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Estudio integral del rol de la seleccidn en el proceso de especiacion de

los capuchinos del sur del géne&porophila

RESUMEN

El modelo de especiacion alopatrica ha sido histéricamente el principal para explicar la
diversificacion bioldgica. Sin embargo, la gendmica ha revelado que la especiacion con flujo génico
es mucho ma frecuente de lo que se suponia, tomando asi nueva relevancia el leokdkeccion
(natural y sexual) en el proces@on el objetivo de analizar el rol de la seleccién durante su
diversificacion, en esta tesis se estudiaron los capuchinos del sur defogBporophila una
radiacién continental reciente de 10 especies de aves que se reproducen en los pastizales
sudamericanos con un alto grado de simpatria, y que difieren en su coloracion y vocalizaciones, pero
gendmicamente solo se diferencian en pocagiones asociadas (generalmente) con la
melanogénesis. Se seleccionaron cuatro espe@esiypoxanthaS. ruficollis S. palustris(tres
especies cuya coloracién sélo difiere en el parche de la gargar8a)iberaensiguna especie
recientemente descri@, simpatrica con las tres primeras). Se desarrollaron contrastes de genomas
completos entre las especies, asociaciones fenegigootipo (GWAS) y analisis de vocalizaciones

en distintos escenarios de simpatria y alopatria. Entre los resultados mas déstema encontro:

a) que las especies que solo difieren en el color de su garganta son las que tienen menor divergencia
gendmica dentro del grupo de los capuchinos, b) que las diferencias ocurren principalmente en las
regiones regulatorias de los genesladenelanogénesis, ¢) que si bien cada region del genoma puede
asociarse con varios parches de plumaje, la coloracion de cada parche depende de una combinacion
Unica de genes y d) que existen diferencias vocales entre y dentro de cada especie que serian
consecuencia de procesos de desplazamiento y/o convergencia de variables del canto en distintos
escenarios de simpatria y alopatria local. Estos resultados permiten comprender varios aspectos de
esta radiacion adaptativa explosiva, el rol de la seleccionasgxlos mecanismos moleculares y

comportamentales subyacentes.

PALABRAS CLA\4gporophila capuchinos del sur, radiacién adaptativa, especiacién, seleccion
sexual, flujo génico, genomas completos, GWAS, patrones de coloracéalizaciones,

desplazaiento de caracteres, convergencia de caracteres.



Comprehensive study of the role of sexual selection in the southern

capuchinos (genuSporophilg

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 relevancéi role of selection (natural and
sexual) during these processes. To analyze the role of selection during diversification, in this thesis
| studied the southern capuchinos of the gef@morophilaa recent continental radiation of 10 bird
species that bred 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 select@dhypoxanthaS. rdicollis S. palustrigthree
species which coloration only differs in the throat patch) &dberaensiga recently described
species, sympatric with the other three). | performed genewide contrasts between species,
genotypephenotype associations WAS), and vocalization analyses under different scenarios of
sympatry and allopatry. Among the most remarkable results, | found: a) that the species that only
differ in their throat coloration are the most similar genetically within the capuchinos, b)tiieat
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)ttiere 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 ohis explosive adaptive radiation, the role of sexual selection and the underlying

molecular and behavioral mechanisms.

KEY WORDSporophila southern capuchinos, adaptive radiation, speciation, sexual selection,
gene flow, whole genomes, GWAS, colonatioatterns, vocalizations, character displacement,

character convergence.
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CAPITULO INTRODUCCION GENERAL

1.1. DESARROLLO DE LA TEORIA EVOLUTIVA

En 1859 Charles Darwin publi€b Origen de las Especiestableciendo las bases de la teoria
evolutiva actual. En su trabajo presentaba pruebas del origen unico de la diversidad bioldgica a partir
de un antepasado comun que, bajo presiones de seleccituraiahabria acumulado cambios a
través de generaciones ramificAndose en diferentes organismos (Darwin 1859). A pesar de la amplia
aceptacion de esta teoria, aun hoy distamos de comprender completamente los mecanismos y
procesos que dan lugar a la form@tide nuevas especies, y es por gl lo quesu estudio
contindia siendo un tépico fascinante y central sobre el que se sigue trabajando y debatiendo en
biologia evolutiva (Bolnick & Fitzpatrick 2007). En particular, se discute sobre la contribudiéa rela

de los mecanismos de deriva genética y seleccion en dichos procesos, cuales son los tipos de
seleccién mas comunmente involucrados, cuan decisiva es la presencia de barreras geograficas (es
decir la dicotomia entre especiacion alopatrica y especiagipatrica), cual es la base genética de

la especiacién y qué patrones de cambio a nivel gendémico la acomparfan (Coyne & Orr 2004, Nosil
& Schluter 2011, Ellegren et al 2012, Nosil & Feder 2012, 2013, Parchman et al. 2013, Poelstra et al.
2014, Lamichhanest al. 2015, 2016).

A mediados del siglo XX la deriva génica cobr6 mayor protagonismo como mecanismo de
especiacion, relegando en cierto sentido a la seleccion natural propuesta inicialmente en la teoria
evolutiva de Darwin. Durante este periodimbzhansky (1937) y Muller940, 1942) postularon sus
clasicos estudios sobre especiacion en los que explicaban que la fijacion de alelos diferentes en
genes complementarios de poblaciones aisladas propicia el aislamiento reproductiveigaitisto,
conduciendo eventualmente a la faacion de dos especies nuevas cuyos hibridos son estériles o
inviables Figura 1.). Este modelo ha estado sujeto a un intenso debate y perfeccionamiento hasta
dar lugar a lo que se conoce actualmente como teoria de la dominancia (ver revision de Psesgrave
2010), una teoria elemental en biologia evolutiva que ha recibido un notorio soporte empirico en
diversos grupos taxonémicos (Coyne & Orr, 1989, 1997, Sasa et al. 1998, Jiggins et al. 2001, Price &
Bouvier 2002, Tubaro & Lijtmaer 2002, Lijtmaer et 203 @rrieta et al. 2013, Macagno et al. 2020).

Al proporcionar un mecanismo genético convincente sobre la diferenciacion entre poblaciones

aisladas, los estudios de Dobzhansky (1937) y Muller (1940 y 1942) dieron sustento al modelo de
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especiacion alopatra desarrollado por Mayr (1942). Mientras que bajo este modelo la especiacion
en alopatria es claramente posible (Mayr 1963), la especiacién simpatrica es poco viable porque el
flujo génico en dicho escenario sin poblaciones aisladas tenderia a homogeglecmntenido
genético, evitando este proceso de diferenciacion y desarrollo de incompatibilidades genéticas. Asi,
de acuerdo con ahodelo de especiacion alopatrica, los rangos solapados de especies hermanas
observados en la actualidad son en realidad prealde contactos secundarios que han tenido lugar

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

Fixation of
New mutation new mutation

Hybrid

Ancestral
genotype /

Figura 1.1 Esquema del modelo de incompatibilidad hibrida de Dobzhansky y Mullsra poblacién ancestral, cuyo
genotipo para dos genes que interactianfesBB se divide en dos poblaciones nuevas. Diferentes mutaciones pueden
surgir en estas poblacione&muta y se transforma eaen una poblacion Benb en la otra. Luego de cierta cantidad de
generaciones estas mutaciones se fijan, originando eventualmergeas genotiposa@ BBy AA bl para cada poblacién.

Los hibridos son incompatibles porque la interac@dmnunca ha existido en las poblaciones parentales. Las flechas
negras representan procesos de divergencia y la flecha verde la incompatibilidigé hibtragen tomada de Wu & Ting
2004.

En este contexto, la especiacion simpatrica y parapatrica han sido mucho mas controversiales,
dificiles de comprobar y hasta consideradas como construcciones tedricas sin un correlato claro en

la naturaleza, llegandesa plantear que el modelo de especiacion alopétrica deberia considerarse

St aY2RSt2 ydzZ2¢ RS t£2a8 LINROSa2a RS RAGOSNEATAOL
Coyne & Orr 2004; ver discusion en Bolnick & Fitzpatrick 2007). Asi, durante décadaddins

de especiacion simpatrica y parapétrica se limitaron a casos puntuales, que de hecho incluian
generalmente aislamiento genético en todas las etapas de divergencia, sin presencia de flujo génico.

La especiacion simpétrica encontrd respaldo prinaigaite en varios sistemas vegetales en donde

cambios en la ploidia cromosémica (originados por errores meiéticos o eventos de hibridacion)

generan nuevas especies de manera casi instantdnea (Ramsey & Schemske 1998, Rieseberg & Willis
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2007, Wood et al. 2009En modelos animales en cambio, las evidencias estaban circunscriptas a
casos particulares que incluian: a) algunas especies parasitas en donde cambios en el hospedador
generan aislamiento reproductivo (sobre todo si se reproducen o alimentan especificadestro

del mismo; Berlocher & Feder 2002, Feder et al. 2003, Munday et al. 2004), b) especies de origen
hibrido, aisladas de sus especies parentales por diferencias, por ejemplo, en su ploidia o ecologia
(Mavarez et al. 2006, Mallet et al. 2007, Herrsan et al. 2014, Barret@uzman et al 2017) y ¢)
radiaciones evolutivas en sitios aislados, como ocurre con algunas especies de peces ciclidos de
lagos africanos y centroamericanos (Barluenga et al. 2006, Tdawdall & Meyer 2021), o que
implicaron unaadaptacion ecolégica superadora, como sucede con los pinzones de Darwin (Grant
& Grant 1979, Lamichhaney et al. 2015, 2016, 2018). Finalmente, la especiacién parapatrica ha sido
(y continta siendo) ain menos estudiada que la simpatrica, habiendo muy eecoglos de la
YAAYlI ® 9yGNB Stft2a aS SyOdzsSyiNlyyY o f1 SaLISOAlC
Phylloscopuen Europa y Asia (Irwin et al. 2001; Martins et al. 2013) y b) las salamandras con

especiacion parapatrica en Norteamérica YWebtropico (FisheReid et al. 2013, Rovito 2017).

