJC it 11) seuorcenu selsa ep ugne[r¡ ap peplllqeqold

e¡ Á ugrcelnu ap BSBI el lod e¡ueuBclsgq BpeururJolop glss sJrplloolcnu uglc

-nlrlsns ap ESBI B-l '(gOO L ''p la llopul4) ugpoo lep souorcrsod se¡ op Bun epec

uo ocrplloolonu lalru B ugroelnul ep odr¡ ls Eurtuop ouJsruBcor.! un op sgtu 'Jac

-a.¡ed 1e Á 're¡ncalour uglcnlola op sesBl sBl uo ueÁn¡¡ur seJolceJ sorJBA

(p
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aS 'sPuoz selso ua saJopesuadujoc solqtuBc Jod sepeurtxJolop upas sauolcnltl

-sqns op sBSBi sel anb ,{ e¡duts BJqaL,l ep sauotboJ sel e so}uoJaltp saJelncoloru

sauotcctJlse.¡ ueouol olqop acll?r.l op BJnlcnJlso Bun uouatlueu enb e¡ncg¡oLn

el ap sauorOe.r se¡ anb leledsa ap sa 'oluel ol Jod '(rc0 ¡ '.ra¡¡o¡) seuosoqtJ

sol ua ugtcerOe¡ur ns e.red salercuaso uos anb sel 'soseq ap oluetuee.lede.lod

septuolueu se¡Jepunces seJnlcnJlsa soluaJelp BJlsanu Á seu¡a¡o.rd ap srse¡u¡s

Bl uo er.¡eurud ugrounj eun aosod ue6 elso 'SZ L VNUJ lap osec lo uf

'( 
IOO I ''P Je spremp3) soleuorcunJ souorccrJlsal salel o[eq euorcnlo^a ue6 a¡sa

anb eut.tt¡uoc enb ol 'ugpoc lap ugrcrsod eracre¡ el ua alJnco souJJolJassBd op

q orroJoo¡c lo uo sorqruBc sol op 0/oZ6lo 'oLlceLl a0 (lOO L 'JnBJg ,{ 11) uorcrsod

elsa e uelcale enb sa¡ernicnJlsa sauorccrJlsal sel e opJance op Jouot! elrlcelas

ugrserd el ap Á ocr¡gua6 o6rpgc lo ua ugrceJoua6ep e¡ ap olcnpold 'seurugu

-rs o sesorcualrs odr¡ ¡ep ueas aluourlarcuosa enb 'rrcep sa 'ugrcrsod e:acle¡ e¡

ua ueoznpo¡d es sauoronlrlsqns sel ap e¡:oÁeu e¡ enb e.¡adsa as 'opel oJlo Jod

'(t.OO, ''p Ja uf,ul) oprc?ourrue un JBJaI¡e uapend ugrcrsod Blso ua sorqu¡Bc sol

sopol anb opep 'socr¡gueOolrl srsrlgue so¡ e:ed solqe4uoc soJolcaJec ap oluon¡

Bun ouoc BpeJaprsuoc oprs eLl olso rod ,{ eperuosuoc sgrx Bl so ugpoc lop

ugrcrsod epun6as e1 '(gg eutOgd 'g elqe¡) q ouorco¡rc ue6 lep ugpoo lop sou

-o¡crsod sel ap eun BpBc uo souJalxe sodn.r6 sns Á oeprJocourr.ll Bluesa.rd anb

souorcnulsns op ugr¡ed lop esnec uos soJBlncolor,r souorocrJlsoJ selsf

'(OgO ¡ '¡¡eruro¡1)

sopBnJesuoc eiuouJellB soprogourue ueluese.rd ugrconpal Á ugrceprxo ap soJl

L6



'letclut ugtcBtrl

-rxoJdB eun ouoc olgs Á Blanm uoc sopBJoptsuoc Jos uaqop otpnlsa also ua

soprualqo sopellnsar sol 'onb sa ugzeJ Blsa Jod 'so^e ap Jelncolour Bctlgualsts

el ua orpnlso op eJnlnJ BauJl eun B JB6nl opuep 'pBplun elos eun otuos ua6 olso

op ugrsnlo^o ap opor,u la JeutruJalap eJed elalduoc Blnsglorrj el eluoujlpopl Blts

-o3au as 'ooJeqrue uls 'saialceJec oJiua Brcuepuadaput ap ellBJ el op solcale

sol sluour¡edrcuud JelnuB op ul¡ la uoc 'se^B sel ep SZL VNU.¡ ue6 ¡a e.red

ocr¡¡cadse ugrceJepuod ep eurenbsa un JelloJJesap sacuolua orJBsaceu aceLl
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el sa g otuoJcoltc le uo ugtseJnles BptdpJ el Jeclldxo opand onb rolcBl un

'oc

-rloueoolu loqJg un ue spueJdua] sercuaoJo^tp JBuil.urolop Bred S¿t VNUJ uao

la anb aluarcrya sgr! Jos epend q oruoJcolrc ue6 lo ouloo JSe sf 'SZt VNU.I ue6

¡e enb optdgl sgtx oluotue^rlru4op Buorcnlo^e g ouroJcolrc ue6 ¡e enb ep eluonc

ep enb ercuopr^a'(gg eurDgd'11e:n8ld) sauolcnltlsns ep odr¡ olso oJluo leautl

uorq sgul ugrcelal eun eJlsanui S¿L VNUJ ue6 ¡e e:ed ocr¡glO ou-tsrr.n ¡3

'oduuer¡

lo uoc d ap ¡eeurl ou ugrceloJ El ua neep¡d ¡ep uorOel Bl o[Bq o]uauleapr Je]

-sa ue¡Joqap exe] sol oJluo secr¡gueO sercuelsrp sel 'Jelnca¡ou.r [o¡ar un JeJqrlec

zo^ el e ,{ sepereduroc sercuonces sBl oJ}uo erse¡douroL{ ep opeJo ¡e rrnurutstp

Bosop os lS '(yg eurOgd '91 u:n8rd) eepuocoulL{l_ ue ugrceJn}es Bl ercer-{ ercuap

-uol eun elsrxo enb opueJlsoruop 'sercuonoos sel ap ercuaO.ranrp el elueuJne

enb eprpew e neeJeld un e eurxorde os 'g otuoJcolrc ueO ¡a ue souorsJa^sueJl

,{ seuolclsuel} ap ocr¡glD ¡3 '(¡g eurOgd 'seuorcn}l}sqns ep ws?J ,( ugrce:n1eg sp

solceJg (c e¡ ugrcces e¡ len) sor¡s solso uo sauorsJansueJl sgtu zan epec opuoto

-npoJlur 'souorcrsod seqcnu uCI souotctsueJl ap uotctsod.ladns eun B oplqop

eceJcep Al/sl ugzer e¡ 'odute!) lep s?AeJl e uelnunce as souotctsuBJl se¡ enb

ope6 '(tOOL 'JneJe ,( t-¡) sopeJqouo^ soJlo ua epeJluocuo euJou el B Jelluls

'souotsJonsueJ] se¡ enb orpeuold ua soluencaJl sgr.rJ socen ocuto oluouepeLutx

-oJdB uos anb souotctsueJl eluoseJd oeptJocoulql 'g ol.lloJsoltc ue6 ¡e u3
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'ecrl?uo6olu ugrcBr.urlsa el op Blst^ ap olund

la epsep Bzeue3 mrldur elueurBfJBseceu ou epBruesuoc ees anb ap oqcaq olgs

le anb opouj oC 'ugrceJnlBs ap olcslo lB elafns e]uau.tlBnlua^o Je]sa eJJpod ugp

-oc lap ugrcrsod Bpunoos el 'ercuaoJo^rp op so[eq salo^ru e osnlcur a]ueuo]uoJ

-ede 'enb Bclpul ugrcrsod epun6es Bl ue souorcnlrlqsns sBl oJqos ugrccrJlsoJ

els=l '3 r( I aJluo aluaurelos Jerquiec e ?Japuel ugrcrsod epunoas el '(9661

''p le:o¡Áe¡) ssJrqgJoJprq sauorocrJlsoJ op erouancosuoo ou,roc C ,{ f acoJolel

g ouroJoolrc la ua ugpoc lop ugrorsod epun6es e¡ enb opep 'o6requre urg

'epepBcsop sa ugrcrsod elac:a¡ el 'seuJalo.ld e.red

ueoryrpoc anb saue6 ap rr¡:ed e socrl?ua6o¡r¡ srsr¡gue sol ua opnuou e olsa Jod

'(t.OO L ''p Je ulir^rl) se¡sendarqos o se¡dr¡¡¡ur sauorcelnur B,^ erse¡dorl.roL.l elle op

ugrceruJolur uoo JrnqrJluoc 1se Á a¡uaueprdg: asJelnunce ue¡rpod sauorcnylsqns

selsa 'ugrcrsod eJacJel ,{ e¡auuud el uo sesorcualrs sauorcn}r}sns ep roÁeur

peprlrqeqo¡d eun olsrxe anb ope6 'ugrcrsod eracJal Bl uo I Á C uaesod saleldu¡

sop ,{ C ,{ V ueesod se¡e¡du¡ or}enc seJ}uorrrl 'ugrcrsod e.raurr.¡d Bl uo I uouar}

sop ,{ O uauer} oJieno salenc sol ap 'eurcna¡ ered uecr¡rpoc enb se¡a¡du¡ sras uo}

-slxe enb se ugzer el 'ecrlgua6olg ugrccnJlsuoosJ ap srsrlguB sol ua eue¡qord

un ouoc Bprcouocal ,{ epeurur.ra}ap oprs eq g ouroJcoirc lo uo eurcnel op Brcuep

-unqe el '(¡OOr ''p Je u!^^Jl) leupuocollLu VNO la ua sounuloc sgrrt soplcgou

-il,uB sol op oun so eurcnol 'Bcrplceourue ercuancos Bl uo eurcnol ap pBpllues

00I



uo 
^ 

eluelsqo oN 'stsllgue sol uo soltclldull u?iso 'soJolceJec op etcuopuodopul

el ouoc 'so¡sandns solsS 'VNO lop ugnnlolo el aJqos so¡sendns sns uo uaJa4

-rp 'orpnlso also ua sopezrlrln erouelslp ap la o eutx-etrt peptltqeqotd ep le 'etu

