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Estudio integral del rol de la selección en el proceso de especiación de 

 los capuchinos del sur del género Sporophila 

 

RESUMEN 

El modelo de especiación alopátrica ha sido históricamente el principal para explicar la 

diversificación biológica. Sin embargo, la genómica ha revelado que la especiación con flujo génico 

es mucho más frecuente de lo que se suponía, tomando así nueva relevancia el rol de la selección 

(natural y sexual) en el proceso. Con el objetivo de analizar el rol de la selección durante su 

diversificación, en esta tesis se estudiaron los capuchinos del sur del género Sporophila, una 

radiación continental reciente de 10 especies de aves que se reproducen en los pastizales 

sudamericanos con un alto grado de simpatría, y que difieren en su coloración y vocalizaciones, pero 

genómicamente solo se diferencian en pocas regiones asociadas (generalmente) con la 

melanogénesis. Se seleccionaron cuatro especies: S. hypoxantha, S. ruficollis, S. palustris (tres 

especies cuya coloración sólo difiere en el parche de la garganta) y S. iberaensis (una especie 

recientemente descripta, simpátrica con las tres primeras). Se desarrollaron contrastes de genomas 

completos entre las especies, asociaciones fenotipo-genotipo (GWAS) y análisis de vocalizaciones 

en distintos escenarios de simpatría y alopatría. Entre los resultados más destacables se encontró: 

a) que las especies que solo difieren en el color de su garganta son las que tienen menor divergencia 

genómica dentro del grupo de los capuchinos, b) que las diferencias ocurren principalmente en las 

regiones regulatorias de los genes de la melanogénesis, c) que si bien cada región del genoma puede 

asociarse con varios parches de plumaje, la coloración de cada parche depende de una combinación 

única de genes y d) que existen diferencias vocales entre y dentro de cada especie que serían 

consecuencia de procesos de desplazamiento y/o convergencia de variables del canto en distintos 

escenarios de simpatría y alopatría local. Estos resultados permiten comprender varios aspectos de 

esta radiación adaptativa explosiva, el rol de la selección sexual y los mecanismos moleculares y 

comportamentales subyacentes.  

 

PALABRAS CLAVE: Sporophila, capuchinos del sur, radiación adaptativa, especiación, selección 

sexual, flujo génico, genomas completos, GWAS, patrones de coloración, vocalizaciones, 

desplazamiento de caracteres, convergencia de caracteres.  
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Comprehensive study of the role of sexual selection in the southern 

capuchinos (genus Sporophila) 

 

ABSTRACT  

Historically, the allopatric speciation mechanism has been the main model to explain biological 

diversification processes. However, genomic data revealed that speciation with gene flow is much 

more frequent than previously thought, giving new relevance to the role of selection (natural and 

sexual) during these processes. To analyze the role of selection during diversification, in this thesis 

I studied the southern capuchinos of the genus Sporophila, a recent continental radiation of 10 bird 

species that breed in South American grasslands with a high degree of sympatry. These species differ 

in their coloration and vocalizations, but genetically only vary in few regions associated (generally) 

with melanogenesis. Four species were selected: S. hypoxantha, S. ruficollis, S. palustris (three 

species which coloration only differs in the throat patch) and S. iberaensis (a recently described 

species, sympatric with the other three). I performed genome-wide contrasts between species, 

genotype-phenotype associations (GWAS), and vocalization analyses under different scenarios of 

sympatry and allopatry. Among the most remarkable results, I found: a) that the species that only 

differ in their throat coloration are the most similar genetically within the capuchinos, b) that the 

genomic differences occur mostly in regulatory regions of melanogenesis genes, c) that although 

each region of the genome can be associated with several plumage patches, the coloration of each 

patch depends on a unique combination of genes and d) that there are vocal differences (between 

and within each species) that might be consequence of displacement and/or convergence processes 

of song variables in different scenarios of local sympatry and allopatry. These results shed light to 

several aspects of this explosive adaptive radiation, the role of sexual selection and the underlying 

molecular and behavioral mechanisms.  

 

KEY WORDS: Sporophila, southern capuchinos, adaptive radiation, speciation, sexual selection, 

gene flow, whole genomes, GWAS, coloration patterns, vocalizations, character displacement, 

character convergence.  
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CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN GENERAL 

 

1.1. DESARROLLO DE LA TEORÍA EVOLUTIVA 

En 1859 Charles Darwin publicó El Origen de las Especies estableciendo las bases de la teoría 

evolutiva actual. En su trabajo presentaba pruebas del origen único de la diversidad biológica a partir 

de un antepasado común que, bajo presiones de selección natural, habría acumulado cambios a 

través de generaciones ramificándose en diferentes organismos (Darwin 1859). A pesar de la amplia 

aceptación de esta teoría, aún hoy distamos de comprender completamente los mecanismos y 

procesos que dan lugar a la formación de nuevas especies, y es por ello por lo que su estudio 

continúa siendo un tópico fascinante y central sobre el que se sigue trabajando y debatiendo en 

biología evolutiva (Bolnick & Fitzpatrick 2007). En particular, se discute sobre la contribución relativa 

de los mecanismos de deriva genética y selección en dichos procesos, cuáles son los tipos de 

selección más comúnmente involucrados, cuan decisiva es la presencia de barreras geográficas (es 

decir la dicotomía entre especiación alopátrica y especiación simpátrica), cuál es la base genética de 

la especiación y qué patrones de cambio a nivel genómico la acompañan (Coyne & Orr 2004, Nosil 

& Schluter 2011, Ellegren et al 2012, Nosil & Feder 2012, 2013, Parchman et al. 2013, Poelstra et al. 

2014, Lamichhaney et al. 2015, 2016). 

 

A mediados del siglo XX la deriva génica cobró mayor protagonismo como mecanismo de 

especiación, relegando en cierto sentido a la selección natural propuesta inicialmente en la teoría 

evolutiva de Darwin. Durante este período, Dobzhansky (1937) y Muller (1940, 1942) postularon sus 

clásicos estudios sobre especiación en los que explicaban que la fijación de alelos diferentes en 

genes complementarios de poblaciones aisladas propicia el aislamiento reproductivo post-cigótico, 

conduciendo eventualmente a la formación de dos especies nuevas cuyos híbridos son estériles o 

inviables (Figura 1.1). Este modelo ha estado sujeto a un intenso debate y perfeccionamiento hasta 

dar lugar a lo que se conoce actualmente como teoría de la dominancia (ver revisión de Presgraves 

2010), una teoría elemental en biología evolutiva que ha recibido un notorio soporte empírico en 

diversos grupos taxonómicos (Coyne & Orr, 1989, 1997, Sasa et al. 1998, Jiggins et al. 2001, Price & 

Bouvier 2002, Tubaro & Lijtmaer 2002, Lijtmaer et al. 2003, Arrieta et al. 2013, Macagno et al. 2020). 

 

Al proporcionar un mecanismo genético convincente sobre la diferenciación entre poblaciones 

aisladas, los estudios de Dobzhansky (1937) y Muller (1940 y 1942) dieron sustento al modelo de 
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especiación alopátrica desarrollado por Mayr (1942). Mientras que bajo este modelo la especiación 

en alopatría es claramente posible (Mayr 1963), la especiación simpátrica es poco viable porque el 

flujo génico en dicho escenario sin poblaciones aisladas tendería a homogeneizar el contenido 

genético, evitando este proceso de diferenciación y desarrollo de incompatibilidades genéticas. Así, 

de acuerdo con el modelo de especiación alopátrica, los rangos solapados de especies hermanas 

observados en la actualidad son en realidad producto de contactos secundarios que han tenido lugar 

luego de que dichas especies especiaran en alopatría (Mayr 1963).  

 

 

Figura 1.1: Esquema del modelo de incompatibilidad híbrida de Dobzhansky y Muller. Una población ancestral, cuyo 

genotipo para dos genes que interactúan es AA BB, se divide en dos poblaciones nuevas. Diferentes mutaciones pueden 

surgir en estas poblaciones: A muta y se transforma en a en una población y B en b en la otra. Luego de cierta cantidad de 

generaciones estas mutaciones se fijan, originando eventualmente nuevos genotipos (aa BB y AA bb) para cada población. 

Los híbridos son incompatibles porque la interacción a-b nunca ha existido en las poblaciones parentales. Las flechas 

negras representan procesos de divergencia y la flecha verde la incompatibilidad hibrida. Imagen tomada de Wu & Ting 

2004. 

 

En este contexto, la especiación simpátrica y parapátrica han sido mucho más controversiales, 

difíciles de comprobar y hasta consideradas como construcciones teóricas sin un correlato claro en 

la naturaleza, llegándose a plantear que el modelo de especiación alopátrica debería considerarse 

Ŝƭ άƳƻŘŜƭƻ ƴǳƭƻέ ŘŜ ƭƻǎ ǇǊƻŎŜǎƻǎ ŘŜ ŘƛǾŜǊǎƛŦƛŎŀŎƛƽƴ όCǳǘǳȅƳŀ ϧ aŀȅŜǊ мфулΣ CŜƭǎŜƴǎǘŜƛƴ мфумΣ 

Coyne & Orr 2004; ver discusión en Bolnick & Fitzpatrick 2007). Así, durante décadas los modelos 

de especiación simpátrica y parapátrica se limitaron a casos puntuales, que de hecho incluían 

generalmente aislamiento genético en todas las etapas de divergencia, sin presencia de flujo génico. 

La especiación simpátrica encontró respaldo principalmente en varios sistemas vegetales en donde 

cambios en la ploidía cromosómica (originados por errores meióticos o eventos de hibridación) 

generan nuevas especies de manera casi instantánea (Ramsey & Schemske 1998, Rieseberg & Willis 
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2007, Wood et al. 2009). En modelos animales en cambio, las evidencias estaban circunscriptas a 

casos particulares que incluían: a) algunas especies parásitas en donde cambios en el hospedador 

generan aislamiento reproductivo (sobre todo si se reproducen o alimentan específicamente dentro 

del mismo; Berlocher & Feder 2002, Feder et al. 2003, Munday et al. 2004), b) especies de origen 

híbrido, aisladas de sus especies parentales por diferencias, por ejemplo, en su ploidía o ecología 

(Mavarez et al. 2006, Mallet et al. 2007, Hermansen et al. 2014, Barrera-Guzmán et al 2017) y c) 

radiaciones evolutivas en sitios aislados, como ocurre con algunas especies de peces cíclidos de 

lagos africanos y centroamericanos (Barluenga et al. 2006, Torres-Dowdall & Meyer 2021), o que 

implicaron una adaptación ecológica superadora, como sucede con los pinzones de Darwin (Grant 

& Grant 1979, Lamichhaney et al. 2015, 2016, 2018). Finalmente, la especiación parapátrica ha sido 

(y continúa siendo) aún menos estudiada que la simpátrica, habiendo muy pocos ejemplos de la 

ƳƛǎƳŀΦ 9ƴǘǊŜ Ŝƭƭƻǎ ǎŜ ŜƴŎǳŜƴǘǊŀƴΥ ŀύ ƭŀ ŜǎǇŜŎƛŀŎƛƽƴ Ŝƴ άŀƴƛƭƭƻǎ ŘŜ ŜǎǇŜŎƛŜǎέ ŘŜ ƭŀǎ ŀǾŜǎ ŘŜƭ ƎŞƴŜǊƻ 

Phylloscopus en Europa y Asia (Irwin et al. 2001; Martins et al. 2013) y b) las salamandras con 

especiación parapátrica en Norteamérica y el Neotrópico (Fisher-Reid et al. 2013, Rovito 2017).  

 

Durante la segunda mitad del siglo XX, entonces, los estudios sobre historia evolutiva, y en particular 

diversificación y especiación, se realizaron bajo el paradigma de la especiación alopátrica, 

asumiendo en una notoria mayoría de los casos un rol central de las barreras geográficas en el 

proceso y el completo aislamiento entre las poblaciones durante su divergencia y eventual 

especiación. 

 

1.2. EL ADVENIMIENTO DE LA ERA GENÓMICA Y EL CONSIGUIENTE CAMBIO EN EL PARADIGMA 

EVOLUTIVO 

A principios del siglo XXI irrumpieron las nuevas tecnologías de secuenciación masiva, que permiten 

un incremento exponencial en la cantidad de información que se puede obtener a partir del genoma 

de los organismos. Este avance tecnológico, acompañado por un mayor desarrollo de la teoría y 

análisis de datos de genética de poblaciones, ha brindado una oportunidad sin precedentes para 

estudiar la historia evolutiva de los organismos, y en particular el proceso de especiación. Uno de 

los resultados más sorprendentes ha sido la revelación de que el flujo génico durante los procesos 

de diversificación es mucho más común de lo que se pensaba tradicionalmente y está lejos de ser 

una excepción que ocurre en contadas ocasiones (Servedio et al. 2011, Feder et al. 2012, Martin et 

al. 2013, Poelstra et al. 2014, Lamichhaney et al. 2015, Oswald et al. 2017, Richards et al. 2019, 
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Winker 2021). Esta información es trascendental, ya que por mucho tiempo un dogma central en 

biología evolutiva fue que el flujo génico de un migrante entre poblaciones por generación era 

suficiente para impedir la diferenciación entre las mismas. Ante esta revolucionaria evidencia de la 

existencia de flujo génico durante el proceso evolutivo, uno de los principales desafíos de la biología 

evolutiva actual es comprender cómo ocurren de todos modos la diferenciación morfológica y 

ecológica, y especialmente el aislamiento reproductivo, sin que el genoma se homogeneice e impida 

la evolución independiente de los linajes (Getz et al. 2016, Ravinet et al. 2017, Foote 2018).  

 

La evidencia genómica reunida en el contexto de este nuevo paradigma evolutivo señala que la 

especiación con flujo génico ocurre fundamentalmente cuando existen loci que actúan como 

barreras genéticas, reduciendo la tasa esperada de migración de genes entre poblaciones. Esto es 

posible principalmente cuando: a) hay regiones del genoma sin entrecruzamiento (por ejemplo por 

rearreglos cromosómicos) que contienen alelos vinculados a alguna adaptación ambiental local o al 

aislamiento reproductivo (Noor et al. 2001, Feder et al. 2003, Lowry et al. 2010, Zhang et al. 2021), 

o b) hay una fuerte presión de selección actuando sobre unos pocos loci (genes de especiación) que 

eventualmente conduce a la diferenciación del resto del genoma (por ejemplo por arrastre por 

ligamiento, o genetic hitchhiking; Nosil & Schluter 2011, Feder et al. 2012, Nosil & Feder 2012, 

Ravinet et al. 2017, Foote 2018). Esto muestra como este nuevo modelo esboza nuevos escenarios 

de especiación que revalorizan el rol de la selección, ya sea natural o sexual, sugiriendo que podría 

actuar junto a la deriva génica, o que incluso podría ser protagonista en momentos específicos de 

los procesos especiogénicos (Getz et al 2016, Foote 2018). En este contexto, la selección disruptiva 

tendría un papel fundamental al impulsar poblaciones de una misma especie en direcciones 

evolutivas independientes cuando, por ejemplo, favorece el uso diferencial de un recurso 

generando subpoblaciones especializadas en recursos diferentes (Van Rijssel et al. 2018, Whitney 

et al. 2018, Wang et al. 2020) o cuando actúa sobre caracteres sexuales esenciales para el 

emparejamiento selectivo (Van Rijssel et al. 2018, Kopp et al 2018). 

 

Esta perspectiva en la que se contempla la diversificación con flujo génico ha impulsado la 

acumulación de una notable cantidad de conocimiento en un período relativamente corto de 

tiempo (Ravinet et al. 2017, Campbell et al 2018, Foote 2018). No obstante, es importante tener en 

cuenta que los estudios en esta temática recién están comenzando y que aún no se comprenden 

del todo diferentes aspectos de estos procesos como el efecto diferencial que ejerce el flujo entre 
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las poblaciones, como afectan las características de cada especie a los procesos de diferenciación 

(Feder et al. 2012, Nosil and Feder 2012, Smith et al. 2014, Naka & Brumfield 2018, Lavinia et al. 

2019), cuál es la relevancia de la co-evolución mitonuclear (Hill 2015, 2017, Morales et al. 2018, Hill 

et al. 2019 ) y cuál es el rol de la hibridación, tanto por introgresión adaptativa (el traspaso de alelos 

beneficiosos de una especie a la otra; Hedrick 2013) como por especiación híbrida (Barrera-Guzmán 

et al 2017, Lamichhaney et al. 2018, Meier et al. 2018, Marques et al. 2019).  

 

Más aún, la acumulación de estudios genómicos sobre los patrones de diversificación y especiación 

ha mostrado que no solamente nos falta comprender diversos aspectos de estos procesos en 

presencia de flujo génico, sino que además los mismos son mucho más diversos y complejos de lo 

que se pensaba (Ravinet et al. 2017, Foote 2018, Richards et al. 2019). Por ejemplo, cuando se 

reanalizaron las radiaciones de peces cíclidos de los lagos de África y Centroamérica (consideradas 

durante décadas modelos robustos de especiación simpátrica primaria), la evidencia genómica 

señaló que la historia evolutiva de cada radiación es variable y que contempla desde múltiples 

colonizaciones de los lagos hasta la divergencia en simpatría tras un contacto secundario (Malinsky 

et al. 2015, Martin et al. 2015, Kautt et al. 2016). Algo similar ocurre en el caso de los pinzones de 

Darwin, que contrariamente a los cíclidos han sido tomados tradicionalmente como un ejemplo de 

radiación adaptativa por especiación alopátrica en diferentes islas, pero los estudios genómicos han 

mostrado que la radiación en realidad ha involucrado casos de diferenciación en alopatría, otros 

casos que han presentado flujo génico entre islas o dentro de una misma isla, e incluso especiación 

híbrida (Lamichhaney et al 2105, 2016, 2018).  

 

En base a estas complejidades e incertidumbres que aún persisten, la postura actual en los estudios 

de especiación no es concentrarse meramente en probar si la misma ocurre con o sin aislamiento 

geográfico (simpatría vs alopatría), sino tratar de comprender además en base a la estructura 

genómica hallada los procesos bajo los cuales la selección natural y la selección sexual originan 

nuevas especies en presencia de flujo génico (Foote 2018, Richards et al. 2019). 

 

1.3. PROCESOS DE DIVERSIFICACIÓN EN EL NEOTRÓPICO Y UTILIZACIÓN DE MODELOS AVIANOS 

PARA SU INTERPRETACIÓN 

El Neotrópico es la región más biodiversa del planeta. Este hecho, sumado a su topografía compleja 

y su contrastante variedad de ambientes, convierten a esta región en una de las más propicias e 
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interesantes para llevar a cabo estudios evolutivos (Stotz et al. 1996, Newton 2003). A pesar de esto, 

ha sido históricamente mucho menos estudiado que otras regiones menos diversas como, por 

ejemplo, el Neártico (Beheregaray 2008, Turchetto-Zolet et al. 2013, Reddy 2014, Lees et al. 2020).  

 

Tal como ha ocurrido de manera más general y se ha discutido más arriba, el mecanismo de 

especiación alopátrica ha sido el modelo predilecto para explicar los procesos de especiación en el 

Neotrópico, relegándose así el estudio de la especiación parapátrica y simpátrica (Rull & Carnaval 

2020). La gran diversidad de barreras geográficas (históricas y contemporáneas) presentes en el 

Neotrópico proveen escenarios ideales para suponer procesos de especiación en alopatría (Stotz et 

al. 1996, Newton 2003, Rull & Carnaval 2020). Así, los principales factores diversificadores 

propuestos para la región han sido justamente barreras geográficas: a) los ríos de cauce ancho, 

principalmente en la región amazónica (Ribas et al. 2012, Fernandes et al. 2012, Naka & Brumfield 

2018, Kopuchian et al. 2020), b) la Cordillera de los Andes (Weir 2006, Brumfield & Edwards 2007, 

Sedano & Burns 2010, Weir & Price 2011, Valderrama et al. 2014), c) los corredores de vegetación 

abierta que separan la Selva Atlántica del complejo Yungas-Amazonía (Lavinia et al. 2015, 2019, 

Trujillo-Arias et al. 2017, Cabanne et al. 2019), y d) los hielos glaciales y las zonas que se encontraban 

entre los refugios de ambiente habitable durante las glaciaciones del fin del Plioceno y el 

Pleistoceno, siendo en el Neotrópico esto particularmente relevante en la región andino-patagónica 

(Weir 2006, Lessa et al. 2010, Lijtmaer et al. 2011, Sérsic et al. 2011). Sin embargo, el nuevo 

escenario evolutivo de diversificación con flujo génico nos exhorta a estudiar los procesos 

especiogénicos neotropicales desde una perspectiva renovada (Rull & Carnaval 2020), siendo 

fundamental analizar si hay efectivamente flujo génico en cada caso particular y evaluar la 

contribución relativa de la selección (natural y sexual) y de la deriva génica en las distintas etapas 

del proceso (Foote 2018).  

 

Las aves constituyen un grupo taxonómico especialmente apropiado para estudiar los patrones 

evolutivos del Neotrópico. Por un lado, con alrededor de 3.400 especies (alrededor de un tercio de 

las especies del planeta) las aves son sumamente diversas en la región (Newton 2003, Jenkins 2013; 

Figura 1.2). Por otro lado, se trata de un grupo taxonómico ampliamente estudiado, siendo por lo 

tanto uno de los que mejor resuelta tiene su sistemática y taxonomía (aun cuando ambas son por 

supuesto dinámicas) y esto permite que no haya incertidumbres (por ejemplo, para establecer pares 

de especies hermanas) que constituyan un obstáculo en su estudio evolutivo. Es frecuente, por otro 
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lado, que cambios en su morfología, ecología y comportamiento puedan asociarse de manera 

directa con eventos de diversificación (Price 1998, Slabbekoorn & Smith 2002, Gomes et al. 2016, 

Price-Waldman et al. 2020), permitiendo estudiar dicha asociación. Por último, los mecanismos de 

aislamiento reproductivo post-cigótico (esterilidad e inviabilidad en los híbridos) se desarrollan 

particularmente lento en las aves y por ende tardan más tiempo que otros grupos animales en 

alcanzar un aislamiento completo entre las especies durante el proceso evolutivo (Price & Bouvier 

2002, Lijtmaer et al. 2003). Debido a ello, durante las primeras etapas del proceso de especiación 

tienen particular relevancia los mecanismos de aislamiento reproductivo pre-cigótico, 

especialmente si el proceso ocurre en un contexto de barreras geográficas permeables o 

poblaciones en simpatría. Esto permite que al estudiar las etapas tempranas del proceso de 

especiación en las aves se pueda analizar el rol de dichos mecanismos de aislamiento reproductivo 

 

 

Figura 1.2: Mapa de la riqueza específica de aves del planeta. El mismo está basado en información provista por BirdLife 

International and NatureServe (2013). Se observa claramente la notoria diversidad de aves del Neotrópico en comparación 

con el resto del planeta. Imagen obtenida de BiodiversityMapping.org. 

 

pre-cigótico, entre los que se destacan la coloración y las vocalizaciones, sabiendo que son la 

principal barrera al flujo génico entre las especies en formación. El estudio de estas señales posee 

indudablemente particular interés dado el cambio de paradigma evolutivo que se comenta más 
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arriba, en el cual establecer el grado de flujo génico durante el proceso temprano de especiación 

tiene una clara relevancia. 

En este contexto, en esta tesis se estudia justamente el proceso de especiación en el Neotrópico a 

través del uso de las aves como modelo de estudio. En particular, se analiza el papel que han tenido 

la selección y los mecanismos de aislamiento reproductivo pre-cigóticos en la diversificación y 

consecuente radiación de los capuchinos del sur del género Sporophila, un grupo de 10 especies de 

aves semilleras que se distribuyen en los pastizales de Sudamérica y que como se detalla en la 

sección siguiente es particularmente relevante para el estudio del proceso y los mecanismos de 

especiación. 

 

1.4. MODELO DE ESTUDIO: LOS CAPUCHINOS DEL SUR DEL GÉNERO SPOROPHILA 

Los capuchinos del sur del género Sporophila (familia Thraupidae) son un grupo de 10 especies de 

aves semilleras (S. bouvreuil, S. cinnamomea, S. hypochroma, S. hypoxantha, S. iberaensis, S. 

melanogaster, S. nigrorufa, S. palustris, S. pileata y S. ruficollis) que se reproducen en los pastizales 

subtropicales de Sudamérica, al sur del río Amazonas (Lijtmaer et al 2004, Billerman et al. 2022). 