Durante la segunda mitad del siglo XX, entonces, los estudios sobre historia evolutiva, y en particular
diversificacion y especiacién, se realizaron bajo el paradigma de la especiacién alopéatrica,
asumiendo en una notoria mayoria de los casos un rol central de las barreras geogréficas en el
proceso y el completo aislamiento entre las poblaciones durante su divergencia y eventual

especiacion.

1.2. EL ADVENIMIENTO DE LA ERA GENOMECACONSIGUIENTEMBIO EN EL PARGMA
EVOLUTIVO

A principios del siglo XXI irrumpieron las nuevas tecnologias de secuenciacidbn masiva, que permiten
un incremento exponencial en la cantidad de informacién que se puede obtener a partir del genoma
de los organismos. Este avance tecnologicongafiado por un mayor desarrollo de la teoria y
andlisis 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 especiacion. Uno de
los resultadds mas sorprendentes ha sido la revelacion de que el flujo génico durante los procesos
de diversificacion es mucho mas comun de lo que se pensaba tradicionalmente y esta lejos de ser
una excepcion que ocurre en contadas ocasiones (Servedio et al. 20& eFall 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 informacion es trascendental, ya que por mucho tiempo un dogma central en
biologia evolutiva fue que el flujo gi€o de un migrante entre poblaciones por generacion era
suficiente para impedir la diferenciacion entre las mismas. Ante esta revolucionaria evidencia de la
existencia de flujo génico durante el proceso evolutivo, uno de los principales desafios tlaglia bio
evolutiva actual es comprender como ocurren de todos modos la diferenciacién morfolégica y
ecoldgica, y especialmente el aislamiento reproductivo, sin que el genoma se homogeneice e impida

la evolucion independiente de los linajes (Getz et al. 2B&6jnet et al. 2017, Foote 2018).

La evidencia gendmica reunida en el contexto de este nuevo paradigma evolutivo sefiala que la
especiacion con flujo génico ocurre fundamentalmente cuando existen loci que actian como
barreras genéticas, reduciendo la tassperada de migracion de genes entre poblaciones. Esto es
posible principalmente cuando: a) hay regiones del genoma sin entrecruzamiento (por ejemplo por
rearreglos cromosomicos) que contienen alelos vinculados a alguna adaptacién ambiental local o al
aidamiento reproductivo (Noor et al. 2001, Feder et al. 2003, Lowry et al. 2010, Zhang et al. 2021),
o b) hay una fuerte presion de seleccién actuando sobre unos pocos loci (genes de especiacién) que
eventualmente conduce a la diferenciacion del resto delogea (por ejemplo por arrastre por
ligamiento, ogenetic hitchhikingNosil & 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 especiacién que revaloriz&l rol de la seleccion, ya sea natural o sexual, sugiriendo que podria
actuar junto a la deriva génica, o que incluso podria ser protagonista en momentos especificos de
los procesos especiogénicos (Getz et al 2016, Foote 2018). En este contextociarsdismuptiva

tendria 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 difer&vgesRijssel et al. 2018, Whitney

et al. 2018, Wang et al. 2020) o cuando actla 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 diversificacidn flujo génico ha impulsado la
acumulacién de una notable cantidad de conocimiento en un periodo 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 tetica recién estan comenzando y que aln 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 caracteristicas de cada especie a los procesos de diferenciacion
(Feder et al. 2012, Nosil and Feder 2012, Smith et al. 2014, Naka & Brumfield 2018, Lavinia et al.
2019), cual es la relevancia de laassmlucion mitonuclear (Hill 2015, 2017, Morales et al. 2018, Hill
etal. 2019 ) y cudl es el rol de la hibridacion, agmbr introgresién adaptativa (el traspaso de alelos
beneficiosos de una especie a la otra; Hedrick 2013) como por especiacion hibrida {Beameidn

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

Més aun, la acumulaciérecestudios genémicos sobre los patrones de diversificacion y especiacion
ha mostrado que no solamente nos falta comprender diversos aspectos de estos procesos en
presencia de flujo génico, sino que ademas los mismos son mucho mas diversos y complejos de lo
gue se pensaba (Ravinet et al. 2017, Foote 2018, Richards et al. 2019). Por ejemplo, cuando se
reanalizaron las radiaciones de peces ciclidos de los lagos de Africa y Centroamérica (consideradas
durante décadas modelos robustos de especiacion simpatricaaga), la evidencia gendmica
sefalé que la historia evolutiva de cada radiacién es variable y que contempla desde multiples
colonizaciones de los lagos hasta la divergencia en simpatria tras un contacto secundario (Malinsky
et al. 2015, Martin et al. 25, Kautt et al. 2016). Algo similar ocurre en el caso de los pinzones de
Darwin, que contrariamente a los ciclidos han sido tomados tradicionalmente como un ejemplo de
radiacion adaptativa por especiacion alopatrica en diferentes islas, pero los egadimmicos han
mostrado que la radiacién en realidad ha involucrado casos de diferenciacion en alopatria, otros
casos que han presentado flujo génico entre islas o dentro de una misma isla, e incluso especiaciéon
hibrida (Lamichhaney et al 2105, 2016, 2018).

En base a estas complejidades e incertidumbres que aln persisten, la postura actual en los estudios
de especiacién no es concentrarse meramente en probar si la misma ocurre con o sin aislamiento
geografico (simpatria vs alopatria), sino tratar de comgez ademas en base a la estructura

gendmica hallada los procesos bajo los cuales la seleccion natural y la seleccién sexual originan

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

1.3. PROCESOS DE DIVERSIFICACION EQTRORECO Y UTILIZACION DE MODELOS AVIANOS
PARA SU INTERPRETACION
El Neotrdpico es la region mas biodiversa del planeta. Este hecho, sumado a su topografia compleja

y su contrastante variedad de ambientes, convierten a esta region en una de las mas pmpicia
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interesantes para llevar a cabo estudios evolutivos (Stotz et al. 1996, Newton 2003). A pesar de esto,
ha sido histéricamente mucho menos estudiado que otras regiones menos diversas como, por
ejemplo, el Neartico (Beheregaray 2008, Turchettbet et & 2013, Reddy 2014, Lees et al. 2020).

Tal como ha ocurrido de manera mas general y se ha discutido mas arriba, el mecanismo de
especiacion alopétrica ha sido el modelo predilecto para explicar los procesos de especiacién en el
Neotrdpico, relegandose asi el estudio de la especiacion paragp@tsanpatrica (Rull & Carnaval
2020). La gran diversidad de barreras geograficas (histéricas y contemporaneas) presentes en el
Neotrépico proveen escenarios ideales para suponer procesos de especiacion en alopatria (Stotz et
al. 1996, Newton 2003, Rull &arnaval 2020). Asi, los principales factores diversificadores
propuestos para la regién han sido justamente barreras geograficas: a) los rios de cauce ancho,
principalmente en la regién amazénica (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 vegetacion
abierta que separan la Selva Atlantica del complejo YuAgeezonia (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, siendoreel Neotrdpico esto particularmente relevante en la regién angiatagonica

(Weir 2006, Lessa et al. 2010, Lijtmaer et al. 2011, Sérsic et al. 2011). Sin embargo, el nuevo
escenario evolutivo de diversificacion con flujo génico nos exhorta a estudigordoesos
especiogénicos neotropicales desde una perspectiva renovada (Rull & Carnaval 2020), siendo
fundamental analizar si hay efectivamente flujo génico en cada caso particular y evaluar la
contribucion relativa de la seleccion (natural y sexual) yadietiva génica en las distintas etapas

del proceso (Foote 2018).

Las aves constituyen un grupo taxonémico especialmente apropiado para estudiar los patrones
evolutivos del Neotropico. Por un lado, con alrededor de 3.400 espatiedddor de urtercio de

las especies del planétéas aves son sumamente diversas en la regi@wf{on 2003, Jenkins 2013;
Figura 1.2. Por otro lado, se trata de un grupo taxonémico ampliamente estudiado, siendo por lo
tanto uno de los que mejor resuelta tiene su sstica y taxonomia (aun cuando ambas son por
supuesto dindmicas) y esto permite que no haya incertidumbres (por ejemplo, para establecer pares

de especies hermanas) que constituyan un obstaculo en su estudio evolutikeUEente, por otro
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lado, que camims en su morfologia, ecologia y comportamiento puedan asociarse de manera
directa con eventos de diversificacion (Price 1998, Slabbekoorn & Smith 2002, Gomes et al. 2016,
PriceWaldman et al. 2020), permitiendo estudiar dicha asociacién. Por Gltimo,doamsmos de
aislamiento reproductivo postigético (esterilidad e inviabilidad en los hibridos) se desarrollan
particularmente lento en las aves y por ende tardan mas tiempo que otros grupos animales en
alcanzar un aislamiento completo entre las espedigante el proceso evolutivo (Price & Bouvier
2002, Lijtmaer et al. 2003). Debido a ello, durante las primeras etapas del proceso de especiacion
tienen particular relevancia los mecanismos de aislamiento reproductivo-cigégico,
especialmente si el prose ocurre en un contexto de barreras geogréaficas permeables o
poblaciones en simpatria. Esto permite que al estudiar las etapas tempranas del proceso de

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

Bird Richness

| ot

Species

BiodiversityMapping.org

-—

Figura 1.2 Mapa de la riqueza especifica de aves del plan&bmismo esta basado en informacigmovista porBirdLife
International and NatureSen{@013). Se observa claramente la notoria diversidad de aves del Neotrépico en comparacién
con el resto del planeta. Imagen obtenidaBiediversityMapping.org

pre-cigético, entre los que se destacan la coloracion y las vocalizaciones, sabiendo que son la
principal barrera al flujo génico entre las especies en formacion. El estudio de estas sefales posee

indudablemente particular interés dado el cambio de paradign@utivo que se comenta mas
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arriba, en el cual establecer el grado de flujo génico durante el proceso temprano de especiacion

tiene una clara relevancia.