-or-uts.red op lo otlro3 solel 'ecrlgueDo¡t¡ ugrccrulsuocoJ op sopolgr! sol

'BrJolealB aluoullenluano eos seloqJg sol op ugrocnJlsuocer e¡ ered

epezrlrln ect¡9ua6olrt legas e¡ enb repeosap a¡qrsod so souour ¡e anb opour ap

'epretnbzr el erceL{ oru¡ecr¡ru6ts o6sas un uoc sauorcnqrJ}srp uoJeluasald 'g¿¡

VNUJ r( g ourorco¡rc saue6 sol op.r¡red B sopeJaue6 so¡ep ep o¡unÍuoc ¡3

'BSorlBA opuors e_n6rs eqenrd el 'opoul alsa aO 'ocr¡9ue6ol¡j srsrlgue

un e.red asJesn BlJoqap ou ,{ ouo¡eale a}uauue¡a¡duroc so so}Bp ap o¡unfuoc

¡e enb elrua6ns onr¡ecr¡ru6rs so ou anb Jolen un'e¡ue¡sqo oN '(t.OOL'Icaq

-uas¡eng) g ap onr¡ecr¡ru6rs Jolel un ep eluonc Jep uepend soprur¡ep uorq sop

-ou socod soun aluaulelos enb ope:¡uocua eq es 'sguapv 'seuesocouut otuoc

sepecrlrJc oprs ueL{ 'o}uB} o¡ lod 'legos el ep BzalBJn}eu Bl uelaloJ ou seqanrd

selso 'o6requa urg 'g ocrlslpelso lap ont¡e6au Jolel un uoc Bclpu! as ep:atnbzt

el ercer.l o6ses u¡ 'solep sol uo ecr¡9ue6ol4 leuas ap peplluec el gJas ¡oÁeu

'o6sas olse eos olle sgur seJluotyl 'soloqJg ep so6:e¡ ap setcuancaJJ op ugtcnq

-!Jls!p el ue o6ses op peprluac Bl optt! sotJoleole soloqJg ep eqen:d e1 'oluau

-elJoleale soperaueO solep ep olunfuoo un ep e¡qrn6ur¡srp eluotueJelc sa sec

-rp1loolcnu serouanoas ep rr¡red B opeJoua6 solep ep o¡unluoc lop ect¡9ua6o¡t¡

legas el rs JeqoJd llp sa 'oct¡gue6o¡t1 slstl?ue un oqec e Je^oll op saluv
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-!sap saleJnlcnJlso souorccrJlseJ op ol3npoJd 'aluoJelrp otquec ap pBptlepouJ

eun ueluoseJd SZL VNUJ Á g otuo.tcollc ssleupuocolrru saueO so¡ enbuny

'u9rcBujrlsa lel ap Bzouac el JBluorraJcur

elrpod 'ecr¡gueOolU ugrccnJlsuocal ap sopol?t! soluoJolrp.rod sepereueO se¡6o¡

-odo¡ sel ue enueni6uoc el enb opottt op 'oorlgue6o¡r¡ eura¡qord un Jonlosal op

oluoruour lB ugrceurxorde eun sp s?u ep osn lo ecr¡r¡snf as ouroc lse sf

'(gOOL '!l ,( Ll»1DUBrlZ) relncalou ugronlo^s ap sesel sel uo pepreueO

-oruorl oisrxe ou rs solualsrsuocur Jos opeJlsout ueLl eruotursred ap sopolgur sol

'o¡dura[a ro¿ 'sopeJouo6 se¡oqrg so¡ re¡ard.talur op o]uotüou la ua sepepJocar

Jas ue,Joqep enb sefe¡uansep Á sete¡ual ueluaseld sopo¡gul sol sopol

'soperdorde Jos ou o uapond sopect¡lcedse so¡send

-ns sol enb sa opol?ru also op efe¡uensep eun 'o¡uelsqo oN 'solsend.¡edns

sorqtueo e¡ed e6rl.rm Jse r{ (t.OOL 'uosltM Á tvtoptg) so¡tc¡¡dxa JBlncaloul ugtc

-nlo^e op solapou uo opeseq glsa Bultxgur peplllqeqotd op opolgul lo 'opel orlo

Jod '(t.OOL 'qs/noqoÁg-u¡e¡1 ,( ge.rcel3) srst¡gue lo uo se¡n¡¡dxe u?lso saJelceJ

-ec sJluo lelouaJallp ugrcnlo^o op sesel o soprlgolcnu ep ugtctsodtuoc 'souotcts

-uer¡ ,( souotsro^suBJl op ugzeJ el ou,lo3 solqBlJBA opuop uo 'BtlllxBuj peplllqeq

-old ep olapouJ la uoc e.reduroc as rs ssrolceJec sol ap ugtcnlolo El ap BcJace

so¡sandns souat! eltsacou enb opep epue¡eld saco^ E so Btuotlltsled e1

'saJalceJec aJlua ugrceJopuod ep solapou.¡ op osn lo otJesocau aceq os

Á so¡cnpo.¡d sns ap seJelncalouJ seuotcctrlsoJ sel e oplqop 'q oulolcollc o SZ !

VNUJ la ouoc seuaO uo epelorn so soJalceJec oJluo etcuapuadopur Bl '¡eleue6

z0I



e aluou:Blos aeprJocoulLll ua soctlgueOo¡r¡ slsllguB so¡ oprOuulsal ueq aS

'(f00 , ''p ]a sllllH) exel sol erlua seeu96

-otuoLl ercuao.¡enlp ap sesBl uelslxe ou anb sa ts opol aJqos '-epBJapuod ou-

Bujtxgtu etuoujlsJed e¡ enb o^rlcala sgu.r orlcnu.J Jos gllsoru opolguj also epuop

uo ugtcelntuts ap sotpnlsa ap aceu 'eruotursled ap opol?uJ la ua saJalceJec

lelapuod ap eapt B-l 'senrlelal sercuancaJl sns B oluauresJolut sauoronlllqsns

selsa lelapuod eled oua¡rJc otuoc Al/sl sauozeJ sel opeztltln ueL{ os 'peprnr¡efqo

Jouolueul eJed 'q ouoJco]to le ua seuorsJelsueJl se¡ enb saluancoJ¡ sgtu soc

-oA ocutc aiuatuBpeurxo.rde otpauord ua uos souorcrsueJl sel 'saluaptna uos

oeprJocoulql ua souorsJalsueJl Á sauolclsueJl op saletoueJaltp sBSBI sel

'(Y¿ew69'd '91 e:n8rd) OO t eP

soturxgtü saJole^ sol uoc e¡tor(eu e¡ ',,de:¡s¡ooq,, op saJole^ sollB uoc sope¡.rod

-os uglso operauaO loqJg lop sopou sol sopoi aluauectlcgtd enb so 'Bptuelqo

etue0o¡r¡ el ap ugrceurlso el uo zoprlos Blle Bun ectput enb eprpeu e4O

'sepeurulexe sercedso sEl aJlua ugrceJ

-edes op soluono op Brcuoncos Brlsrur el uocarlo seue0 soqure ecrJglsrr.l enr¡cad

-s:ed eun opsop 'Jroop so 'soueuJreq sodnr6 sns Á eepuocoulr.ll B ueuoduroc

enb sarcedse se¡ op secrlgueOo¡r¡ souorceloJ sel uo zoprlos zol ns e Á ecr¡gu

-eOo¡r¡ ugrceurlsa ap sopolgul sol e oJoUaJ as enb ol ua Brcualsrsuoc Blle Bun

erer6ns o¡s3 'selurlsrp sesrueld euorluetu opolgul epec apuop uo 'ecr¡gue6

-olr] u9rccnrlsuocor ep saluaJaJrp sopol?r.u soJ] ap so^eJl B sPprJocourr.ll ap eru

-e6o¡r1 e¡ ered e¡Oo¡odo¡ eusu.ll el onnlqo os '-peprleuorounj ns Bpep- se¡en6
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'se^rln lo^o §lsslgdrLl

JBqoJd BJBd asBq eJnpnJlso oruoo EpESn Jos spond Á se¡eupuocolru saue6 sop

ep solep sol uoo BlsnqoJ ece"led epeleue6 e¡6o¡odo¡ el 'opouJ olse oO 'eeptJ

-ocourrlj op oJluap sopep sor.usr.u sol uoc selEolodol sBtusrtu sBl uoJatlnlqo as

opellnsal orroC 'g otuoJco¡rc ua6 lap sBclpJloCIlcnu senuancos sel op lr¡.red e

septJocoulr{J_ ap saloqJg sol JrnJ}suoc e.¡ed sopezrlr}n uoJon} BruotulsJed e1n ugrc

-erepuod ap seuonbsa solse sopol '( 
t,OO I ''P Je uywl) sollletuJolul sluotupJtl

-9ue6o¡r¡ ueos enb ep sa¡qeqord sgtx sa 1se Á soperuosuoc sgrrt uos soJolcBJec

ap sodn solso enb esrurerd e¡ erqos 'ugpoo lop ugtctsod epun6es Á eleuud e¡ e

,{ (nyst) t/0t A [/g souozeJ sel e '(olac e sepesed ssuolclsuell) seuo¡s.¡a^sueJ]
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ugEcnJlsuoceJ el se ol outoc 'ugtseultxolde epunoas BUn ouloc lsB sf

'(fOO L 'uerrl1sJeg) eepuocoulrlt uoc oepruouolp

-od ap ezuetle e¡ opuar(n¡cut 'se¡qelnuur uoJarcouBtu.¡ad secr¡9ue6olu sauotc

-elal seunO¡e 'o6requlo urs 'se¡eut6r.ro sol e solurlsrp soloqJg uoJernnlqo os 'leJ

-eua6 u3 'saluellnsal osuosuoc ap seaJg sel aluauleury opmsnq ueLl es ,( ueu

-odns ol ou anb so.t¡o 'Jelncolou fo¡er un uauodns enb sor.u¡uoD¡e opeztltln uBLl

os 'solBp ep oluarujBllrrlcnce ep sopolgtu sol op s?ABJi e )eze lB sactJlBrü sBA

-anu opBaJc ueq as 'ercue¡slp ap sosrJleu sBl ep ststlgue so^anu oqcoLl ueL{ os

'se¡a¡durocur sercuBlslp op socrJlelrt ap osn ¡e ,{ 'le¡nca¡our [o¡e.r un ap o¡send

-ns lo ofeq sa[eurl se]uoJa]lp sol ua Jelncolout ugtcnlolo op sesel ap pepteu

-a6o.re¡eq el 'Bcrlsrpelsa ezapac Bl uoc sepeuorcelal ssJrlJJc ap oJaulfiu ue.l6

un grOlns 'sopellnsoJ solsa ap ugrcmr¡qnd e¡ ap Brcuancosuoc orüoC

'ecrJ9ruBJns ap aeprJocourLll uoc erleJlsnv op aBpuJou

-olpod op ugrceloJ el uecelsop sello oJluf 'saAB sBl ep secr¡gue6olU sauoroeloJ

sel B ouJol ua saleuorcuoluoc seopr ep oJatunuurs un uoJe4esap 
-secr6g¡oe6

Á secrOg¡orq sauorcrsodns ap arJas BUn ap osBq el oJqos sepeurlsa- sone

ep sefeur¡ sorJe^ ap se]nlosqe sepepa sel Á soprn:lsuoo socr]?ue6o¡r¡ soloqJg

sol '(S¿OL 'ssnBJlS Á sp¡erqg) VNO op secru¡ serdoc ep secrJjcedsera¡ur seu

-orcBprJqrLl ap sauorce.¡edr-uoc op sgABJ] B sepBJoua0 ercue¡slp op souorcrpert.r

ue6a.¡lue sauarnb '¡srnb¡qy Á Áa¡qrg ap sorpnlso sol otuoc s?Jolur oluel opBJ

-rdsur Bq saAB sel ap oct¡guebo¡t¡ odurec la uo solep ep o¡unfuoc u¡6ur¡

§0r
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Bl ua exei sol ap uapJo lap ugrcun} ua sopBlc uoruJo} as anb alqlsod so 'selaJc