Una de las características sobresalientes del grupo es el alto nivel de simpatría entre sus especies 

(Billerman et al. 2022), tal como puede verse en la Figura 1.3. Debe destacarse de todos modos, que 

las especies poseen un grado de solapamiento variable, que confiere a las poblaciones de algunas 

de ellas diferentes condiciones locales de simpatría y alopatría. Esto es particularmente notorio, por 

ejemplo, en S. hypoxantha y S. ruficollis, que en algunas zonas están en alopatría con respecto al 

resto de las especies del grupo, pero en otras (noreste de Argentina) están en simpatría con hasta 4 

ó 5 especies diferentes (Figura 1.3). Otras especies, en cambio, tienen rangos de distribución más 

restringidos y se encuentran en simpatría con otras especies a lo largo de toda su distribución, sin 

áreas de alopatría; tal es el caso por ejemplo de S. palustris y S. hypochroma (Figura 1.3). Debe 

mencionarse además que a la restringida distribución de algunas de las especies se suma el hecho 

de que la misma está disminuyendo en varios casos, principalmente por la pérdida de hábitat y el 

tráfico ilegal para mascotismo (Filloy el al. 2006, Vizentin-Bugoni et al. 2013, Galluppi-Selich & Clay 

2018, Billerman et al. 2022). 
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Figura 1.3: Distribución aproximada de los capuchinos del sur en el continente Sudamericano. Las distribuciones 

representadas se construyeron en base a información obtenida de Ridgely & Tudor (1989) y BirdLife International (2011). 

En el esquema la distribución de S. bouvreuil incluye tanto a la propia como la de S. pileata, ya que ambas especies eran 

consideradas como una sola al momento de su publicación. Por otro lado, S. iberaensis no figura ya que fue descripta 

como una especie en sí misma recién en 2016 (Di Giacomo & Kopuchian 2016). Imagen modificada a partir de Campagna 

et al. (2011). 

 

Este grupo constituye una radiación evolutiva continental reciente y explosiva, de origen 

pleistocénico (Lijtmaer et al. 2004, Campagna et al. 2012, 2013, 2015). Desde el punto de vista 

morfológico no difieren en sus medidas corporales (peso, largo o ancho del tarso, tamaño y forma 

del pico, envergadura, etc). Sin embargo, los machos adultos poseen claras diferencias en su 

coloración (Campagna et al 2012, Figura 1 .4) y en sus vocalizaciones (Campagna et al. 2012). Estos 

dos caracteres son fundamentales para el reconocimiento intraespecífico, tanto en las aves en 

general (e.g., Baker & Baker 1990, Uy et al. 2009) como presumiblemente en los capuchinos (Benites 

et al. 2015), y tal como se comenta más arriba constituyen los principales mecanismos de 

aislamiento reproductivo pre-cigótico en las aves. Las hembras, en cambio, son indistinguibles al ojo 

humano (todas poseen una coloración parda-olivácea similar; Figura 1.4) y solo es posible 

identificarlas cuando su coloración es inspeccionada usando espectrofotometría y modelos visuales 

avianos (Benites et al. 2010), o cuando se analizan sus vocalizaciones (Repenning & Fontana 2019). 
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A pesar de las diferencias que presentan en su coloración y su canto, estas especies poseen muy 

poca diferenciación en su ADN y de hecho carecen de monofilia recíproca al analizar marcadores 

genéticos neutros (Lijtmaer et al. 2004, Campagna et al. 2010, 2012, 2013), incluso cuando se 

utilizan miles de marcadores aleatorios a través de técnicas de genómica (Campagna et al. 2015). 

Recientemente, análisis de genomas completos de algunas de las especies del grupo han confirmado 

que la divergencia genética entre los capuchinos es efectivamente muy baja (Fst ~0.008) y han 

mostrado que difieren en pocas regiones genómicas (Campagna et al. 2017). Dichas regiones, que 

han sido moldeadas por barridos selectivos recientes (Hejase et al. 2020), contienen genes 

asociados con la síntesis de melanina, que es justamente el pigmento responsable de la coloración 

en el grupo (Campagna et al. 2017). 

 

Estos resultados en su conjunto sugieren que la radiación de los capuchinos no estaría ligada a 

mecanismos de aislamiento geográfico y posterior diferenciación en alopatría por deriva génica, ya 

que además de estar en una notoria simpatría, sus especies prácticamente no tienen divergencia 

genética neutra, hay unos pocos picos muy claros de diferenciación en el genoma y la diversificación 

y especiación ha sido muy rápida y reciente. En cambio, la radiación del grupo sería consecuencia 

de procesos de selección actuando sobre regiones específicas del genoma (Campagna et al. 2017). 

Particularmente, la similitud entre las especies en torno a sus características morfométricas y 

ecológicas, junto con el fuerte dimorfismo sexual que existe en el grupo (machos llamativos y 

diferentes entre sí y hembras muy similares e inconspicuas), sugieren que la selección sexual sería 

el principal motor de la diversificación en los capuchinos. 

 

Como ha ocurrido con otros sistemas biológicos y se detalla más arriba, la revolución genómica ha 

proporcionado información reveladora en torno a la historia evolutiva de los capuchinos del sur. Sin 

embargo, lejos de haber puesto punto final a los interrogantes sobre los procesos de diversificación 

y especiación en el grupo, dicha información ha estimulado el surgimiento de nuevas y más 

ambiciosas preguntas, tales como la relación entre el grado de diferenciación genómico y fenotípico  

entre estas especies, que de por sí ya poseen escasas diferencias en su genoma, la base genómica 

fina de las diferencias en los patrones de coloración de las especies, el rol de las vocalizaciones (que 

han sido hasta ahora mucho menos estudiadas que el color) y su posible base genómica, y si existen 

diferencias atribuibles a la selección natural además de la sexual. 
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Figura 1.4: Capuchinos del sur del género Sporophila. Imagen ilustrativa de adultos de las diez especies de capuchinos 

del sur y sus cuatro morfos alternativos conocidos. Ilustración realizada por Jillian Ditner para Campagna et al. (2018). 
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Con el objetivo de responder algunas de estas preguntas, se seleccionaron para el proyecto de tesis 

cuatro especies de capuchinos (S. hypoxantha, S. ruficollis, S. palustris y S. iberaensis) que poseen 

características que las hacen particularmente apropiadas para esta tarea. En primer lugar, las tres 

primeras especies son las que menos se diferencian morfológicamente dentro de los capuchinos, 

difiriendo solo en el color de la garganta de los machos, que es color canela en S. hypoxantha, negra 

en S. ruficollis y blanca en S. palustris. Esto hace que la identificación de las áreas del genoma 

diferenciadas entre estas especies sea especialmente informativa en relación con los mecanismos 

de diferenciación del grupo y la base genética de los patrones de coloración observados en los 

machos, ya que permite establecer una asociación directa entre los genes de diferenciación y ese 

parche de coloración específico. Adicionalmente, S. ruficollis no formó parte de los análisis de 

diferenciación genómica entre las especies llevados a cabo por Campagna et al. (2017), ya que se 

contó únicamente con los genomas completos de tres individuos de dicho taxón y entonces no se 

lo pudo utilizar para identificar los picos de diferenciación entre las especies. Esto implica que los 

resultados de esta tesis, además de ser novedosos por su enfoque, también lo son porque permiten 

por primera vez comparar estas tres especies tan similares de manera conjunta.  

 

Por otro lado, la distribución de S. palustris es bastante acotada y se encuentra en toda su extensión 

en simpatría con S. hypoxantha y S. ruficollis, pero estas dos últimas poseen distribuciones mucho 

más amplias que también incluyen áreas donde están únicamente ellas dos y otras en las que cada 

una de ellas está en alopatría y no comparte el ambiente con ningún otro capuchino (ver Figura 1.4 

y también ebird.org para más detalle de las distribuciones basadas en el reporte local de cada una 

de estas especies). Esto ofrece por lo tanto diferentes condiciones de simpatría y alopatría local de 

las poblaciones de estas especies y por lo tanto permite estudiar si en las áreas de simpatría se 

detectan diferencias con respecto a las poblaciones alopátricas de cada especie. Por ejemplo, se 

puede estudiar si la selección disruptiva impulsa el desplazamiento de diferentes caracteres cuando 

las especies están en simpatría. Específicamente, esto nunca ha sido estudiado en el canto de estas 

especies. Como se comentó más arriba, el canto es un carácter usado para el reconocimiento 

homoespecífico en el grupo (Benites et al. 2015) y por lo tanto el desplazamiento de sus 

características temporales y/o de frecuencia podría permitir evitar el solapamiento de los espacios 

acústicos, minimizando por ende la interferencia de esta señal entre las especies y facilitando su 

función (que como se comentó más arriba puede ser muy relevante en el contexto del aislamiento 

reproductivo y disminución de la hibridación). Alternativamente, la coexistencia en simpatría 
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durante la temporada reproductiva podría favorecer la convergencia de las variables del canto entre 

estas especies si ocurriese un aprendizaje interespecífico (flujo de caracteres comportamentales 

entre las especies) o si las vocalizaciones de las diferentes especies se adaptasen a las condiciones 

ambientales específicas de cada lugar (Cardoso & Price 2010), lo que arrojaría un resultado opuesto 

al del desplazamiento de caracteres divergente y debe también ser evaluado como una opción. 

 

Finalmente, S. iberaensis es una especie recientemente descubierta y descripta (Di Giacomo & 

Kopuchian 2016), simpátrica con las otras tres (Di Giacomo & Kopuchian 2016; ver ebird.org) y que 

tampoco fue incorporada a los análisis genómicos de Campagna et al. (2017). Esto hace que sea una 

especie no solamente muy interesante para analizar por su reciente descubrimiento y escaso 

conocimiento en términos de su historia evolutiva, sino que además constituye un muy apropiado 

modelo simpátrico con las otras tres especies, pero sin un patrón de coloración tan similar y por 

ende sin que a priori se espere una similitud genómica tan marcada. 

 

1.5. OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

El objetivo general de la tesis consiste en estudiar el proceso de especiación en los capuchinos del 

sur, con particular énfasis en el rol de la selección y los mecanismos de aislamiento reproductivo 

pre-cigótico, considerando a este grupo como modelo para el análisis de la especiación en las aves 

neotropicales. Para ello, se estudiaron cuatro especies de capuchinos (S. hypoxantha, S. ruficollis, S. 

palustris y S. iberaensis) que nunca habían sido contrastadas juntas y que por la similitud de sus 

patrones de coloración y su distribución geográfica son particularmente apropiadas como modelo. 

Del objetivo general planteado se desprenden tres objetivos particulares:  

1) Estudiar la diferenciación genómica entre S. ruficollis, S. palustris, S. hypoxantha y S. 

iberaensis realizando análisis de sus genomas completos y contrastando estos resultados 

mediante la comparación con el resto de las especies del grupo. Esto permitió encontrar las 

áreas genómicas de divergencia y los genes contenidos en ellas y poner a prueba la hipótesis 

de que las especies más similares en su coloración tendrán menor diferenciación genómica. 

2) Comprender la base genética de los patrones de coloración de los capuchinos del sur. Esto 

fue posible mediante la realización de estudios de asociación entre el genotipo y el fenotipo 

conocidos como Estudios de Asociación del Genoma Completo (GWAS por sus siglas en 

inglés: Genome Wide Association Studies). Esto permitió identificar qué genes específicos, 
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qué combinaciones de genes y qué cambios o variantes de los mismos están asociados con 

las diferencias en los patrones de coloración del plumaje de los capuchinos.  

3) Estudiar las vocalizaciones de S. ruficollis, S. palustris, S. hypoxantha y S. iberaensis y su 

distribución en el espacio acústico en diferentes escenarios de simpatría y alopatría durante 

su temporada reproductiva. Esto permitió estudiar la distribución del espacio acústico entre 

las especies y evaluar si las presiones de selección propician el desplazamiento o la 

convergencia de las características del canto cuando las especies están en simpatría.  
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CAPÍTULO II. ANÁLISIS GENÓMICOS DE LOS CAPUCHINOS DEL SUR 

 

2.1. INTRODUCCIÓN 

2.1.1. LOS PROCESOS DE DIVERGENCIA Y SU ARQUITECTURA GENÓMICA 

Las técnicas de secuenciación de nueva generación ofrecen una oportunidad sin precedentes para 

estudiar la arquitectura genómica asociada a los procesos especiogénicos, resultando 

especialmente útiles para detectar y explorar las barreras reproductivas que previenen la 

homogeneización del genoma cuando hay flujo génico (Foote 2018, Richards et al. 2019). Varios de 

los estudios evolutivos basados en estas nuevas tecnologías apuntan a contrastar taxones hermanos 

en diferentes estadíos de sus procesos de divergencia (Feder et al. 2012, Wolf & Ellegren 2017). 

Estas investigaciones han encontrado en líneas generales que la arquitectura genómica depende 

primordialmente del tiempo de divergencia que separa a los taxones (Figura 2.1), observándose 

típicamente un incremento progresivo en la acumulación de cambios moleculares neutros a lo largo 

del genoma. Por ende, linajes que se separaron hace mucho tiempo presentan genomas más 

heterogéneos que linajes que se separaron recientemente (Feder et al. 2012, Roux et al. 2016, 

Ravinet et al. 2017, Wolf & Ellegren 2017, Marques et al. 2019).  

 

Cuando la diversificación es reciente y transcurre en presencia de flujo génico es posible distinguir 

regiones específicas de divergencia alta (medidas generalmente en valores de Fst) en un contexto 

genómico comparativamente homogéneo en donde la divergencia genética neutra es 

prácticamente nula (Figuras 2.1 y 2.2; Marques et al. 2016, Foote 2018, Richards et al. 2019). Dichas 

regiones de divergencia suelen incluir genes asociados directamente con el aislamiento 

reproductivo (por inviabilidad, esterilidad o fitness reducido de los híbridos) o estar influenciados 

por presiones de selección, vinculadas generalmente con alguna adaptación local (Wu 2001, Turner 

et al. 2005, Wolf & Ellegren 2017). En torno a estos genes se forman las άƛǎƭŀǎ ŘŜ ŘƛǾŜǊƎŜƴŎƛŀέΣ 

caracterizadas por emerger entre regiones genómicas homogéneas que no han sido afectadas por 

presiones de selección (Figura 2.3; Turner et al. 2005). Este tipo de perfiles genómicos se asocia 

tradicionalmente con modelos de especiación simpátrica reciente, no obstante, afirmar que las islas 

de divergencia son siempre resultado de eventos de especiación puramente simpátrica es 

controversial y muy difícil de probar ya que otros procesos evolutivos (como la especiación 

alopátrica con contacto secundario) pueden haber trazado escenarios genómicos similares (Noor & 
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Bennett 2009, Turner & Hahn 2010, Cruickshank & Hahn, 2014, Ravinet et al. 2017; Foote 2018, 

Luzuriaga-Aveiga et al. 2021).  

 

Figura 2.1: Diferenciación genómica (Fst) entre comparaciones de a pares de mariposas del género Heliconius en 

momentos diversos de su especiación. Se muestra un fragmento del genoma que contiene una región asociada a la 

coloración que se selecciona diferencialmente entre los taxones del género. La línea negra indica el umbral de divergencia 

neutra. Los niveles de divergencia incluyen la comparación de dos subespecies de H. melpomene, dos especies hermanas 

(H. melpomene vs H. timereta) y especies un poco más distantes filogenéticamente (H. numata vs el clado H. melpomene 

- H. timereta). A medida que la divergencia evolutiva avanza, las diferencias genómicas seleccionadas que existen desde 

el inicio del proceso han permanecido diferenciadas, mientras que la divergencia de otras regiones supuestamente 

neutrales ha aumentado constantemente, tal como se puede ver en el incremento de la línea que marca dicha divergencia. 

Gráfico modificado de Nadeau et al. 2012. 

 

 

Figura 2.2: Regiones de divergencia genómica entre dos poblaciones de peces espinosos (Gasterosteus aculeatus) 

simpátricos que poseen ecotipos diferentes. Las regiones de diferenciación genómica elevada en los cromosomas VII y X 

(indicados en recuadros rosados y celestes) se asociaron con diferencias en los ecotipos. El resto del genoma mostró poca 

divergencia. Imagen modificada de Marques et al. 2016. 
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2.1.2. RADIACIONES ADAPTATIVAS 

Las radiaciones adaptativas son patrones excepcionales de diversificación biológica promovidos por 

diferentes factores evolutivos (deriva génica, selección, hibridación, etc) que interactúan de manera 

compleja (Gavrilets & Losos 2006), en donde los linajes se multiplican rápidamente in situ tras el 

surgimiento de nuevas oportunidades ecológicas, suscitadas generalmente por eventos de 

colonización de nuevos ambientes o por la aparición de novedades morfológicas (Figura 2.4; 

Gavrilets & Vose 2005, Gavrilets & Losos 2006, Losos & Mahler 2010). Han contribuido 

sustancialmente a la comprensión de los procesos de especiación y son consideradas promotoras 

fundamentales de la diversidad ecológica y fenotípica observada entre los seres vivos (Gavrilets & 

Losos 2006). Existen ejemplos de ellas en una enorme variedad de grupos taxonómicos, tales como 

las aves de la familia Vangidae en Madagascar (Yamagishi et al. 2001) y los pinzones de Darwin 

(Grant & Grant 1979), los peces cíclidos del lago Victoria (Seehausen 2006), las plantas hawaianas 

del género Lobelia (Givnish et al. 2009) y las lagartijas caribeñas del género Anolis (Losos & Schneider 

2009). Mientras que en muchos casos comprenden la acumulación de especies durante largos 

periodos de tiempo (como en mieleros hawaianos de la subfamilia Drepanidinae; Lovette et al. 

2002), en otros casos han surgido en períodos relativamente cortos de tiempo (como sucede en 

varios linajes de aves semilleras; Arnaiz-Villena et al.1998, Petren et al.1999, Benkman 2003, 

Sorenson 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.3: Arquitectura de las islas genómicas de divergencia. El eje Y representa el grado de divergencia genómica. La 

línea negra horizontal representa el umbral de divergencia genética neutra. Las barras grises caracterizan genes que se 

encuentran bajo el efecto de la selección (sobre el umbral de divergencia neutra). Los loci neutrales que rodean a los loci 

bajo selección aumentan el tamaño de la isla de divergencia. Las regiones genómicas no sujetas a las presiones de selección 

se encuentran por debajo del umbral de divergencia neutra. Esquema tomado de Michel et al.2010. 
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En el capítulo introductorio anterior se explica por qué los capuchinos del sur del género Sporophila 

constituyen una radiación continental particularmente adecuada para estudiar los procesos 

evolutivos de las aves del neotrópico. En este capítulo se estudia justamente la arquitectura 

genómica de este grupo, con foco en las cuatro especies utilizadas como modelo de estudio (S. 

hypoxantha, S. ruficollis, S. palustris, S iberaensis) y se analiza cómo la misma puede brindar 

información relevante sobre su historia evolutiva. Para ello, antes se realiza un repaso detallado de 

lo que se conoce hasta ahora de la historia evolutiva del grupo. 

 

 

Figura 2.4: Radiación adaptativa de los mieleros hawaianos (subfamilia Drepanidinae). Las especies del grupo exhiben 

innovaciones asombrosas en la morfología de su pico surgidas bajo condiciones ecológicas específicas que les permiten 

explotar diversos recursos alimenticios. Gráfico tomado de Lovette et al. 2002. 

 

2.1.3. LA HISTORIA EVOLUTIVA DE LOS CAPUCHINOS DEL SUR 

PRIMERAS APROXIMACIONES AL ESTUDIO DE LA DIVERSIFICACIÓN DEL GRUPO 

El género Sporophila es uno de los más diversos de la familia Thraupidae, se compone de 41 especies 

granívoras de tamaño pequeño (10-12 cm), con picos cónicos y robustos, que presentan un fuerte 

dimorfismo sexual (Ridgely & Tudor 1989). Habitan ambientes abiertos y semiabiertos, y se 

distribuyen desde Sudamérica hasta el sur de Norteamérica (De Schauensee 1952). Desde su 

descripción, establecer los límites y las relaciones filogenéticas dentro del grupo ha resultado una 

tarea compleja. De hecho, las primeras filogenias del género basadas en caracteres morfológicos 
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(como la coloración, el canto y la morfometría del pico) resultaron inconclusas y confusas (De 

Schauensee 1952, Ouellet 1992, Ridgely & Tudor 1989). Adicionalmente, la falta de criterios 

generales al momento de definir como especies algunas de las formas incluidas dentro del género, 

ha hecho que algunas entidades designadas hoy formalmente como especies hayan sido en el 

pasado consideradas subespecies o inclusive morfos, y viceversa (De Schauensee 1952; Ridgely 

&Tudor 1989; Sibley & Monroe 1990, Areta 2008).  

 

Ya en el presente siglo, el estudio de la historia evolutiva del grupo comenzó a abordarse a través 

de la realización de filogenias moleculares, las primeras de las cuales fueron construidas en base a 

secuencias cortas (de unos pocos cientos de pares de bases) de ADN mitocondrial (mtDNA; Lijtmaer 

et al. 2004, Campagna et al. 2010). Estos primeros estudios permitieron comenzar a esclarecer las 

relaciones evolutivas del género, estableciendo además como grupo monofilético a los capuchinos 

(un subgrupo compuesto en ese momento por 11 especies de coloración castaña acanelada) y 

diferenciando dentro del mismo dos subclados: uno que contenía las especies del norte de 

Sudamérica (S. minuta y S castaneiventris) y otro que agrupaba las especies al sur del río Amazonas 

(S. bouvreuil, S. cinnamomea, S. hypochroma, S. hypoxantha, S. melanogaster, S. nigrorufa, S. 

palustris, S. ruficollis y S. zelichi; Figura 2.5). Estos primeros análisis, sin embargo, no lograron 

resolver las relaciones filogenéticas de los capuchinos del sur por la baja variabilidad genética que 

mostró el grupo para los marcadores mitocondriales utilizados y la falta de monofilia recíproca entre 

las especies. Consistentemente, el uso del gen mitocondrial de la citocromo c oxidasa I (COI) en uno 

de estos estudios (Campagna et al. 2010) mostró que los capuchinos del sur poseen una mayor 

divergencia intraespecífica y una menor divergencia interespecífica mitocondrial que la esperada de 

acuerdo a los patrones de las aves de la región. De esta forma, los primeros estudios basados en 

marcadores mitocondriales sugirieron que el patrón genético observado en el grupo era consistente 

con procesos de separación incompleta de linajes (incomplete lineage sorting) y flujo génico elevado 

(Lijtmaer et al. 2004, Campagna et al. 2010). 

 

La incorporación de secuencias mitocondriales más largas (mayor cantidad de genes) y marcadores 

y microsatélites nucleares no cambió el panorama, mostrando que efectivamente la diferenciación 

genética neutra dentro del grupo es sumamente escasa y sin monofilia recíproca, consistente con 

una radiación evolutiva reciente originada en el Pleistoceno (hace aproximadamente 0,5ς1,2 

millones de años) en la que como se menciona arriba aún no ha habido una separación completa de 
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linajes y que ha sufrido un nivel significativo de flujo génico (Campagna et al. 2012, 2013). La 

combinación de estos marcadores genéticos con mediciones y análisis objetivos de la coloración y 

las vocalizaciones del grupo sí permitió confirmar las diferencias entre las especies en estos dos 

aspectos fenotípicos y mostró que las mismas exceden notoriamente a las diferencias genéticas 

neutras (Figura 2.6; Campagna et al. 2012). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.5: Primera filogenia molecular del género Sporophila. Consenso de 96 árboles igualmente parsimoniosos 

basados en un fragmento de 306 pares de bases de CytB. Los números romanos señalan los seis clados dentro del género 

Sporophila. El clado III representa a los capuchinos del sur. Gráfico tomado de Lijtmaer et al. 2004.  