En este contexto, en esta tesis se estudia justamente el proceso de especiacion en el beeatropi
través del uso de las aves como modelo de estudio. En particular, se analiza el papel que han tenido
la seleccion y los mecanismos de aislamiento reproductivecigiiicos en la diversificacion y
consecuente radiacion de los capuchinos del sur detggSporophilaun grupo de 10 especies de

aves semilleras que se distribuyen en los pastizales de Sudamérica y que como se detalla en la
seccion siguiente es particularmente relevante para el estudio del proceso y los mecanismos de

especiacion.

1.4. MODH.O DE ESTUDIO: LOS CAPUCHINOS DEL SUR DEISBERERBILA

Los capuchinos del sur del gén&@porophilafamilia Thraupidae) son un grupo de 10 especies de
aves semilleragS. bouvreujlS. cinnamomeaS. hypochromaS. hypoxanthaS. iberaensis, S.
melanogasterS. nigrorufaS. palustrisS. pileatay S. ruficollisque se reproducen en los pastizales
subtropicales de Sudamérica, al sur del rio Amazonas (Lijtmaer et al 2004, Billerman et al. 2022).
Una de las caracteristicas sobasientes del grupo es el alto nivel de simpatria entre sus especies
(Billerman et al. 2022), tal como puede verse eridpra 1.3Debe destacarse de todos modos, que

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

de ellas diferentes condiciones locales de simpatria y alopatria. Esto es particularmente notorio, por
ejemplo, enS. hypoxanthy S. ruficollisque en algunas zonas estan en alopatria con respecto al
resto de las especies del grupo, pero erast(noreste de Argentina) estan en simpatria con hasta 4

6 5 especies diferente§igura 1.3. Otras especies, en cambio, tienen rangos de distribucién mas
restringidos y se encuentran en simpatria con otras especies a lo largo de toda su distribucion, sin
areas de alopatria; tal es el caso por ejemploSdealustrisy S. hypochromdFigura 1.3. Debe
mencionarse ademas que a la restringida distribuciéon de algunas de las especies se suma el hecho
de que la misma esta disminuyendo en varios casos, prinogpdé por la pérdida de habitat y el
tréfico ilegal para mascotismo (Filloy el al. 2006, VizeBtigoni et al. 2013, GallupBelich & Clay

2018, Billerman et al. 2022).
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. S. hypochroma
[l 5. hypoxantha
i S. melanogaster
D S. nigrorufa
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Figura 1.3 Distribuciéon aproximada de los capuchinos del sur encehtinente SudamericanoLas distribuciones
representadas se construyeron en base a informacion obtenida de Ridgely & Tudor (Ba@8Qjfg Internationa(2011).

En el esquema la distribucion & bouvreuiincluye tanto a la propia como la & pileas, ya que ambas especies eran
consideradas como una sola al momento de su publicacion. Por otroSadioeraensiso figura ya que fue descripta
como una especie en si misma recién en 2016 (Di Giacomo & Kopuchian 2016). Imagen modificada a partagteCamp
et al. (2011).

Este grupo constituye una radiacion evolutiva continental reciente y explosiva, de origen
pleistocénico (Lijtmaer et al. 2004, Campagna et al. 2012, 2013, 2015). Desde el punto de vista
morfoldgico no difieren en sus medidas corpordlesso, largo o ancho del tarso, tamafio y forma

del pico, envergadura, etc). Sin embargo, los machos adultos poseen claras diferencias en su
coloracion (Campagna et al 20F2gura 1 .4y en sus vocalizaciones (Campagna et al. 2012). Estos
dos caractereson fundamentales para el reconocimiento intraespecifico, 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 mas arriba constituyen los principaleanimems de
aislamiento reproductivo preigotico en las aves. Las hembras, en cambio, son indistinguibles al ojo
humano (todas poseen una coloracion paalaacea similar;Figura 1.4 y solo es posible
identificarlas cuando su coloracion es inspeccionasimdo espectrofotometria 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 coloracion y su canto, estas especies poseen muy
poca diferenciaiéon en su ADN y de hecho carecen de monofilia reciproca 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 genomica (Carapafjriz015).
Recientemente, andlisis de genomas completos de algunas de las especies del grupo han confirmado
que la divergencia genética entre los capuchinos es efectivamente muyHs4je0(008) y han
mostrado que difieren en pocas regiones genomi€&ampagna et al. 2017). Dichas regiones, que

han sido moldeadas por barridos selectivos recientes (Hejase et al. 2020), contienen genes
asociados con la sintesis de melanina, que es justamente el pigmento responsable de la coloracion

en el grupo (Campagret al. 2017).

Estos resultados en su conjunto sugieren que la radiacién de los capuchinos no estaria ligada a
mecanismos de aislamiento geografico y posterior diferenciacion en alopatria por deriva génica, ya
que ademas de estar en una notosenpatria, sus especies practicamente no tienen divergencia
genética neutra, hay unos pocos picos muy claros de diferenciacién en el genoma y la diversificacion
y especiacion ha sido muy rapida y reciente. En cambio, la radiacién del grupo seria colegsecuenc
de procesos de seleccidén actuando sobre regiones especificas del genoma (Campagna et al. 2017).
Particularmente, la similitud entre las especies en torno a sus caracteristicas morfométricas y
ecoldgicas, junto con el fuerte dimorfismo sexual que existe en el grupo (machos llamativos y
diferentes entre si y hembras muy similares e inconspicuas), sugieren que la seleccién sexual seria

el principal motor de la diversificacion en los capuchinos.

Como ha ocurrido con otros sistemas biologicos y se detalla mas arriba, la revolucion genémica ha
proporcionado informacion reveladora en torno a la historia evolutiva de los capuchinos del sur. Sin
embargo, lejos de haber puesto punto final a los inteartgs sobre los procesos de diversificacion

y especiacion en el grupo, dicha informacién ha estimulado el surgimiento de nuevas y mas
ambiciosas preguntas, tales como la relacion entre el grado de diferenciacion genémico y fenotipico
entre estas especiegue de por si ya poseen escasas diferencias en su genoma, la base genémica
fina de las diferencias en los patrones de coloracion de las especies, el rol de las vocalizaciones (que
han sido hasta ahora mucho menos estudiadas que el color) y su posiblgelb@seica, y si existen

diferencias atribuibles a la seleccion natural ademas de la sexual.

19



LY

S. castaneiventris S. minuta S. bouvreuil

xumanxu morph S. nigrorufa

S. melanogaster

S. iberaensis

caraguata morph

S. hypochroma

S. ruficollis

S. cinnamomea

uruguaya morph

S. hypoxantha

Figura 1.4 Capuchinos del sur del géne8porophila Imagen ilustrativa de adultos de las diez especies de capuchinos
del sur y sus cuatro morfos alternativos conocidos. llustracion realizada por Jillian Ditner para Campagna et al. (2018).
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Con el objetivo de responder algunas de estas pregustaseleccinaron para el proyecto de tesis
cuatro especies de capuchind. hypoxanthaS. ruficollisS. palustriyy S. iberaens)sque poseen
caracteristicas que las hacen particularmente apropiadas para esta tarea. En primer lugar, las tres
primeras especies sdas que menos se diferencian morfolégicamente dentro de los capuchinos,
difiriendo solo en el color de la garganta de los machos, que es color carilagroxanthanegra

en S. ruficollisy blanca erS. palustrisEsto hace que la identificacion de Breas del genoma
diferenciadas entre estas especies sea especialmente informativa en relacién con los mecanismos
de diferenciacién del grupo y la base genética de los patrones de coloracion observados en los
machos, ya que permite establecer una asociadibecta entre los genes de diferenciacion y ese
parche de coloracion especifico. Adicionalmerge,ruficollisno formé parte de los andlisis de
diferenciacién genémica entre las especies llevados a cabo por Campagna et al. (2017), ya que se
contod Unicanente con los genomas completos de tres individuos de dicho taxén y entonces no se
lo pudo utilizar para identificar los picos de diferenciacion entre las especies. Esto implica que los
resultados de esta tesis, ademas de ser novedosos por su enfoquegtalmison porque permiten

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

Por otro lado, la distribucién d&. palustries bastante acotada y se encuentra en toda su extension

en simpatria cors. hypoxanthy S. ruficollispero estas dos Ultimas poseen distribuciones mucho
mas amplias que también incluyen areas donde estan Unicamente ellas dos y otras en las que cada
una de ellas esta en alopatria y no comparte el ambiente con ningln otro capuchifagivwer 1.4

y también ebird.orgpara mas detalle de las distribuciones basadas en el reporte local de cada una
de estas especies). Esto ofrece por lo tanto diferentes condiciones de simpatria y alopatria local de
las poblaciones de estas especies y por lo tanto permite estsilien las areas de simpatria se
detectan diferencias con respecto a las poblaciones alopatricas de cada especie. Por ejemplo, se
puede estudiar si la seleccién disruptiva impulsa el desplazamiento de diferentes caracteres cuando
las especies estan emgpatria. Especificamente, esto nunca ha sido estudiado en el canto de estas
especies. Como se comentd mas arriba, el canto es un caracter usado para el reconocimiento
homoespecifico en el grupo (Benites et al. 2015) y por lo tanto el desplazamiento de sus
caracteristicas temporales y/o de frecuencia podria permitir evitar el solapamiento de los espacios
acusticos, minimizando por ende la interferencia de esta sefial entre las especies y facilitando su
funcion (que como se comentd mas arriba puede ser m@vagite en el contexto del aislamiento

reproductivo y disminucién de la hibridacion). Alternativamente, la coexistencia en simpatria
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durante la temporada reproductiva podria favorecer la convergencia de las variables del canto entre
estas especies si ocwgsie un aprendizaje interespecifico (flujo de caracteres comportamentales
entre las especies) o si las vocalizaciones de las diferentes especies se adaptasen a las condiciones
ambientales especificas de cada lugar (Cardoso & Price 2010), lo que arrojagialtao opuesto

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

Finalmente,S. iberaensigs una especie recientemente descubierta y descripta (Di Giacomo &
Kopuchian 2016), simpatrica con las otras tresgiacomo & Kopuchian 2016; velvird.org y que

tampoco fue incorporada a los analisis genomicos 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 térrmos de su historia evolutiva, sino que ademas constituye un muy apropiado
modelo simpdtrico con las otras trespeciespero sin un patrén de coloracion tan similar y por

ende sin quea priorise espere una similitud gendmica tan marcada.