-srp Ánr,u uos eorlguooolu ugrccnJlsuocoJ ap soc¡lgua] sopolau sol Jod sopou

sol oJlua sepereuao senuelsrp sel rs 'aluourlPurj 'sorirlroelr soluaruBdnJoB

rsB opuorcnpoJd 'selsandeJqos souorcelnu gp sa^eJ) e Prseldoruor..{ e^rsacxa

op soicola sol e selafns JBisa uorquel uapand vNC ap secrun serdoc sB¡ 'sos

-uoxe operseuop sersuooJa^rp ap salo^ru e 'opel oJlo Jod 'JoJJo ns op el rod

BpBSBdaJqos sa HosI V sol ap pn1¡uOeu Bl apuop ua 'seganbed operseuap serc

-ue6renrp op sola^ru e .rr6rns uepand sercuaJo¡p seunO¡e 'o6requa urg

'vNo op la^ru le souorcelntu 'J¡cep so 'eLusrt! el ¡eJ

-aua6 ua sa 'sopelc soiurlsrp so¡ .rod epeiuasaJd ercua6ranlp el ap EzaleJnleu el

enb opep 'VNO ap secrufi setdoc op sauorce.¡eduoc ep r¡:ed e eperauaO e¡6o¡

-odol eursrll el sosec sol ap euo,{eur el ue uaJ}sanu.¡ secrpl}oalcnu sercuoncos

ep l¡-red e ecrleue6olri ugnonJisuocal ep sopol?ur sol enb re¡adsa op so 'BuJ

Og r{ 0L ep Brcuo6ranrp op saloltu e souau ¡e'otdtcuud ue'anb opout le} oC

'aeprJocoulql ap oueruloL.l odnr6 le oepluouotpad opua¡s 'sootl?l4ouotll uos

sruocounll Á sl6egy 'VNC op uotcepuqlLl el ap sopeilnsal sol op uo¡oelatdle¡u¡

el ap a6.rns lenc el 'o[eqer¡ ap stse¡gdrq el uoc e¡uant6uoc sa letJpuoco]ttll VNC

ap smrpJloalcnu selcuoncas op JtUBd e optuelqo octlaue6o¡t1 loqlg l:l

'vNC ap uorceprJqrLl el ep

.rr¡.red B sopellnsoJ sol teqo:d ered re¡ncalotrl olrqurg la uo osor¡en ,( a¡uerpuad

-epu! etcuoJeloJ ep o¡und un euorc.Jodord 'sa¡uaJaJlp sesluatd uoo ststlgue ap

erOo¡opo¡eu eun eesod enb 'secrplloelcnu sercuoncas ep ttped e ect¡gueOo¡t¡
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'sopBuil.lrExa Bxel

sol aJluo BrsueoJa^lp BI op uglcunJ ua sauao solurlsrp op osn lo opuBzil.urldo

sB3¡UC9l sBque Jod Sopruolqo sopBllnsoJ sol JBlseJluoc olqrpel sa spuop uo

'vNo op seilpJloalcnu sBrcuonsos sel op ouar^oJd saiuBooJJalur sBlso Jo^losoJ

apend onb BlrleuJalle ugrcer,urxorde e1 'soluellnsal ercuelsrp op souorcerurl

-so sel e opercose JoJJo la so lenc Á osn ns otcrdo..¡d gres ercue6renlp ap salen

-ru gnb ua Joqes la lenlce ugrce6r¡sanul ap Br:aleur opuors 'ugrcetulxoJde BJlo

:ernb¡enc ouloc sauorcelrutl sns aesod VNO op uglceptJqtL{ Bl epnp uls

srsrl9uB la ua Bxel sol ep ep

-BJlua op uopJo ¡ep so¡Oa.ueoJ o solep op oluartuel¡.{cncB lo ouroc sopo¡gru rod

sepelcolop Jas uapend JoJJo op saluanJ selsa 'aluelsqo oN 'solep ap ztJleul
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''P Je uluen¡) sopelnoun o saleutJd op sel onb sBluol sgu.t soco^ or.lco e olots

ap sesel uelJpual solenoso ap sorcadso 0! '¡ eseprxo otuoJcoltc ue6 ¡ep Á g our

-oJcollo ue6 ¡ep sercuancos ap oseq el oJqos 'seuoJngrl ua sopeztleoJ saluotc

-aJ sorpnlso ap auerno.¡d lerJpuooollur VNO lop orqrrec ap BSBI Bl op pnlrlual

euraJlxa op osec un '(gOOL'rqurnled Á ur¡rey¡) ugrlsonc ue e[eur¡ lop opuarp

-uedep olqerJel aluauJelle sa sopeJqouo^ us lerJpuocolnu VNO lop JelncolouJ

to¡ar ¡e enb pepr¡Bal uo gJlsoru as 'sor.lJalopua Á sotue¡olce ouoc 'seleulJal

sollqgll o epr^ ep serJolslr¡ op sauo:¡ed sns uoc ugrceloJ ua aluoulolqelou uelJ

-a¡p enb sotr.¡srue6Jo op sercuoncas ap oluauraJcur la uoc 'o6reque urg

'(¿eo 
L

'uoslrM Á sp¡erqg) sarcedse soluoJo]¡p oJlua ugtceredes op solnlosqe soduet¡

JeuruJolop e.red salrs-ol so.r¡sr6ar ue uoJBSBq os solenc sol '(e¡uetg A nsuy)

sasuo¡peuec sosueO ua sopezrleoJ sorpnlsa u¡6es ugrcentrt op esel eulsrrü

Bl uelual sane sel enb g¡dace es 'sa¡eu:r.¡d ue aluor,uecrllcadse 'soJa¡¡uretu

ered se¡sendo.rd uoJanl sBcrs?lc souoroeJqrlBc selso uorq urs 'sopeJqapol sol

sopol aluor.lelsandns ue¡rr¡reduroc anb ecl¡s¡JalceJec 'reolcnu VNO lap e¡ anb

eprdgr sgtu saoo^ zorp e oourc op esel eun Bc¡lru6rs o¡s3 '(O¿O L ''p p umotg)

etu ¡od sercuonoas aJluo ercue6.renlp op o/oZlog JopopoJle o'oge/ls/qns s0! x

¿-L op on] Jelncolor! ugronlola ap ese] ns ap sauorceurlso se¡eur.rd sel ap BUn

'Jelncaloul ugrcnlo^o op esel elle ns sa 'soctigua6o¡t1 sorpnlse uo osn ns BcU

-llsn[anb ,{ 'leupuocolluJ VNO ¡e enOut¡stp enb secrislJolceJeo sel op eun

80I

rulnlolotr tr [opU (q



,( rcO I ''p ,e ouocceC) olxeluoc or¡due sgur le ua serua6olry lse .leuodotd ¿{

safeur¡ solsa ep sercadsa sel oJ]uo ugtceredes ep sodruar] Jetur]sa ue¡rrrr.red enb

souorceJqrlec uo opellnsoi eq anb ol 'seJpuBrüBles Á so¡r¡cgporpe ua ue6 a¡se

e:ed sepellell soluelsuoc sesel op ercuaprno olsrxo 'opel o:lo Jod 'g otuo:collc

ua6 ¡e ouroc ugrceJnles ep seroÁeu setuolqord e¡ueue¡ue:ede eesod ou SZ L

VNUJ ua6 ¡e 'oluouleuolclpv 'Q¿ euñgd ':e¡nce¡ohl ioleu lep uglcurqqe3 .,{ :u¡nc

-elol^l ugrcnlo^E ap sssul ue ercu€lsuof, (e ugtccas e¡ len) souotctsuel¡ ,{ seuorslen

-sueJl opuesn senrlec4ru6rs '¡ereue6 ue 'uorenl ou souJolxo sodn.r6 sns ,{ eep

-tJocourr.ll uo SZL VNUJ ue6 ¡e ua sBsel op etcuBlsuoc e¡ed seqentd se1

'(gOO L ''p Jo llopult t) lerJpuoco]lur VNO la ue sauorcBlnul

ap ugrcefrJ op sBsei seleq e re6n¡ opuep 'relnloc a]uotquie a]so ua olqet^ BJJes

se¡qrsne¡d seu¡a¡o.rd ap opeltutl oJotlnu un olgs enb euodo.¡d es apuop ua '¡el

-odloc ern¡eledura] BllB eun uouarluetu enb e oplqop Jelncolour ugrcnlolo Bl uo

saleuorcrpe souorccrJlsoJ uelstxo enb e¡qtsod se 'sene sel op osec lo uf

'(ggO¡ 'ue¡ug) ugrcect¡deJ ns ua aluolstxo

peplllqe!] el o VNO lap ugtceredat ep Btcuotc4o el ,('(986L '!l ,( n¡¡) se¡euluuaO

seeu!l ap lo^ru le Jelnloc ugtccnpoJdel elle '(/96l ''p ]a I1) ¡euotce.leue6 odule¡l

lo '(e661 'rqunled Á urUeu!) BctlgqBloul BsBl el uer{n¡cut soJo}ce} solel 'sefeu

-tl soluaJa¡lp sol uo ugrcelnlu ap BSel el opueurulJalap Jelso uererpnd enb sa.l

-oicE¡ sol uoc ugrceleJ ue srsa¡gdttl sBtJeA o¡sendold uell as 'o¡cedsel M

'opeutuexa ue6

Á exe¡ Bpec ered secr¡lcedse souotceJqllec ap peptsacau e¡ erat6ns o¡s3 '(ZOOt,
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-uancas el oso¡Jadur opuars '(S¿¡, VNUJ ue6 ¡e ered qd ggy) seuotceJa^ase sel

-se ered sepeJaprsuoc saseq ep se:ed ep oJetunu o[eq ¡e JlUaApe olJpsacsu so

'o6:eqtue urg '(rce L ''p JeouocceC 1eu¡o¿gg'g) setpueueles ua epeJluocua pl

enb e¡ua¡ sgr.u socatZ'l enb esel'aw¡o¡o¿U7g ap BSel Bun souauolqo'eluoru

-e¡unfuoc souorsJo^sueJl se¡ Á sauorcrsueJt sel solueJeprsuoc !S '(¡OO I ''p la

auocce3 r( IOO¡ 'o¡oureÁryt¡ Á snery leW%rL'O) serpueruBles Á sore¡¡treu.¡ e.¡ed

e¡sendo.rd e¡ enb Bluol sgu sacan t't sa anb el'ewp/oetg'g op esel Bun sou

-eualqo 'e¡ueur¡uoceOeu lop olsoJ lop erleJlsnv ap ugrceiedes el op etcuoncos

-uoc ou¡oc 'seuecuou¡Brns sel ap seuerteJlsne salrleJ sel ap ugrceredes e¡ ered

Bur 88 ,{ S¿t. VNUJ ue6 ¡e uO sOUOlsJoAsuBJ} sEl olgs sor,llBJoplsuoc ls

'JBlncoloru u9rcnlo^a

ap sesel sel uo pepreue6ouJor{ op ercua}srxa e¡ Á sere ep se:oÁeu sodruO

sop solso op ugrceJedes e¡ ap olqesuodse.r en¡ oc¡69¡oe6 o¡ueno orrrsrul ¡e anb

euodns os rs 'oluol sgu Jas BJJeqap soptJgooul¡ Á se¡r¡e: ep Jelmo¡our [o¡e: ¡e

yo4d e enb opou aO 'solqrualsosur eluorleoOg¡orq uos aluaupr^qo seuoroeul

-rlso selsS 'pepen6rpe op eu ZL olgs BlJpuel ug¡ceredes el '(¡66¡, 'o¡ouer(t¡¡

Á snely ,( fOOL ''p Ja euocce3) oluatüBlos souotsJa^sueJl ercd ew¡o¡ot!'O op

ugl3eJqtlec el ezrlrln os lS 'SZt VNUr ua6 lo uo souorcrsue.rl r( seuolsJelsueJl

opueJoprsuoc euJ sros olgs ap sBuBcrJaurepns sel ap seuer¡BJlsnB solrlBJ sBl

ered ugrce.redes ap odr.uer¡ un e¡Jpuatqo os '(¿96 L 'uoslt¡¡ ,( spletqs) eu.¡ .lod

ercua6.¡enlp ap o/oZ op leuorcrpeJl ug¡cerqrlec Bl opee¡dure osolqnLl as !S
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'so^tlelBduioc sotp