 

La implementación más reciente de técnicas genómicas para el estudio de la historia evolutiva del 

grupo (Campagna et al. 2015) llevó a obtener miles de marcadores nucleares neutros mediante 

ddRADseq, una técnica que se basa en la fragmentación del genoma por clivaje y posterior 
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secuenciación masiva del mismo. Aun trabajando a esta nueva escala en términos de cantidad de 

información, los resultados llevaron a las mismas conclusiones que en los estudios previos, 

confirmando la falta de monofilia recíproca entre las especies como resultado de la separación 

incompleta de linajes y el flujo génico, y sugiriendo que los capuchinos del sur emergieron hace 

aproximadamente 50.000 generaciones de una población ancestral de gran tamaño y altamente 

polimórfica. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.6: Árboles de Neighbour-joining (NJ) que representan la diferenciación en diferentes caracteres en los 

capuchinos del sur del género Sporophila. (A) Árbol de NJ para ocho especies de capuchinos del sur y otras tres especies 

del género basado en valores promedio de ɲS (métrica de diferencia de color en el espacio visual aviano) entre pares de 

especies. (B) Árbol de NJ para ocho especies de capuchinos del sur y otras cinco especies del género basado en una matriz 

de similitud vocal calculada en base al uso de sílabas entre pares de especies. La escala representa el umbral de variación 

intraespecífica. (C) Árbol de NJ construido en base a valores de Fst estimados al contrastar seis microsatélites de ADN 

nuclear entre pares de especies del género Sporophila (siete capuchinos y otras tres especies del género). Las líneas 

intermitentes indican comparaciones significativas entre las especies. Figuras extraídas y modificadas de Campagna et al. 

2012.  

 

LOS GENOMAS COMPLETOS PERMITEN COMENZAR A COMPRENDER LOS PROCESOS Y 

MECANISMOS EVOLUTIVOS EN EL GRUPO 

Más recientemente, y solo un par de años antes del comienzo de mi doctorado, la secuenciación de 

genomas completos de los capuchinos del sur nos permitió comenzar a entender algunos de los 

procesos de diversificación que habrían promovido la radiación del grupo y sus mecanismos. 

Específicamente, se obtuvo de novo un genoma de S. hypoxantha de alta cobertura que se usó como 

referencia y 72 genomas pertenecientes a 12 individuos de cinco especies del grupo y unos pocos 

individuos de otras cuatro especies (Campagna et al. 2017). Este estudio confirmó que las especies 

del grupo son extremadamente similares genéticamente, estimando que su divergencia genómica 

oscila entre 0,03% (obtenido al contrastar S. hypoxantha y S. palustris, dos especies altamente 

simpátricas) y 0,3% (obtenido al contrastar S. melanogaster y S. nigrorufa, dos especies totalmente 

alopátricas). Sin embargo, lo más destacado de esta nueva aproximación es que por primera vez se 
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pudieron identificar las áreas de divergencia entre las especies, habiéndose detectado 

específicamente 25 islas de divergencia genómica elevada (Fst > 0.2). Dichas regiones de 

diferenciación se encontraron repetidamente en los contrastes entre pares de especies y con 

frecuencia contenían genes involucrados en la producción de melanina (pigmento que da color al 

plumaje de los capuchinos; Figura 2.7). No obstante, se observó que las señales más potentes de 

divergencia no provenían de regiones codificantes, sino (mayoritariamente) de regiones 

regulatorias que flanquean a los genes. En base a estos resultados, Campagna et al. (2017) 

concluyeron que las presiones de selección han actuado independientemente en distintos linajes 

sobre estas pocas regiones facilitando la rápida radiación de los capuchinos del sur (incluso en 

presencia de flujo génico).  

 

Figura 2.7: Estructura genómica de los capuchinos del sur. (A) Gráficos Manhattan contrastando S. nigrorufa vs S. 

melanogaster (arriba) y S. hypoxantha vs S. palustris (abajo). El eje Y indica el valor Fst promedio de ventanas no solapadas 

de 25 kb, el eje X muestra los scaffolds (fragmentos obtenidos durante el proceso de secuenciación) ordenados por 

tamaño. Las líneas rojas intermitentes representan el umbral de divergencia significativa (Fs t= 0.2). (B) PCA construido en 

base a los SNPs contenidos en las regiones de divergencia que existen entre cinco especies de capuchinos del sur, que 

claramente permiten separarlas. Imágenes modificadas a partir de Campagna et al. 2017.  

 

Más recientemente, estas islas de divergencia fueron re-analizadas mediante simulaciones teóricas 

y métodos de aprendizaje automático (machine-learning methods), lo que indicó que en el 

establecimiento de dichas islas de diferenciación han tenido un rol importante barridos selectivos 

especie-específicos que han ocurrido recientemente en regiones que ancestralmente contaban con 

una variabilidad genómica alta, asociada en muchos casos con genes de la coloración (Hejase et al. 

2020).  
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En definitiva, el contar con análisis de genomas completos del grupo permitió confirmar que la 

diferenciación entre sus especies es extremadamente baja y se restringe a las regiones de control 

de unos pocos genes, principalmente relacionados con la síntesis de melanina. Sin embargo, muchos 

interrogantes aún persisten. En primer lugar, estas zonas genómicas de diferenciación se definieron 

en base a los genomas de solo 5 especies del grupo (aquellas con las cuales se contaba con al menos 

12 genomas que permitían un análisis sólido de Fst: S. hypoxantha, S. melanogaster, S. nigrorufa, S. 

pileata y S. palustris), pero no está claro si hay otras zonas de divergencia aún no detectadas, ni cuál 

sería el patrón al incluir más especies. Específicamente, se desconoce aún si existe una correlación 

entre el grado de diferenciación de color entre las especies y sus diferencias genómicas. Desde un 

punto de vista más mecanístico, resta comprender de manera detallada cómo las diferencias 

genómicas afectan a los diferentes parches de plumaje de los capuchinos, generando las diferencias 

en sus patrones de coloración. Estos interrogantes son los que se han atacado en esta tesis, y 

específicamente en este capítulo y el siguiente.  

 

2.1.4. AMPLIACIÓN Y PROFUNDIZACIÓN DEL ESTUDIO DE LA DIVERGENCIA GENÓMICA DE LOS 

CAPUCHINOS DEL SUR  

El presente capítulo consiste en una ampliación y profundización de los análisis previos sobre la 

diversificación de los capuchinos que han utilizado genomas completos. Para ello, se consideraron 

tres aspectos que fueron estudiados de manera integrada: 1) En primer lugar se generaron nuevos 

genomas completos y se incrementó así la cantidad de especies utilizadas para analizar la 

divergencia dentro del grupo, los picos de diferenciación en el genoma y los genes contenidos en 

los mismos; 2) Se plantearon por primera vez de manera explícita hipótesis específicas sobre la 

evolución de las diferencias en el grupo, más específicamente en la correlación entre la 

diferenciación genómica y la coloración, que pudieron ser puestas a prueba aprovechando 

justamente la disponibilidad de genomas de más especies (y de más individuos de varias de ellas); 

3) se realizó un análisis más fino sobre la divergencia entre las especies que presentan una menor 

diferenciación en su coloración y constituyen el grupo focal de esta tesis: S. hypoxantha, S. palustris 

y S. ruficollis, incorporando además a S. iberaensis a este análisis. A continuación, se explican en más 

detalle estos aspectos y su enfoque. 

 

En relación con el primero de los aspectos mencionados, se secuenciaron en el contexto de esta 

tesis los genomas completos de nuevos individuos de S. ruficollis y se incorporaron además a los 



33 
 

análisis las primeras secuencias genómicas de S. iberaensis y nuevas secuencias de S. hypoxantha 

(las secuencias de estas dos especies fueron generadas recientemente en el contexto de un estudio 

más amplio del que he formado parte; Turbek et al. 2021). La inclusión de S. ruficollis y S. iberaensis 

posibilita pasar de 5 a 7 especies con una cantidad de genomas que permita realizar comparaciones 

robustas (al menos 12 individuos) e incluir por lo tanto la mayoría de los taxones del grupo en los 

análisis (son 10 especies en total). Este incremento en la cantidad de especies permitió además 

indagar por primera vez si existe una relación entre la diferenciación morfológica en torno a la 

coloración de los parches del plumaje y la divergencia genómica en los capuchinos del sur, lo que 

constituye el segundo aspecto descripto arriba. Para ello se correlacionaron distintos estimadores 

de divergencia genómica con la cantidad de parches divergentes que existen entre las especies. 

 

Por último, quisiera destacar que la inclusión de S. ruficollis y S. iberaensis va más allá de permitir 

contar con genomas de más especies, ya que ambas enriquecen además los análisis por poseer 

características relevantes para comprender las circunstancias que propiciaron la radiación evolutiva 

del grupo y describir los patrones y las huellas que han trazado dichos procesos a nivel molecular. 

En relación con la primera de ellas, S. ruficollis, S. hypoxantha y S. palustris son ecológica y 

morfológicamente muy similares, y además tienen un solapamiento marcado en su distribución 

durante la temporada reproductiva, fundamentalmente en el noreste argentino. Si bien S. palustris 

difiere sutilmente en el microhábitat usado para nidificar en relación a otros capuchinos (Vizentín- 

Bugoni et al. 2013), se sabe que generalmente estas tres especies habitan ambientes similares, y 

que inclusive, pueden reproducirse en territorios contiguos, es decir, sin barreras extrínsecas 

aparentes (Turbek et al. 2021, Billerman et al. 2022 y observaciones personales). Como sucede con 

el resto de los capuchinos del sur, morfológicamente son muy parecidas. No difieren ni en su peso, 

ni en la morfometría de su pico, ni en otras medidas corporales (Di Giacomo & Kopuchian 2016, 

Billerman et al. 2022); pero si en su coloración y en sus vocalizaciones, dos caracteres fenotípicos 

particularmente importantes para el aislamiento reproductivo en aves (Price 2008), que además son 

clave para el reconocimiento específico dentro del grupo (Benites et al. 2015, Turbek et al. 2021). 

Notoriamente, y a pesar de que los capuchinos en general difieren en la coloración de varios parches 

del plumaje a la vez, S. hypoxantha, S. palustris y S. ruficollis solo varían en la coloración del parche 

de la garganta (canela, blanca y negra respectivamente; Figura 2.8). Esto las convierte en las 

especies con mayor similitud morfológica del grupo. Congruentemente, los contrastes genómicos 

entre S. hypoxantha y S. palustris mostraron en el pasado que estas especies son las de menor 
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divergencia genómica de las cinco que se habían estudiado hasta ahora en base a sus genomas 

completos (ver Figura 2.7A; Campagna et al. 2017). En este sentido, el haber generado los genomas 

completos de S. ruficollis permite realizar por primera vez una comparación específica entre estas 

tres especies que solamente difieren en un parche de coloración y comprender cuál es el grado de 

diferenciación genómica que presentan.  

 

 

Figura 2.8: Ilustraciones de S. hypoxantha, S. palustris y S. ruficollis. En los dibujos puede apreciarse que estas tres 
especies difieren únicamente en el color de su garganta, siendo la misma color canela en S. hypoxantha (continuando con 
la coloración de su parte ventral), blanca en S. palustris y negra en S. ruficollis. Ilustraciones de Jillian Ditner.  

 

La inclusión de S. iberaensis en los análisis también constituye un aporte novedoso. Por un lado, su 

reciente descubrimiento y descripción (Di Giacomo & Kopuchian 2016) hizo que no se contase con 

información genética ni genómica de esta especie hasta hace muy poco, pero además esta especie 

también es simpátrica con las otras tres. Constituye así un modelo simpátrico pero sin un patrón de 

coloración tan similar, por lo que sirve como control en las comparaciones focales a realizar. 

Teniendo en cuenta estos aspectos se plantearon los objetivos e hipótesis de trabajo de este 

capítulo, que se presentan en la siguiente sección. 

 

2.1.5. OBJETIVOS E HIPÓTESIS DEL CAPÍTULO 

El objetivo general de este capítulo es ampliar y profundizar el conocimiento que se tiene sobre la 

base genómica de la radiación evolutiva de los capuchinos del sur del género Sporophila 

incorporando dos especies (S. ruficollis y S. iberaensis) que no habían sido exploradas con 

anterioridad y analizando explícitamente la relación entre la variabilidad genética y morfológica 

dentro del grupo. Del objetivo general se desprenden los siguientes objetivos específicos:  

1) Estimar la divergencia genómica de los capuchinos del sur utilizando siete de las diez 

especies del grupo (S. hypoxantha, S. melanogaster, S. nigrorufa, S. paustris, S. pileata, S. 
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ruficollis y S. iberaensis) y analizar si es posible distinguir a las mismas en base a dicha 

divergencia. 

2) Identificar, explorar y describir los picos de divergencia genómica hallados en los contrastes 

de pares de especies, procurando definir y describir la funcionalidad de los genes que se 

encuentran contenidos en ellos y cuál puede haber sido su rol en la radiación del grupo.  

3) Determinar si en los capuchinos del sur existe una asociación significativa entre su 

divergencia en la coloración del plumaje y su divergencia genómica, prestando especial 

atención a las especies del grupo que muestran menor divergencia morfológica (S. 

hypoxantha, S. palustris y S. ruficollis). 

 

En el contexto de los objetivos del capítulo y los antecedentes arriba mencionados, las hipótesis de 

trabajo son las siguientes: 

H1) Los contrastes de genomas completos de un mayor número de especies de capuchinos del sur 

confirmarán la relevancia de las regiones del genoma reportadas previamente y permitirán 

identificar nuevas regiones de divergencia. 

H2) Las regiones de divergencia genómica entre los capuchinos incluyen primordialmente genes 

involucrados en el camino metabólico de la producción de la melanina (pigmento que colorea sus 

plumas).  

H3) Los SNPs con valores elevados de Fst contenidos en los picos de divergencia genómica se 

posicionarán generalmente en regiones reguladoras no codificantes y no en las secuencias génicas 

en sí mismas. 

H4) Las especies con mayor diferenciación en su coloración tendrán también mayor divergencia 

genética. Particularmente, S. hypoxantha, S. palustris y S. ruficollis (especies que difieren en su 

coloración únicamente en el parche de la garganta) tendrán una muy baja diferenciación genómica 

y serán genéticamente más similares entre sí que cuando se comparan con el resto de las especies 

de capuchinos (con las que difieren en la coloración de varios parches del plumaje). 

 

2.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.2.1. MUESTREO Y CONJUNTO DE DATOS  

El conjunto de datos completo utilizado en esta tesis consistió en 127 genomas completos 

pertenecientes a individuos de las diez especies de capuchinos del sur (4 S. bouvreuil, 3 S. 

cinnamomea, 4 S. hypochroma, 28 S. hypoxantha, 21 S. iberaensis, 12 S. melanogaster, 12 S. 
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nigrorufa, 12 S. palustris, 12 S. pileata y 15 S. ruficollis) y dos capuchinos que están presentes al 

norte del Río Amazonas (2 S. minuta y 2 S. castaneiventris) y están estrechamente relacionados con 

los capuchinos del sur (Campagna et al. 2013). Del total de estos genomas, 78 ya habían sido 

generados a lo largo de las etapas más recientes del estudio de este grupo de aves (Campagna et al. 

2017) y 37 individuos fueron secuenciados recientemente como parte del estudio de S. iberaensis 

llevado a cabo en paralelo a esta tesis y del cual nuestro grupo de trabajo formó parte (Turbek et al. 

2021). Sumados a dichos genomas que pudieron utilizarse, para esta tesis se secuenciaron 

especialmente los genomas completos de 12 individuos de S. ruficollis, algo que (como se ha 

mencionado en la sección anterior) era fundamental para poder considerar a esta especies como 

parte del grupo focal de la tesis y compararla con S. palustris y S. hypoxantha.  

 

Las sub-muestras se tomaron a partir de muestras de tejido muscular o sanguíneo de 12 machos 

adultos de S. ruficollis que estaban depositados en colecciones de museos (Tabla 2.1). En el caso de 

las muestras depositadas en museos del exterior, se realizaron solicitudes de préstamo del material. 

El ADN se extrajo utilizando un protocolo de fenol-cloroformo seguido de una precipitación con 

etanol y una limpieza con perlas magnéticas. Se siguió el protocolo del kit de preparación de 

bibliotecas de ADN TruSeq Nano (Illumina) para un tamaño de inserción de 550 pb, empleándose 

200 ng de cada muestra para preparar bibliotecas con códigos de barras individuales. Las 12 

bibliotecas se juntaron y se identificaron usando adaptadores ligados de ADN. La secuenciación del 

conjunto de bibliotecas se realizó en un carril (lane) en un secuenciador Illumina NextSeq 500 del 

Instituto de Biotecnología de la Universidad de Cornell (Nueva York, EEUU). En total se obtuvieron 

aproximadamente 353 millones de pares de lecturas de 151 pb de longitud, con una cobertura 

promedio esperada por individuo de 7,4 ± 1,8x. La calidad de las librerías obtenidas se estimó 

usando el programa fastqc versión 0.11.5 (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) y 

los pasos de recorte de secuencias, eliminación de adaptadores y filtrado de calidad se llevaron a 

cabo con el programa AdapterRemoval versión 2.1.1 (Lindgreen 2012). El valor de calidad Phred 

mínimo admitido fue de 10 y las lecturas que se emparejaron y superpusieron se fusionaron. Una 

vez realizados los pasos de control de calidad y remoción de adaptadores la cobertura promedio 

esperada fue de 6,8 ± 1,6x. 

 

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc
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2.2.2. DESCUBRIMIENTO DE VARIABLES 

Las 127 secuencias de capuchinos del sur se alinearon al genoma de referencia de alta resolución 

de un macho de S. hypoxantha que había sido ensamblado como parte de los estudios previos 

ό/ŀƳǇŀƎƴŀ Ŝǘ ŀƭΦ нлмтύΦ 9ǎǘƻ ǎŜ ŜƧŜŎǳǘƽ Ŏƻƴ ƭŀ ƻǇŎƛƽƴ ƭƻŎŀƭ άvery sensibleέ ŘŜƭ ǇǊƻƎǊŀƳŀ .ƻǿǘƛŜ н 

versión 2.2.8 (Langmead & Salzberg, 2012). Aunque el genoma de referencia está ensamblado a 

nivel de scaffolds, la correspondencia entre los scaffolds y los cromosomas se estableció por 

similitud, comparando con el genoma de referencia de un pinzón cebra (Taeniopygia guttata 

castanotis) que estaba ensamblado a nivel cromosómico (Campagna et al. 2017). La calidad del 

mapeo se evaluó usando el programa Qualimap versión 2.1.1 (Okonechnikov et al. 2016), y 

posteriormente se obtuvieron diferentes estadísticos de los archivos .bam generados. El porcentaje 

medio de secuencias alineadas obtenido fue mayor al 98,3% (± 0,5%), tuvo una tasa de duplicación 

media de 4,2 (± 1) y una cobertura media tras los procesos de filtrado y alineamiento de 5,9x (± 

2,3x).  

 

Una de las 12 muestras de S. ruficollis, mostró signos de contaminación bacteriana después de que 

se sub-muestrearan las lecturas y se alinearan con una base de datos de nucleótidos utilizando el 

script fastq_species_detector (biohpc.cornell.edu/lab/userguide). Esta muestra tuvo una tasa de 

alineación con el genoma de referencia más baja que el resto de las muestras (35,4%) y por ello se 

excluyó de las estadísticas mencionadas anteriormente. Luego del paso de alineación, la 

profundidad de cobertura para esta muestra fue de 1,68x.  

 

El descubrimiento de las variantes SNP y el genotipado se realizaron simultáneamente para las 127 

muestras utilizando el programa HaplotypeCaller en GATK versión 3.8 (McKenna et al. 2010). Los 

parámetros de filtrado utilizados para excluir variantes en GATK fueron: QD < 2,0, FS > 60,0, MQ < 

20,0 y ReadPosRankSum < -8,0. Por otro lado, usando el programa VCFtools versión 0.1.13 (Danecek 

et al., 2011) se filtraron las variantes del conjunto de datos si no eran bialélicos, tenían un recuento, 

tenían un recuento de alelos menores inferior a 4, tenían una profundidad de cobertura media 

inferior a 2 o superior a 50 y/o si poseían más de un 20 % de datos faltantes entre individuos. Como 

resultado, se obtuvieron 32.993.511 SNPs para los 127 individuos muestreados de las diez especies 

de capuchinos estudiadas. 
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*FMNH Field Museum of Natural History; LSUMZ Louisiana State University Museum of Natural Science; MACN-Or-Ŏǘ aǳǎŜƻ !ǊƎŜƴǘƛƴƻ ŘŜ /ƛŜƴŎƛŀǎ bŀǘǳǊŀƭŜǎ ά.ŜǊƴŀǊŘƛƴƻ 

wƛǾŀŘŀǾƛŀέ- Colección de Tejidos Ultracongelados. 

1Calculado a partir del número total de lecturas sin procesar y un tamaño de genoma aproximado de 1,2 Gb. 
2Calculado a partir del número de lecturas restantes después del filtrado y un tamaño de genoma aproximado de 1,2 Gb. 
3Calculado a partir de las lecturas alineadas con el genoma de referencia.

Número de 

catálogo* 

Año de 

colecta 
Localidad Lat Lon Sexo 

Cobertura 

esperada 1 

Cobertura 

esperada 2 

Profundidad de 

cobertura 3 

% de 

duplicados 

Tasa de 

alineamiento 

FMNH 334579 1987 
Chiriquitos, Santa 

Cruz, Bolivia 
-17,82 -60,79 M 6,98 6,61 6,5 3,87 98,56 

FMNH 334580 1987 
Chiriquitos, Santa 

Cruz, Bolivia 
-17,82 -,79 M 9,34 8,43 8,34 4,36 98,17 

FMNH 334583 1987 
Chiriquitos, Santa 

Cruz, Bolivia 
-17,82 -60,79 M 8,55 8,04 7,97 4,2 98,85 

LSUMZ 15264 1989 
Prov. Velasco, Santa 

Cruz, Bolivia 
-14,55 -60,92 M 9,67 8,8 8,72 5,47 98,8 

LSUMZ 15395 1989 
Prov. Velasco, Santa 

Cruz, Bolivia 
-14,57 -60,67 M 9,91 9,23 9,14 5,46 98,76 

LSUMZ 15406 1989 
Prov. Velasco, Santa 

Cruz, Bolivia 
-14,57 -60,67 M 5,99 5,67 5,61 3,79 98,67 

MACN-Or-ct 

2086 
2006 

Estación Biológica de 

Corrientes, Argentina 
-27,55 -58,68 M 8,81 8,15 5,33 4,51 98,12 

MACN-Or-ct 

8696 
1999 Artigas, Uruguay -30,42 -57,72 M 7,5 5,58 1,68 5,62 35,37 

MACN-Or-ct 

8697 
1999 Artigas, Uruguay -30,42 -57,72 M 5,96 5,59 3,75 4,36 98,17 

MACN-Or-ct 

8699 
1999 Artigas, Uruguay -30,42 -57,72 M 4,94 4,76 3,09 2,74 98,01 

MACN-Or-ct 

8836 
2003 Paysandú, Uruguay -32,05 -57,71 M 6,41 5,78 4,17 5,38 97,35 

MACN-Or-ct 

9275 
2017 

Cautivo en Temaikèn, 

Argentina 
- - M 4,9 4,73 2,78 2,48 98,03 

Tabla 2.1: Detalle de las muestras de S. ruficollis secuenciadas en esta tesis, incluyendo los estadísticos de secuenciación. 
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2.2.3. EXPLORACIÓN DE LAS REGIONES DE DIVERGENCIA 

Se utilizó el programa VCFtools versión 0.1.16 (Danecek et al. 2011) para submuestrear el conjunto 

de datos completo y seleccionar únicamente las secuencias pertenecientes a especies 

representadas por al menos 12 individuos. Se excluyeron además dos individuos de S. hypoxantha 

que al momento de realizar los análisis de este capítulo estuvieron clasificados erróneamente y la 

muestra de S. ruficollis que mostró contaminación. De esta forma el dataset completo utilizado en 

este capítulo consistió de: 26 S. hypoxantha, 21 S. iberaensis, 12 S. melanogaster, 12 S. nigrorufa, 

12 S. palustris, 12 S. pileata y 14 S. ruficollis (siete especies, 109 individuos, 31.998.877 SNPs en 

total). Para llevar a cabo una primera exploración de los datos se realizó un análisis de componentes 

principales (PCA) basado todos los SNPs del dataset utilizando el programa SNPRelate versión 3.15 

(Zheng et al. 2012) en R versión 4.0.3 (R Core Team, 2020). Luego, con VCFtools versión 0.1.16 

(Danecek et al. 2011) se realizaron los 21 contrastes posibles de a pares de especies. Dichos 

contrastes de pares de especies se realizaron de dos maneras: a) estimando valores promedio de 

Fst para ventanas de 5kb no superpuestas y b) calculando valores de Fst individuales para cada sitio 

de divergencia genómica (sin ventanas). El tamaño de ventana elegido (5kb) para calcular valores 

Fst por ventana difiere del utilizado por Campagna et al. 2017 (25kb) ya que actualmente se sabe 

que las regiones de divergencia genómica entre los capuchinos son (generalmente) pequeñas (ver 

Tabla 1 en Campagna et al. 2017). Para determinar los picos de divergencia genómica entre los pares 

de especies primero se seleccionaron las regiones de divergencia que comprendieron por lo menos 

dos ventanas de 5kb consecutivas con valores Fst promedio globales iguales o superiores a 0,2 

(como el promedio de valores de Fst de todas las comparaciones fue 0,008, este criterio de 

significancia selecciona regiones que se encuentran entre 12 y 13 desvíos estándar por encima de 

la media de Fst; este fue además el umbral de significancia usado por Campagna et al. 2017 y 

normalmente utilizado en estudios de este tipo). Posteriormente, de las regiones seleccionadas solo 

se consideraron picos de divergencia genómica aquellas que tuvieron al menos 5 SNPs con valores 

de Fst individuales iguales o superiores a 0,85 (umbral de significancia obtenido luego de hacer una 

corrección de Bonferroni en base a los SNPs contenidos en el dataset completo). La ubicación de 

cada pico de divergencia se definió como la porción de ADN abarcada entre los SNPs iguales o 

mayores que 0,85 más cercanos a los extremos 5' y 3' dentro del grupo de SNPs del pico.  