1.5. OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS ESPECIFICOS
Elobjetivo generabe la tesis consiste exstudiar el proceso de especiacion en los capuchinos del
sur, con particular énfasis en el rol de la seleccién y lasamismos de aislamiento reproductivo
pre-cigoético, considerando a este grupo como modelo para el andlisis de la especiacion en las aves
neotropicales. Para ello, se estudiaron cuatro especies de capudBinegpoxanthaS. ruficollisS.
palustrisy S. beraensi¥ que nunca habian sido contrastadas juntas y que por la similitud de sus
patrones de coloracién y su distribucion geografica son particularmente apropiadas como modelo.
Del objetivo general planteado se desprenden wbgetivos particulares
1) Egudiar la diferenciaciéon gendmicaentre S. ruficollis, S. palustris, S. hypoxanth&.
iberaensigealizando andlisis de sus genomas completos y contrastando estos resultados
mediante la comparacion con el resto de las especies del grupo. Esto permitié encontrar las
areas gendmicas de divergencia y los genes contenidos en ellas y poner a pruetiasship
de que las especies mas similares en su coloracién tendran menor diferenciacion genomica.
2) Comprender ldbase genética de los patrones de coloracida los capuchinos del sur. Esto
fue posible mediante la realizacion de estudios de asociacion eingenetipo y el fenotipo
conocidos como Estudios de Asociacion del Genoma Completo (GWAS por sus siglas en

inglés: Genome Wide Association Studies). Esto permitio identificar qué genes especificos,
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3)

qué combinaciones de genes y qué cambios o variantessdaikmos estan asociados con

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

Estudiar lasrocalizacionede S. ruficollis, S. palustris, S. hypoxangtfa. iberaensiy su
distribucion en el espacio acustico en diferentes aac@s desimpatria y alopatridurante

su temporada reproductiva. Esto permitio estudiar la distribucion del espacio acustico entre
las especies y evaluar si las presiones de seleccion propician el desplazamiento o la

convergencia de las caracteristicas danto cuando las especies estan en simpatria.
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CAPITULO.IANALSIS GENOMICOS DE DBSUCHINS DEL SUR

2.1 INTRODUCCION

2.1.1 LOS PROCESOS DE DIVERGENCIA Y SU ARQUITECTURA GENOMICA

Las técnicas de secuenciacion de nueva generacion ofrecen una oportunidad sin precedentes para
estudiar la arquitectura gendmica asociada a los procesos especiogénicos, resultando
especialmente Utiles para detectar y explorar las barreras reproductivas que previenen la
homogeneizacion del genoma cuando hay flujo génico (Foote 2018, Richards et al. 20193leVarios
los estudios evolutivos basados en estas nuevas tecnologias apuntan a contrastar taxones hermanos
en diferentes estadios de sus procesos de divergencia (Feder et al. 2012, Wolf & Ellegren 2017).
Estas investigaciones han encontrado en lineas genegaleda arquitectura gendémica depende
primordialmente del tiempo de divergencia que separa a los taxdrigsi@ 2.}, observandose
tipicamente un incremento progresivo en la acumulacion de cambios moleculares neutros a lo largo
del genoma. Por ende, lingeque se separaron hace mucho tiempo presentan genomas mas
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 diversificacion es recient transcurre en presencia de flujo génico es posible distinguir
regiones especificas de divergencia alta (medidas generalmente en valdfe$ de un contexto
gendémico comparativamente homogéneo en donde la divergencia genética neutra es
practicamentenula Figuras 2.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 hibridestar influenciados

por presiones de seleccion, vinculadas generalmente con alguna adaptacion local (Wu 2001, Turner
et al. 2005, Wolf & Ellegren 2017). En torno a estos genes se formanllasf & RE ZRA OSNAHS
caracterizadas por emerger entre regiorgsndémicas homogéneas que no han sido afectadas por
presiones de seleccidirigura 2.3 Turner et al. 2005). Este tipo de perfiles gendmicos se asocia
tradicionalmente con modelos de especiacion simpatrica reciente, no obstante, afirmar égladas

de dvergenciason siempre resultado de eventos de especiacion puramente simpatrica es
controversial y muy dificil de probar ya que otros procesos evolutivos (como la especiacion

alopatrica con contacto secundario) pueden haber trazado escenarios genémidasesiifhloor &
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Bennett 2009, Turner & Hahn 2010, Cruickshank & Hahn, 2014, Ravinet et al. 2017; Foote 2018,
LuzuriagaAveiga et al. 2021).
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Figura 2.1:Diferenciacion genémicaHs) entre comparaciones de a pares de mariposas del géndaiconiusen
momentos diversos de su especiaciéBe muestra un fragmento del genoma que contiene una region asociada a la
coloracion que se selecciona diferencialmente entre los taxones del género. La linea negra indica el umbral de divergencia
neutra. Los niveles de dikgencia incluyen la comparacion de dos subespecids. seelpomengdos especies hermanas
(H. melpomenesH. timeretg y especies un poco mas distantes filogenéticamerdtengmatavs el claddd. melpomene
- H. timeretd. A medida que ldivergencia evolutiva avanza, las diferencias gendmicas 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 ueer en el incremento de la linea que marca dicha divergencia.
Gréfico modificado de Nadeau et al. 2012.
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Figura 2.2:Regiones de divergencia gendmica entre dos poblaciones de peces espin@sm$e(osteus aculeatys
simpatricos que poseen ecotipos difentes. Las regiones de diferenciacion genémica elevada en los cromosomas VIl y X
(indicados en recuadros rosados y celestes) se asociaron con diferencias en los ecotipos. El resto del genoma mostré poca
divergencia. Imagen modificada de Marques et al.6201
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2.1.2 RADIACIONES ADAPTATIVAS

Las radiaciones adaptativas son patrones excepcionales de diversificacion biolégica promovidos por
diferentes factores evolutivos (deriva génica, seleccidn, hibridacion, etc) que interactiian de manera
compleja (Gavrilets & Losos 2006), en donde los liregasultiplican rapidament@ situtras el
surgimiento de nuevas oportunidades ecoldgicas, suscitadas generalmente por eventos de
colonizacién de nuevos ambientes o por la aparicibn de novedades morfolégigasa(2.4
Gavrilets & Vose 2005Gavrilets & Losos 2006, Losos & Mahler 2010). Han contribuido
sustancialmente a la comprension de los procesos de especiacion y son consideradas promotoras
fundamentales de la diversidad ecoldgica y fenotipica observada entre los seres vivos (Gavrilets &
Losos 2006 EXxisten ejemplos de ellas en una enorme variedad de grupos taxonémicos, tales como
las aves de la familia Vangidae en Madagascar (Yamagishi et al. 2001) y los pinzones de Darwin
(Grant & Grant 1979), los peces ciclidos del lago Victoria (Seehausenl20@ntas hawaianas

del génerd_obeligGivnish et al. 2009) y las lagartijas caribefias del gekeotis(Losos & Schneider

2009). Mientras que en muchos casos comprenden la acumulacién de especies durante largos
periodos de tiempo (como en mieleros haianos de la subfamilia Drepanidinae; Lovette et al.
2002), en otros casos han surgido en periodos relativamente cortos de tiempo (como sucede en
varios linajes de aves semilleras; ArAdiiena et al.1998, Petren et al.1999, Benkman 2003,

Sorenson 2003).
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Figura 2.3Arquitectura de las islas gendmicas de divergendtheje Y representa el grado de divergencia genémica. La

linea negra horizontal representa el umbral de divergencia genética neutra. Las barras grises caracterizan genes que se
encuentran bajo el efecto de la seleccién (sobre el umbral de divergencieahdudocineutrales que rodean a ldsci

bajo seleccion aumentan el tamafio de la isla de divergencia. Las regiones gendmicas no sujetas a las presiones de seleccion
se encuentran por debajo del umbral de divergencia neutra. Esquema tomado de Miah2D&0.
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En el capitulo introductorio anterior se explica por qué los capuchinos del sur del &waphila
constituyen una radiacion continental particularmente adecuada para estudiar los procesos
evolutivos de las aves del neotrdpico. En este chpite estudia justamente la arquitectura
gendmica de este grupo, con foco en las cuatro especies utilizadas como modelo de &tudio (
hypoxantha S. ruficollis S. palustrisS iberaens)sy se analiza como la misma puede brindar
informacién relevante sale su historia evolutiva. Para ello, antes se realiza un repaso detallado de

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

Generalists

Nectarivores ’i)

Foragers
among leaves

Seed and A

Bark pickers
fruit eaters ’ ’

Figura 2.4Radiacion adaptativa de los mieleros hawaianos (subfamilia Drepanidinba$. especies del grupo exhiben
innovaciones asombrosas en la morfologia de su pico surgidas bajo condiciones ecoldgicas especificas que les permiten
explotar diversos recursos alimicios. Grafico tomado de Lovette et al. 2002.