-nlse BrEd selqruodsrp socr6glors4 solep Á sercuencas ap sapeprluec sepuer6

uelstxa enb e¡seq sepeJelce ugJas ou soluaJede seuorccrpeJluoc setsS 'srsa¡gd

-lLl ap odr¡ e¡se op souorocrperd sel uoc usrq uelsnfe es ou 'sBcr.rJJg]opua uos

anb sane se¡ Á se6nuol sel otüoc sotuJelolce ap seluel sesel sel o 'soJo]¡uerx

sogenbed ap sel uoc sepeJeduroc '¡erod.toc oUBtuB] ue.¡6 un uoc salrleJ sel uo

seperuesqo Jelncaloru ugr3nlo^a op seluel sgtu sBSB¡ se¡ 'o6requa urs

'(gOO L 'rqunled Á urUe6) VNO ap elncglour Bl op .roÁeur ouep un za^ el e ec4

-ru6rs enb oua6Jxo ep selpcrpeJ op ugrccnpord e¡¡e e¡ rod oluauelqrunserd 're¡

-ncalou u9rcnlo^a ep selle s9u SBSBI Joual B uapuorl ecrlgqelauJ Bsel elle eun

uaesod anb soperqouon sol 'alueisqo oN 'sarelncolour sauorccrJlsoJ B oJoUaJ

es enb ol ua alueJopuoderd ¡eded un re¡uasa:de.r aca.red ¡erodroc ern¡eredua¡

elle el opuop ua ¡( sa¡e sel uo elual sgru eluoue^rlelal 
-Jee¡cnu 

Á lerJpuooolrtrj

vNo lop- Jelncolor.u u9rcnlo^o ap BSel Bun uoc soiuolsrsuoc uos aeprJocour.ll

ap smrpJtoalcnu sercuonoas sel ap saluorueno.rd solep so¡ '¡eraue6 u3

'(gOO I ''p Ja sebpe¡1)

soluourluoce6au ap ugrceJedes e¡ uo asopugseq Á socrJlgureJlln soloqJg ap op

-o]?ru la opuesn SgL 
^ 

g¿¡ saue6 sol ua sane op sauopJo a¡ers ered sepue6ns

oprs ueq eÁ se¡ue¡ sgur lerJpuocolu.lr VNO lap ugrcnlo^a op sesel sBlso 'e¡ue¡

-sqo oN 'olqe4uoc sgtu ugrceJqrlm Bun Joualqo ered olelduroc ua6 ¡ep ugroerc
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sel e opeuns 'soJalluletrl{ sane sel sp osac le se ouloc 'o}uoule}uerpuedepur

opeuorcnlolo uerl enb sefeur¡ ep lqled e saJe¡noalou solep op osBq Bl eJqos

Brcuapr^e e¡ 'e¡ue¡sqo oN 'sotqtlue ep le o soJe¡uetu ep la uoc opeleduoc

arqod eas lrsgl o.r¡sr6er ¡a enb uocpr,.l saAB sel ap ololanbse ¡ep saleJnlcnrl

-sa secrlslJalceJec se¡ 'o6requo urs '(ZOO I ''p lo ulpery 'seuo:nqr¡ ue o¡dtuefe

rod) seteurl saluaJalrp a4ue ercueO.renlp ap ourulul oduarl ¡e retlr¡sa e:ed

e¡uetpuedepur Brcuapr^o opBuorc¡odo¡d uer,l solrs-ol so.r¡srOel so¡'eluaurunuloC

'soJelncalou solep ap rr¡:ed e sercue6Jo^rp ap soduerl sol ap alqe4uoo uglceru

-rlsa Bun e.red ercue¡rodurr lelrl ap se ugrsrcoJd uoc opeJqllsJ o¡und u¡

'lerJpuoco¡rur ue6 olso uo Jelmal

-our fo¡er lo JBJqrlBc e¡¡ured enb 'o¡n¡osqe oduer] op sour,lJJgt ua 'e¡uerpuedep

-ur epuoJaloJ op olund un souor,lr lB orJesoceu so 'o6:equre urg 'oeprJocourLll

ap seJlplloalcnu sercuoncos ep .n¡red B sopeJsue6 se¡oqlg sol uo opou epsJ

ap epue6:a^rp op soduer¡ sol Jeturlsa ered JBlncoloru JopBcJBr.u olse Jesn 'sac

-uoluo e¡qtsod s3 'odn.¡6 ¡ep enue6Ja^rp el uoc ugrcelal uo oluetleluol Buoro

-nto^a enb e¡ncglorrt eun se anb opep 'g onrorco¡rc ue6 lo ouoc opeJnles Jelsa

aca.¡ed ou ue6 elso 'sgtuopv 'ssuJJoluJpBJEllO ,( seulo¡ruorqlnJls aJlue aluel

-suoc BSel Bun e euorcnlone enb Blnc?lour eun so SZL VNUJ ue6 ¡e anb ue4

-sonu socrJlgulpJlln saloqJg op sopolgul sol 'aluoruolueredy 'aluelsuoo aluaur

-e^rlB¡oJ esel eun E uouoron¡ona enb seue6 arernbar secrpJloolcnu sercuanoos

ap solep ap lr¡red e ercueO¡a^rp ap soluone ep ¡elodruol ugrcerrtllsa B'l
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-uana ap BJelc ercuaprla BJlo sa 'BJot{doqoÁug or.r.roc 'leluour}uoc elBcso eun B

elnu aluouec¡¡cg.rd peprlr^otu Bun uoc soursrue6Jo ep lenlce ecr¡g.r6oe6 ugrcnq

-rJlsrp Bl '(¿gO L 'uouurlceyU) BJlpgluv Bl Á er¡e4sny aJlua olueulec4Jcedsa 'se¡

-eluourluoc¡de sereu ep ugneJleued Bl B oplqap oclup/npuoe oluout¡uoceOeut

lap ugrsr^lp el ¡od epec¡¡dxe oprs Br.l 'sopodgtnberq sol otüoc sourJetll sopeJq

-epanur sounO¡e ap ugrcBlpeJ e-l '(SOOI ''p la Áe¡1) e¡ueutenqcedsar 'ecu¡y Á

BcrJgtueJng 'euernpuoe 'BrsBJnBl :seleluautluoc seseur sepuerO sel uoc alstxo

enb ugrceleJ Bl BJlsonu¡ 'eoprouBu Á eep¡ouo¡ng 'elL{cBJ}BqooN 'etqceJleqoseL{c

-JV or,xoJ sorquue ap se:or{eu sodn.r6 uoc ugtcBlsJ ua vNo ep sBlcuonces ep

lr¡:ed B Brcuopr^a e¡ 'o¡dureta.ro¿ '(gOOl. ''p Je se6pe¡1) octozosoy\ lap sotxstu

-e6.¡o ap sJrJgtsrq e¡¡e:6oe6orq e¡ ua olueunuJalsp JolcBJ un ou,roc aluorlunuoc

opBlrc opls Eq ea6ue¿ op oluorrrrduro.r la 'sguep ol rod 'oclcglaJC le oluou,t

-¡edrcuud Á ocrozosayl lop opo¡red le uocouauad eul Og¿ souJtlln sol ua soptJ:

-nco selueurluoc ap solualuldtuo¡ sol ap eued.loÁeu El 'soue?co sol op selellu

sol uo sorquJec sol uoc olunf sece¡d ep Bgluglcol El BJoptsuoc es opuBnC

'Jns

orJalsruaq lap Blorq el ap ugtcec4rsJallp Bl op solqesuodsa.¡ uos 'leJaue6 ua

enb 'se¡ellsne saluoulluocoeled so¡ ua soptJJnco se¡oÁetu soct6g¡oe6 so¡uene

sol oluoule¡unfuoc ue[e¡¡er anb socr¡guaOope¡c seuo¡]ed re6e:¡ue uepand 'sop

-rJgoourl so¡ Á se¡r¡eJ sel ouroc 'soAB ep se:or(eur sodn.¡6 sop 'elecso Jouour eun

V '(gOO t ''p lo se6pe¡1) sopeJqepon ep sodn.l6 so¡se op ugtcBcrytsro^tp el sp

er¡due ugrsrl eun Jeprlosuoc alqtsod aceq 'souotcnqt4slpoaled sns op stse¡gd¡q
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'salecrdoJlqns Bunel Á ero¡1ap peptsJorup uel6

eun Jaualsos e¡ed olde :e6nl un ouoc oolugluv aluaulluoc lB ueJlsonul 'setc

-uopr^s sels:l '(O¿Ot, ''p p lolllj :ggOt. ''p Jo peleg) sapnltlel selsa uo lenl

-cE la enb operedure] sgrü oqcntu Erurlo un ueler6ns secrppluesupJl segeluotu

sBl uo sopelletl JolJolur oosgrJl ¡ap se¡r¡der Á sorqr¡ue ap salls_o¡ so.t¡sr6e: so¡

'opel orlo Jod '(gOO l. 'uolsur-lo¡ Á a¡le¡3) octUgluV oluoutluoc lop sectugoco

se¡enr¡:adns sen6e sel uo Co gf op BJnlBJodue¡ Bun Btutlse es Á optuolsos leq

-o¡6 o¡uatuelualec un oqnq opo¡red olso uo anb arer6ns as 'BurJBtrJ Á a4salla¡

Blcuepr^o ap aseq el oJqos '(LgOL 'rlslrqJa¡ Á nosery) pepr¡en1ce el ue sBp

-er¡st6er se¡ enb selle sgur or.{cnu ueJo seJn}eledue¡ se¡ '¡eqo¡6 ElBosa e 'Á ecr¡