 

Los contrastes de pares de especies basados en ventanas de 5kb se representaron en gráficos de 

aŀƴƘŀǘǘŀƴ όάManhattan plotsέύ ǳǎŀƴŘƻ Ŝƭ ǇŀǉǳŜǘŜ ϦǉǉƳŀƴϦ ό¢ǳǊƴŜǊ нлмуύ Ŝƴ w ǾŜǊǎƛƽƴ оΦсΦмΦ 
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Utilizando SNPRelate versión 3.15 (Zheng et al. 2012) en R versión 4.0.3 se realizó un PCA para 

intentar distinguir a las siete especies capuchinos del sur únicamente en base al conjunto de los 

140.764 SNPs contenidos dentro de los picos de divergencia que se encontraron en al menos dos 

contrastes de pares de especies. También se realizaron análisis de PCAs individuales para cada pico 

de divergencia que cumplió con dicho requisito (aunque por simplicidad solo se muestran aquellos 

que involucran contrastes que involucran a S. ruficollis y S. iberaensis, las dos especies incorporadas 

en estos análisis que no habían sido estudiadas de manera detallada previamente en este sentido). 

Finalmente, con el programa Geneious v. 10.2.6 (Kearse et al. 2012) se usó el genoma de referencia 

de alta resolución de S. hypoxantha mencionado más arriba para inspeccionar las regiones 

divergentes y compilar todos los genes contenidos dentro de rangos de ±50 kb de cada pico de 

divergencia. Las funciones de los genes contenidos en las regiones de divergencia se buscaron 

manualmente en el repositorio de datos de Gene Cards (https://www.genecards.org). La 

distribución de los SNPs individuales mayores o iguales que 0,85 obtenidos en los contrastes de 

pares de especies que involucraron a S. ruficollis y S. iberaensis y la posición de los genes contenidos 

en rangos de ±50 kb de sus regiones de divergencia se representaron gráficamente en R versión 

4.0.3. 

 

2.2.4. RELACIÓN ENTRE LA DIVERGENCIA GENOTÍPICA Y LA DIFERENCIACIÓN EN LA COLORACIÓN 

DEL PLUMAJE 

Para estudiar la relación entre la divergencia genómica y la diferenciación fenotípica en la coloración 

de los parches de plumaje se realizaron estimaciones de diversidad genotípica que involucraron a 

Fst y dxy, dos estimadores de divergencia genética para linajes incipientes que aportan información 

complementaria. Mientras que Fst (el índice más utilizado) calcula el grado diferenciación genética 

en base a las varianzas estandarizadas de las frecuencias alélicas entre poblaciones (Weir & Basten, 

1990), dxy estima el promedio de diferencias de nucleótidos entre poblaciones por sitio y, al realizar 

ǳƴŀ ŜǎǘƛƳŀŎƛƽƴ άŀōǎƻƭǳǘŀέ ŘŜ ŘƛŦŜǊŜƴŎƛŀŎƛƽƴΣ Ŝǎ ƳŜƴƻǎ ǎŜƴǎƛōƭŜ ǉǳŜ Fst a las reducciones genómicas 

de diversidad. Los cálculos de Fst para los 21 contrastes de pares de especies se hicieron usando el 

programa VCFtools versión 0.1.16 (Danecek et al. 2011). En cambio, los cálculos de dxy se realizaron 

usando el programa Pixy versión 0.95.02 (Korunes & Samuk 2021). Este programa permite calcular 

dxy en presencia de datos faltantes o usando archivos VCF que no contienen sitios invariantes (como 

ocurre con el dataset de esta tesis) sin ningún sesgo ya que no asume que los genotipos faltantes 

son homocigotas (como sí ocurre con otros programas que estiman dxy, (Korunes & Samuk 2021). 

https://www.genecards.org/
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Es importante señalar sin embargo que los contrastes de pares de especies para calcular dxy se 

hicieron usando ventanas de 25kb ya que las ventanas de 5kb mostraron un porcentaje elevado de 

datos faltantes. Los cálculos estimados en ventanas de 25kb tuvieron ~2% de Ns.  

 

En concreto, como estimadores de divergencia genómica se usaron seis variables diferentes. En 

primer lugar, se tomaron dos variables calculadas en el análisis de diferenciación genética entre las 

especies (ver Sección 2.2.3): el promedio Fst global entre los genomas de los 21 pares de especies 

contrastadas y el porcentaje de ventanas de 5kb elevadas (con Fst җ лΣнύ ǇŀǊŀ Ŝǎƻǎ ƳƛǎƳƻǎ нм 

contrastes. Por otro lado, se sumaron cuatro variables más: la media y la mediana de los valores de 

Fst para todas las ventanas de 5kb entre los pares de especies contrastados, y la media y la mediana 

de los valores de dxy para todas las ventanas de 25kb para los contrastes de pares de especies.  

 

Para analizar la diferenciación en la coloración del plumaje se consideraron los seis parches de 

plumaje principales en los que se diferencian los capuchinos (cabeza, nuca, espalda, rabadilla, 

abdomen y garganta; ver Figura 2.9) y se contó el número de parches en los que difiere cada par de 

especies de capuchino contrastado tomando como referencia la Figura 1.4. La relación entre los 

estimadores de divergencia genómica y la diferencia en los parches del plumaje se determinó a 

través de pruebas de Mantel usando el programa ade4 versión 1.7.16 (Thioulouse et al. 2018). Los 

resultados se representaron gráficamente con el programa ggplot2 versión 3.3.5 (Wickham 2016) 

en R versión 4.0.3. 

 

 

Figura 2.9: Parches del plumaje diferenciados en los capuchinos del sur (indicados en una ilustración de S. palustris). En 

esta tesis no se estudió la coloración de las aurículas por poseer en todas las especies de capuchinos excepto en S. 

melanogaster el mismo fenotipo de color que la garganta. Por ese motivo se estudiaron 6 parches. Ilustración por Jillian 

Ditner.  
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2.3. RESULTADOS 

2.3.1. DIFERENCIACIÓN DE LOS CAPUCHINOS DEL SUR EN BASE A TODOS SUS SITIOS DIVERGENTES 

En una primera aproximación, para analizar si se pueden distinguir las siete especies de capuchinos 

del sur del set de datos mediante el uso de todos sus sitios divergentes se realizó un PCA basado en 

30.659.575 SNPs (de los 31.998.877 SNPs totales del set de datos se descartaron 1.339.302 por ser 

monomórficos o poseer sitios indefinidos -Ns), cuyo resultado puede verse en la Figura 2.10. Este 

análisis permitió distinguir principalmente a S. iberaensis del resto de las especies, exhibiendo 

resultados concordantes con los observados en las filogenias realizadas por Turbek et al. (2021) en 

donde se mostró que S. iberaensis es un grupo visiblemente definido dentro los capuchinos del sur 

(ver Figura 6 de dicho trabajo). El análisis también evidenció un alto grado de solapamiento entre S. 

hypoxantha, S. ruficollis y S. nigrorufa, así como entre S. pileata y S. melanogaster. Sin embargo, 

como ocurrió en los análisis de Campagna et al. (2017) la variación explicada por los primeros dos 

componentes principales resultó muy baja (PC1= 1,44% y PC2= 1,30%) sugiriendo que solo un 

puñado de regiones del genoma son las que diferencian a las especies del grupo. 

 

 

Figura 2.10: PCA construido en base a todos los SNPs del set de datos de 7 especies de capuchinos del sur. Se usaron 

30.659.575 SNPs pertenecientes a 109 individuos de las siete especies de capuchinos del sur estudiadas en este capítulo. 

Cada especie se identifica con un color, especificado en la referencia dentro de la figura (hypox: S. hypoxantha, rufi: S. 

ruficollis, pal: S. palustris, ibe: S. iberaensis, mel: S. melanogaster, nig: S. nigrorufa y pil: S. pileata). 
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2.3.2. CONTRASTES DE PARES DE ESPECIES: DIVERGENCIA GENÓMICA 

Los 21 contrastes de pares de especies mostraron que la divergencia genómica de los capuchinos 

del sur es muy baja, un resultado concordante con los análisis genómicos realizados antes de esta 

tesis (Campagna et al. 2017). El porcentaje promedio de ventanas genómicas de 5kb de divergencia 

elevada (valores Fst ǇǊƻƳŜŘƛƻ җ лΣлнύ ŜƴǘǊŜ ǘƻŘƻǎ ƭƻǎ ŎƻƴǘǊŀǎǘŜǎ ŦǳŜ лΣлмс҈ ό{5 Ґ лΣлмпΤ Ϥнлл Ƴƛƭ 

ventanas en total), mientras que el Fst global promedio fue de 0,0036 (SD = 0,0025). Tal como 

reportaron Campagna et al. (2017), S. nigrorufa y S. melanogaster (dos especies sin solapamiento 

geográfico y con rangos de distribución altamente restringidos, ver Figura 1.3) resultaron ser el par 

de especies con un mayor porcentaje de ventanas de divergencia y con valores más elevados de Fst 

promedio (0,056% y 0,008 respectivamente; Figuras 2.11 y 2.12). En contraposición, los contrastes 

que mostraron el menor porcentaje de ventanas elevadas involucraron exclusivamente a S. 

hypoxantha, S. ruficollis, S. palustris y S. iberaensis (las cuatro especies con un alto solapamiento 

geográfico en el noreste argentino que son el foco principal de esta tesis, ver Figura 1.3 y ebird.org 

para S. iberaensis). De hecho, el contraste S. hypoxantha vs S. ruficollis fue el que mostró menor 

divergencia genómica en relación al porcentaje de ventanas de divergencia elevada (0,001%), 

seguido por los contrastes de S. hypoxantha vs S. iberaensis y S. ruficollis vs S. iberaensis (0,002% en 

ambos casos). Respecto a las estimaciones de Fst promedio, los contrastes S. hypoxantha vs S. 

palustris y S. hypoxantha vs S. ruficollis mostraron valores nulos de divergencia (Fst= 0), a estos les 

siguió el contraste de S. palustris vs S. ruficollis (Fst= 0,0002). 
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Figura 2.11: Gráfico de calor (heatmap) presentando el porcentaje de ventanas de divergencia elevada para los 21 
contrastes de pares de especies realizados (siete especies; ~200 mil ventanas). Dentro de las celdas se indica el 
porcentaje de ventanas de divergencia elevada (Fst ǇǊƻƳŜŘƛƻ җ лΣлнύ ƘŀƭƭŀŘƻ ǇŀǊŀ ŎŀŘŀ ŎƻƴǘǊŀǎǘŜ ŘŜ ŜǎǇŜŎƛŜǎΦ 9ƴ ǳƴ 
gradiente de blanco a rojo, el color de las celdas representa el porcentaje de ventanas de divergencia elevada de forma 
creciente (indicado en la escala, blanco= 0% y rojo= 0,06%). Los nombres de las especies siguen los códigos de la Figura 
2.10.  

 

 

Figura 2. 12: Gráfico de calor (heatmap) presentando el valor Fst promedio global para cada uno de los 21 contrastes 

de pares de especies realizados (siete especies; ~200 mil ventanas). Dentro de las celdas se indica el valor de Fst promedio 

hallado para cada contraste de especies. En un gradiente de blanco a rojo, el color de las celdas representa el valor de Fst 

promedio creciente (indicado en la escala, blanco Fst = 0 y rojo Fst = 0,008). Los nombres de las especies siguen los códigos 

de la Figura 2.10.  

 

2.3.3. CONTRASTES DE PARES DE ESPECIES: PICOS DE DIVERGENCIA GENÓMICA 

Se encontraron en total 32 regiones de divergencia genómica que cumplieron con al menos uno de 

los dos criterios establecidos en la metodología para para definir picos de divergencia (Tabla 

Suplementaria 2.1). Sin embargo, sólo 15 de dichas regiones reunieron ambos requisitos para ser 

considerados picos de divergencia entre las siete especies de capuchinos contrastadas (Tabla 2.2). 

Los picos de divergencia encontrados en este capítulo coinciden con picos reportados por Campagna 

et al. (2017), no obstante, se encontraron 10 picos de divergencia menos que los hallados allí (ver 

Tabla 1 en Campagna et al. 2017). Esto último habría ocurrido por la incorporación al análisis de 

secuencias de S. hypoxantha que fueron heterocigotas para las regiones genómicas comprendidas 

en dichos picos de divergencia.  
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Los picos de divergencia genómica se repitieron a través de los 21 contrastes de pares de especies 

en diferentes combinaciones (Tabla 2.2). El número de picos de divergencia varió desde cero para 

los contrastes S. hypoxantha vs S. palustris y S. iberaensis vs S. ruficollis, hasta seis picos de 

divergencia para S. melanogaster vs S. nigrorufa y S. pileata vs S. nigrorufa. El tamaño promedio de 

los picos de divergencia fue de 58,5 kb (SD = 101 kb), el pico de divergencia más pequeño (0,28 kb) 

se observó en el scaffold 308 (cromosoma desconocido) para el contraste S. nigrorufa vs S. palustris 

y el de mayor tamaño (494,46 kb) en el scaffold 404 (pico "a" de dicho scaffold; cromosoma Z) para 

el contraste S. nigrorufa vs S. pileata (Tabla 2.2). En relación con las nuevas comparaciones de 

capuchinos del sur reportadas en este capítulo tras incluir a S. ruficollis y S. iberaensis (ver contrastes 

señalados con * en la Tabla 2.2), se encontró que el tamaño de los picos de divergencia varió desde 

1,28 kb en el scaffold 308 (cromosoma desconocido) para el contraste S. iberaensis vs S. pileata, 

hasta 368,81 kb en el scaffold 257 (pico "b" de dicho scaffold; cromosoma Z) para el contraste S. 

iberaensis vs S. palustris. Los picos de divergencia en los scaffolds 252 (cromosoma 20) y 430 

(cromosoma Z) estuvieron presentes en la mayor cantidad de contrastes de pares de especies (11 y 

diez de los 21 contrastes respectivamente; Tablas 2.2 y 2.3). Así mismo se notó que los cromosomas 

Z (cromosoma sexual) y 1 (cromosoma autosómico) albergaron la mayor cantidad de picos de 

divergencia (cinco y tres picos respectivamente; Tablas 2.2 y 2.3).  

 

En total entre los picos de divergencia genómica se hallaron 1239 SNPs con valores de Fst 

individuales iguales o mayores que 0,85; pero solo 135 de los mismos estuvieron fijados (Fst = 1; 

Tabla 2.2). El par de especies S. melanogaster vs S. nigrorufa, que como se comentó arriba no se 

solapan geográficamente y tienen dos de los rangos de distribución más reducidos de los capuchinos 

del sur (ver Figura 1.3), contó con la mayor cantidad de SNPs con valores individuales de Fst 

altamente significativos (185 SNPs) y también con el mayor número de SNPs fijados (56 SNPs; Tabla 

2.2), lo cual es consistente con que haya sido el par de especies con mayor divergencia genómica 

(ver sección anterior). Respecto a los nuevos contrastes de pares de especies incorporados aquí, el 

contraste S. nigrorufa vs S. ruficollis presentó la mayor cantidad de SNPs con valores individuales de 

Fst altamente significativos (88 SNPs) y el mayor número de SNPs fijados (12 SNPs; ver contrastes 

señalados con * en la Tabla 2.2). Estas dos especies poseen una distribución geográfica parcialmente 

solapada durante su temporada reproductiva (ver Figura 1.3), pero difieren en la coloración de 

todos los parches del plumaje (ver Figura 1.4).  
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Contraste  Scaffold Cromosoma 

Ventana de 

5kb 

inicial 

Ventana de 

5kb 

final 

SNP 

 җ лΦур  

рΩ 

SNP  

җ лΦур 

оΩ 

Tamaño 

del pico 

(kb) 

SNPs con 

Fst җ лΦур 

SNPs       

fijados  

Fst 

promedio 

más alto  

hypox vs ibe* 430 1 11025001 11070000 11027576 11067689 40,11 41 0 0,23 

hypox vs mel 

252 20 465001 475000 461307 474102 12,80 21 0 0,33 

430 1 11025001 11045000 11026127 11047843 21,72 24 1 0,22 

1717 4 930001 955000 937441 948842 11,40 10 0 0,45 

hypox vs nig 

252 20 450001 485000 452406 482101 29,70 6 0 0,23 

579 1 75001 400000 105766 184334 78,57 3 0 0,49 

762 11 1675001 1685000 1675116 1693117 18,00 55 7 0,27 

3622 1 810001 1305000 925046 1313344 388,30 7 0 0,38 

hypox vs pal - 

hypox vs pil 
252 20 450001 495000 452723 493873 41,15 52 0 0,41 

308 Desconocido 90001 110000 107076 108360 1,28 5 0 0,36 

hypox vs ruf* 430 1 11040001 11070000 11041163 11069932 28,77 13 0 0,23 

ibe vs mel* 

252 20 455001 475000 457501 474102 16,60 20 3 0,33 

257 (a) Z 21650001 24815000 21654974 21686672 31,70 18 0 0,36 

1717 4 935001 955000 938281 952914 14,63 26 0 0,52 

ibe vs nig* 
257 (a) Z 21660001 28705000 21661528 21692881 31,35 5 0 0,22 

430 1 11025001 11070000 11027082 11067987 40,91 50 0 0,32 

ibe vs pal* 
257 (b) Z 24425001 24815000 24452213 24811020 358,81 7 0 0,27 

430 1 11025001 11070000 11027082 11067987 40,91 49 0 0,28 

ibe vs pil* 
308 Desconocido 90001 110000 107076 108360 1,28 5 0 0,34 

404 (a) Z 5185001 5680000 5490043 5678465 188,42 7 0 0,28 

Tabla 2.2: Regiones de divergencia genómica encontradas al contrastar los genomas completos de las siete especies de capuchinos del sur estudiados en este capítulo 

(109 individuos, 21 contrastes en total). Se reportan todos los picos de divergencia de cada contraste entre pares de especies, su posición, cromosoma, punto exacto de 

inicio y final del pico, posición del SNP con Fst җ лΦур Ƴłǎ ŎŜǊŎŀƴƻ ŀ ŎŀŘŀ ŜȄǘǊŜƳƻΣ ǘŀƳŀƷƻ ǘƻǘŀƭ ŘŜƭ ǇƛŎƻ Ŝƴ ƪōΣ ŎŀƴǘƛŘŀŘ ŘŜ ǇƻǎƛŎƛƻƴŜǎ ǾŀǊƛŀōƭŜǎ Ŏƻƴ Fst > 0.85 en cada 

pico, cantidad de esos SNPs con diferenncias fijas entre las especies y el Fst promedio entre las especies más alto. 
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1717 4 935001 955000 942606 951535 8,93 7 0 0,42 

ibe vs ruf* - 

mel vs nig 

252 20 420001 485000 422050 479024 56,97 76 39 0,65 

257 (a) Z 21660001 21674547 21660541 21674547 14,01 14 0 0,24 

404 (a) Z 5415001 5510000 5426205 5511041 84,84 8 1 0,29 

412 1A 3425001 3455000 3425221 3453466 28,25 9 1 0,22 

430 Z 11025001 11045000 11027576 11044821 17,25 17 1 0,28 

762 11 1665001 1690000 1666833 1689934 23,10 61 14 0,37 

mel vs pil 252 20 420001 495000 422050 493873 71,82 121 20 0,57 

mel vs pal 
252 20 425001 475000 425093 474102 49,01 32 6 0,38 

430 Z 11025001 11045000 11027576 11044821 17,25 16 1 0,24 

mel vs ruf* 

252 20 420001 475000 424921 471271 46,35 25 4 0,36 

257 (a) Z 21655001 24445000 21660208 21674547 14,34 14 0 0,34 

1635 6 3720001 3730000 3723260 3725209 1,95 7 0 0,31 

1717 4 930001 955000 934113 952914 18,80 22 0 0,51 

nig vs pal 

118 2 7165001 7175000 7171074 7173904 2,83 7 1 0,41 

257 (b) Z 24405001 24470000 24417282 24468740 51,46 11 1 0,37 

308 Desconocido 105001 110000 108067 108347 0,28 6 0 0,40 

404 (a) Z 5215001 5540000 5219145 5537807 318,66 16 2 0,33 

nig vs pil 

252 20 445001 505000 454524 495023 40,50 45 5 0,49 

404 (a) Z 5175001 5510000 5184152 5678609 494,46 41 11 0,42 

404 (b) Z 10745001 10920000 10745500 10866268 120,77 8 1 0,31 

412 1A 3405001 3475000 3405519 3431674 26,16 21 2 0,37 

567 2 2670001 2720000 2704885 2717594 12,71 6 0 0,37 

1717 4 935001 955000 938281 951535 13,25 6 0 0,40 

nig vs ruf* 

404 (a) Z 5180001 5490000 5216766 5219587 2,82 5 0 0,34 

430 1 11040001 11085000 11042692 11079861 37,17 46 0 0,32 

762 11 1675001 1690000 1667579 1689934 22,36 37 12 0,33 
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*Los pares de especies contrastados se encuentran ordenados alfabéticamente y los scaffolds en los que se encontraron los picos de divergencia se ordenaron de menor a 

mayor.  
# Los contrastes de pares de especies que involucraron a S. ruficollis y S. iberaensis se señalan con un asterisco (*) junto al nombre del contraste. 

  

pal vs pil 

252 20 450001 495000 452723 493873 41,15 25 0 0,34 

404 (a) Z 5185001 5195000 5186953 5192367 5,41 5 0 0,29 

430 1 11060001 11070000 11061491 11063959 2,47 6 0 0,23 

pal vs ruf* 
257 (b) Z 24410001 24470000 24429207 24468740 39,53 6 0 0,31 

430 1 11040001 11070000 11041309 11069932 28,62 39 1 0,31 

pil vs ruf* 
252 20 450001 495000 452723 493873 41,15 44 1 0,37 

1717 4 940001 955000 942465 951535 9,07 6 0 0,39 
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2.3.4. DIFERENCIACIÓN DE LOS CAPUCHINOS DEL SUR EN BASE LOS PICOS DE DIVERGENCIA 

GENÓMICA 

Se realizó un nuevo PCA basado esta vez únicamente en el conjunto de SNPs contenidos en los picos 

de divergencia que surgieron en al menos dos contrastes de pares de especies. Es decir, se 

analizaron específicamente las zonas genómicas de divergencia entre las especies. De esta forma se 

utilizó únicamente la información contenida en los picos de divergencia ubicados en los scaffolds 

252, 257 (a y b), 308, 404 (a y b), 412, 430, 762 y 1717 (Tabla 2.3). Este PCA se basó en 140.764 SNPs 

(no monomórficos y sin Ns) y mostró resultados similares a los encontrados en el PCA basado en 

todos los SNPs del genoma, arrojando un poco más de resolución a las relaciones entre las especies. 