2.1.3 LA HISTORIA EVOLUTIVA DE LOS CAPUCHINOS DEL SUR

PRIMERAS APROXIMACIONES AL ESTUDIO DE LA DIVERSIFICACION DEL GRUPO

El génerdporophilaes uno de los mas diversos de la famiilhraupidae, se compone de 41 especies
granivoras de tamafio pequefio 1@ cm), con picos conicos y robustos, que presentan un fuerte
dimorfismo sexual (Ridgely & Tudor 1989). Habitan ambientes abiertos y semiabiertos, y se
distribuyen desde Sudamérica dta el sur de Norteamérica (De Schauensee 1952). Desde su
descripcion, establecer los limites y las relaciones filogenéticas dentro del grupo ha resultado una

tarea compleja. De hecho, las primeras filogenias del género basadas en caracteres morfolégicos
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(como la coloracién, el canto y la morfometria 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 forolaislas 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 epresentesiglo, el estudio de la historia evolutiva del grupo comenzo a abordarse a través
de la realizacion de filogenias moleculares, las primeras de las cuales fueron construidas en base a
secuencias cortas (de unos pocos cientos de pardmdes) 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 ademas como grupo monofilético a los capuchinos
(un subgrupo comuesto en ese momento por 11 especies de coloracidn castafia acanelada) y
diferenciando dentro del mismo dos subclados: uno que contenia las especies del norte de
Sudaméricag. minutay S castaneiventr)sy otro que agrupaba las especies al sur del riozameas

(S. bouvreujlS. cinnamomea, S. hypochronta hypoxanthaS. melanogasterS. nigrorufa S.
palustris S. ruficollisy S. zelichiFigura 2.3. Estos primeros analisis, sin embargo, no lograron
resolver las relaciones filogenéticas de los capuchinos del sur por la baja variabilidad genética que
mostrd el grupo para los marcadores mitocondriales utilizados y la falta de monofilia reciproca entre
las especies. Consistentemente, el uso del gen mitocondrialai®tsiomo ¢ oxidasa(COl)en uno

de estos estudiogCampagna et al. 2010) mostré que los capuchinos del sur poseen una mayor
divergencia intraespecifica y una menor divergencia inter@fipaanitocondrial que la esperada de
acuerdo a los patrones de las aves de la regién. De esta forma, los primeros estudios basados en
marcadores mitocondriales sugirieron que el patron genético observado en el grupo era consistente
con procesos de sepaiiaa incompleta de linajesricomplete lineage sorting)flujo génico elevado

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

La incorporacion de secuencias mitocondriales mas largas (mayor cantidad de genes) y marcadores
y microsatélites nucleares no caral@l panorama, mostrando que efectivamente la diferenciacion
genética neutra dentro del grupo es sumamente escasa y sin monofilia reciproca, consistente con
una radiacion evolutiva reciente originada en el Pleistoceno (hace aproximadamemts?20,5

millonesde afios) en la que como se menciona arriba aiin no ha habido una separacién completa de
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linajes y que ha sufrido un nivel significativo de flujo génico (Campagna et al. 2012, 2013). La
combinacién de estos marcadores genéticos con mediciones y andldiivadbide la coloracion y

las vocalizaciones del grupo si permitié confirmar las diferencias entre las especies en estos dos
aspectos fenotipicos y mostré que las mismas exceden notoriamente a las diferencias genéticas

neutras Figura 2.6Campagna et ak012).
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Figura 2.5:Primera filogenia molecular del géner8porophila Consenso de 96 arboles igualmente parsimoniosos
basados en un fragmento de 306 pares de basesydB Los nimeros romanos sefalan los seis clados dentro del género
SporophilaEl clado Ill representa a los capuchinos del sur. Grafico tomado de Lighze?004.

La implementacion mas reciente de técnicas gendmicas para el estudio de la historia evolutiva del
grupo (Campagna et al. 2015) llevo a obtener miles de marcadores nucleares neutros mediante

ddRADseq, una técnica que se basa en la fragmémadel genoma por clivaje y posterior
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secuenciacién masiva del misnfuntrabajando a esta nueva escala en términos de cantidad de

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

confirmando la falta de monofiireciproca entre las especies como resultado de la separacién

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

aproximadamente 50.000 generaciones de una poblacién ancestral de gran tamafio y altamente

polimérfica.
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Figura 2.6:Arboles de Neighbourjoining (NJ) que representan la diferenciacion en diferentes caracteres en los
capuchinos del sur del génet®porophila (A) Arbol de NJ para ocho especies de capuchinos del sur y otras tres especies
del género basado en valores promedenS (métrica de diferencia de color en el espacio visual aviano) entre pares de
especies(B)Arbol 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 @bat entre pares de especies. La escala representa el umbral de variacion
intraespecifica(C) Arbol de NJ construido en base a valoresFdeestimados al contrastar seis microsatélites de ADN
nuclear entre pares de especies del gén8morophila(siete capuchinos y otras tres especies del género). Las lineas
intermitentes indican comparaciones significativas entre las especies. Figuras extraidas y modificadas de Campagna et al.

2012.

LOS GENOMAS COMPLETOS PERMITEN COMENZAR A COMPRENDER LOS PROCESOS
MECANISMOS EVOLUTIVOS EN EL GRUPO

Mas recientemente, y solo un par de afios antes del comienzo de mi doctorado, la secuenciacion de

genomas completos de los capuchinos del sur nos permiti6 comenzar a entender algunos de los

procesos de diversificacion que habrian promovido la radiaciongdglo y sus mecanismos.

Especificamente, se obtude novaun genoma dé&. hypoxanthade alta cobertura que se usé como

referencia y 72 genomgsertenecientesa 12 individuos de cinco especies del grupo y unos pocos

individuos de otras cuatrespeciefCammgna et al. 2017). Este estudio confirmé que las especies

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

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

simpatrica) y 0,3% (obtenido al contrastar melanogastey S. nigrorufados especies totalmente

alopatricas). Sin embargo, lo mas destacado de esta nueva aproximacion es que por primera vez se
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pudieron identificar las é&reas de divergencia entre las especiesjértise detectado
especificamente 25 islas de divergencia gendémica elevRda>( 0.2). Dichas regiones de
diferenciacion se encontraron repetidamente en los contrastes entre pares de especies y con
frecuencia contenian genes involucrados en la producg@&melanina (pigmento que da color al
plumaje de los capuchinoBjgura 2.7. No obstante, se observd que las sefiales mas potentes de
divergencia no provenian de regiones codificantes, sino (mayoritariamente) de regiones
regulatorias que flanquean a los rges. En base a estos resultados, Campagna et al. (2017)
concluyeron que las presiones de seleccion han actuado independientemente en distintos linajes
sobre estas pocas regiones facilitando la rapida radiacion de los capuchinos del sur (incluso en

presenca de flujo génico).
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Figura 2.7 Estructura gendémica de los capuchinos del s(#4) Graficos Manhattan contrastand8. nigrorufavs S.
melanogaste(arriba) yS. hypoxanthasS. palustrigabajo). El eje Y indica el vakatpromedio de ventanas no solapadas

de 25 kb, el eje X muestra Issaffolds (fragmentos obtenidos durante el proceso de secuenciacion) ordenados por
tamanfo. Las lineas rojas intermitentes representan el umbral degbweia significativees £ 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. Imdgenes modificadas a partir de CampagnaQdt7al. 2

Mas recientemente, estas islas de divergencia fuereanaizadas mediante simulaciones tedricas

y métodos de aprendizaje automaticondchinelearning methods lo que indic6 que en el
establecimiento de dichas islas de diferenciacion han tenidmluimportante barridos selectivos
especieespecificos que han ocurrido recientemente en regiones que ancestralmente contaban con
una variabilidad genémica alta, asociada en muchos casos con genes de la coloracién (Hejase et al.
2020).
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En definitiva, etontar con analisis de genomas completos del grupo permitié confirmar que la
diferenciacién entre sus especies es extremadamente baja y se restringe a las regiones de control
de unos pocos genes, principalmente relacionados con la sintesis de melangrab&rgo, muchos
interrogantes aun persisten. En primer lugar, estas zonas gendmicas de diferenciacion se definieron
en base a los genomas de solo 5 especies del grupo (aguellas con las cuales se contaba con al menos
12 genomas que permitian un andlisidido deFst: S. hypoxantha, S. melanogaster, S. nigrorufa, S.
pileata y S. palustrjspero no esté claro si hay otras zonas de divergencia aun no detectadas, ni cuél
seria el patrén al incluir mas especies. Especificamente, se desconoce aun si existealsaon

entre el grado de diferenciacion de color entre las especies y sus diferencias gendémicas. Desde un
punto de vista mas mecanistico, resta comprender de manera detallada cémo las diferencias
gendmicas afectan a los diferentes parches de plum@j®s capuchinos, generando las diferencias

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

especificamente en este capitulo y el siguiente.