-Jgluv el ua ¡actdot¡qns odr¡ lop Brullc un uBJuslueu secr6gloueoco souorctpuoc

sels:l 'eclugluv e¡ ,{ er¡er¡snv ap aiso e}soc e¡ Á ecugtuBJns ap a}soo e}soc

el op sgABJl e apou lo eroeLl seprOr.ttp sBurJenr soluauJoo uoc 'leurpn¡r6uo¡ ele

ecrugaco ugrcelncrc el 'erlBJlsnv op ugrcunr{srp el sp sa}uv '(ogo¡ '¡¡euuay)

aluauepeulxorde 'BLIJ 0? aceq so olsa 'oueco3 lap saury o soperpour elseLl

g:edes as ou Á ecr¡.rg¡uv Bl ap alsa uglcJod e¡ B Epelcauoc o^nlsa BrlBJlsnV

enb ue:¡sonLu saluourluocoaled ep secr¡glodlr.l sauorconJlsuocal se-l 'Bcrpgluv

el uoc B¡leJlsnv ap ugrxouocJolur e¡ e.ted oluepunqe Ercueprna olstx;¡

'ecrugO.ro pepr[a¡duoc ep

o6ue¡ or¡due eun ua peprsJe^rp Á ugrcercedse ap solua^a ap Bluam lep e:ed

sepezrlrin aluoruu¡ruoc uos 'oluerJecrn odr¡ ¡ap souorcecrldxe se¡ enb opor.u ¡e¡

aO '(gOO¡ 'erefe¡.¡-e6uoyt¡) soluaurluocoe¡ed op ugrsrnrp e¡ iod solueuacrn sol
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Posterior al rompimiento, Australia continuó alejándose de Gondwana

hacia el norte y el paleoclima de lo que es hoy el continente Antártico comenzó

a enfriarse, encontrándose las primeras evidencias de formaciones de hielo

continentales y marinas a fines del Eoceno, esto es hace 35 ma (Mackinnon,

1987; Clarke y Johnston, 1996). Como consecuencia de la separación de Aus-

tralia, se origina una corriente de aguas frías o Corriente Circular del Sur, que

determina la formación del casquete de hielo este en la Antártica (Kvasov y

Verbitski, 1981).

Estos eventos climatológicos provocan una serie de cambios en la ve-

getación de austral de Suramérica. Más aún, la Antártica comienza ha conver-

tirse en una región inhabitable dado su paulatino enfriamiento. Sin embargo,

los sedimentos de la lsla Rey Gorge muestran la presencia de bosques deci-

duos y conÍferas para el intervalo Eoceno-Mioceno. Esta flora aparentemente

estuvo dominada por gymnospermas y fagáceas. Adicionalmente, se postula

que una parte importante de la Península Antártica estuvo poblada de bosques

hasta fines del Mioceno, esto es hasta hace siete ma, aproximadamente (Hill y

Scriven, 1995).

Dado que la formación de hielo sobre el continente antártico no fue ho-

mogénea, puede esperarse o suponerse que la fauna y flora de la región este

de la Antártica fue desplazándose y moviéndose hacia el oeste a medida que el

hielo cubría esta región del continente, quedando restringida en las áreas

montañosas Trasantárticas, Estrecho de MacMurdo, Sierras de Jones, Sierras
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de Ellsworth, o a la región de la Península Antártica y también en islas suban-

tárticas del Mar de Ross.

La región oeste de la Antártica ha sido considerada como centro de di-

versificación de muchos organismos, en particular de marsupiales y algunas

especies de fagáceas (Case, 1988, 1989). Además, se maneja la hipótesis de

que la Provincia Zoogeográfica Weddelliana -zona oeste-, fue una fuente

importante de novedades evolutivas durante el Cretácico tardío y el Cenozoico

(Case, 1988, 1989). Por otro lado, grandes masas de hielo existieron también

en la zona oeste de la Antártica a comienzos del Mioceno. No obstante, los

registro fósiles de flora, en rocas sedimentarias del Terciario medio de esta

región, indican que estas capas de hielo debieron haber estado confinadas

sólo 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 oceanográfico completo de la

Antártica en el Mioceno medio, hace 1 4-12 ma (Kvasov y Verbitsk¡, 1981; Clar-

ke y Johnston, 1996). Durante la formación del paso Drake, ocurrieron grandes

eventos catastróficos, producto de transgresiones marinas que ocuparon áreas

extensas en el este de Suramérica (Kvasov y Verbitski, 1981). Debido a estas

transgresiones marinas, hubo una disminución de espacio disponible para la

vegetación y esto explicaría probablemente el aumento de las paleotemperatu-

ras oceánicas registradas para este período (Clarke y Johnston, 1996).

La abertura del Estrecho de Drake provocó que las aguas de la Co-
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rriente Circular del Sur, que antes fluían por la costa oeste de Suramérica, se

desviaran por este estrecho y conformaran finalmente la Corriente Circumpolar

actual. El cese de aportes de aguas cálidas a las costas antárticas, resultó en

la formación 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 reducción de humedad en las re-

giones interiores, aumentando así el gradiente de temperaturas (Axelrod,

1e7e).

Posteriormente, en el Mioceno superior y Plioceno 
-aproximadamente

hace 5 ma-, Suramérica experimentó procesos tectónicos que se manifesta-

ron en el levantamiento del cordón andino (Uliana y Biddle, 1988), establecién-

dose finalmente las zonas desérticas de Suramérica y la formación de la flora

altoandina actual (Solbrig, 1976). A la vez, se registraron para este período

una serie de glaciaciones mayores en la zona austral del continente sudameri-

mno, estimándose la antigüedad de este evento en74.6 ma (Mercer y Sutter,

1e82).

Esta sucesión de eventos geológicos como rompimientos y deriva de

continentes, introgresiones marinas y las múltiples glaciaciones ocurridas du-

rante el Cenozoico, muestran a los continentes australes 
-Australia, 

la Antárti-

ca y Suramérica-, como escenarios biogeográficos 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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estimación 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 Gharadriiformes.
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j) Modelo de Especiación Para Thinocoridae

La distribución geográfica actual de Thinocoridae y Pedionomidae, y la

evidencia de su relación filogenética a partir de los genes citocromo b y rRNA

12S, sugiere que el factor causal de la separación de estas dos familias es

ciertamente el rompimiento y deriva de Australia del resto de Gondwana. Sin

embargo, las evidencias que rechazan categóricamente una hipótesis de dis-

persión posterior a este rompimiento, son la distribución actual de las ratites, su

filogenia sobre la base de secuencias nucleotídicas del gen rRNA 12S y la

magnitud de su divergencia.

Aunque el porcentaje de divergencia entre las ratites australianas y las

sudamericanas (de 11.3o/o 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 mutación, a través de los métodos de árboles ultramétricos,

muestra que estos dos grupos presentan la misma tasa de evolución molecular.

Probablemente con un mayor número 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 tamaño corporal y una tasa metabólica

menor de la esperada para Charadriiformes como Thinocoridae. De modo que

estos resultados deben ser considerados como preliminares a una verdadera

calibración de un reloj molecular. Como dato anexo que fortalece lo observado

en el gen rRNA 12S, existe la misma magnitud de divergencia entre las ratites
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australianas y sudamer¡canas, comparado con Pedionomidae y Thinocoridae

en el gen citocromo b (Haddrath y Baker, datos no publicados). Es así como se

espera que estos dos grupos de aves hayan sido influidos por la misma historia

geológica en relación con el rompimiento inicial de Australia y su separación de

la Antártica.

Si se reconstruye la distribución geográfica de cada ascendiente hipoté-

tico del árbol filogenético de Thinocoridae, debemos suponer que inicialmente

el ancestro de Pedionomidae y Thinocoridae habitó la región sudeste de Aus-

tralia y noroeste de la Antártica. Este supuesto es parcialmente sustentado por

la distribución actual de Pedionomidae, familia que habita específicamente las

estepas de Nueva Gales del Sur y el oeste de Victoria en Australia. Sin em-

bargo, la distribución actual de Thinocoridae esta lejos de ser la región no-

roeste de la Antártica.

Por otra parte, la evidencia palinológica indica que taxa como asteráceas

y gramíneas, que destacan en las formaciones de tundras modernas, existieron

durante el Oligoceno en la región del Mar de Ross (Hill y Truswell, 1993). Esto

muestra que un ambiente propicio para el antepasado de Thinocoridae en esta

región es totalmente plausible.

Con posterioridad a la separación de Australia (38 ma) y la formación del

casquete de hielo este, el ancestro de Thinocoridae y en general la paleobiota

antártica se refugió en la Provincia Zoogeográfica 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 pacífica de la Antártica. Esta provincia

zoogeográfica puede explicar el avance hacia Suramérica de Thinocoridae, si

es que se la considera como un corredor costero ininterrumpido hacia la Pe-

nínsula Antártica y la zona austral de Suramérica.

Los eventos geológicos 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 gráfico de paleotemperaturas en

Clarke y Johnston, 1996) o el inicio de la apertura del Estrecho Drake, podrian

explicar una disyunción de la paleodistribución del ancestro de Thinocoridae en

algún punto próximo a la Península Antártica o el extremo austral de Suraméri-

ca. Probablemente, el alza de la temperatura en este período, pudo haber pro-

vocado un recogimiento de los ambientes de tundra o estepa hacia zonas ele-

vadas de la cadena montañosa del Arco de Escocia en la Península Antártica,

o un repoblamiento de comunidades boscosas en el área. La consecuencia de

esta discontinuidad en el ambiente del antepasado de Thinocoridae habría pro-

vocado el evento cladogenético que resultó en la divergencia de cada uno de

los ancestros de Attagis y Thinocorus.

Probablemente, Affagis quedó restringida a la zona más fría, dado que

los representantes actuales de este género permanecen en las zonas más ele-

vadas en la Cordillera de los Andes (Affagis gayD y restringida a la región más

austral de Suramérica (Attagis malouinus). En cambio, Thinocorus muestra una

tendencia más mésica hacia la calidez, habitando actualmente cerca de la
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costa (Thinocorus rumicivorus) y en zonas no tan elevadas en la Cordillera de

los Andes (Thinocorus orbignyianus), aunque la distribución de este género es

bastante amplia abarcando también zonas frías.

En Australia, las condiciones de aridez y un clima más bien templado pa-

ra el hábitat de Pedionomus torquatus, sugieren que el uso de este tipo de am-

bientes es un rasgo ancestral y la condición fría en Affagis corresponde a un

rasgo derivado en la historia filogenética del grupo. Probablemente esta condi-

ción aparece como novedad evolutiva que permite el uso de nuevos ambientes.

No obstante, para probar esta hipótesis son necesarios estudios ecofisiológicos

que permitan identificar y determinar por qué y cómo se mantiene la distribu-

ción 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 período

anterior y las introgresiones marinas ocurridas principalmente en Suramérica

se retiran. Esto podría interpretarse como un descenso en los niveles de los

océanos circundantes y una restauración de la continuidad del hábitat para

Thinocoridae. Es probable que en este período los dos géneros hayan super-

puesto sus rangos de distribución, próximos a o en la Suramérica austral.