Nuevamente se observó a S. iberaensis sin superposición con el resto de los capuchinos en el espacio 

delimitado por los primeros dos componentes principales. Lo mismo ocurrió con S. palustris, una 

especie con rango de distribución medianamente restringido, aunque la misma se situó en el PCA 

muy cerca de S. hypoxantha, una especie con la que comparte completamente su rango de 

distribución (es decir que la distribución de la primera está contenida dentro de la de la segunda; 

ver Figura 1.3) y con la que solo difiere en su patrón de coloración en el parche de la garganta (blanco 

en palustris y canela en hypoxantha; Figura 2.8). Este PCA además consiguió diferenciar mejor 

(aunque con solapamiento) a S. melanogaster de S. pileata. No obstante, la varianza explicada por 

los primeros dos componentes del análisis aumentó muy poco respecto al PCA basado en todos los 

SNPs del genoma y continuó siendo muy baja (PC1 = 2,08% y PC2 = 1,82%).  

 

Prestando especial atención a los picos de divergencia encontrados en los contrastes que 

involucraron a S. ruficollis y S. iberaensis (las dos especies de capuchinos que no habían sido 

incorporadas en los análisis previos) se complementaron los resultados reportados en la Tabla 2.3 

y en la Figura 2.13 realizando PCAs individuales de los picos de divergencia que surgieron en los 

contrastes que involucraron específicamente a alguna de estas dos especies. En general, se encontró 

que la variabilidad explicada por los dos primeros componentes aumentó al restringir los análisis 

solo a picos individuales de divergencia (Figura 2.14). Los PCAs de picos individuales mostraron 

relaciones similares a las halladas por Campagna et al. (2017). 
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Figura 2.13: PCA construido en base los SNPs contenidos en los picos de divergencia genómica que existen entre las 

especies. En total se usaron 140.764 SNPs (109 individuos, siete especies). Otros detalles como en la Figura 2.10. 

 

Haciendo hincapié solo en los contrastes de pares de especies que involucraron a estas dos especies, 

en varios picos de divergencia (como los contenidos en los scaffolds 252, 257 y 1717) S. ruficollis y 

S. iberaensis se agruparon juntas, distinguiéndose de S. melanogaster en los picos de los scaffolds 

252 y 257a, y de S. palustris en el pico del scaffold 257b (Figura 2.14). En cambio, en el pico del 

scaffold 430 se ubicaron en diferentes grupos. Así mismo, S. ruficollis y S. iberaensis se agruparon 

con otras dos especies del grupo con las que poseen mayor solapamiento geográfico en el noreste 

argentino (S. hypoxantha y/o S. palustris) en varios picos (scaffolds 252, 308 y 1717); aunque en 

otros se hallaron notablemente diferenciadas (como en los picos de los scaffolds 404 y 430; Figura 

2.14). Algo similar se observó para las especies geográficamente aisladas y de distribución 

restringida (como S. melanogaster y S. nigrorufa). Estas especies se distinguieron del resto en 

algunos picos (como S. melanogaster en el pico del scaffold 252 y S. nigrorufa en el pico del scaffold 

308), pero se agruparon con varias especies en otros (como sucedió en los picos de los scaffolds 430 

y 1717; Figura 2.14). Estos resultados, sumados a los de las secciones anteriores, sugieren que los 

picos de divergencia observados entre las especies no dependerían de la relación entre sus 

distribuciones y solapamiento (como uno podría esperar si hubiese un intenso flujo génico en las 

zonas de simpatría), sino principalmente de las diferencias de coloración entre las especies y los 

atributos específicos de cada región genómica de divergencia y los genes presentes en estas 

regiones (o ligados a las mismas). La sección siguiente explora justamente esta cuestión. 
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Figura 2.14: Gráficos de PCA individuales basados en los SNPs contenidos en los picos de divergencia genómica de los 

contrastes que involucraron a S. ruficollis y S. iberaensis. Los picos se identifican de acuerdo al número de los scaffolds 

en los que se encuentran. Para mayor claridad, solo se ilustran en cada gráfico las especies que se distinguieron en dichos 

picos al realizar los contrastes. Otros detalles como en la Figura 2.11.  

 

2.3.5. EXPLORACIÓN DE LOS PICOS DE DIVERGENCIA ENCONTRADOS EN LOS CONTRASTES DE 

PARES DE ESPECIES DE LAS SIETE ESPECIES DE CAPUCHINOS 

Los picos de divergencia se exploraron globalmente para los 21 contrastes de pares de especies con 

el objetivo de identificar los genes contenidos en ellos y sus zonas colindantes (±50 kb). Desde una 

perspectiva general basada en todos los contrastes realizados se observó que las regiones de 

divergencia más amplias se ubicaron en los scaffolds 404 (pico a de dicho scaffold, 494, 5 kb, 

cromosoma Z), 257 (pico b de dicho scaffold, 393,7 kb, cromosoma Z) y 3622 (388,3 kb, cromosoma 

1). En cambio, los scaffolds 308 (cromosoma desconocido), 1635 (cromosoma 6) y 118 (cromosoma 



52 
 

2) incluyeron las regiones de divergencia más acotadas (1,3kb, 2kb y 2,83kb respectivamente; Tabla 

2.3). En total se hallaron 71 genes en los picos de divergencia y sus regiones colindantes. De ellos, 

54 tienen funciones conocidas (en algunos casos en aves y en otros en estudios previos de otros 

grupos taxonómicos) y 17 tienen funciones desconocidas (Tabla 2.3) 

 

Varios resultados destacan el rol prominente de los genes relacionados con la coloración en la 

diferenciación entre las especies del grupo. En primer lugar, siete de los 15 picos de divergencia 

encontrados contienen o están cerca de genes vinculados con la melanogénesis u otros aspectos de 

la coloración, incluyendo un total de diez de dichos genes. La lista de genes y su función se detalla 

en la Tabla 2.3. Todos estos genes han sido señalados repetidamente en otros sistemas avianos de 

divergencia reciente que difieren también en caracteres de coloración (Uy et al. 2016, Toews et al 

2016, Stryjewski et al. 2017, Abolins-Abols et al. 2018). Además, los picos de divergencia genómica 

que se observan con mayor frecuencia entre los contrastes de especies son justamente los que 

incluyen genes de la melanogénesis (Tabla 2.3). Por ejemplo, el pico del scaffold 252 apareció en 11 

de los 21 contrastes y además presentó el valor promedio de Fst por ventana más alto (0, 88). Este 

pico contiene al gen ASIP, un gen conocido de la melanogénesis que induce la producción de 

feomelanina (generando la expresión de tonalidades rojizas y amarillentas en las plumas) en lugar 

de eumelanina (que otorga tonalidades marrones oscuras y negras; Oribe et al. 2012). Por último, 

todos los contrastes de pares de especies en los que se observaron picos de divergencia genómica 

involucraron por lo menos un pico asociado directamente con la melanogénesis (Tablas 2.2 y 2.3). 

 

Cabe destacar que más allá de los numerosos genes vinculados a la coloración, se encontraron otros 

genes (44 en total) que poseen funciones conocidas no relacionadas con el color del plumaje, sino 

con otras funciones o caminos metabólicos, como por ejemplo la vía de señalización de receptores 

de andrógenos (gen DNAJA1; scaffold 762), el desarrollo de la córnea (COL8A1; scaffold 3622) y la 

señalización cerebral (NETO2; scaffold 762). Investigar en profundidad esta diversidad de funciones 

encontradas en los genes no asociados a coloración excede los tiempos y los objetivos de esta tesis, 

por lo que los resultados que se reportan aquí se concentraron en describir fundamentalmente la 

funcionalidad de aquellos genes asociados con la coloración y quedan planteadas estas otras 

posibles diferencias entre las especies para su profundización a futuro (genes listados también en la 

Tabla 2.3). 
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Tabla 2.3: Picos de divergencia hallados en los 21 contrastes de pares de especies detallados a nivel global. Se indican 

los genes encontrados en las regiones comprendidas en ± 50kb respecto del pico y se describe la función de aquellos genes 

vinculados directamente con la melanogénesis o asociados a la coloración (aquellos destacados en negritas). Otros 

detalles como en la Tabla 2.2.  

 

Scaffold Cromosoma 

Tamaño 

del pico de 

divergencia 

(kb) 

Fst 

promedio 

más alto 

para las 

ventanas de 

5kb 

N° de 

contrastes en 

los que 

aparece 

Genes en la 

región de 

divergencia  

(± 50kb) 

Función de los genes 

relacionados con la 

melanogénesis (o la 

coloración) 

118 2 2,83 0,65 1 
TEX10, MSANTD3, 

desconocido (1) 
- 

252 20 72,3 0,88 11 

EIF2S2, ASIP, 

AHCY, 

desconocido (1) 

ASIP: Induce a los 

melanocitos a 

sintetizar feomelanina 

en lugar de 

eumelanina. AHCY:  

Esta asociado con la 

calidad de los 

melanocitos 

257 (a) Z 37,9 0,73 4 TYRP1, LURAP1L 

TYRP1: Enzima 

fundamental para la 

síntesis de melanina 

257 (b) Z 393,7 0,59 3 

MLANA, ERMP1, 

KIAA1432, CD274, 

JAK2, JAK3, RCL1, 

AK3, CDC37L1, 

desconocidos (11) 

MLANA: Vital para la 

formación de 

melanosomas en 

estadio II 

308 Desconocido 1,3 0,75 3 ELAC1, ME2 - 

404 (a) Z 494,5 0,63 6 

CAPSL, IL7R, 

SPEF2, PRLR, 

AGXT2, DNAJC21, 

BRIX1, RAD1, 

RAI14, C1QTNF3, 

AMACR, 

SLC45A2,RXFP3 

SLC45A2: Importante 

para el transporte de 

sustancias durante la 

melanogénesis 

404 (b) Z 120,7 0,60 1 NDUFS4, FST - 

412 1 48 0,67 2 - - 

430 Z 53,7 0,63 10 HERC2, OCA2 

HERC2: regula a OCA2                     

OCA2: transporta un 

precursor de la 

melanina durante la 

melanogénesis 

567 2 12,7 0,75 1 desconocido (1) - 

579 1 78,6 0,75 1 - - 

762 11 26,3 0,68 3 

NETO2, DNAJA1, 

DNAJA2, GPT2, 

C16orf87, 

desconocido (1) 

- 
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1635 6 2 0,58 1 ZNF703 - 

1717 4 18,8 0,77 6 
ANKRD17, ALB, 

RASSF6, CAMK2D 

CAMK2D: Importante 

para la comunicación 

celular durante la 

melanogénesis 

3622 1 388,3 0,72 1 

TBX19, SFT2D2, 

TIPRL, GPR161, 

TTF2, CPOX, 

ST3GAL6, 

COL8A1, DCBLD2, 

desconocidos (2) 

TBX19, GPR161: No se 

asocian con la 

melanogénesis 

directamente, pero si 

se vinculan con 

trastornos de la 

pigmentación. 

 

2.3.6. DISTRIBUCIÓN DE LOS SNPs CON VALORES DE FST җ лΣур 9b [h{ tL/h{ 59 5L±9wD9b/L! 

GENÓMICA QUE INVOLUCRARON A S. RUFICOLLIS Y S. IBERAENSIS 

Más allá del análisis general de picos de divergencia con el nuevo set de datos, se examinaron en 

detalle aquellos picos de divergencia presentes en los nuevos contrastes realizados en esta tesis, es 

decir aquellos que involucraron a S. ruficollis y S. iberaensis. Complementariamente a la información 

proporcionada en la Tabla 2.3, se analizó la posición de los SNPs hallados en los contrastes de pares 

de especies que tuvieron valores de Fst җ лΣурΦ  

 

En las regiones asociadas con la vía de la producción de melaninas los SNPs con valores de Fst җ лΣур 

se distribuyeron en la mayoría de los casos cerca de genes de la melanogénesis, pero no sobre los 

mismos (Figura 2.15). Los SNPs se encontraron en regiones presumiblemente regulatorias, como 

sucedió en los picos de los scaffolds 252 y 404, o bien sobre genes que regulan genes de la 

melanogénesis, siendo un ejemplo varios de los SNPs encontrados en el pico del scaffold 430, que 

se ubicaron sobre HERC2 (regulador del gen de la melanogénesis OCA2). Esto es consistente con lo 

encontrado por Campagna et al. (2017). En una menor proporción de casos, sin embargo, los SNPs 

se posicionaron directamente sobre los genes de la melanogénesis. Por ejemplo, varios SNPs de los 

contrastes S. iberaensis vs S. melanogaster y S. ruficollis vs S. melanogaster se ubicaron sobre TYRP1 

en el pico del scaffold 257a, y algunos SNPs de los contrastes S. iberaensis vs S. palustris y S. ruficollis 

vs S. palutris se encontraron sobre MLANA en el pico del scaffold 257b (ver Figura 2.15). Este patrón 

de sitios variables dentro de los propios genes también se observó para los contrastes realizados 

por Campagna et al. (2017) en estos mismos picos de divergencia. Sin embargo, tras explorar estos 

genes en detalle, los autores concluyeron que dichas posiciones se encontraban en regiones 

intrónicas (no codificantes), lo que podría estar ocurriendo también en este caso. 



55 
 

En cuanto a la distribución de los SNPs con valores de Fst җ лΣур ŎƻƴǘŜƴƛŘƻǎ Ŝƴ ƭƻǎ ǇƛŎƻǎ ƴƻ 

vinculados con genes de la melanogénesis, los SNPs parecieron distribuirse en áreas mucho más 

restringidas dentro de las regiones de divergencia (algo muy evidente en los picos de los scaffolds 

308 y 1632; Figura 2.16). Esto sugiere que las diferencias entre las especies se darían en estos genes 

en sitios mucho más específicos y menos variables de cada gen. En particular, quisiera destacar el 

pico del scaffold 762, en el cual varios SNPs del contraste S. ruficollis vs S. nigrorufa (muchos de ellos 

fijados, Fst = 1) se encontraron sobre el gen GPT2 (y otro gen con función desconocida). GPT2 es un 

gen que codifica una enzima mitocondrial que en humanos se asocia con la discapacidad intelectual 

no sindrómica (o NS-ID), un trastorno del desarrollo neuronal que afecta las capacidades cognitivas, 

entre ellas las relacionadas con el lenguaje (Binaafar et al. 2020). Es posible por lo tanto hipotetizar 

que las diferencias en esta región están relacionadas con diferencias comportamentales, quizás 

asociadas al canto y/o a otras características que difieren entre las especies y aún no han sido 

indagadas. 

 

2.3.7. RELACIÓN ENTRE DIVERGENCIA GENOMICA Y DE COLORACIÓN EN LOS CAPUCHINOS 

En primer lugar, se construyó una matriz de distancia basada en el número de parches del plumaje 

en los que se diferencian los pares de especies contrastados (Figura 2.17). S. nigrorufa fue la especie 

de capuchino que mostró mayor divergencia en la coloración de los parches de plumaje (difiriendo 

siempre en entre cinco y seis parches con las otras especies del grupo; Figura 2.17). En cambio, S. 

hypoxantha, S. palustris y S. ruficollis fueron las especies que difirieron entre sí en la menor cantidad 

de parches del plumaje (solo se diferenciaron en el parche de la garganta; Figura 2.17). 

 

Para analizar la relación entre la diferencia genómica y la diferenciación en la coloración de los 

parches del plumaje se utilizaron por un lado las medidas ya calculadas en la Sección 2.12 (la 

comparación global de Fst entre genomas para los 21 contrastes de especies y el porcentaje de 

ventanas elevadas (con Fst җ лΣнύ Ŝƴ ŘƛŎƘƻǎ ŎƻƴǘǊŀǎǘŜǎύ ȅ ǎŜ incorporaron cuatro nuevas 

estimaciones de divergencia genómica: el promedio y la mediana de Fst que mostraron las ~200 mil 

ventanas de 5kb obtenidas para los 21 contrastes de pares de especies realizados y el promedio y la 

mediana de dxy que tuvieron las ~40 mil ventanas de 25 kb de dichos contrastes. El valor promedio 

de Fst de todas las ventanas de 5kb fue 0,006 (SD = 0,002), es decir que como se puede esperar fue 

superior al valor obtenido con el análisis global (Fst = 0,0036). Consistentemente, se obtuvieron  
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Figura 2.15: Picos de divergencia vinculados directamente con la melanogénesis (y sus regiones colindantes ±50kb) en los contrastes que involucran a S. ruficollis y S. iberaensis. 

Los puntos representan SNPs individuales con valores de Fst җ лΣурΦ 9ƭ ŎƻƭƻǊ ŘŜ ƭƻǎ Ǉǳƴǘƻǎ ƛƴŘƛŎŀ Ŝƭ ŎƻƴǘǊŀǎǘŜ ŘŜ ǇŀǊŜǎ ŘŜ ŜǎǇŜŎƛŜǎ ŘŜƭ ǉǳŜ ǇǊƻǾƛŜƴŜ ŎŀŘŀ {bt όǾŜǊ ƭŜȅŜƴŘŀ Ŝƴ Ŝƭ 

extremo superior izquierdo). Los genes que participan directamente de la melanogénesis se representan en rojo, los genes vinculados con la coloración (no exactamente con la 

melanogénesis) se muestran en verde. El símbolo "?" hace referencia a genes con funciones desconocidas. 
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Figura 2.16: Picos de divergencia no vinculados con la melanogénesis (y sus regiones colindantes ±50kb) en los 

contrastes que involucran a S. ruficollis y S. iberaensis. Los puntos representan SNPs individuales con valores de Fst 

җ лΣурΦ 9ƭ ŎƻƭƻǊ ŘŜ ƭƻǎ Ǉǳƴǘƻǎ ƛƴŘƛŎŀ Ŝƭ ŎƻƴǘǊŀǎǘŜ ŘŜ ǇŀǊŜǎ ŘŜ ŜǎǇŜŎƛŜǎ ŘŜƭ ǉǳŜ ǇǊƻǾƛŜƴŜ ŎŀŘŀ {bt όǾŜǊ ƭŜȅŜƴŘŀ Ŝƴ Ŝƭ 

extremo superior izquierdo). Otros detalles como en la Figura 2.15. 

 

también valores levente superiores para cada contraste al considerar las ventanas a los 

estimados globalmente y reportados en la Sección 2.12 (Figura 2.18.a; comparar con la Figura 

2.12). La mediana de Fst mostró por su parte diferencias más pronunciados entre los pares de 

especies contrastados (Figura 2.18.b; comparar con la Figura 2.12) y un valor promedio al 

considerar todas las ventanas y todos los contrastes que fue menor al de la media (0,003; SD= 

0,002). A pesar de estas diferencias, las relaciones se mantuvieron y el par S. melanogaster vs S. 

nigrorufa continuó siendo el de mayor diferenciación genómica (Fst promedio = 0,0098; 

mediana de Fst = 0,0068) y los contrastes S.hypoxantha vs S. palustris y S. hypoxantha vs S. 

ruficollis fueron los que presentaron menor diferenciación genómica (Fst promedio = 0,0026 y 

0,0022 respectivamente y mediana de Fst = 0 en ambos casos; Figura 2.18). Finalmente, para 

todos los contrastes realizados el promedio dxy para las ~40 mil ventanas fue de 0,1130 y la 
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mediana de 0,1141 (SD = 0,004 para ambas estimaciones), y mostró valores individuales muy 

similares para todos los contrastes (Figura 2. 19). 

 

 

Figura 2.17: Cantidad de parches en los que se diferencian las siete especies de capuchinos del sur estudiadas en la 

tesis. 9ƴ ǳƴ ƎǊłŦƛŎƻ ǘƛǇƻ άheatmapέ ǎŜ ƳǳŜǎǘǊŀ Ŝƴ ŎŀŘŀ ŎŜƭŘŀ ƭŀ ŎŀƴǘƛŘŀŘ ŘŜ ǇŀǊŎƘŜǎ ŘŜƭ ǇƭǳƳŀƧŜ όŎŀōŜȊŀΣ ƴǳŎŀΣ 

espalda, rabadilla, abdomen, garganta; ver Figura 2.8) en los que difieren las siete especies de capuchinos estudiadas 

en este capítulo cuando se contrastan de a pares. En un gradiente de blanco a rojo, el fondo de las celdas representa 

el número de parches diferentes en forma creciente (indicado en la escala, blanco = 0 parches diferenciados y rojo = 

6 parches diferenciados). Junto a la abreviatura del epíteto específico de cada especie se muestran ilustraciones de 

las mismas (ver Figura 1.4 para un mayor detalle de las mismas). Ilustraciones por Jillian Ditner.  

 

Las pruebas de Mantel calculadas utilizando las matrices de distancias basadas en el número de 

parches de diferenciación entre las especies (Figura 2.17) y las cuatro estimaciones de 

divergencia genómica asociadas con el estimador Fst (Figuras 2.11, 2.12 y 2.18) indicaron que 

en todos los casos la diferenciación genotípica correlaciona positivamente con la diferenciación 

en la coloración de los parches de plumaje (p Җ лΣлн Ŝƴ ǘƻŘƻǎ ƭƻǎ ŎŀǎƻǎύΦ [ŀ ŎƻǊǊŜƭŀŎƛƽƴ ǇƻǎƛǘƛǾŀ 

más fuerte ocurrió al comparar la divergencia en los parches de plumaje con el valor Fst 

promedio global de cada par de especies (r2 = 0,73, p = 2e-04), mientras que la correlación menos 

pronunciada surgió al contrastar la divergencia en coloración con el porcentaje de ventanas 

elevadas en cada contraste (r2 = 0,56, p = 0,01; Figura 2.20). Por el contrario, las pruebas de 
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Mantel calculadas en base a dxy para las ventanas de 25 kb de cada contraste como estimadores 

de distancia genómica no mostraron una correlación significativa con la coloración. De hecho, e 

inversamente a lo esperado, la diferenciación en los parches del plumaje y dxy mostraron una 

correlación negativa no significativa (r2 = -0,32 para la media y r2 = 0,33 para la mediana; p > 0,08 

en ambos casos; Figura 2.21). 

 

 

Figura 2.18: Estimaciones de Fst basadas en los valores Fst promedio obtenidos para cada ventana de 5kb 

contrastada (~200 mil en total) en los 21 contrastes de pares de especies realizados. (A) Se indica en las celdas el 

valor promedio de Fst que tuvieron todas las ventanas de 5kb. (B) Se indica en las celdas la mediana de Fst que 

tuvieron las ventanas de 5kb. Otros detalles como en la Figura 2.17.  

 

 

Figura 2.19: Estimaciones de dxy basadas en los valores dxy promedio obtenidos para cada ventana de 25kb 

contrastada (~40 mil en total) en los 21 contrastes de pares de especies realizados. (A) Se indica en las celdas el 
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valor promedio de dxy que tuvieron todas las ventanas de 25kb. (B) Se indica en las celdas la mediana de dxy que 

tuvieron las ventanas de 25kb. Otros detalles como en la Figura 2.17.  

 

 

Figura 2.20: Correlación entre la divergencia genómica y la diferenciación fenotípica (coloración de los parches de 

plumaje). (A) Divergencia genómica estimada como el Fst promedio global; (B) divergencia genómica estimada como 

el porcentaje de ventanas elevadas (Fstҗ лΣнύΤ (C) divergencia genómica estimada como el Fst promedio de todas las 

ventanas de 5kb; (D) divergencia genómica estimada como la media de Fst de todas las ventanas de 5kb. En cada 

gráfico de correlación se indica la dirección y fuerza de la correlación (r2 ) así como la significancia de la misma (p). 

Cada punto en los gráficos representa un contraste de pares de especies. Para A, C y D Los puntos se encuentran 

coloreados en un gradiente cuya tonalidad depende del porcentaje de ventanas elevadas que presentó el contraste 

de pares de especies; en cambio para B se colorean en un gradiente cuya tonalidad depende del valor Fst promedio 

de cada contraste (señalado con un asterisco rojo). 
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Figura 2.21: Correlación entre la divergencia genómica (estimaciones de dxy) y la divergencia en la coloración de 

los parches del plumaje. Se muestra la divergencia genómica estimada como el promedio dxy de todas las ventanas 

de 25kb (~40 mil ventanas) en cada contraste de pares de especies. Se indica la dirección y fuerza de la correlación 

(r2 ) así como la significancia de la misma (p). Cada punto en los gráficos representa un contraste de pares de especies. 