2.1.4. AMPLIACION Y PROFUNDIZACION DEL ESTUDIO DE LA DIVEESENIIA DE LOS
CAPUCHINOS DEL SUR

El presente capitulo consiste en una ampliacion y profundizacién de los andlisis previos sobre la
diversificacion de los capuchinos que han utilizado genomas completos. Para ello, se consideraron
tres aspectos que fueron estudiados de manera integradBnlyrimer lugar se generaron nuevos
genomas completos y se incrementd asi la cantidad de especies utilizadas para analizar la
divergencia dentro del grupo, los picos de diferenciacién en el genoma y los genes contenidos en
los mismos; 2) Se plantearon pprimera vez de manera explicita hipotesis especificas sobre la
evolucion de las diferencias en el grupo, mas especificamente en la correlacion entre la
diferenciaciébn gendémica y la coloraciéon, que pudieron ser puestas a prueba aprovechando
justamente la diponibilidad de genomas de mas especies (y de mas individuos de varias de ellas);
3) se realizé un andlisis més fino sobre la divergencia entre las especies que presentan una menor
diferenciacion en su coloracion y constituyen el grupo focal de esta $digpoxanthzS. palustris

y S. ruficollisincorporando ademas®. iberaensia este analisi®A continuaciénse explican en mas

detalle estos aspectos y su enfoque.

En relacion con el primero de los aspectos mencionados, se secuenciaron en elccdetesta

tesis los genomas completos de nuevos individuo$ deuficollisy se incorporaron ademas a los
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analisis las primeras secuencias genémicaS.dbeeraensig nuevas secuencias & hypoxantha

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

mas amplio del que he formado parte; Turbek et al. 2024)nclusién d&. ruficolliyy 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 mayoria de los taxones del grupo en los
analisis (son 10 especies en total). Este incremento en la cantidad de especies permiti6 ademas
indagar por primera vez si existe una relacion entre la difererdciatiorfologica en torno a la
coloracién de los parches del plumaje y la divergencia genémica en los capuchinos del sur, lo que
constituye el segundo aspecto descripto arriba. Para ello se correlacionaron distintos estimadores

de divergencia genémica condantidad de parches divergentes que existen entre las especies.

Por ultimo, quisiera destacar que la inclusionSieuficollis/ S. iberaensisa mas alla de permitir

contar con genomas de mas especies, ya que ambas enriquecen ademas los analissegor po
caracteristicas relevantes para comprender las circunstancias que propiciaron la radiacién evolutiva
del grupo y describir los patrones y las huellas que han trazado dichos procesos a nivel molecular.
En relacién con la primera de ell&8, ruficollis S. hypoxanthay S. palustrisson ecolégica y
morfolégicamente muy similares, y ademas tienen un solapamiento marcado en su distribucién
durante la temporada reproductiva, fundamentalmente en el noreste argentino. SEbipalustris

difiere sutilmente @ el microhabitat usado para nidificar en relacion a otros capuchinos (Vizentin
Bugoni et al. 2013), se sabe que generalmente estas tres especies habitan ambientes similares, y
que inclusive, pueden reproducirse en territorios contiguos, es decir, sierbarextrinsecas
aparentes (Turbek et al. 2021, Billerman et al. 2022 y observaciones personales). Como sucede con
el resto de los capuchinos del sur, morfolégicamente son muy parecidas. No difieren ni en su peso,
ni en la morfometria de su pico, ni enraé medidas corporales (Di Giacomo & Kopuchian 2016,
Billerman et al. 2022); pero si en su coloracion y en sus vocalizaciones, dos caracteres fenotipicos
particularmente importantes para el aislamiento reproductivo en aves (Price 2008), que ademas son
clawe para el reconocimiento especifico dentro del grupo (Benites et al. 2015, Turbek et al. 2021).
Notoriamente, y a pesar de que los capuchinos en general difieren en la coloracion de varios parches
del plumaje a la ve&. hypoxanthgS. palustriy S. rufcollissolo varian en la coloracion del parche

de la garganta (canela, blanca y negra respectivamdfitgira 2.§. Esto las convierte en las
especies con mayor similitud morfologica del grupo. Congruentemente, los contrastes genémicos

entre S. hypoxantha S. palustrianostraron en el pasado que estas especies son las de menor
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divergencia gendémica de las cinco que se habian estudiado hasta ahora en base a sus genomas
completos (veFigura 2.7ACampagna et al. 2017). En este sentido, el haber generado los genomas
completos deS. ruficolligpermite realizar por primera vez una comparacién especifica entre estas
tres especies que solamente difieren en un parche de coloracion y comprender eligrado de

diferenciacion genémica que presentan

Sporophila hypoxantha Sporophila palustris Sporophila ruficollis

Figura 2.8 llustraciones deS. hypoxanthaS. palustrisy S. ruficollis En los dibujos puede apreciarse que estas tres
especies difieren Unicamente en el color de su garganta, siendo la mismaamwéta enS. hypoxanthgcontinuando con
la coloracion de su parte ventral), blanca®mpalustriy negra erS. ruficollisllustraciones de Jillian Ditner.

La inclusion d&. iberaensisn los analisis también constituye un aporte novedoso. Por un lado, su
reciente descubrimiento y descripcion (Di Giacomo & Kopuchian 2016) hizo que no se contase con
informacién genética ni genémica de esta especie hasta hace muy poco, pero ademapesta es
también essimpétrica con las otras tres. Constituye asi un modelo simpatrico pero sin un patron de
coloracion tan similar, por lo que sirve como control en las comparaciones focales a realizar.
Teniendo en cuenta estos aspectos se plantearon lostiobg e hipotesis de trabajo de este

capitulo, que se presentan en la siguiente seccion.

2.1.5 OBJETIVOS E HIPOTESIS DEL CAPITULO
Elobjetivo generalle este capitulo es ampliar y profundizar el conocimiento que se tiene sobre la
base genomica de la radion evolutiva de los capuchinos del sur del gén8porophila
incorporando dos especiesS( ruficollisy S. iberaens)sque no habian sido exploradas con
anterioridad y analizando explicitamente la relacion entre la variabilidad genética y morfologica
dentro del grupo. Del objetivo general se desprenden los siguientes objetivos especificos:

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

especies del grup(s.hypoxantha S. melanogastelS. nigrorufaS. paustrisS. pileata, S.
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ruficollisy S. iberaens)sy analizar si es posible distinguir a las misraa base a dicha
divergencia.

2) Identificar, explorar y describir los picos de divergencia gendnaitados en los contrastes
de pares de especies, procurando definir y describir la funcionalidad de los genes que se
encuentran contenidos en ellos y cualeple haber sido su rol en la radiacion del grupo.

3) Determinar si en los capuchinos del sur existe una asociacion significativa entre su
divergencia en la coloracion del plumaje y su divergencia genémica, prestando especial
atencion a las especies del grugpie muestran menor divergencia morfologica. (

hypoxanthaS. palustriy S. ruficollik

En el contexto de los objetivos del capitulo y los antecedentes arriba mencionados, las hipotesis de
trabajo son las siguientes:

H1)Los contrastes de genomas contpkede un mayor numero de especies de capuchinos del sur
confirmaran la relevancia de las regiones del genoma reportadas previamente y permitiran
identificar nuevas regiones de divergencia.

H2) Las regiones de divergencia gendmica entre los capuchinagyémcprimordialmente genes
involucrados en el camino metabdlico de la produccion de la melanina (pigmento que colorea sus
plumas).

H3) Los SNPs con valores elevadosFdécontenidos en los picos de divergencia genémica se
posicionaran generalmente en regiones reguladoras no codificantes y no en las secuencias génicas
en si mismas.

H4) Las especies con mayor diferenciacion en su coloracion tendran también mayor divergencia
genética. ParticularmenteS. hypoxanthaS. palustrisy S. ruficolligespecies que difieren en su
coloracién Unicamente en el parche de la garganta) tendran una muy baja diferenciacion genémica
y seran genéticamente mas similares entre si que cuandoreparan con el resto de las especies

de capuchinogcon las que difieren en la coloracién de varios parches del plumaje).

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1 MUESTREO Y CONJUNTO DE DATOS

El conjunto de datos completo utilizado en esta tesis consisti6 en &RBdntas completos
pertenecientes a individuos de las diez especies de capuchinos del €urkduvreujl 3 S.

cinnamomea 4 S. hypochroma28 S. hypoxantha2l S. iberaensjs12 S. melanogasterl? S.
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nigrorufa 12 S. palustris12S. pileatay 15 S.ruficolli§ y dos capuchinos que estan presentes al
norte del Rio Amazonas & minutay 2S. castaneiventrjy estan estrechamente relacionados con

los capuchinos del suCéampagna et al. 2013pel totalde estos genomas, 78 ya habian sido
generados a lo largo de las etapas mas recientes del estudio de este grupo de aves (Campagna et al.
2017) y 37 individuos fueron secuenciados recientemente como parte del estudoideraensis

llevado a cabo en pardtea esta tesis y del cual nuestro grupo de trabajo formé parte (Turbek et al.
2021). Sumados a dichos genomas que pudieron utilizarse, para esta tesis se secuenciaron
especialmente los genomas completos de 12 individuosSdeuficollis algo que (como sea
mencionado en la seccién anterior) era fundamental para poder considerar a esta especies como

parte del grupo focal de la tesis y compararla S8opalustriy S. hypoxantha

Las submuestras se tomaron a partir de muestras de tejido muscular o $aegude 12 machos
adultos deS. ruficolligjue estaban depositados en colecciones de museaklé 2.). En el caso de

las muestras depositadas en museos del exterior, se realizaron solicitudes de préstamo del material.
El ADN se extrajo utilizando un pooblo de fenolloroformo seguido de una precipitaciéon con
etanol y una limpieza con perlas magnéticas. Se siguié el protocolo del kit de preparacion de
bibliotecas de ADN TruSeq Nano (lllumina) para un tamafio de insercién de 550 pb, empleandose
200 ng decada muestra para preparar bibliotecas con cddigos de barras individuales. Las 12
bibliotecas se juntaron y se identificaron usando adaptadores ligados de ADN. La secuenciacion del
conjunto de bibliotecas se realiz6 en un catah€) en un secuenciadolumina NextSeq 500 del
Instituto de Biotecnologia 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 84 La calidad de las librerias obtenidas se estimé

usando el programa fastgc version 0.1wbv{v.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastg

los pasos de recorte de secuencias, eliminacion de adaptadores y filtrado de calidad se llevaron a
cabo con el programa AdapterRemoval versién 2.1.1 (Lindgreen 2012). El valor de Rhafiethd
minimo admitido fue de 10 y las lecturas que se emparejgrenperpusieron se fusionaron. Una
vez realizados los pasos de control de calidad y remocién de adaptadores la cobertura promedio

esperada fue de 6,8 £ 1,6x.
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2.2.2 DESCUBRIMIENTO DE VARIABLES