Finalmente, la glaciación oeste de la Antártica (14-11 ma) como conse-

cuencia de la abertura del Estrecho Drake, cubrió 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 habitó al menos en la región aus-
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tral de Suramérica y la extensión hacia el norte de su rango de distribución de-

pendió de la disponibilidad de áreas abiertas y cubiertas con vegetación 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 geológico importante posterior en la zona austral de Sura-

mérica corresponde a una gran glaciación a fines del Mioceno, entre 7 y 4.6 ma

(Mercer y Sutter, 1982). Este evento probablemente fragmentó nuevamente el

rango de distribución de la fauna y flora en el extremo austral de Suramérica,

afectando específicamente el linaje Thinocorus, lo suficiente como para que

este taxon presentara un evento de especiación que dio lugar a la aparición de

T. orbignyianus y T. rumicivorus. Además, el levantamiento del Cordón Andino

junto con la expansión del ambiente de tundra ofreció un nuevo corredor por

donde las cuatro especies de Thinocoridae se habrían dispersado hacia el

norte. Esto explicaría el patrón de distribución actual de las especies de Thi-

nocoridae en la Cordillera de los Andes (ver la Figura 1, página 4).

Al considerar la calibración en el gen rRNA 125, la estimación 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 separación de Australia de la Antártica (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 Investigación Futura

Los árboles filogenéticos confeccionados a partir de caracteres neutros,

como las secuencias nucleotídicas de DNA, proporcionan una estructura básica

sobre la cual es posible proyectar los diferentes estados de un carácter en par-

ticular y falsificar hipótesis acerm de su evolución a través del tiempo. Por

ejemplo, la hipótesis de que el carácter X fue influido por el carácter Y es falsi-

ficada si X se desarrolla antes que Y.

Sin duda, la filogenia de Thinocoridae ofrece una estructura sólida para

investigar el modo de evolución de caracteres morfológicos, ecofisiológicos o

conductuales. Esta aproximación podría responder, no sólo interrogantes liga-

das a la misma evolución del carácter, sino también predecir las paleoecomor-

fologías de los ancestros hipotéticos y así completar el escenario filogenético

histórico de las especies consideradas.

Por otra parte, la certeza de los árboles filogenéticos generados puede

ser aumentada con el uso de modelos de evolución molecular específicos para

cada gen en particular. La creación de estos modelos permite el desarrollo de

esquemas de ponderación cada vez más sofisticados que optimizan el uso de

la información filogenética disponible en las secuencias nucleotídicas de de-

terminados genes.

El gen rRNA 125 ha resultado ser útil para investigar relaciones filoge-

néticas de origen Gondwánico, como es el caso de Thinocoridae y su grupo

hermano Pedionomidae. Sin embargo, es necesario desarrollar un modelo de
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evoluc¡ón molecular para este gen y así restringir el análisis sólo a regiones

que resulten ser más informativas dependiendo del problema filogenético exa-

minado. Actualmente existen programas para ordenadores 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 función de uno u otro plegamiento de la molécula. No obstante, la

falta de secuencias del gen rRNA 125 disponibles para estudios comparativos

ha aplazado el desarrollo de estos modelos en las aves.

La filogenia de Thinocoridae es robusta dado el bajo número de espe-

cies que conforman este grupo de aves y la clarídad de su patrón cladogenéti-

co, en donde la magnitud y disposición 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

evolución motecular de genes ribosomales como el 125.

Finalmente, los estudios filogenéticos en otros grupos de aves con dis-

tribuciones intercontinentales en el hemisferio sur, como la de Thinocoridae y

Pedionomidae, podrían incrementar la certeza de hipótesis de especiación por

vicarianza debido a eventos geológicos 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 sistemática mole-

cular es tal que, en principio, la evolución de las biotas puede ser examinada

por esta disciplina, incluyendo la fauna y flora de grandes regiones biogeográ-
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ficas.



CONCLUSIONES

1. La filogenia de Thinocoridae, basada en las secuencias nucleotídicas de los

genes mitocondriales citocromo ó y rRNA 125, es congruente con la primera

hipótesis de trabajo . Attagis y Thinocorus son monofiléticos y el grupo hermano

de Thinocoridae es Pedionomidae. Por lo tanto, la primera hipótesis de trabajo

no es rechazada.

2. El árbol filogenético resultante presenta una alta certeza estadística en co-

rrespondencia con el conjunto de datos. En general, los valores de "bootstrap"

son máximos (100). Además, la misma topologia fue generada por tres méto-

dos diferentes de reconstrucción 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 topología cuando se consideran

separadamente o conjuntamente en el análisis.

t28
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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 mar¡nas, glaciaciones y eventos

orogénicos ocurridos durante el Terciario en los últimos 40 ma. Por Io tanto, la

segunda hipótesis nula no es rechazada.

5. La calibración del reloj molecular en el gen rRNA 125, más la homogenei-

dad en las tasas de evolución molecular de Struthioniformes y Charadriiformes,

sugiere que este gen evoluciona a una tasa menor que la descrita en mamífe-

ros y salamandras. La calibración-tradicional sería insostenible en términos

biogeográficos. Sin embargo, es necesario obtener una mayor cantidad de se-

cuencias nucleotídicas para probar esta hipótesis con un grado mayor de cer-

leza.
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140



141

.U ..()UU(-)

..UOOUOUUUUO

.UUUUUUOUU()U

' ErE!

..UUUU..UOUU

EiFr . ÉrF{

Er .ErFr

. .ErF

. UOUUE-iErOU

..UUUU()()UU()U

''tsF

.FFErEi

r-r\ooudrOOrU
ril-(.)cod
r-1 LO t-- dr{l,)\o<
r{ ra) rO (J
rr!os(,
dLO(OEr
r-r LO C\l <
rl¡nd()
r-rl,)o<
rlr+O¡ts
-l<@Frr{ § r'-. u
-{tl\odrr\fL0(
r-l 9§rur{ .+ co (,.l.r cn U.-l §, rl Er
-l<OFir+rnOrd
r{cD@<
rl CO r-- F
r-r c, \o u
r-rc4Lr)<
ri co.l o
r-{ CO Cr) H
"-.{ cO c.l U
r-{ cn ri (,
.lcoo(,
r-lc\o)u
-iN@<r-1 C{ r-- Hrr C\¡ \O <riNtr)4
r{N.lu
r-rNCOd
r{NNFr
rr C.¡ rl (9
rINOU
rrr-lo)d
dFrcod
r+ r-r F- <F{ r-{ (O O
r{ Él rO (J
rl rl 'rt F{.{r-rmorriNts
rl r-r r{ 4r-l r-l O U
F{OO¡<
r-lO@Ur-ror-(
r-rO\OU
r{olr)u
rros(J
r{ocoo
rTONF
-{orlEir-roo(,

O¡olU
O) co (,)
O¡t-ts
O,\O dOrtr)O
Or .rfl (9
Or cO Él
Ot C\¡ F
Ot .{ F{
o)OU
coolu
@cou
cor-{
co \o Fr
@lr)u
cosH
COCNUcoN<co-r(

.4

.tr

FiF

.t{

.E{

.Ei

@ou
r-'or <r-- @ (Jr-F-<
F. \O L'
I-- Lr) Er
t-§tu
F-TDO
I-.NU
r" r-l (JFo<
\0o)(J\o@<
\o .- F1\o\ou\oIr)<\o<ru\o(f)o\ONts\o-r4
\OOU
tOO¡U
LoCOo
ú1 F<
LO \O FrLr)LtUtr)íu
Lr)Cf)Ertr)NU
to-ru
óOFr<rou.roou
e¡-()
=r\ou<lra)u
§jsfu.ro.)dsc\<
§rrFl-IOU
cn or Frcn@Fl
c.)Fd
corod(n(o<cn§uco(nFc.)NUórr<
COOU
N O, t-r
NcodNr-<
N\OF{
NTOU
C\<IU
NCf)O
NNF
(\HU
NOtsrf O") <r-r o (J
.i r* (9
-r\OOr-rÚ^)<
r-t9F
r-r ca ur-rN<
-t .r Fr,-lou

O¡ Er
@U
r-F
\OU
roovocnu
NFI
r-l Er

F
U

. .FFFFFiFFT..()UUUUUU

o

.UUUOUUUUUUU

.o<(<(4{d<<<
..UUUU(9 .OO.UEiETOOETETUUUU

. .Er .t-iE-{

.Fr . .EiErt-{i<

.UUUU

.UU()UU UUUO

. .EiFi

.Er . .tsrEr.U()()UUUC)OU()U.H

.U
NCn
OÚ)@O
Otr)NrJ

Lr)t-^oNos ú)v
cDo ov r-cf)
\o\o !0 l, cnro
c\¡NfA|ú]|/] sfsfo cÉaa

:7 o a rü rú lr tl r-t r-t ú) u)É a ).-i-"r o oof-{ 5 5
o fú fú c É..r.doo."{..tt.r ..J f, 3 u'UrO U :i Ao r§ ,-¡ tf tr.-t .,1 ..i ..{ ..{ ..1 o oc-Q () r.r l{§-a E E >>.r_r

'.f -l E O O lr rr 3, rú rÚ rú rd
E o oJJp o o r.l !r t¡t¡E E

Nco
OÚ)@O
Orr)Nr{

tr)F-ONO.+ tr)<f
@@ O<+ r-CO
\o\o o o cf)ú)
c{N53|r)u) $rso cÉaa)loÚ)rdrdqHr-rr-{(n(/)É a ) '.1'.1 O O o -r 3 ,

u rd rú c E..r.doo..l..{r.r ..,1 :tlUrU'roo ))o rú rr y tt..1 .-t .-t .-i ..t ...1 o oc -Q 0) s l{.Q.4 E E > >-{ -r.¡-rEOOlr'.r')Ar0rUr0rU
E rú r§r..lJr O o u tr gr51E E

,ruio.AEjE E F¿¿(<ddiddE"E E,E <<4d



143

.E{

. .44e,e. .444(.(t-lt-luuuU1-¡UUU

(p,e.FTUUUUUUUU

§lcoo(_)
Sf-OrE{
§r t'- co ()
v a- rt- (-)
lc-(o(9
I ¡- tJ) (,.v,r-.+ (.§,t- co u.rF-NU
r+ t-- r{ uSt--OEr.s\9O'd
sr,\O@(:r \O F- tsrv\o\o<
S\OLOUs\OsfE{v\o(rÉ{§'toN<.+ lO F-l Usl\OOUsrtr)Or4
9!OCOEi
sl lf) l'- U
slrO\OU
§roroH
v!DrrL)
í!ocou
9tr)NÉT
§ú)rlF
sllr)OEqsvor<ir<flou<rsr--(
I §,\o ts.rtrr|.¡.)O
.t.t.§{ U$v(.ru<rr.rNO
rl I r-r E:i
síOEr
slí)o)Ei
<t(n6url rO F-. F
§(n\oEr
<col.r)<
§c4<rO
<t(ofou
sl(¡NU
sr(nrl()
<f,fDO<
<lNóEr
§rNCOEr
VNFU
VN\OErrlNto()
<r N.s <.ÚNCOU
sfNNO
tlC{r{U
:TNOU
slr-rOrd
s.r+codrr ¡-r r- ts!rr{\O<
rrt{lo(,
.§r ri .q, <:
<frfCOEr
9riNU.rrfrr<
lr-toU
<fOO¡Ei
slOco(J
s()r-F{.ío\0Er
solJ)u
§'Osl(,.rocro
.s, o o.t o
3Or{U