Los puntos se encuentran coloreados en un gradiente cuya tonalidad depende del valor de mediana dxy para todas 

las ventanas de 25kb contrastadas (indicado en la leyenda).  

 

2.4. CONCLUSIONES 

En este capítulo se realizaron los análisis de divergencia genómica de los capuchinos del sur más 

completos hasta la fecha, incorporando dos especies que no habían sido contrastadas hasta el 

momento (S. ruficollis y S. iberaensis), sumando nuevas secuencias de S. hypoxantha y 

realizando análisis de correlación entre la divergencia genómica y la diferenciación en la 

coloración de las especies.  

 

En términos generales, los resultados obtenidos son consistentes con los reportados por 

Campagna et al. (2017), pero el mayor muestreo taxonómico y los nuevos análisis permiten 

ampliar las conclusiones obtenidas en aquel momento. En primer lugar, se encontró que, a pesar 

de poseer una marcada diferenciación fenotípica en su coloración y sus vocalizaciones, los 

capuchinos no pueden separarse claramente entre sí en base a su ADN ya que difieren 

genéticamente solo en un puñado de regiones (15 picos de divergencia en total) de tamaño 

pequeño (únicamente el 11% de los picos superó las 100kb). Estas regiones están 

mayoritariamente asociadas con genes de la coloración, ya que un 70% de los picos de 

divergencia incluyen genes asociados a la síntesis de melamina. Además, dichas regiones se 

repiten entre los diferentes contrastes de pares de especies, pero en distintas combinaciones. 

Por último, el contar con más especies permitió contrastar por primera vez en el grupo la 
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divergencia genética entre las especies con la diferenciación en la coloración del plumaje, 

evidenciando una clara correlación positiva entre ambos. Estos resultados y sus implicancias se 

dicuten en mayor detalle a continuación. 

 

Dado que las especies de capuchinos del sur no pueden separarse en base a su ADN neutro (no 

presentan monofilia recíproca como resultado de su reciente divergencia y posible hibridación; 

Lijtmaer et al. 2004, Campagna et al. 2010, 2012, 2015), se utilizaron tres aproximaciones 

distintas para evaluar si era posible separarlas en base a sus genomas completos: 1) utilizando 

todos los SNPs del dataset (más de 30 millones de sitios variantes), 2) en base al conjunto 

específico de SNPs contenidos en los picos de divergencia (alrededor de 140.000 sitios 

variantes), y 3) utilizando cada una de las regiones de divergencia para intentar separar a las 

especies que justamente divergen en dicha región. Las dos primeras aproximaciones 

permitieron separar del resto solamente a algunas de las especies, siendo notable que S. 

iberaensis, una de las especies con distribución restringida, es la que más claramente se 

diferencia (ver Figuras 2.10 y 2.13). Es relevante tener en cuenta que S. iberaensis es una de las 

especies más muestreadas en el set de datos (21 ejemplares representados) y por ende este 

resultado no se debería a que específicamente se hubiesen secuenciado unos pocos individuos 

que por azar pudiesen presentar más diferentes respecto de las demás especies. Del resto de 

las especies, aquellas que tienen distribución geográfica acotada (S. melanogaster, S. nigrorufa 

y S. palustris) pudieron diferenciarse un poco más entre sí. De todos modos, y hasta cierto punto 

con la excepción de S. palustris, estas especies se superpusieron en su variación con aquellas de 

distribución más extensa (S. ruficollis, S. hypoxantha y S. pileata).  

 

Los PCAs individuales de cada pico de divergencia genómica elevada sí permitieron en cambio 

separar con mayor claridad a las especies que divergen en dicha región. En este caso, las especies 

se separan en base a sus diferencias de coloración, y no en relación a la extensión o 

solapamiento de su distribución geográfica. Esto es lógico, ya que los picos justamente incluyen 

genes asociados a diferentes pasos de la síntesis de melanina y así las especies que se diferencian 

en un dado pico es esperable que se diferencien también en algún aspecto de su coloración. 

Esto sugiere de todos modos que la hibridación entre las especies, de existir, es acotada y que 

hay un rol de la selección (probablemente sexual) que permite mantener las diferencias entre 

las mismas. 

 

Los resultados obtenidos confirman que las especies de capuchinos se diferencian en unas pocas 

regiones que constituyen islas de divergencia dentro de un "mar genómico" de muy baja 
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diferenciación (comparar las Tablas 2.2 y 2.3 con las Figuras 2.11 y 2.12). De hecho, a pesar de 

haber incorporado dos nuevas especies de capuchinos del sur a los contrastes genómicos, no 

solo no se encontraron nuevos picos de divergencia elevada, sino que, por el contrario, se 

establecieron menos regiones de divergencia que las determinadas por Campagna et al 2017 

(solo 15 de los 25 picos de divergencia genómica hallados originalmente; Tabla 2.2). Esta 

reducción en el número de picos de divergencia pudo haber ocurrido por haberse incorporado 

nuevas secuencias de S. hypoxantha de individuos heterocigotas para las regiones que en este 

trabajo no presentaron diferencias. La incorporación de heterocigotas afectaría los valores de 

Fst de los contrastes que involucraron a S. hypoxantha porque Fst es un estimador que calcula 

la diferencia genética entre las poblaciones en función de las frecuencias alélicas de las mismas 

(Weir & Basten, 1990). De hecho, en una indagación rápida de estos individuos para algunas de 

las regiones divergentes ausentes en este trabajo se corroboró que varios de los individuos 

incorporados eran heterocigotas. Por otro lado, el umbral de significancia adoptado por 

Campagna et al. (2017) para seleccionar ventanas elevadas fue Fst = 0,2, es decir levemente 

mayor que el estimado para el dataset de esta tesis (Fst = 0,19), por lo que algunas ventanas 

pueden haber quedado desestimadas, conllevando a la exclusión de regiones que estrictamente 

podrían haberse considerado divergentes. En relación con esto, es interesante señalar también 

que el número de regiones divergentes que cumplió con por lo menos uno de los criterios de 

selección establecidos en la metodología fue 2,3 veces mayor que el número de picos de 

divergencia que se reporta finalmente (Tabla Suplementaria 2.1). El 50% de dichas regiones se 

excluyó por no poseer al menos 5 SNPs con Fst individuales elevados y el 7% quedó fuera por no 

comprender por lo menos dos ventanas de divergencia elevadas (Tabla Suplementaria 2.1).  

 

Las comparaciones entre pares de especies mostraron en cuántos y cuáles de estos 15 picos de 

divergencia se diferencia cada uno de ellos. De manera consistente con lo encontrado por 

Campagna et al. (2017), S. melanogaster y S. nigrorufa (las especies del grupo geográficamente 

más acotadas y distantes entre sí, ver Figura 1.3) fueron las que arrojaron mayor divergencia 

genómica (difirieron en 6 regiones genómicas y fueron las que presentaron un mayor Fst 

promedio y un mayor porcentaje de ventanas elevadas; Tabla 2.2 y Figuras 2.11 y 2.12). Por el 

contrario, las cuatro especies focales de esta tesis (S. hypoxantha, S. palustris, S. ruficollis y S. 

iberaensis), que son altamente simpátricas y en el caso de las tres primeras difieren únicamente 

en el color de su garganta (Figuras 1.3 y 2.17), fueron las que menos divergieron genéticamente. 

Dependiendo de la medida considerada, varían los pares de especies que presentan la menor 

divergencia, pero en todos los casos involucran a estas cuatro especies (Tabla 2.2 y Figuras 2.11 

y 2.12). En particular, dos de las comparaciones entre estas especies (el par S. iberaensis y S. 
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ruficollis y el par S. hypoxantha y S. palustris) no han presentado ningún pico de divergencia 

(Tabla 2.2), llevando a un extremo el hecho de ser las especies menos diferenciadas. Debe 

considerarse, de todos modos, que la ausencia de regiones definidas de divergencia en estas 

comparaciones se relaciona con lo mencionado en el párrafo precedente. Es decir que hay 

regiones diferenciadas entre estas especies, pero ninguna que cumpla los dos criterios para ser 

considerada formalmente una región de divergencia elevada (comparar la Tabla 2.2 y la Tabla 

Suplementaria 2.1). 

 

Más allá del grado de diferenciación entre las especies, es relevante analizar cuál es la posición 

de las regiones divergentes y qué genes incluyen. Con respecto a la ubicación de los picos de 

diferenciación, alrededor de un tercio los mismos se ubicó en el cromosoma sexual Z (Tablas 2.2 

y 2.3), un resultado congruente con lo reportado por Campagna et al. (2017). Esto es consistente 

con la mayor tasa evolutiva presente en los cromosomas sexuales y su rol prominente en la 

especiación y, en particular, en el desarrollo de mecanismos de aislamiento reproductivo 

(Haldane 1922, Coyne & Orr 1989, Price & Bouvier 2002, Lijtmaer et al. 2003; ver revisión 

extensiva en Uy et al. 2018). Es interesante destacar que si bien el rol de los cromosomas 

sexuales en el proceso evolutivo ha sido estudiado principalmente en el marco del desarrollo de 

mecanismos de aislamiento reproductivo post-cigótico (incompatibilidades de Dobzhansky-

Muller que llevan a la inviabilidad y esterilidad híbridas), en este caso los genes comprendidos 

dentro de los picos de divergencia se relacionan principalmente con diferencias en la coloración 

entre las especies, promoviendo así el aislamiento reproductivo pre-cigótico (previene el 

apareamiento entre individuos de diferentes especies del grupo). El mayor efecto del 

cromosoma Z y consiguiente importancia en la radiación de los capuchinos del sur no es 

sorpresivo de todos modos, dada su mayor tasa evolutiva, su supuesto rol más relevante en la 

evolución de genes expresados diferencialmente entre machos y hembras, y la mayor exposición 

de sus genes a la selección sexual (Uy et al. 2018). 

 

En relación con la información contenida dentro de las regiones divergentes, debe destacarse 

que un 70% de las mismas incluía genes relacionados con la melanogénesis (ASIP, OCA2, HERC2, 

TYRP1, MLANA, SLC45A2, CAMK2D; Tabla 2.3), que además han sido repetidamente vinculados 

con la variabilidad en la coloración de aves y mamíferos (Visser et al. 2012, Toews et al. 2016, 

Uy et al. 2016, Abolins-Abols et al. 2018, Xu et al. 2019). Si bien este resultado en sí mismo no 

es novedoso respecto a lo mostrado por Campagna et al. (2017), refuerza la noción de que son 

justamente los genes asociados a la producción del color del plumaje los que diferencian a los 
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capuchinos del sur, de manera consistente con que el color sea la única característica 

morfológica diferente entre sus especies. 

Más allá de los genes involucrados en la melanogénesis y su regulación, hubo muchos otros 

genes en las regiones de divergencia cuya función no se vincula con la coloración (Baxter et al. 

2019; Tabla 2.3, Figuras 2.15 y 2.16). Las funciones de dichos genes se encuentran asociadas, 

por ejemplo, con el desarrollo neuronal y de las gónadas, y con diferentes vías de señalización 

(entre otras). Estudios futuros podrán apuntar a resolver si estos genes regulan (por ejemplo) 

caracteres comportamentales de los capuchinos (como el canto, o la actividad migratoria) u otro 

tipo de caracteres de divergencia no descriptos aún en el grupo. Alternativamente, la presencia 

de estos genes en los picos de divergencia podría no relacionarse con ninguna función 

diferenciada entre las especies, sino simplemente con la cercanía física entre los mismos y los 

genes de coloración (al menos en el caso de los genes incluidos en las regiones de divergencia 

que también poseen genes relacionados con la melanogénesis). Dado que la mayoría de los SNPs 

encontrados en este estudio no se ubican en los genes en sí mismos sino en zonas circundantes 

(ver a continuación), resolver esto no es trivial, ya que en base a los resultados del presente 

capítulo no es fácil saber si efectivamente existen diferencias entre las especies del grupo en la 

regulación de estos genes no asociados a la coloración. 

 

La exploración minuciosa de la distribución de los SNPs con valores de Fst individuales elevados 

dentro de las regiones de divergencia reveló que los sitios variantes no se distribuyen dentro de 

las zonas codificantes de los genes, sino principalmente en regiones intergénicas cercanas a los 

mismos (Figuras 2.15 y 2.16). Más aún, si bien algunos SNPs significativos se ubicaron en los 

genes en sí mismos, estudios previos mostraron que dichas posiciones corresponden 

principalmente a intrones o, en caso de estar en los exones, implican cambios sinónimos 

(Campagna et al. 2017, Turbek et al. 2021, Capítulo III de esta tesis). Esto sugiere que las zonas 

diferenciadas entre las especies no corresponden a las regiones codificantes de los genes de 

coloración, sino a sus zonas regulatorias. Esto es muy relevante desde un punto de vista 

evolutivo, ya que dichas regiones tienen menos limitaciones para variar y por ende este sistema 

puede haber facilitado la rápida divergencia de las especies del grupo (Martin & Orgogozo 2013). 

 

Los análisis de la relación entre la diferenciación genómica y la divergencia en la coloración de 

los capuchinos del sur arrojaron una correlación positiva y significativa cuando se utilizó a Fst 

como indicador de la diferenciación genómica entre las especies (Figura 2.20). En concreto, una 

mayor diferenciación genómica entre las especies se asocia con un mayor número de parches 

de coloración del plumaje diferentes entre los pares de especies de capuchinos del sur. Así, en 
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un extremo de la correlación se observan los contrastes entre S. hypoxantha, S. palustris y S. 

ruficollis (las especies focales de esta tesis, que se diferencian en un único parche de color -la 

garganta- y que además presentan la menor divergencia genómica), y en el otro extremo los 

contrastes entre S. nigrorufa y S. melanogaster (las especies que difieren en la mayor cantidad 

de parches del plumaje y que tienen a su vez, mayor divergencia genómica). Las estimaciones 

genómicas basadas dxy, por el contrario, no fueron significativas (Figura 2.21). Este era un 

resultado esperable ya que dxy es un estimador muy sensible a las presiones de selección y al 

efecto de los barridos selectivos (Han et al. 2017), un fenómeno registrado ampliamente dentro 

del grupo (Hejase et al 2020). De hecho, las estimaciones en torno a dxy no mostraron patrones 

de diferenciación entre los distintos pares de especies contrastados, y tuvieron valores similares 

para todos ellos (Figura2.19). 

 

Debe aclararse que esta correlación es de todos modos una primera aproximación al análisis de 

la asociación a nivel de todo el grupo entre la genética y el color, ya que no tiene en cuenta de 

manera concreta las distribuciones de las especies y justamente hemos visto en los resultados 

que éstas también pueden influir. De hecho, S. hypoxantha, S. palustris y S. ruficollis además de 

diferir únicamente en la garganta poseen distribuciones ampliamente superpuestas mientras 

que S. nigrorufa y S. melanogaster además de ser las especies que más difieren en su coloración 

poseen distribuciones acotadas que no solo no se superponen, sino que son las dos 

distribuciones más alejadas entre sí en el grupo. Futuros análisis deberán contemplar el efecto 

de estas variables geográficas que pueden interferir en el análisis de la correlación entre 

genómica y coloración. Dichos análisis además podrían explorar la correlación entre la 

divergencia genómica y la diferenciación en otros caracteres morfológicos o comportamentales. 

Por ejemplo, sería de particular relevancia estudiar qué ocurre en este sentido con las 

vocalizaciones, ya que el canto es el otro carácter fenotípico fundamental para el 

reconocimiento de individuos homoespecíficos en el grupo (Benites et al. 2014, Turbek et al. 

2021). Así, análisis que contemplen la relación entre la variación genómica y estas diferentes 

variables fenotípicas y geográficas podrán arrojar luz sobre el papel que han tenido los procesos 

biogeográficos y las diferentes presiones de selección sobre la arquitectura genómica del grupo, 

permitiendo además analizar en más detalle cuáles han sido los mecanismos específicos 

involucrados en su radiación.  

 

Los resultados de este capítulo tomados en su conjunto, y sumados a los de los estudios 

anteriores (o paralelos) en el grupo (especialmente Campagna et al. 2017, Hejase et al. 2020, 

Turbek et al. 2021) permiten avanzar notoriamente en la comprensión de la diversificación y 
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evolución dentro de los capuchinos del sur y el rol de la coloración, un carácter fenotípico 

fundamental para el reconocimiento entre las especies del grupo (Turbek et al. 2021) que 

además se encuentra frecuentemente asociado con eventos de especiación en aves (Gomes et 

ŀƭΦ нлмсΣ tǊƛŎŜπ²ŀƭŘƳŀƴ Ŝǘ ŀƭΦ нлнлύΦ 9ǎǇŜŎƝŦƛŎŀƳŜƴǘŜ ŘƛŎƘƻs resultados plantean un escenario 

en el que las especies se diferencian entre sí en un puñado de islas de divergencia asociadas 

principalmente con genes de la melanogénesis, que emergen en diferentes combinaciones en 

las distintas especies del grupo. Dicha divergencia ocurre en las regiones regulatorias de los 

genes y muestra una asociación con el grado de diferenciación en la coloración del plumaje entre 

dichas especies. Estos resultados sustentan la hipótesis de que el grupo habría diversificado a 

partir de una población ancestral grande y altamente polimórfica, que rápidamente bajo 

presiones de selección (principalmente sexual) se habría diferenciado en las distintas especies 

del grupo. Un aspecto relevante de este sistema es que la radiación evolutiva habría transcurrido 

rápidamente no solo por involucrar diferencias en sitios regulatorios no codificantes, sino 

además por la modularidad del sistema (existe un conjunto acotado de parches que varían de 

acuerdo a la combinación de variantes genéticas de cada especie; Campagna et al. 2017, Turbek 

et al. 2021, este capítulo). Esta última permite que nuevas combinaciones de variantes (por 

ejemplo, por hibridación poco frecuente) generen la aparición de nuevos morfos de coloración 

que, a su vez, por selección sexual no se reproduzcan con los anteriores y comiencen a 

diferenciarse, generando eventualmente nuevas especies sin la necesidad de nuevas 

mutaciones y el tiempo que esto conlleva.  

 

Como se comenta en los párrafos precedentes, para poder comprender de modo más acabado 

estos mecanismos evolutivos asociados a la coloración es necesario refinar algunos de los 

análisis y avanzar con enfoques aún no utilizados. Por ejemplo, se debe lograr definir de manera 

más precisa cuál es la relación entre las regiones genómicas individuales, su combinación y la 

coloración de los diferentes parches de plumaje de los capuchinos. Esto permitiría comprender 

mejor cómo es la modularidad en el sistema, cómo algunas variantes afectan unos parches y no 

otros y de qué genes (o sus combinaciones) dependen los diferentes colores que aparecen en 

cada parche puntual. Sobre esto trata justamente el próximo capítulo de la tesis. 
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CAPITULO III. BASE GENÓMICA DE LOS PATRONES DE COLORACIÓN DE LOS 

CAPUCHINOS DEL SUR Y SUS IMPLICANCIAS EVOLUTIVAS 

 

3.1. INTRODUCCIÓN 

3.1.1. LA COLORACIÓN Y SU ROL EN LOS EVENTOS DE ESPECIACIÓN 

La coloración tiene un papel fundamental en diversos aspectos fisiológicos de los animales, tales 

como la fotoprotección y la termorregulación, y contribuye de manera fundamental en un 

aspecto central del comportamiento: la comunicación (Cuthill et al. 2017). Debido justamente a 

este último rol clave, frecuentemente se encuentra en el centro de la escena en eventos de 

selección natural y sexual (Hill & McGraw 2006). Además de ser relevantes en la comunicación 

en diversos contextos, tales como la estructuración social o la indicación a los predadores sobre 

la toxicidad que puede tener un organismo, los caracteres de coloración tienen a menudo un rol 

fundamental en la elección de pareja (Kodric-Brown, 1985). Por esta razón, cuando cambian (ya 

sea simplemente variando o, aumentando o disminuyendo su complejidad) pueden contribuir 

al aislamiento reproductivo pre-cigótico (Irwin & Price 1999) e iniciar nuevos procesos de 

especiación (Allender et al. 2003). De hecho, en una escala macro-evolutiva, los cambios en la 

complejidad de los patrones de coloración pueden vincularse frecuentemente con eventos de 

especiación (Gomes et al. 2016) y correlacionarse con las tasas de especiación (Figura 3.1; Hugall 

& Stuart-CƻȄ нлмнΣ tǊƛŎŜπ²ŀƭŘƳŀƴ Ŝǘ ŀƭΦ нлнлύΦ 

 

3.1.2. AVANCES EN LOS ESTUDIOS DE LA COLORACIÓN ANIMAL EN LA ERA GENÓMICA 

A pesar de la relevancia ecológica y evolutiva que tiene la coloración (Cuthill et al. 2017), los 

estudios sobre las bases genéticas de la misma se han visto limitados tradicionalmente al análisis 

de genes candidatos en sistemas modelo (Hubbard et al. 2010). Recientemente, las técnicas de 

secuenciación de nueva generación (NGS) han hecho posible realizar estudios genómicos 

usando modelos silvestres que han incrementado notablemente nuestro conocimiento respecto 

a la base genética de colores melánicos y carotenoideos en diversos grupos taxonómicos, y 

especialmente en las aves (ver referencias en Funk & Taylor 2019 y en Orteu & Jiggins 2020). 

Para estudiar las bases genéticas de la coloración se suelen aprovechar sistemas biológicos con 

bajos niveles de divergencia genómica pero que poseen diferentes patrones de coloración, como 

por ejemplo, diferentes poblaciones de una misma especie, híbridos de especies hermanas y 

radiaciones evolutivas rápidas (Toews et al. 2016, Stryjewski et al. 2017, Aguillon et al. 2021, 

Semenov et al. 2021; ver un ejemplo en la Figura 3.2). Estos estudios sugieren que los cambios 
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Figura 3.1: Cronograma de la familia Estrildidae. Cronograma hecho en base a 143 especies de pinzones estríldidos. 

Sus tasas de especiación fueron estimadas con modelos BAMM. En el subclado del género Lonchura (representado 

con ramas de colores rojizos) se observa una especiación rápida reciente y a su vez es el grupo de estríldidos que 

posee las tasas más altas de evolución de la ornamentación del plumaje. Imagen tomada de Gomes et al. 2016. 

 

en diferentes regiones genómicas asociadas con el metabolismo de los pigmentos animales 

pueden controlar la variación de la coloración y producir caracteres nuevos durante la 

diversificación. En particular, hay un pequeño número de genes que aparecen implicados 

repetidamente en la diferenciación del color de diversos taxones (Orteu & Jiggins 2020), 

probablemente porque son casos en los cuales los cambios específicos en los genes en sí mismos 

o en sus regiones regulatorias causan pocos efectos pleiotrópicos que potencialmente puedan 

ser perjudiciales (Martin & Orgogozo 2013). A menudo también cambios en un solo gen (incluso 

por una única mutación) pueden asociarse con la variación uniforme del color en una gran 

porción del cuerpo o en el cuerpo entero (Nadeau et al. 2006, Uy et al. 2016). Sin embargo, se 

sabe mucho menos sobre cómo se originan patrones de coloración más complejos que 

impliquen múltiples cambios y (en ocasiones) varios colores en diferentes parches del plumaje 

(hǊǘŜǳ ϧ WƛƎƎƛƴǎ нлнлΣ tǊƛŎŜπ²ŀƭŘƳŀƴ Ŝǘ ŀƭΦ нлнлύΦ 
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Figura 3.2: Ejemplo de un estudio que utiliza técnicas de genómica para explicar las diferencias de coloración de 

dos especies hermanas no modelos con una aproximación genómica (Toews et al. 2016). (A) En el estudio se 

contrastaron las especies Vermivora chrysoptera y Vermivora cyanoptera, considerándose también sus híbridos. (B) 

Los contrastes de genomas completos de híbridos de estas especies con sus especies parentales mostraron seis 

regiones de divergencia genómica elevada, cuatro de las cuales contenían genes asociados al desarrollo del plumaje. 

(C) Una de estas regiones contenía al gen ASIP, un gen involucrado en la melanogénesis que por los resultados se 

presume responsable de las diferencias de color negro y amarillo del parche de la garganta de V. chrysoptera y V. 

cyanoptera. Imagen tomada y modificada de Toews et al. 2016.  