Las 127 secuencias de capuchinos del sur se alinearon al get®neferencia de alta resolucion

de un macho des. hypoxanthajue habia sido ensamblado como parte de los estudios previos
6/ FYLI Ay SG FEd HamMTOd NErygsensbd BRSOUNBINRYI I 2 &
version 2.2.8 (Langmead & Salzie?012). Aunque el genoma de referencia estd ensamblado a
nivel de scaffolds la correspondencia entre loscaffoldsy los cromosomas se establecid por
similitud, comparando con el genoma de referencia de un pinzén cdf@aniopygia guttata
castanotiy que estaba ensamblado a nivel cromosémico (Campagna et al. 2017). La calidad del
mapeo se evaludé usando el programa Qualimap versién 2.1.1 (Okonechnikov et al. 2016), y
posteriormente se obtuvieron diferentes estadisticos de los archbaragenerados. Elorcentaje

medio de secuencias alineadas obtenido fue mayor al 98,3% (+ 0,5%), tuvo una tasa de duplicacion
media de 4,2 (x 1) y una cobertura media tras los procesos de filtrado y alineamiento de 5,9x (+
2,3x).

Una de las 12 muestras &e ruficollismostrd signos de contaminacion bacteriana después de que
se submuestrearan las lecturas y se alinearan con una base de datos de nucledétidos utilizando el
script fastg_species_detectgbiohpc.cornell.edu/lab/userguide). Esta muestra tuvo una tasa de
alineacion con el genoma de referencia mas baja que el resto de las muestras (35,4%) y por ello se
excluyd de las estadisticas mencionadas anteriormente. Luego del paso de alineacion, la

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

El descubrimiento de las variantes SNP y el genotipado se realizaron simultdneamente para las 127
muestras utilizando el programa HaplotypeCaller en GATK versién 3.8 (McKenna et al. 2010). Los
parametros de filtrado utilizados para excluir variantes enkGfi€ron: QD < 2,0, FS > 60,0, MQ <
20,0 yReadPosRankSum8,0. Por otro lado, usando el prograM@&Ftools version 0.1.1Banecek

et al., 2011) se filtraron las variantes del conjunto de datos si no eran bialélicos, tenian un recuento,
tenian un recuerd de alelos menores inferior a 4, tenian una profundidadcdeertura media

inferior a 2 o superior a 50 y/o si poseian mas de un 20 % de datos faltantes entre individuos. Como
resultado, se obtuviero82.993.511 SNPs para los 127 individuos muestreados de las diez especies

de capuchinos estudiadas.
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Tabla 2.1 Detalle de las muestras d8. ruficollissecuenciadas en esta tesis, incluyendo los estadisticos de secuenciacion.

NUmero de Afo de . Cobertura Cobertura Profundidad de % de Tasa de
, Localidad Lat Lon Sexo . . .
catalogo* colecta esperadat esperada? cobertura3 duplicados alineamiento
FMNH 334579 1987 Chiriquitos, $§nta -17,82 -60,79 M 6,98 6,61 6,5 3,87 98,56
Cruz, Bolivia
hiriau
FMNH 334580 1987 Chiriquitos, Santa | ;2 05 | .79 M 9,34 8,43 8,34 4,36 98,17
Cruz, Bolivia
hiriaui
FMNH334583 1987 Chiriquitos, Santa | =, 05 | 6079 | M 8,55 8,04 7,97 42 98,85
Cruz, Bolivia
Prov. Vel Sant
LSUMZ 15264 | 1989 fov. Velasco, Santa 455 | 6002 | M 9,67 8.8 8,72 5,47 98,8
Cruz, Bolivia
Prov. Velasco, Santal
LSUMZ 15395 1989 o -14,57 -60,67 M 9,91 9,23 9,14 5,46 98,76
Cruz, Bolivia
Prov. Velasco, Santa|
LSUMZ 15406 1989 L -14,57 -60,67 M 5,99 5,67 5,61 3,79 98,67
Cruz, Bolivia
MACNOTr-ct Estacion Biolégica d
re 2006 stacion Blologica d8 - 52 55 | 5868 | M 8,81 8.15 5,33 451 98,12
2086 Corrientes, Argentina
MACNOTr-ct .
8696 1999 Artigas, Uruguay -30,42 57,72 M 7,5 5,58 1,68 5,62 35,37
MACNOTr-ct
8697r ¢ 1999 Artigas, Uruguay -30,42 -57,72 M 5,96 5,59 3,75 4,36 98,17
MACNOTr-ct .
8699 1999 Artigas, Uruguay -30,42 -57,72 M 4,94 4,76 3,09 2,74 98,01
MACNOTr-ct ,
8836 2003 Paysandu, Uruguay | -32,05 57,71 M 6,41 5,78 4,17 5,38 97,35
MACNOTr-ct 2017 Cautivo en Temalken, i i M 4.9 473 278 2.48 98,03
9275 Argentina

*FMNH Field Museum of Natural History; LSUMZ Louisiana State University Museum of Natural Scienc®r-MACNa dza $§2 ! NHESyldAay2 RS /ASyOAl a
wA @1 RCo@dain éle Tejidos Ultracongelados.

1Calculado a partir del nimero total de lecturas sin procesar y un tamafio de genoma aproximado de 1,2 Gb.

2Calculado a partir del nimero de lecturas restantes después del filtrado y un tamafio de genoma aproximado de 1,2 Gb.

SCalculado a partir de las lecturas alineadas con el genoma de referencia.
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2.2.3 EXPLORACION DE LAS REGIONES DE DIVERGENCIA

Se utiliz6 el programa VCFtools version 0.1.16 (Danecek et al. 2011) para submuestrear el conjunto
de datos completo y seleccionar Unicamente las secuencias pertenecientes a especies
representadas por al menos 12 individuos. Se excluyeron ademas dos individBobygxantha

gue al momento de realizar los analisis de este capitulo estuvieron clasificadnsaménte y la
muestra deS. ruficollijue mostré contaminacién. De esta forma el dataset completo utilizado en
este capitulo consistié de: Z6. hypoxantha2lS. iberaensjsl2S. melanogasterl2S. nigrorufa

12 S. palustris12 S. pileatay 14 S. rufcollis (siete especies, 109 individuos, 31.998.877 SNPs en
total). Para llevar a cabo una primera exploracién de los datos se realizé un andlisis de componentes
principales (PCA) basado todos los SNPs del dataset utilizando el programa SNPRelateMersion 3.
(Zheng et al. 2012) en R version 4.0.3 (R Core Team, 2020). Luego, con VCFtools version 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 manersinando valores promedio de
Fstpara ventanas de 5kb no superpuestas y b) calculando valotestielividuales para cada sitio

de divergencia gendmica (sin ventanas). El tamafio de ventana elegido (5kb) para calcular valores
Fstpor ventana difiere delitilizado por Campagna et al. 2017 (25kb) ya que actualmente se sabe
gue las regiones de divergencia gendmica entre los capuchinos son (generalmente) pequefias (ver
Tabla len Campagna et al. 2017). Para determinar los picos de divergencia gen6micaepaes

de especies primero se seleccionaron las regiones de divergencia que comprendieron por lo menos
dos ventanas de 5kb consecutivas con valdfstpromedio globales iguales o superiores a 0,2
(como el promedio de valores dést de todas las comparames fue 0,008, este criterio de
significancia selecciona regiones que se encuentran entre 12 y 13 destdodarpor encima de

la media deFst este fue ademés el umbral de significancia usado por Campagna et al. 2017 y
normalmente utilizado en estudéode este tipo). Posteriormente, de las regiones seleccionadas solo

se consideraron picos de divergencia gendémica aquellas que tuvieron al menos 5 SNPs con valores
de Fstindividuales iguales o superiores a 0,85 (umbral de significancia obtenido luegoeteuna
correccion de Bonferroni en base a los SNPs contenidos en el dataset completo). La ubicacién de
cada pico de divergencia se defini6 como la porcion de ADN abarcada entre los SNPs iguales o

mayores que 0,85 mas cercanos a los extremos 5'y 3'aeetrgrupo de SNPs del pico.

Los contrastes de pares de especies basados en ventanas de 5kb se representaron en gréficos de
al y Kl (Mahhdttardopiote 0 dzal yR2 Sf LI 1jdzSGS bljliYFyYyh ¢ dzNY ¢
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Utilizando SNPRelate version 3.15 (Zhet al. 2012) en R version 4.0.3 se realizd6 un PCA para
intentar distinguir a las siete especies capuchinos del sur Gnicamente en base al conjunto de los
140.764 SNPs contenidos dentro de los picos de divergencia que se encontraron en al menos dos
contrades de pares de especies. También se realizaron analisis de PCAs individuales para cada pico
de divergencia que cumplié con dicho requisito (aunque por simplicidad solo se muestran aquellos
que involucran contrastes que involucras aruficolliy S. ibeaensis las dos especies incorporadas

en estos analisis que no habian sido estudiadas de manera detallada previamente en estg. sentido
Finalmente, con el programa Geneious v. 10.2.6 (Kearse et al. 2012) se usé el genoma de referencia
de alta resolucion des. hypoxanthamencionado mas 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 déene Cardghttps://www.genecards.oryy La
distribucién de los SNPs individuales mayores o iguales que 0,85 obtenidos en los contrastes de
pares de especies que involucraro8.auficolliy S. iberaensig la posicion de los genes contenidos

en rangos de 30 kb de sus regiones de divergencia se representaron graficamente en R version
4.0.3.