. .<4.4
.[i .t-'ts]t-Ér

. FrFrFrFl

.<UUUUUUUUUO

.UUUUOUOOUUU

(,.UU(.)(J(-)()OOOU

SOOL,
cOoror4
cO Or cO (9(n or t-- Ér
Cn Or \O EicnO¡ú)Uano)<ro
cOorcO<
cooNo
cO O¡ r-..1 Ei
crlO¡O(,
cf)@o)<
rnco@(,
(f)@r--(
co co \o E{crcolr)o
cr@§'ts
cf)cocots
CO@N()
co co r-r <CO@OU
cOt=ord
cn r.- co d
co r-. r-. <
co r-- \o (J
CO t-- tO U
cf)r-§,O
COr-cf)(,
C¡T-C{U
CnF-rrHcni--o<
C4\OOrU
ml(o@<(f)\or-Fl(n\o\oEr
cn\ot.r)uco\o<lu
ro \o co E{C4\ONE{
cn\oJ<
Ó\OOU
cDLr)o¡Uco(r)óoc4roF<
CnLO\OL)
Cn[r)rOEr(f)Lr).+u
CO ul cn Fl
COLr)NÉ{
óIo-r4(f)LOOET
Cf).rfl Or U
CníóEr
cf) §' r-- <Ca.r\Od
cn<'too
cnv<L)(r§rco<
rn<N()
CnSr{Ercovo<
cO cO O¡ (_)
crcn@Er
co(r)F(}
c.)c4\o<
cDcotr)()crco<4
CNCOCNO
(f)C4NU
rO cn rl (,
coNo)(,
CON@U(nNr-<
fnN\o(,
CONLOH
cON.r(J
CO C\l fa F
COC.JNF
coNr{<

..oo(9(9

.F

UUUFETHF

..UUUU

'<(((<(<((((
..ErF

. .<<<d - (.)(J(.)o

.UUU()()ETEiUUUU

.Fr

.UU(-)UU

.Er . .EiEr

.<44uuou

.F{ErEr

.F{

.(.)()UU()..(-)O()U

' .ErEi

N Cr)
otr)@c)
C) rO N r-l

lr)r-ONO< !Ol(Dco Ol C-Cn\O\O O u¡ (r)ro
NNI?1aa sftl(n cÉa:J

a a @ (Ú (Ú lr l{rtr{ o ú)
ÉAA'd'-lOOOriSJ
U rú rd É É..r..i o o..{..1r-r ..1 5, O''(¡U O a 5o (d rr tt tt.-t .-l ..t ..{ ..1 ..t o o

É -O o l'-r r.r.Q -a E E > >-{ -r..1 -i E o o u \ ) a d d (Ú 6E (§ rúJrJr O O r.{ tr ulu|E E

óó¿o; o;F;E E E ¿4((

N(n
OLOCOO
OtONrl(r)t'-ONOI !O<

@@ Ol r-(r)\o\o o (,) crro
NNr:7@O .rit

ur!É))
A o o rú rd lr l-.t.-ril (4 oÉAA'.1'.lOOor-135
U rÚ rÚ É É'"r'.loo'.1'.1r.r ."1 5 5 tnt o u a ao rd rr t¡ t/.-l .-l .-l .-l --l .rl o oÉ-A o ! u§§ E E >>rrr-l..i.1 E o o tl \ ) a rú o rú rú

E rú rúrJ+r O O |r q U'cnE E

. .tsrFr. .trE{

Jdio:o:É;E E E,¿(<(

E{F

. .F{t-r.UUUUUUL)UUUU

. .ErFi

"4(Hr.

.UUU '.oooo



t44

, .ErFiFEr.Er . .FFrErEr

U (JUU(.)UU()UO(J
..UOUO(-)UU(JUU

.UUEr

. E-{ . Fi Fr Er Er Er F{ Er F{

.UUUUUU()U()()(-)

. .FrF{ . .Frts.Er .ErErF{FrtsFiFrFr.U .FFUUtrFrErEr.UErHUUUUETFTEiET

.FTFFF{FrErtrErE{ErH

. .FrEr .Ftr

tl .trtr
: : F H Er Fr tsr E-r Fr Fr F{ F{{{ .UUUU()(-)UU

. .UUUU

U (JO(JU()U

U.UUUOUUUUUU

..OUUUUUUUUU. .FiF{E{FiE1ErErFTHH

\O -r' O Er
\O CO Or (J
\o cn 00 Ei
\o cn r-- F\o(f)\o<\ocrtr)ts\orr)su\ocn(f)u1.ococ{u
\OrOrrU\oc4o<
\ONOrEr
\ON@Ei
\ONr-()
ION\O(J\oNtr)<
\OGJ.IU
\O C\¡ Cf) Ér
\ONN4
\ONrr<
\oonoEr
\O rl Or Ei
\O r-l co (J
\O r{ t-- L)(0 r-{ \o (J
\or-rLr)4
\O r-{ .l¡{ ()
\or+(f)d
\Or-lN<
\o r-l r+ Fr\0r-tou
\OOO¡<
\oocoFr\oor-.<\OO(oU(oou')ts
\oo<lu
\oocr)(J
\OONU
\o o r-t Er(ooou
lr)ororEr
LO Ol OC Ertoor-<
tOOr\O(9
loOr!OO
too)rr4
LOOlrrF
roóc{(J
rOo)rrEr
LOOTOET
rOcoOr4
Lr)cOcoE{
Lo@r-d
tr)@\o(,
.ooro(9
roco<¡d
Lococod
LO@N<
tr)@r-{Er
rocoouLr)r-o¡<tr)r-@ULr)r-r-ts
tO t-- \O (.)
lo t--.rO ErrOf-SEr
tor.-cr)L)
Lor-N4
rO a- r{ ErLr)r-OEr
ta) \O Or Uro\o@u
tr)\ot--Ftr)\o\o4
!O!.Otr)ULr)\o§u
tr)\oaoEi
rO\ONts
Lo \o r-r 4

.ErEr

..tslH

ro\oou
LO LO Or L)Lr)!OoL)
rOLOtr-ts
!olr)\0d
lJ)LoLod
LOL.)sd
úLo(f)<
lr)tr)NU
LO rO r-r <LOLOOO
rn.n o) ULr)S@U
rr)=dc-ts
lr)v\oL)
tJ)<fLr)d
Lr)sfl§dtr)vcr<
INVNU
ú1 V r-l ErLr)vo<
LO c, O¡ Ei¡ncróo
lJ.)crr-U
ro c, \o Ertr)crLod
LOcDsfd
lr)rf)cDo
Lr)coNorncnrr<
LOC4OEi
u')NOrU
Lr)Nco(toc{r-u
Lr)N\OU
LNNLOts
LON<d
toNmd
tr,)NNL)
Lr)N-{d
tnNOd
torror<
Lr)rrcou
lr) ri t-- Ertr)r{\OU
Lr)r¡rOO
rO r-t sf, (,
to;cq<
LO-rNL)
Ln.-lnF
Lndod
Lr)Oor<
tr)oooúor--uL.)o\o<
tr)OloU
roov<
Lr)Orr)Ei
LOONU
óOr-1E
rf)OOEi
VOrO¡Er
.ql Or co L)vorr-u<+O¡\o<.rOrLOH
<fiorvts
V(rrcnU<o¡NUeo)rr<<fo)oL).l@O¡Er
v@@Er
vcor-ds@\od
rcotr)F
v@<ru<r@cou
<I@NU
.l@rlEr

.U

.oo

Er

.UUUU(-)UUU()UU

.UUUUUUUUUUU

. .Er

..<<<(
.UErEr . .(JUUO

. .ErFr

.(,()()(.)U()U()(J()U

.U..()O..UUUU

..4(<<o<((4<

. .FrÉr . .HErErEi

UUUUU(JUU
..oooo

.É\

.UUUUUUUUUUU

.ErF

NrnOrñoO
O rO C\¡ rt

tof--ONO$ (O<fi
@@ ov Fcr)\o\o o o cDro
NN 5'7 a a v§.o trÉaa

a a a rú rü ! !..1r-lrl !0 oÉaA.¡--rooo-rrJ
o rú f0 É E..l-.too..l..lr.r ..1 3ru\cnuo aao rú rr tf tr.,r .i .-l .-t ..1 ..t o o

E -O O ! ! -Q -a E E > >i.-1 r-l
.-1 -i E o o !r l{ f 3 rú (U (Ú rú
E rú rúlrlr O O q rr brtcñE E

N(r)
OTOCOO
OtOC{ri

LO F- O (\ O =l Lñ .iI,
@@ o.tr F-cr)\o\o o t, (nto
NN, J O vt §s(4 ÉÉaaa a a rÚ rú t-l l.r r-l r-l o r,0

É ) a..1.-r o oo-i J f
o (Ú fú E 8..{..1oo..1..{! .-t f J U'ú'O O iJ ao fú rr t,l u.,r .-i .-l ..1 ..1 .-t o otr§ (-) H !.q.4 E E >>.-rr-r.-r-rEoo!r\aarúrú(Urú

E rd ru.plr O O rr rr Cnt»E E

udiddEjF.E E,(<<(,JOÉ".o: E E E E ((¿<



145

.a.U(-)OOUUUUU()U
.(-)(J(.)t'(,(JU(-)UU()

.H . .Ert{ErE{ErErErEr

..UUUUUUUUUU

UUUUUUUUUUUU

.((dd<<<

.U . .ErF{ETETOL)UE<

Er

..UU

. .ErErÉ{E{

..()U..UU()U

ErEr . .ErE{E{Er . .E-¡Er

.(9

.UUUUU(JU

O.UU

Ncoou)coo
Otl.)Nr-l

!Oa-OCiOsf LOS
O@ O<f, ¡-cO
\o\o o 0l coLo
NN 3 A a A v<a tÉaa

)¡¡.,r'].d(Ú!lldrrau)
tr P f'.J'-l O OOrl r S

U lÚ rú É C..1..-.lc)O-rt.rt!..r ..1 f 5 c»t»u u a aO rU lr tI C,..d ..1 ..1 .-l ..1 .-l O O
C -a O ! ! -Q § E E >l 5,¡ ¡.-1-{ E O O lr rr 5, cú rO rO rú
Eoo+rlrOO!r!óC¡EE

NCO
OLOcoO
OrONr{

LOf-ONO!¡ LO*.¡
coco Os r-ca
\o\o (n o coLo
NNiiTI/)|r. svú) ÉEAa

a a a ru o lr l''lrlrl vl !'1
tr,A)'-l'¡OOOr-r53
u rú rú É c.-1.4 o o ..1..ir..r ..t¡furt¡ou aao rú rr o. y..t .-t .¡ --r ..1 .,1 o oC! q ! !-Q-a E E XX¡-r.J--.1 H O O r-r \:1:j rú.0 o rú