 

3.1.3. DIVERGENCIA GENÓMICA DE LOS CAPUCHINOS DEL SUR Y SU VINCULACIÓN CON LOS 

CARACTERES DE COLORACIÓN 

Como se ha mencionado en capítulos anteriores, los capuchinos del sur constituyen un caso 

excepcional de una radiación continental explosiva y reciente, que justamente se diferencian en 

sus patrones de coloración a pesar de poseer muy baja divergencia genética (Lijtmaer et al. 2004, 

Campagna et al. 2010, 2012 y 2015), resultando por ende un excelente modelo para estudiar las 

bases genéticas de los caracteres de coloración y el rol que tienen los mismos durante los 

procesos especiogénicos. En Campagna et al. (2017) y en el capítulo II de esta tesis se 

contrastaron genomas completos de varias especies de capuchinos del sur, encontrando que 

apenas un puñado de regiones genómicas tienen niveles de diferenciación altos. Estas regiones 

de divergencia genómica usualmente se asociaron con genes vinculados a la producción de 

melanina que, como demostraron Hejase et al (2020) utilizando los datos de Campagna et al. 

(2017), han sido moldeados por barridos selectivos especie-específicos recientes involucrados 

repetidamente en la diferenciación de múltiples especies de capuchinos. El hecho de que estas 

regiones de divergencia aparezcan en múltiples contrastes de especies (Campagna et al. 2017, 

Capítulo II) y que las variantes genéticas contenidas dentro de dichas regiones a menudo sean 
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compartidas (Turbek et al. 2021) hace suponer que la combinación de estas regiones en cada 

especie (y las variantes que contienen) sería la responsable de los diferentes patrones de color 

observados en el grupo.  

 

Más aún, dada la modularidad del sistema se puede suponer que la reorganización de la 

variabilidad genética presente en estas regiones (por ejemplo por eventos de hibridación poco 

frecuentes) podría ser el mecanismo por el cual se generan nuevos patrones de coloración en el 

grupo, sin la necesidad de nuevas mutaciones. Para poder establecer esto más claramente, así 

como para poder comprender más cabalmente la evolución de la coloración y su rol en la 

radiación del grupo, es necesario poder establecer si los picos de divergencia observados entre 

las especies, y los genes en ellos contenidos, se asocian con cambios puntuales en el color de 

parches específicos del plumaje.  

 

3.1.4. ESTUDIO DE ASOCIACIÓN DEL GENOMA COMPLETO (GWAS) PARA INFERIR LA BASE 

GENÉTICA DE LOS PATRONES DE COLORACIÓN EN LOS CAPUCHINOS DEL SUR 

Para poder comprender la base genómica de la coloración en los capuchinos del sur y 

comprender mejor el rol que ha tenido en la evolución del grupo, en este capítulo se aprovechó 

la alta similitud genética y la variación discreta de la coloración de las especies del grupo para 

realizar estudios de asociación del genoma completo (GWAS por sus siglas en inglés). Este tipo 

de análisis implica vincular variantes genómicas con cambios en el fenotipo. En este caso se 

analizó la asociación entre dichas variantes genómicas y la coloración de las plumas de parches 

específicos del plumaje de las diez especies de capuchinos, estudiada de manera cuantitativa a 

partir de la concentración de eumelanina (EM) y feomelanina (FM). La combinación de estas dos 

variantes de la melanina justamente determina la coloración de las plumas en los capuchinos, 

ya que la EM confiere una coloración en tonos del negro, marrón o gris, mientras que la FM 

genera coloraciones amarillentas y rojizas (Galván & Solano 2016).  

 

Para realizar este análisis primero se midió la concentración de melaninas en las plumas de los 

diferentes parches de plumaje en todas las especies del grupo. Con esa información se estudió 

primero a S. hypoxantha, S. ruficollis y S. palustris, tres especies que varían únicamente en la 

coloración de su garganta (únicos capuchinos que difieren en un solo parche de plumaje) y que 

constituyen 3 de las especies focales de la tesis (ver Figura 2.9). Se analizaron justamente en 

estas tres especies las regiones genómicas que determinan la coloración de la garganta. Esto 

permite analizar en profundidad las diferencias relacionadas con único parche específico. 

Posteriormente, el análisis se expandió y se llevaron a cabo análisis de GWAS para todos los 
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parches de coloración que muestran variaciones entre las diez especies de capuchinos del sur. 

Específicamente, se analizaron dos aspectos concretos y complementarios: por un lado, se 

estudió si los cambios en la coloración de los diferentes parches de plumaje están regulados por 

el mismo conjunto de genes o si cada parche está regulado en cambio por diferentes genes o 

diferentes combinaciones de genes, y por otro lado se analizó si un mismo parche de coloración 

está regulado por el mismo gen (o conjunto de genes) en diferentes especies.  

 

3.1.5. OBJETIVOS E HIPÓTESIS DEL CAPÍTULO 

Este capítulo tiene como objetivos generales primero determinar para cada parche de plumaje 

de las diez especies de capuchinos del sur la concentración de los pigmentos que dan color a sus 

plumas, y segundo asociar mediante GWAS variantes genómicas con los cambios de 

concentración de los pigmentos de cada parche entre las especies. De dichos objetivos generales 

se desglosan los siguientes objetivos particulares: 

1) Entender la base genética de las transiciones de color de los fenotipos blanco, canela y 

negro del parche de la garganta para tres de las especies focales de esta tesis (S. 

hypoxantha, S. ruficollis y S. palustris) realizando análisis de GWAS que vinculen 

variables genómicas con cambios en la concentración de EM y FM de dicho parche. 

2) Evaluar si las variantes genéticas asociadas a un determinado fenotipo de color de 

garganta se repiten en otras especies de capuchinos del sur que también tengan el 

mismo fenotipo para dicho parche.  

3) Descubrir las regiones genómicas que se asocian con los cambios en la concentración de 

EM y FM de todos los parches de plumaje para las diez especies de capuchinos del sur, 

análisis también realizado en base a GWAS. 

4) Determinar cómo y dónde se distribuyen las variantes (SNPs) significativamente 

asociadas a los cambios en la concentración de EM y FM de los parches de plumaje en 

las especies de capuchinos. 

 

En el contexto de los objetivos del capítulo y los antecedentes mencionados, las hipótesis de 

trabajo son las siguientes: 

H1) Los distintos fenotipos de color del parche de la garganta que exhiben S. hypoxantha, S. 

ruficollis y S. palustris son el resultado de cambios en diferentes regiones del genoma. 

H2) Las especies con el mismo fenotipo de color en la garganta comparten las mismas variantes 

dentro de las regiones genómicas asociadas a dicho parche. 
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H3) Las regiones del genoma que regulan la concentración de EM y FM de los parches del 

plumaje de los capuchinos del sur son también regiones de divergencia entre las especies del 

grupo. 

H4) Las variantes (SNPs) genómicas significativamente asociadas a los cambios en la 

concentración de EM y FM de los parches de plumaje de los capuchinos se posicionan en 

regiones regulatorias (no codificantes), en donde los efectos deletéreos de posibles cambios son 

bajos (o inexistentes).  

 

3.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.2.1. CUANTIFICACIÓN DE LAS CONCENTRACIONES DE PIGMENTOS EN LAS PLUMAS DE LOS 

CAPUCHINOS 

Se midió la concentración de EM y FM de plumas de machos adultos maduros de las 10 especies 

de capuchinos del sur. Las plumas fueron obtenidas de especímenes del Museo de Zoología de 

la Universidad de San Pablo (Brasil), con excepción de S. iberaensis, de la que no hay 

representantes en dicha colección (ni en ninguna otra a excepción del ejemplar tipo depositado 

en la Colección Nacional de Ornitología del Museo Argentino de CƛŜƴŎƛŀǎ bŀǘǳǊŀƭŜǎ ά.ŜǊƴŀǊŘƛƴƻ 

wƛǾŀŘŀǾƛŀέύ ȅ ǇƻǊ ŜƴŘŜ ǎŜ ƳƛŘƛŜǊƻƴ individuos vivos colectados en el campo y posteriormente 

liberados. 

 

Se tomaron muestras de plumas de seis parches de plumaje: garganta, rabadilla, abdomen, 

espalda, coronilla y nuca (ver Figura 2.9). Estos parches representan todos los parches de 

coloración de los capuchinos, con la única excepción de las aurículas, que, si bien no se 

incorporaron al análisis porque no se contaba con plumas de las mismas, tienen la misma 

coloración de la garganta en todas las especies excepto en una, y por ende se espera que los 

genes que afectan la coloración de las aurículas y de la garganta sean difíciles de distinguir por 

separado. Dentro de los seis parches mencionados, las plumas de la nuca y de la espalda de S. 

iberaensis fueron las únicas que no estuvieron disponibles, por lo que su concentración de EM y 

FM se estimó a partir de otros parches que poseen la misma coloración: la concentración en la 

nuca de S. iberaensis se estimó a partir de la nuca de S. nigrorufa y la espalda de S. iberaensis a 

partir de plumas de su propia rabadilla. También se midieron estos mismos seis parches en una 

hembra representativa de S. hypoxantha a modo de comparación. 

 

Para la medición, se colectaron varias plumas de cada parche y de ellas se conservó solo la 

porción distal pigmentada luego de cortarlas con un bisturí. Se requería obtener entre 5 y 15 mg 

de plumas para el análisis, lo que en algunos casos implicó combinar plumas del mismo parche 
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de plumaje de más de un individuo de cada especie. Por lo tanto, las medidas (64 en total) 

representan la concentración promedio de pigmento de cada parche de cada especie obtenida 

de varias plumas (en algunos casos pertenecientes a múltiples individuos). 

 

El paso de cuantificación del contenido de melanina fue realizado en el Institute for Melanin 

Chemistry, Fujita Health University, en Japón (por parte de dos colaboradores del estudio, 

Kazumasa Wakamatsu y Shosuke Ito). Las muestras se homogeneizaron en agua con un 

homogeneizador Ten-Broeck (a una concentración de 10 mg/ml). Posteriormente se tomaron 

alícuotas de 100 µl, que se sometieron a una oxidación alcalina con peróxido de hidrógeno 

(AHPO; Ito et al. 2011) y a una hidrólisis con ácido yodhídrico (Wakamatsu et al. 2002). La FM 

consta de dos moléculas, la benzotiazina (BT-FM) y el benzotiazol (BZ-FM), que se convierten en 

4-amino-3-hidroxifenilalanina (4-AHP) mediante una hidrólisis con ácido yodhídrico y en tiazol-

2,4, ácido 5-tricarboxílico (TTCA) mediante una AHPO, respectivamente. La EM se convierte en 

ácido pirrol-2, 3, 5-tricarboxílico (PTCA) a través de una AHPO (Ito et al. 2011). Luego del 

procesamiento y tratamiento de las muestras, se midieron las concentraciones de PTCA, 4-AHP 

y TTCA mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC por sus siglas en inglés). La 

conversión de PTCA, 4-AHP y TTCA a EM, BT-FM y BZ-FM se realizó multiplicando estos 

marcadores por los factores de conversión 38, 9 y 34, respectivamente (Del Bino et al. 2015) y 

se obtuvieron así las concentraciones de cada una de las 3 moléculas de pigmento (Figura 3.3).  

 

3.2.2. ESTUDIO DE ASOCIACIÓN DEL GENOMA COMPLETO (GWAS) 

La baja divergencia genética de los capuchinos (Fst promedio ~ 0.008; Campagna et al. 2017, 

Capítulo II) permitió realizar un estudio de asociación del genoma completo (GWAS) para 

explorar la base genética de los diversos patrones de coloración del grupo. El método de GWAS 

consiste en la búsqueda de la asociación entre genotipos y una variable fenotípica mediante el 

ajuste de modelos lineales mixtos univariados. Se usaron las concentraciones de EM y FM como 

dos variables fenotípicas diferentes que juntas determinan la coloración de cada parche de 

plumaje. Las concentraciones utilizadas fueron las calculadas de acuerdo con el procedimiento 

explicado en la sección anterior y reportado en la Figura 3.3, usándose la concentración de EM 

por un lado y la de FM por otro (obtenida esta última como la suma de las concentraciones de 

BT y BZ).  
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Figura 3.3: Concentraciones de EM y FM (BT y BZ) para cada parche de plumaje de las diez especies de capuchinos. 

Las mismas se estimaron a partir de plumas de machos reproductores maduros y una hembra de S. hypoxantha para 

comparación. Las concentraciones de pigmentos se expresan en µg de pigmento por mg de pluma. No se 

determinaron las concentraciones de melanina para el dorso y la nuca de S. iberaensis. (A) Gráfico de barras que 

representa el contenido de EM (barras marrones), BT-FM (barras naranjas) y BZ-FM (barras amarillas). (B) contenido 

con valores numéricos de EM, BT-FM y BZ-FM (separados por punto y coma); los colores de fondo de cada celda 

ilustran cualitativamente el fenotipo de color en cada parche de plumaje para cada especie. 
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En general los capuchinos difieren en la coloración de muchos parches discretos de plumaje (ver 

Figura 3.3 con los parches y Figura 1.4 (Capítulo I) que muestra la variación de patrones de 

coloración dentro del grupo), pero como ya se ha explicado S. hypoxantha, S. palustris y S. 

ruficollis difieren solo en la coloración de la garganta (canela, blanco y negro, respectivamente, 

ver Figura 2.8 del Capítulo II). Se analizaron por lo tanto primero estas tres especies para asociar 

las diferencias en sus genotipos con los fenotipos del color de la garganta y ver qué regiones (y 

qué genes) están involucradas en su determinación. Las especies se compararon primero de a 

pares y luego se analizaron las tres especies juntas. En los análisis solo se incluyeron datos 

genómicos de machos maduros de las tres especies (20 S. hypoxantha, 12 S. palustris y 15 S. 

ruficollis).  

 

Para los análisis se utilizó el programa GEMMA v.0.98 (Zhou & Stephens, 2014). En primer lugar, 

se submuestreó el archivo VCF completo con los 127 individuos (data set completo, ver Capítulo 

II) usando el programa VCF tools para incluir solo aquellos individuos y variantes relevantes para 

el GWAS específico (en todos los casos, se excluyeron los grupos externos y un individuo atípico 

de S. hypochroma; Campagna et al. 2017). En cada sub- VCF generado se imputaron los datos 

faltantes con el programa BEAGLE v.4.1 (Browning & Browning, 2007) ya que los análisis en 

GEMMA requieren conjuntos de datos completos. Luego se transformaron los conjuntos de 

datos al formato BED con el programa PLINK v.1.09 (Purcell et al., 2007). En cada GWAS se 

corrigieron los bajos niveles de estructura poblacional mediante la incorporación al modelo de 

una matriz de correlación interindividual e identificando la asociación entre los SNPs y los 

parches de plumaje con una prueba de Wald. La significancia estadística de cada asociación se 

ŘŜǘŜǊƳƛƴƽ ŀǇƭƛŎŀƴŘƻ ŎƻǊǊŜŎŎƛƻƴŜǎ ŘŜ .ƻƴŦŜǊǊƻƴƛ όʰҐ лΣлрκƴǵƳŜǊƻ ŘŜ {bt Ȅ ƴǵƳŜǊƻ ŘŜ D²!{ύ 

para cada GWAS. En total se realizaron 20 GWAS y se incluyeron aproximadamente 29,8 

millones de SNPs (en los análisis que incluyeron todas las especies). A este número de 

comparaciones le correspondió un nivel de significancia de -log(p) = 10 y, por lo tanto, se adoptó 

este valor como un umbral conservativo común en todos los GWAS, incluidos los del parche de 

la garganta aun cuando involucraron solo a un par de especies y un menor número de SNPs.  

 

Los resultados se muestran en gráficos Manhattan como valores P transformados 

logarítmicamente (-log(p)) usando el paquete qqman (Turner, 2014) en R versión 4.0.3 (R Core 

Team, 2020). Las regiones de asociación significativa (o picos de asociación) se definieron como 

las áreas genómicas que contienen por lo menos 5 SNPs significativamente asociados (utilizando 

el umbral mencionado anteriormente), que estén distanciados en menos de 100 kb. Así mismo, 

se definió la ubicación de esta región como la porción de ADN abarcada entre los SNPs más 
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cercanos a los extremos 5' y 3' dentro del grupo. Esta estrategia se siguió para centrar el estudio 

en las regiones con las asociaciones más fuertes, excluyendo regiones con SNPs únicos o con 

pocos SNPs asociados significativamente (lo que solo ocurrió en una pequeña cantidad de las 

comparaciones). Finalmente, como se hizo en el capítulo II se examinaron las anotaciones de 

genes en las regiones asociadas con Geneious v.9.1.5 (Kearse et al., 2012) usando el genoma de 

referencia de S. hypoxantha generado por Campagna et al. (2017) para compilar los genes 

dentro de las ±50 kb de cada región. Las funciones de los genes se buscaron manualmente en 

GeneCards (https://www.genecards.org). 

 

3.3. RESULTADOS 

3.3.1. LAS REGIONES GENÓMICAS ASOCIADAS CON LA COLORACIÓN DE LA GARGANTA 

VARÍAN SEGÚN EL COLOR DE LOS PARCHES DE PLUMAJE QUE SE COMPARAN 

Se realizaron comparaciones de a pares de las tres especies que difieren únicamente en la 

coloración de la garganta, y se encontró que los genes involucrados con las diferencias entre 

gargantas canelas y negras (S. hypoxantha vs. S. ruficollis) son independientes de los 

involucrados con las diferencias entre gargantas canelas y blancas (S. hypoxantha vs. S. palustris; 

Figura 3.4). El GWAS realizado con S. hypoxantha (garganta canela) y S. ruficollis (garganta negra; 

basado en 8.222.918 SNPs de 35 individuos) reveló dos picos compuestos por un total de 90 

SNPs asociados estadísticamente con la concentración de EM y FM en la garganta, uno en el 

scaffold 257 (pico a, en el cromosoma Z; Figura 3.4.a) y uno en el scaffold 430 (cromosoma 1; 

Figura 3.4.a, Tabla 3.1). Dentro de los picos, se encontraron solo tres genes, todos involucrados 

en la melanogénesis: TYRP1, OCA2 y HERC2 (Figura 3.4.b, Tabla 3.1). Mientras que OCA2 y TYRP1 

participan directamente en la melanogénesis y controlan el color de la piel, los ojos, el plumaje 

y el pelo en otros taxones (Kenny et al. 2012, Sturm & Frudakis 2004), HERC2 contiene elementos 

reguladores que modulan la expresión de OCA2 (Visser et al. 2012). El GWAS basado en el 

conjunto de datos de S. hypoxantha (garganta canela) y S. palustris (garganta blanca; basado en 

8.196.309 SNPs de 32 individuos) mostró un solo pico estadísticamente significativo en el 

scaffold 257 (pico b, ubicado en una región diferente que el pico a de la comparación de S. 

hypoxantha vs. S. ruficollis), compuesta por 23 SNPs asociados con el contenido de EM y FM de 

la garganta (Figura 3.4.a, Tabla 3.1). Este pico contiene a MLANA, un gen de melanogénesis que 

juega un papel crucial en la biogénesis de los melanosomas (Hoashi et al. 2005) y seis genes 

adicionales dentro de las +/-50 kb del pico, cuatro de los cuales tienen funciones desconocidas 

(Figura 3.4.b, Tabla 3.1). Finalmente, el GWAS en el que se analizaron las diferencias genómicas 

de S. ruficollis (garganta negra) y S. palustris (garganta blanca; basado en 8.133.187 SNPs de 27 

individuos) en relación al contenido de EM y FM de la garganta mostró los tres picos detectados 

https://www.genecards.org/
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en las comparaciones anteriores, pero también un pico en el scaffold 404 (cromosoma Z) que 

contenía al gen de melanogénesis SLC45A2, relacionado con la coloración en aves y mamíferos 

(Figura 3.5; Gunnarsson et al. 2007, Stokowski et al. 2007). Por lo tanto, las diferencias en el 

color de la garganta entre canela (S. hypoxantha) y blanco o negro (S. palustris y S. ruficollis, 

respectivamente) no solamente se asocian a genes diferentes, sino que además muestran 

menos asociaciones genéticas que las diferencias entre el fenotipo blanco y negro. 

 

El análisis que consideró a las tres especies de capuchinos focales juntas (basado en 8.245.318 

SNPs, 47 individuos) confirmó los resultados obtenidos a través de las comparaciones de a pares 

de especies y detectó los mismos 4 picos que se detectaron en el análisis de GWAS basado en el 

contenido de EM (Figura 3.6, Tabla 3.1). Sin embargo, el análisis de GWAS basado en el 

contenido de FM de la garganta no mostró picos de asociación estadísticamente significativos 

(Tabla 3.1). En total, dentro de los cuatro picos, se encontraron 10 genes con función conocida 

(y también cuatro genes predichos con función desconocida), cuatro de los cuales (TYRP1, 

MLANA, SLC45A2 y OCA2) están directamente involucrados en la melanogénesis (Tabla 3.1, 3.2; 

Figuras 3.4, 3.5 y 3.6). 
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Figura 3.4: Base genética del contenido de EM y FM de la garganta basado en comparaciones de a pares realizadas 

entre S. hypoxantha (garganta canela) y S. ruficollis (garganta negra), y S. hypoxantha y S. palustris (garganta 

blanca). (A) Gráficos Manhattan que ilustran los resultados de los análisis de GWAS entre el contenido de EM y FM 

de las plumas de la garganta y los genotipos de aproximadamente 8,2 millones de SNPs. Los SNPs con valores de 

ŀǎƻŎƛŀŎƛƽƴ ǇƻǊ ŘŜōŀƧƻ ŘŜ ҍƭƻƎ όp) de 2,5 se eliminaron para que el gráfico tenga mayor claridad. Las líneas rojas indican 

el umbral estadístico de significancia de las asociaciones. Junto a cada pico se muestra: el número total de genes, los 

nombres de los genes relacionados con la melanogénesis dentro de esa región y el tamaño del pico (en kb). Se 

obtuvieron los mismos resultados para GWAS realizados en base al contenido de EM y de FM, se muestran por lo 

tanto solo los basados en el contenido de EM como ejemplo. (B) Imágenes ampliadas de los picos que se muestran 

en (A) en donde los puntos negros representan SNPs estadísticamente significativos y las flechas representan genes 

(los involucrados en la melanogénesis tienen sus nombres resaltados en color rojo). 
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Figura 3.5: Base genética del contenido de EM y FM en la garganta obtenida de la comparación de S. ruficollis 

(garganta negra) y S. palustris (garganta blanca). (A) Gráficos Manhattan que muestran los resultados de los análisis 

GWAS entre el contenido de EM y FM de las plumas de la garganta y los genotipos de aproximadamente 8,2 millones 

de SNPs. (B) Imágenes ampliadas de los picos significativamente asociados con las concentraciones de EM y FM en la 

garganta (los resultados basados en la concentración de EM se muestran como ejemplo). Otros detalles como en la 

Figura 3.4. 

 

 

Figura 3.6: Base genética del contenido de EM en la garganta obtenida de la comparación de S. hypoxantha, S. 

ruficollis y S. palustris. (A) Gráficos Manhattan que muestran los resultados de los análisis GWAS entre el contenido 

de EM de las plumas de la garganta y los genotipos de aproximadamente 8,2 millones de SNPs. (B) Imágenes 

ampliadas de los picos significativamente asociados con las concentraciones de EM en la garganta. Otros detalles 

como en la Figura 3.4. 
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Tabla 3.1: Regiones genómicas que se asociaron significativamente con la variación en la concentración EM y/o FM 

de la garganta. Se reportan los resultados de los análisis de GWAS basados en las comparaciones de S. hypoxantha, 

S. ruficollis y S. palustris (de a pares y todas juntas). Los picos se nombran según los scaffolds en los que se detectaron. 

Se enumeran todos los genes dentro de ± 50 kb del pico, y los genes que participan directamente en la melanogénesis 

están resaltados en negrita. El número de genes con funciones desconocidas contenidos dentro de los picos se indican 

entre paréntesis. 

 

Pico* Cromosoma 

Tamaño 

del pico 

(kb) 

N° de SNPs 

significativos 

Genes de 

pigmentación 
Comienzo Fin Genes 

S. hypoxantha vs S. ruficollis 

257(a) Z 10.56 20 TYRP1 21686672 21697228 TYRP1 

430 1 37.45 70 OCA2, HERC2 11042416 11079861 
OCA2, 

HERC2 

S. hypoxantha vs S. palustris 

257(b) Z 73.49 23 MLANA 24401002 24474489 

Desc. (4), 

MLANA, 

ERMP1, 

KIAA1432 

S. ruficollis vs S. palustris 

257(a) Z 10.56 9 TYRP1 21686672 21697228 TYRP1 

257(b) Z 74.48 22 MLANA 24400014 24474489 

Desc.  (4), 

MLANA, 

ERMP1, 

KIAA1432 

404 Z 18.56 10 SLC45A2 5184107 5202663 

RXFP3, 

SLC45A2, 

AMACR, 

C1QTNF3 

430 1 39.78 93 OCA2, HERC2 11041309 11081093 
OCA2, 

HERC2 

S. hypoxantha, S. ruficollis y S. palustris (solo hay asociaciones significativas para el contenido de EM) 

257(a) Z 50.77 50 TYRP1 21651183 21701950 
LURAP1L, 

TYRP1 

404 Z 8.77 16 SLC45A2 5182665 5191438 

RXFP3, 

SLC45A2, 

AMACR, 

C1QTNF3 

430 1 40.55 120 OCA2, HERC2 11040540 11081093 
OCA2, 

HERC2 
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Tabla 3.2: Genes relacionados con la pigmentación dentro de los picos de asociación. 

 

Gen Función Scaffold Cromosoma 
Referencia en otros 

sistemas animales 

OCA2 

Transporta la tirosina, un precursor 

de la melanina, durante la 

melanogénesis. 

430 1 

Gross & Wilkens 2013, 

Zhang et al. 2015, 

Abolins-Abols et al. 

2018. 

HERC2 Contiene un regulador de OCA2. 430 1 
Kayser et al. 2008, 

Visser et al. 2012. 

TYRP1 
Enzima que interviene en la 

melanogénesis. 
257a Z 

Domyan et al. 2014, Li 

et al. 2019, Xu et al. 

2019. 

SLC45A2 
Transporta sustancias usadas 

durante la melanogénesis. 
404 Z 

Gunnarsson et al. 2007, 

Domyan et al. 2014. 

MLANA 
Interviene en la formación de los 

melanosomas. 
257b Z 

Abolins-Abols et al. 

2018, Bruders et al. 

2020. 

ASIP 
Estimula la síntesis de FM en vez de 

la EM. 
252 20 

Oribe et al. 2012, Toews 

et al. 2016, Uy et al. 

2016. 

KITL 
Tiene un rol fundamental durante la 

proliferación de melanocitos. 
412 1 

Okumura et al. 2008, 

Stryjewski et al. 2017. 

GPR161 

Relacionado con hiperpigmentación 

progresiva familiar con o sin 

hipopigmentación en humanos. 

3622 1 
Li et al. 2017, Baxter et 

al. 2019. 

TBX19 
Relacionado con la 

hipopigmentación en ratones. 
3622 1 

Pulichino et al. 2003, 

Baxter et al. 2019. 

DIO2 
Asociado con retraso en el desarrollo 

de la pigmentación en el pez cebra. 
1954 5 

Walpita et al. 2009, 

Baxter et al. 2019. 

AHCY 

Relacionado con la calidad de 

melanocitos en el pez cebra y con el 

pelaje blanco en ovejas. 

252 20 
Norris & Whan 2008, 

Baxter et al. 2019. 

 

3.3.2. LA VARIACIÓN DE COLOR EN LA MAYORÍA DE LOS PARCHES DE PLUMAJE IMPLICA UNA 

COMBINACIÓN ÚNICA DE PICOS DE ASOCIACIÓN Y DEPENDE DEL TIPO DE PIGMENTO 

Se buscaron las regiones genómicas que se asocian con la variación en el fenotipo de color de 

los seis principales parches de plumaje que varían en las diez especies de capuchinos del sur. 

Para ello, se realizaron análisis de asociación entre los genotipos de aproximadamente 29,8 

millones de SNPs (pertenecientes a 122 individuos) y el contenido de EM y FM en las plumas de 

cada parche de plumaje (ver Figura 3.3.b). En general, se encontraron asociaciones más fuertes 

cuando los análisis se realizaron en base a las concentraciones de EM como fenotipo (Figura 

3.7), que cuando se usaron concentraciones de FM (Figura 3.8). Todos los parches de plumaje 

mostraron picos de divergencia en el GWAS basado en el contenido de EM, que comprenden 

desde un pico para la espalda (incluidos 35 SNPs) hasta 12 picos para la cabeza (625 SNPs dentro 
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de los picos; Figura 3.7 y Tabla 3.3). Sin embargo, en el GWAS basado en el contenido de FM, ni 

la garganta ni la espalda mostraron picos de divergencia asociados con la variación en el color 

(Figura 3.8 y Tabla 3.4). El resto de los parches de plumaje tuvieron asociaciones con el 

contenido de FM, que comprendieron desde dos picos para la rabadilla (158 SNPs dentro de los 

picos) hasta 12 picos para la nuca (96 SNPs dentro de los picos, aunque los picos en esta 

comparación no estuvieron tan bien definidos como en el resto de las comparaciones; Figura 

3.8 y Tabla 3.4). Los picos de asociación tuvieron un tamaño promedio de 76,82 kb ± 104,83 SD 

en el caso de EM (Tabla 3.3) y de 20,47 kb ± 27,70 SD para FM (Tabla 3.4). 

 

Cada parche mostró una combinación única de picos de asociación significativa con la 

concentración de EM y FM de sus plumas (Figuras 3.7 y 3.8, Tablas 3.3 y 3.4). La única excepción 

fueron los parches de la garganta y la rabadilla, que para el contenido de EM mostraron los 

mismos cuatro picos de asociación (coincidiendo en 107 de 172 SNPs). La mayoría de los picos 

que contuvieron genes de pigmentación se asociaron únicamente con el contenido de EM en los 

diferentes parches. Si bien algunos se compartieron entre las comparaciones de EM y FM, en 

estos casos hubo poca superposición de los SNPs específicos asociados con cada pigmento 

dentro de cada pico (Tabla 3.4). Finalmente, hubo un solo pico que se asoció con la 

concentración de FM y no de EM. 

 

En total entre los 12 análisis GWAS realizados, se identificaron 59 genes con funciones conocidas 

dentro de los picos asociados con la variación en el contenido de EM y FM (y, además, 30 genes 

predichos con funciones desconocidas). Nueve de estos genes conocidos están relacionados con 

la coloración melánica. En la mayoría de los casos, los genes de pigmentación se encontraron en 

los picos con valores de asociación más fuertes dentro de cada parche de plumaje. La mayoría 

de los picos que muestran asociaciones con la variación del contenido de EM y FM se han 

descrito previamente como regiones de Fst elevado en comparaciones de a pares de especies 

de capuchinos (Campagna et al. 2017; Turbek et al. 2021, capítulo II). Esto indica que las regiones 

genómicas que regulan la coloración del plumaje son un subconjunto de las regiones más 

diferenciadas del grupo. Los picos del scaffold 3622 (cromosoma 1) y el scaffold 1954 

(cromosoma 5) asociados con el contenido de eumelanina de la cabeza (161 y 54 SNPs, 

respectivamente; Figura 3.7, Tabla 3.3) contienen a los genes GPR161, TBX19 (scaffold 3622) y 

DIO2 (scaffold 1954), que junto con AHCY en el scaffold 252 han sido vinculados con la 

pigmentación en sistemas modelo (Baxter et al. 2019), pero no habían sido implicados 

previamente en la variación de color en capuchinos a pesar de estar en zonas de alta divergencia 

genómica (Campagna et al. 2017). 
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Figura 3.7: Análisis de GWA basados en la concentración de EM para cada parche de plumaje realizado con las 10 

especies de capuchinos del sur. (A) Gráficos Manhattan que presentan los resultados de los GWAS para cada parche 

de plumaje hechos utilizando valores de contenido de EM y los genotipos de aproximadamente 29,8 millones de SNPs 

de las 10 especies comparadas. Los picos de asociación se nombran de acuerdo con su sacaffold. (B) Imágenes 

ampliadas de los dos picos con valores de asociación más fuertes para cada parche de plumaje (la espalda muestra 

un solo pico de acuerdo con los criterios descriptos en la metodología). Otros detalles como en la Figura 3.4.  
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Figura 3.8: Análisis de GWA basados en la concentración de FM para cada parche de plumaje realizado con las 10 

especies de capuchinos del sur. (A) Gráficos Manhattan de los GWAS para cada parche de plumaje utilizando valores 

de contenido de FM y los genotipos de aproximadamente 29,8 millones de SNPs de las 10 especies comparadas juntas. 

Los picos de asociación se nombraron de acuerdo con al sacaffold en el que se encontraron. (B) Imágenes ampliadas 

de los dos picos con valores de asociación más fuertes para cada parche de plumaje (la garganta y la espalda no 

muestran picos de asociación significativa de acuerdo con los criterios descriptos en la metodología). Otros detalles 

como en la Figura 3.4. 
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Tabla 3.3: Regiones genómicas asociadas significativamente con los cambios en el contenido de EM de los seis 

parches de plumaje cuando se compararon las 10 especies de capuchinos del sur juntas en un GWAS. Los picos se 

nombran según los scaffolds en los que se encontraron. Otros detalles como en la Tabla 3.1. 

 

EUMELANINA 

Parche de 

plumaje 
Pico 

Tamaño 

del pico 

(kb) 

N° de SNPs 

significativos 

Genes de 

coloración 
Comienzo Fin Genes 

Espalda 252 37.72 35 ASIP, AHCY 442512 480233 ASIP, AHCY 

Abdomen 

252 87.58 101 ASIP, AHCY 422050 509630 
ASIP, AHCY, 

unknown 

257(c) 34.73 14 - 21435037 21469762 MPDZ 

257(a) 179 104 TYRP1 21622273 21801272 
TYRP1, 

LURAP1L 

Cabeza 

252 33.78 19 ASIP, AHCY 452085 485861 ASIP, AHCY 

257(b) 32.72 29 MLANA 24437851 24470570 

unknown (4), 

MLANA, 

ERMP1 

263 119.03 10 - 32353 151384 
unknown (4), 

CCDC11 

308 18 11 - 90344 108347 
unknown (2), 

ME2 

412 115.39 66 KITLG 3390728 3506113 KITLG 

467 25.41 12 - 10290068 10315473 - 

567(a) 48.36 14 - 2517403 2565760 
ITGA9, 

GOLGA4 

567(b) 56.76 32 - 2701775 2758539 unknown (4),  

579(a) 196.71 57 - 43306 240017 

unknown (5), 

RWDD2B, 

CD200, 

C3orf52, 

TMPRSS7 

579(b) 124.50 13 - 303436 427937 

unknown (2), 

TMPRSS7, 

TAGLN3, 

ABHD10 

637 3.59 8 - 6466013 6469604 - 

1790 2.90 6 - 3761418 3764320 

RCSD1, 

MPZL1, 

MPC2, 

DCAF6 

762 23.41 109 - 1666833 1690246 

C16orf87, 

GPT2, 

unknown, 

DNAJA1, 

NETO2 

1875 205.77 24 - 1834754 2040524 FAM84A 

1954 39.51 54 DIO2 2840008 2879522 DIO3,DIO2 

3622 555.02 161 
TBX19, 

GPR161 
806830 1361846 

TBX19, 

SFT2D2, 

TIPRL, 
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GPR161, 

TTF2,CPOX,ST

3GAL6, 

COL8A1, 

DCBLD2, 

unknown (2) 

Nuca 

252 36.10 18 ASIP, AHCY 444136 480233 ASIP, AHCY 

404 5 7 SLC45A2 5185863 5190864 

RXFP3, 

SLC45A2, 

AMACR, 

C1QTNF3 

412 118.01 16 KITLG 3404478 3522491 KITLG 

Rabadilla 

252 48.45 9 ASIP, AHCY 425652 474102 
unknown, 

ASIP, AHCY 

257(a) 45.85 59 TYRP1 21660285 21706136 
TYRP1, 

LURAP1L 

404 10.18 12 SLC45A2 5181258 5191438 

RXFP3, 

SLC45A2, 

AMACR, 

C1QTNF3 

430 26.38 34 OCA2, HERC2 11041309 11067689 OCA2, HERC2 

Garganta 

252 48.45 9 ASIP, AHCY 425652 474102 
unknown, 

ASIP, AHCY 

257(a) 45.33 56 TYRP1 21660285 21705612 
TYRP1, 

LURAP1L 

404 9.55 10 SLC45A2 5181889 5191438 

RXFP3, 

SLC45A2, 

AMACR, 

C1QTNF3 

430 48.09 87 OCA2, HERC2 11020045 11068136 OCA2, HERC2 

 

Tabla 3.4: Regiones genómicas asociadas significativamente con los cambios en el contenido de FM de los seis 

parches de plumaje cuando las 10 especies de capuchinos del sur se compararon juntas en un GWAS. Otros detalles 

como en la Tabla 3.2. 

 

FEOMELANINA 

Parche de 
plumaje 

Pico 
Tamaño 
del pico 

(kb) 

N° de SNPs 
significativos 

Genes de 
coloración 

Comienzo Fin Genes 

Espalda - - - - - - - 

Abdomen 

252 18.29 25 ASIP, AHCY 467576 485862 ASIP, AHCY 

430(a) 70.39 92 OCA2, HERC2 10997602 11067987 OCA2, HERC2 

1635 2.56 6 - 3723260 3725818 ZNF503 

Cabeza 

252 3.79 18 ASIP, AHCY 451886 455674 ASIP, AHCY 

308 1.27 12 - 107076 108347 ME2,unknown 

1954 4.46 11 DIO2 2872503 2876959 DIO3,DIO2 

Nuca 

78 0.91 7 - 4919338 4920249 MAOB, unknown 

118 7.72 5 - 23508624 23516339 - 

219 2.75 5 - 470734 473481 
TMEM167A, 

unknown 



88 
 

252 55.61 20 ASIP, AHCY 429229 484837 
unknown, 
AHCY,ASIP 

257(d) 0.88 5 - 15178711 15179586 - 

329(a) 88.62 5 - 11133332 11221954 LGSN,PTP4A1 

329(b) 0.11 5 - 27339132 27339237 - 

424 11.82 6 - 10360311 10372129 GORASP2,TLK1 

430(b) 2.02 5 - 7578585 7580608 
TMEM182, 

MFSD9,SLC9A2,unk
nown 

467 4.15 8 - 17939266 17943416 - 

791 1.66 5 - 3778574 3780235 - 

967 2.8 5 - 4455639 4458439 - 

978 39.30 10 - 4305318 4344621 
DROSHA, 

C5orf22,MC4R 

1123 19.77 5 - 764802 784574 PDS5B,UBE2K 

Rabadilla 
257(a) 37.46 26 TYRP1 21665245 21702705 TYRP1, LURAP1L 

430(a) 73.96 132 OCA2, HERC2 10997602 11071560 OCA2, HERC2 

Garganta - - - - - - - 

 

Tabla3.5: Regiones genómicas que contienen genes de pigmentación asociados con la concentración de EM, PM o 

ambos pigmentos en los seis parches de plumaje para las diez especies de capuchinos del sur. Se indican el número 

de SNPs compartidos por las asociaciones a la concentración de EM y de FM. Otros detalles como en la Tabla 3.1. 

 

Parche de 

plumaje 

Picos asociados únicamente 

con el contenido de EM 

Picos asociados con el 

contenido de EM y FM 

Picos asociados 

únicamente con el 

contenido de FM 

Espalda 252 (ASIP, AHCY) - - 

Abdomen 257a (TYRP1) 
252 (ASIP, AHCY)                           

0 SNPs compartidos 
430 (OCA2- HERC2) 

Cabeza 
257b (MLANA), 412 (KITL),               

3622 (TBX19, GPR161) 

252 (ASIP, AHCY)                              

2 de 35 SNPs compartidos  

1954 (DIO2)             

11 of 54 compartidos 

- 

Nuca 404 (SLC45A2), 412 (KITL) 
252 (ASIP, AHCY)                            

14 de 24 SNPs compartidos 
- 

Rabadilla 
252 (ASIP, AHCY),                

404 (SLC45A2) 

257 (TYRP1)                 

26 de 59 SNPs compartidos 

  430 (OCA2-HERC2)                          

31 de 135 SNPs compartidos 

- 

Garganta 

252 (ASIP, AHCY),                

404 (SLC45A2), 257a 

(TYRP1), 430 (OCA2- HERC2) 

- - 
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3.3.3. LOS INDIVIDUOS CON GARGANTAS NEGRAS COMPARTEN GENOTIPOS EN LAS REGIONES 

GENÓMICAS QUE ESTÁN ASOCIADAS CON LA COLORACIÓN DE LA GARGANTA 

Se exploraron genotipos individuales en los picos de asociación vinculados a cambios en la 

concentración de EM y FM en la garganta para buscar cambios comunes entre especies con 

colores de garganta similares. Primero se estudiaron en las tres especies focales involucradas en 

la comparación de la garganta (S. hypoxantha, S. ruficollis y S. palustris). En los scaffolds 257 

(pico a, TYRP1), 404 (SLC45A2) y 430 (HERC2-OCA2), los individuos de S. hypoxantha (garganta 

canela) y S. palustris (garganta blanca) tendieron a compartir el mismo genotipo, mientras que 

los individuos de S. ruficollis (garganta negra) tuvieron el genotipo opuesto (Figura 3.9). Cuando 

este análisis se extendió al GWAS basado en las diez especies de capuchinos, se encontró que 

para el scaffold 257 (pico a, TYRP1) los capuchinos con garganta negra (S. ruficollis, S. iberaensis 

y S. melanogaster) tendían a compartir los mismos genotipos, difiriendo del genotipo más 

comúnmente observado en el resto de los capuchinos sin garganta negra (Figura 3.10). El patrón 

también se observó, aunque menos pronunciadamente (con muchos individuos heterocigotas), 

en el scaffold 430 (OCA2) y el scaffold 404 (SCL45A2; Figura 3.10). En general, este resultado 

sugiere que los mismos cambios genómicos en TYRP1 (y quizás también en otros genes como 

OCA2) podrían controlar la coloración negra de la garganta en diferentes especies. El GWAS para 

la garganta basado en todas las especies de capuchinos del sur también mostró un pico de 

divergencia asociado con el contenido de EM en el scaffold 252 (ASIP). En este pico, S. 

melanogaster (garganta negra) fue la única especie que tuvo genotipos que diferían del resto de 

los genotipos observados en los otros capuchinos (incluyendo S. ruficollis y S. iberaensis, que 

también poseen garganta negra; Figura 3.10).  

 

Se observó una situación similar a la anterior en el scaffold 257 (pico b, MLANA), pero en este 

caso diferenciándose la especie que presenta el color blanco: los individuos de S. hypoxantha 

(garganta canela) y S. ruficollis (garganta negra) tendieron a compartir los mismos genotipos, 

mientras que los individuos de S. palustris (garganta blanca) presentaron genotipos opuestos 

(Figura 3.9). Este patrón también se notó al extender el análisis a las diez especies del clado 

(Figura 3.10). Finalmente, la mayoría de los individuos fueron homocigotas en los sitios 

seleccionados, con una minoría de heterocigotas (Figuras 3.9 y 3.10). 
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Figura 3.9: Genotipos de 20 S. hypoxantha (identificados con puntos grises a la izquierda de cada gráfico), 12 S. 

palustris (puntos blancos) y 15 S. ruficollis (puntos negros) para los SNPs que definen los picos de divergencia que 

se asociaron significativamente con las concentraciones de EM y FM de la garganta. Los genes de la melanogénesis 

se muestran junto al nombre de los scaffolds. Cada fila representa un individuo y los SNPs focales se muestran en las 

diferentes columnas. Los recuadros azules y rojos indican genotipos homocigotas (REF y ALT; alelos de referencia y 

alternativos respectivamente), los recuadros grises representan genotipos heterocigotas (HET) y los recuadros 

blancos (MISS) indican datos faltantes. 

 

3.3.4. LA MAYORÍA DE LOS CAMBIOS OCURREN EN REGIONES NO CODIFICANTES Y DIFERENTES 

ÁREAS DENTRO DE LAS MISMAS REGIONES CANDIDATAS CONTROLAN DIFERENTES PARCHES 

DE PLUMAJE 

Entre los 20 GWAS realizados en este estudio, se encontraron en total 682 posiciones 

involucradas en al menos una asociación estadística significativa dentro de los cinco picos 

principales que contienen genes de coloración (en los picos de los scaffolds 252, 257a, 404, 412 

y 430). La gran mayoría de estas posiciones se ubicaron en regiones intergénicas o dentro de 

intrones, como ya había sido reportado para las posiciones con Fsts elevados (Campagna et al. 

2017, Turbek et al. 2021, Capítulo II). Sin embargo, nueve de estas posiciones ocurrieron en 

regiones exónicas y, por lo tanto, es probable que influyan en secuencias codificantes. Cuatro 

posiciones estuvieron sobre exones de TYRP1 e involucraron cambios en la mayoría de los 

individuos de S. melanogaster, tres ocurrieron sobre exones de SLC45A2 e involucraron cambios 

en la mayoría de los individuos de S. ruficollis y algunos S. hypoxantha, y dos posiciones 

estuvieron sobre exones de OCA2 y no se asociaron con cambios en ninguna especie de 

capuchino en particular. 
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Figura 3.10: Genotipos de los 122 individuos secuenciados de las diez especies de capuchinos correspondientes a 

los scaffolds asociados con la variación en el contenido de EM y FM de las plumas de la garganta. Los genes de la 

melanogénesis se muestran al lado del nombre de cada scaffold, así como las especies que comparten el mismo color 

de garaganta y los mismos genotipos en diferentes posiciones dentro del scaffold (los individuos de dichas especies 

están resaltados en rojo mientras que los individuos del resto de las especies están en negro). Nótese que en el 

scaffold 257a, S. melanogaster (garganta negra) posee genotipos ligeramente diferentes a los observados en S. 

ruficollis y S. iberaensis (que también tienen garganta negra). Otros detalles como en la Figura 3.10. 

 

En muchos casos, las mismas regiones genómicas se asociaron con cambios en la coloración de 

diferentes parches de plumaje, en particular, el scaffold 252 (ASIP) estuvo involucrado en todas 

las asociaciones basadas en la concentración de EM y en los tres GWAS que mostraron picos 

claros de asociación con la concentración de FM. Sin embargo, una inspección más cercana 

reveló que en algunas regiones los SNPs asociados con distintos parches de plumaje se 

mapearon en áreas ligeramente diferentes alrededor de los genes candidatos (Figura 3.11). Por 
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ejemplo, en la región candidata del scaffold 252, los SNPs asociados con la variación del 

contenido de FM de la cabeza (ubicados entre las posiciones 45,19 y 45,75 kb), la nuca (ubicados 

principalmente entre las posiciones 45,94 y 46,32 kb) y el abdomen (ubicados entre las 

posiciones 46,76 y 48,59 kb) no se superpusieron (Figura 3.11). En otras regiones, los SNPs 

asociados con diferentes parches de plumaje sí se superpusieron en su distribución (por 

ejemplo, los SNPs asociados con el contenido de EM de la rabadilla y la garganta en el scaffold 

430, Figura 3.11). 

 

 
Figura 3.11. Zoom de las regiones genómicas asociadas repetidamente con la variación del contenido de EM y FM 

en varios parches de plumaje. Cada color representa un parche de plumaje, indicado en el recuadro superior 

izquierdo. Los recuadros grises indican SNPs agrupados asociados con un parche de plumaje en particular (los SNPs 

por debajo del umbral de significancia se omitieron para darle mayor claridad a los gráficos). Otros detalles como en 

la Figura 3.4. 

 

3.4. CONCLUSIONES  

En Campagna et al. 2017, y con un mayor número de especies en el capítulo II de esta tesis, se 

observó que muchas de las regiones genómicas de diferenciación entre los capuchinos -y de 

hecho las que más difieren- contienen genes involucrados en la melanogénesis. Esto implica que 

en este grupo de especies que se diferencian principalmente (y casi únicamente) en su 

coloración, son justamente los genes involucrados en la pigmentación de las plumas los que las 














































































































































