E rú rÚJJlr o o !..t Ir Orc',E E

.OU

..U9UUUULf o

6OOEr
t--o)OrL)r-or@<
tr-O)a-Hr--o)\o(,r-o)ro<
l-- O¡ <¡ ()
l--Or(f)F
t.-O¡NEr
l-- or ri u
t'- O¡ O (,
t.- Co Or Ei
t'-@@(J
r.- co r- or-@\O{
f-coú)H
n-cor(J
r-@(f)U
r-@NU
t--@rlO
r-,@ O <
§-. f-- o) FrF-r-@Hr- r'- r- 4F- r- \O Er
r-- F- LO (9
F-FS<
t-- t--.cn (9
r'-.- N ur- r'r{ L)
r'- r*- o ot--(oo¡Or-\O@4
F-\Ot--H
r.- \o \o uF\otr)dr--\ov<r-\Ocn(r.-(oNOF\Orrdr-\OOdI'-Lr)or<r-Lr)@U
r-tr)F-uFtr)\OU
a-rJ.)tr)F{
F-Lr)s¡d
r-.ú) (f) dF-Lr)NUF-Lr)ilE{r--Lr)o()r-.§O¡O
t-- v oo L)F<r-<
r-- s \o Er
F-sfú)U
r-<<'L)
t.-. V CO F{¡--<N<
r--rl r-l Err-<rour-cf,o)o
r-(f)@O¡- co r-. <r-. (n \o Hr-cr)LO<
r-. cf) §' u
tr-cr}(f)(9
F.CNNH
r- cr, r-l Er
r-CDOETr-Nor<
r'.C\@H
r'- N r-. ur--N\ou
r-NLr)Ei
r-NsH
tr-N(.,ur-Nc\¡<
t=NrlEr

r-NO<
F-ior(¡
f-dCOE¡r-rrF<r-rr\O4a-rrrOO
i-- ri.í <r-dcnur-¡NUr--rrid
a-r{Odr'O o' <r-ocou
r.O¡-Hf-o\o<t-orots
i-o<f'<
F-Ocn(J
r..ONFr
r-OriU
I=OOUl.Octro)Ei
!OOrcoU
\oór-(J\oó\ou
\O Or LO (J\OO¡.r<\oolcno
\OOrNf
\O Or r-l O\OOrO<
\OcoóEr
\o co co L)\ocor-<
\ooo\ou(ocoLou
\o oo <r E¡\ococnd\ocoN<\ocod<\ocooL)
\O t- ol C)\oFCO<
\g r- r- (J
\Oa-\OU
\Or-LOd
\O l-- .+ ()
\Ot=cO<\0r--NH
\O tt- --1 Er\or-oF\oroóEi\o\o@d\o\or-d\o\o\od
\O\OLn<\o\o<ru\o\ocn<
\O\ONO\o\orlu
\o \o o (-)
\OrOo)4
\OrO@(,
\OLOf-U
\OLO\OO
IOLOTOO
\O Lr) <f' <\OLOcnF
\OLNNU
\O LO r-1 O
\OLOOEi
\O=rOrU
\O§.@O\orrr-<\o<r\o<
\Os.LO<
\o<rs()
\o<tcn(J\osN<
\O.f-lU

EiF.Ei

(JUUUUUUU

. .FiH . .ErÉ{ErEr. FE-t'U
UO UU(-)OUU

. FF

.UO

.UUUU UUOO

UoZao{FrFHFr<<((dL;idp.E F,E-E,({<4

. EiH



146

ó\oodortoo,<
Or!r)co()orLor-<
Or LO \O (D
Ótr)LOU
Otrf)<fEi
OItr)cnET
OrrON<Ortr)rlUorLoOErorso)<
Ot.+COts
O) .l r-. For§\O<
O¡<'lf)U
OISSF
Or<{CntsorsN<ol<r+O(rr<OU
O¡cOOrUor(r)cD4o(r)r-uo)cr\oo(¡rcnlr)<
O¡(f).q(,
OrcOcr<
OrCrC\ts
O¡cDr{O
O¡CrOH
o)NOTL)
óC\¡COO
OrNI--d
orN\Od
OTNTOU
o)C\¡srU
o)NCf)O
OtC\¡ N4
oNr+U
orNOU
Orr{OrO
O) r-l co L)
O) r-{ t'- tsó,-{ \o o
o¡ilLo<
Orrlsf(9
or r-t (o F
O¡ rr C\l <
Or J r-l (-)
órod
OtOOr<
OTOCOETo)or--u
O¡O\OH
OrOtr)Fr
orO<$<
O¡OCOF
o¡oNts
OlOr-lEr
oloO<
@o)O¡H
@o¡@u
co or r* (J
@O¡\Od
@orl,)<
@OrsfU
coo)cDu
coolC\¡O
coo)r-tu
coo¡oF
cocoO¡O
co@oo<
@cot--H
coco\ou
co@U)ococovEr
coco(odcocoNd
oo@f-ro

ocoots
@F-o)Er
@ t--. CO E{or-F-ts
COt.-\OUof'-tr)Er
@ t-- <¡' u@r-co<
cor-NHco(--dEror-.-odo(oordo\ooL)
oo \o t-- <co\o§u
6 (O Lf) Er
AO \O .rt U
co\ocrH
@\oNd
o\orr<
CO\OOU
coLr)OrU
@lr)@L)
coLr)r-o
@stl.ou
0O rr) ra) U
colr)$h
colr)cqts
orr)c\l<
cOrOrlU
@lr)oo
cOslo¡rO
@<fcoE{
@<ftt-d
@<r(od
@sftr)L)
cosrrr<
oo<efqL)
@.rNo
osrrlL)
@<,od
cocnor<óc¡cou
co Cr) f-- d
oca\od
ocf)Lo<
ao(nsfo
corr)cnu
cD cO C.l tsócnrr<
co(f)o(
@NOr<
@Ncouooc\r-<
oN\0(-)
coNroL)
@c{§'F
6(\roL)
oC\¡N(J
@Nr-{Er
@NOL)
@dor<
cor-rou
@ r-l r-- U
co r-r \o L)
@r-JtOO
@Jsfd
co r-r r¡ d
co r-t c\ tsórlr-{U
orto(_)
coOorEr
COOCOHcoor*<coo\oEiootr)ts
@O.IU@ofats
COOC\¡<coor-l{

.UUOUOUUUUOU

UUU

..UUUU

. .uuou

.O

.OErEr .4((<

tsr

U.UUUOUUUUOO

. (J()U(J()U()(-)
.().UUUUUUU

Er

..ErF{<d<44(d(

.F{ErEr . .FErF{Er.O

.ErFFi
. .E{E{EiFr.O..UUUUUUUUou

N Cr)
OTOCOO
OtONr{

LoF-oNo.+ U)rt
o@ o<f tr-(f)\o\o o o (r}ro
NN 5Aú|/) rlsl

dÉaaO Ll r0 rú lr lrr.lri to Oaa-.1..rooo.-'{.aa
rú rú É g ..1 ..1 o o ..1 ..1
5 f U'clO U ,1 att t .-r ."r ..r ..t .rr .d o o
r.r H A § E E > >-r -roorr!rr3rúrúrúrú.rr.lr o o r.l tr uru,E E

(/))
(ú
or.t ..1

o(Út-{c§ o..rd EErürd

C\¡ Cr)
OTOCOO
OLr)NrI

ú) t-- o (\ c) .t u) .tco@ os t-c¡\o\o o o crlo
NN5i7rú)lJ) *r§.

ur!u¿)
a a @ rd rd lr ltF-rr-l o u)
É a a -d'-l O O o r-r , ,
U rd rU É É ..t..-.t o C) ..r ..1s -.rrfu¡olou aao (Ú tr t t --r --l .-r .-¡ .,{ ..t o oC-A o ! i{-q-a E E >>.-r-r..r.1 E o o rr tr J 5 rú rú o o

E o oJJlr o o ! rr óo,E É

.Ei<<(d
. .F{Er-<4<44<<

' .ErErtsrFl..OUUUUUUOUU

'ETUUUUUUU()UU..(r(rouuu..()U

E E E E <<(<UUZfufuuuÉp.o:E jE E <<<<

..UU
UOUUUUUOUUUU.Er . .ErEr .ErErÉlEr
.o

.UUUU



t4"1

. t+ Fl F{ tst F{ Ér Er Er tr Er H.UOOU()()(.)(.)()()O

. .ErF .E{ErErH

rrovo<
r-l O cO O¡ L)r{OcD@Er
rlocDr-d
r+oco\od
.lOCOtr)U
fiorr§'Erriocorour-roc4N<docnrrFr-roc'tod
JONOTd
.-roNcod
r-{oNF-drlON\OU
-l OC{LO<rioN$<r-roNc¡or-roNc{<r-10Nr-rorroc{o<
rlOrlOtEJ
r-r o rl co L)
r-l O r-l c- Er
r-l O r-{ \O U
r-r o r-{ ro o
r-rOris4
JOr-{cn(9
F.tor-tN(,
r{Or{r-lEr
rlOr-lOH
-lOOOr<r{OOOU
dOOr-Er
rl OOl(g<
riC)OtoE{
r-lOO.r¡,(_)
r-roocoL)r-rooNu
rlOOrlEr
r-lOOOEr

Ororo)(,
o)ócoF
OrOrt--U
OrOt\OU
Or Or Lo [-rOrO¡$Er
o)O¡cnL)
OrO¡NFr
Or Or i-l U
olOrOL)
OroOrEr
o)@@u
O)@r-L)
01 @(OEr
O¡coLO<
O) @ .ift U
o)@CDU
o@N<
O)@r+U
Or@OEr
o) I-- O¡ E:lor t-- @ (_)orr-r-4
orF-\oF¡
Or t-- rO U
OrF-srUorr-(,<
Ort--NU
Or t-- r{ Er
or r-.O <Or\OolU
Or\0coU
O¡ \O r- F{
Ot\O\OL)
O¡\OtOO
O,\OsO
Or\Orr.)U
Or\ONh
Or \g r-l U

. .ou

.u

. .ErErt{Er

Ft<<<
.u(.D(,(9u

.Fi

.UHF{UUUUUUUU

..oouuFrO§.rd
r-lO$cf){
r-IOVNts
rto<rrlL)

c\ co
OTOCOO
OrONrl

lr)t--ONOsl tr)<
@O Osí t--(f)\o\o o o colr)
NN5)aa v§,

U/LÉ))
a¡o|t/rrt(Úl.ll-ri-rrlooÉ ) 4..t..{ o oor-r 3 3
u rú rú É É ..r ..t o c) ..-.1 '.1l.r .,1 f 3 U'U-tU O A ao rd rr t t .-i .-t ."t ."t ..1 ..1 o o

É -q () c c.q -a E E > >-r -r'.1.-l E o o tr u J a rú rd rú rú
E o o.rJrJ O O !.r r.l ululE E

c! c4
oú)@o
O rr) C\ r-l

tnf-O(\Os, rO<f
@@ ov c-.(n
\o\o o ul (rlr)
c\NfiS.r'l|n ssn cÉaa

:1 a a rü r§ l.l l.l r-r r-r o o
Éaa.¡..1ooo-r35
o fú rú É c..l..r o o .-1..1

lr .d fi U'§rO O A Ao rd lr t b'.-t .-t .-i ..1 ..1 .rt o oC.O o c c §.4 E E > >-] -l..1.-l E o o u Lr 5 3 rú rd rú rú
E rú rú.lJlJ O O rr rr UtÚ|E E

óo;o: dE É;F;E <(4(óóá^: dFFE E <<<<



APÉNDICE B

Secuencias del gen rRNA 12S. Los sitios están enumerados del '1 al

408 incluyendo los intervalos. Los puntos representan igualdad de nucleótidos

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