2.2.4 RELACION ENTRE LA DIVERGENCIA GENOTIPICA Y LA DIFERENCIACION EN LA COLORACION
DEL PLUMAJE

Para estudiar la relacién entre la divergencia gendémica y la difer@nti@notipica en la coloracion

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

Fsty dxy, dos estimadores de divergencia genética para linajes incipientes que aportan informacion
complementaria. Mientras quFst(el indice mas utilizado) calcula el grado diferenciacion genética

en base a las varianzas estandarizadas de las frecuencias alélicas entre poblaciones (Weir & Basten,
1990),dxyestima el promedio de diferencias de nucle6tidos entre poblacionesipoly, al realizar

dzy ' SadGAYlFOAsy al oazfdzil ¢ R ShstRlasFeluddoyeddenoditasy > S a
de diversidad. Los célculos Hstpara los 21 contrastes de pares de especies se hicieron usando el
programa VCFtools version 0.1.1&(Bcek et al. 2011). En cambio, los céalculodxyse realizaron

usando el programa Pixy version 0.95.02 (Korun&awauk2021). Este programa permite calcular

dxyen presencia de datos faltantes o usando archivos VCF que no contienen sitios invaraantes (

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

son homocigotas (como si ocurre con otros programas que estibxarfKorunes &amuk2021).
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Es importante sefialar sin embargo que los contrastes despaeeespecies para calculdxy se
hicieron usando ventanas de 25kb ya que las ventanas de 5kb mostraron un porcentaje elevado de

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

En concreto, como estimadores de divergergggamomica se usaron seis variables diferentes. En
primer lugar, se tomaron dos variables calculadas en el analisis de diferenciacion genética entre las
especies (veBeccion 2.2.8 el promedioFstglobal entre los genomas de los 21 pares de especies
contrastadas y el porcentaje de ventanas de 5kb elevadasRsbg n>XH O LI NI S&az2a
contrastes. Por otro lado, se sumaron cuatro variables mas: la media y la mediana de los valores de
Fstparatodas las ventanas de 5kb entre los pares de especies contrastados, y la media y la mediana

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

Para analizar la diferenciacion en la coloracion del plumaje ssidgraron los seis parches de
plumaje principales en los que se diferencian los capuchinos (cabeza, nuca, espalda, rabadilla,
abdomen y garganta; véigura 2.9y se contd el nimero de parches en los que difiere cada par de
especies de capuchino contragsb tomando como referencia Rigura 1.4 La relacion entre los
estimadores de divergencia gendémica y la diferencia en los parches del plumaje se determiné a
través de pruebas de Mantel usando el programa ade4 version 1.7.16 (Thioulouse et al. 2018). Los
resultados se representaron graficamente con el programa ggplot2 version 3.3.5 (Wickham 2016)

en R version 4.0.3.

Cabeza
Auricula

Garganta

AbdoiEn - = Rabadilla
S. palustris
Figura 2.9Parches del plumaje diferenciados en los capuchinos del sur (indicados en una ilustrac®npdéustri$. En

esta tesis no se estudié la coloracion de las auriculas por poseer en todas las especies de capuchinos eXcepto en

melanogasterel mismo fenotipo de color que la garganta. Por ese motivo se estudiaron 6 parches. llustracion por Jillian
Ditner.

41

Y A



2.3 RESULTADOS

2.3.1 DIFERENCIACION DE LOS CAPUCHINOS DEL SUR EN BASE A TODOS SUS SITIOS DIVERGENTE
En una primera aproximacion, para analizar si se pueden distinguir las siete especies de capuchinos
del sur del set de datos mediante el uso de todos sus siti@sgentes se realizé 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
monomoarficos o poseer sitios indefinideds), cuyo resultado puede verse erFigura 2.10 Este

analisis permitié htinguir principalmente &. iberaensislel resto de las especies, exhibiendo
resultados concordantes con los observados en las filogenias realizadas por Turbek et al. (2021) en
donde se mostrd qus. iberaensies un grupo visiblemente definido dentro los capuchinos del sur

(ver Figura 6 de dicho trabajo). El andlisis también evidencié un alto grado de solapamien. entre
hypoxantha S. ruficollisy S. nigrorufa asi como entreS. pileatay S. melanogasterSh embargo,

como ocurrié en los andlisis de Campagna et al. (2017) la variacion explicada por los primeros dos
componentes principales resulté muy baja (PCl= 1,44% y PC2= 1,30%) sugiriendo que solo un

puiiado de regiones del genoma son las que diferenclas aspecies del grupo.

hypox
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Figura 2.10 PCA construido en base a todos los SNPs del set de datos de 7 especies de capuchinosStelsaron
30.659.575 SNPs pertenecientes a 109 individuos de las siete especies de capuchinos del sur estudiadapiul@ste ¢
Cada especie se identifica con un color, especificado en la referencia dentro de la figura $hgppaxantha rufi: S.
ruficollis pal:S. palustrisibe:S. iberaensjamel:S. melanogastemig:S. nigrorufay pil: S. pileata.
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2.3.2 CONTRASTES DE PARES DE ESPECIES: DIVERGENCIA GENOMICA

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

del sur es muy baja, un resultado concordante con los analisis gendémicos realizados antes de esta

tesis (Cmpagna et al. 2017). El porcentaje promedio de ventanas gendmicas de 5kb de divergencia
Sy 4 NB

elevada (valore§stLINE YSRA 2 x

ventanas en total), mientras que Ebktglobal promedio fue de 0,0036&D = 0,0025). Tal como
reportaron Campagna et al. (2018, nigrorufay S. melanogastefdos especies sin solapamiento
geografico y con rangos de distribucion altamente restringidosk-igerra 1.3 resultaron ser el par

de especies con un mayor porcejgae ventanas de divergencia y con valores mas elevadbstde

promedio (0,056% y 0,008 respectivamerfgguras 2.1Y 2.12). En contraposicién, los contrastes

nNXNHDO

i2R2a

t 2a

02y i NI :

que mostraron el menor porcentaje de ventanas elevadas involucraron exclusivamefie a

hypoxantha, S. ruficollis, S. palustyisS. iberaensiflas cuatro especies con un alto solapamiento

geografico en el noreste argentino que son el foco principal de esta tesisiguea 1.3y ebird.org

paraS. iberaens)s De hecho, el contrast8. hypoxanthass S. ruficollifue el que mostré menor

divergencia genomica en relacién al porcentaje de ventanas de divergencia elevada (0,001%),

seguido por los contrastes & hypoxanthassS. iberaensigS. ruficollisrsS.iberaensig0,002% en
ambos casos). Respecto a las estimacionefsi@romedio, los contraste$. hypoxanthass S.

palustrisy S. hypoxanthassS. ruficollisnostraron valores nulos de divergendis€ 0), a estos les

sigui6 el contraste d8. palustrizsS. ruficolligFst=0,0002).
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Figura 2.11 Gréfico de calorheatmap) presentando el porcentaje de ventanas de divergencia elevada para los 21

contrastes de pares de especies realizados (siete especies; ~200 mil ventddasio de las celdas dedica el

porcentaje de ventanas de divergencia elevaBat(JNBE YSRA2 x nXnn0 KFffFR2 LI NI OFRI O
gradiente de blanco a rojo, el color de las celdas representa el porcentaje de ventanas de divergencia elevada de forma

creciente {ndicado en la escala, blanco= 0% y rojo= 0,06%). Los nombres de las especies siguen los cofigosade la

2.10.

Valor Fst promedio
0 rufi
0 0.004 0.008

0 0.0034679 pil

0 0.0013399 |0.00020302 pal

0 0.0048648 . 0.004181 nig

0 0.00087087| 0.0027558 | 0.0025721 mel

0 0.004159 . 0.0042171 ibe

0 0.0046072 | 0.0022753 | 0.0028673 0 0.0026872 0 hypOX
s @ > . N D &
A S T S R

Figura 2. 12Gréfico de calorHeatmap) presentando el valoiFstpromedio global para cada uno de los 21 contrastes

de pares deespecies realizados (siete especies; ~200 mil ventari2eijiro de las celdas se indica el valoFgdgpromedio
hallado para cada contraste de especies. En un gradiente de blanco a rojo, el color de las celdas representa Estwvalor de
promedio crecientgindicado en la escala, blanEst= 0 y rojd~st =0,008). Los nombres de las especies siguen los codigos
de laFigura 2.10

2.3.3 CONTRASTES DE PARES DE ESPECIES: PICOS DE DIVERGENCIA GENOMICA

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

los dos criterios establecidos en la metodologia para para definir picos de diverg€abla (
Suplementaria2.1). Sin embargo, s6lo 15 de dichas regiones reunieron ambos requisitos para ser
considerados picos ddivergencia entre las siete especies de capuchinos contrastaidai(2.3.

Los picos de divergencia encontrados en este capitulo coinciden con picos reportados por Campagna
et al. (2017), no obstante, se encontraron 10 picos de divergencia menos dualémos alli (ver

Tabla 1 en Campagna et al. 2017). Esto ultimo habria ocurrido por la incorporacion al analisis de
secuencias d&. hypoxanthgue fueron heterocigotas para las regiones genémicas comprendidas

en dichos picos de divergencia.
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Los picos @ divergencia gendmica se repitieron a través de los 21 contrastes de pares de especies
en diferentes combinacione34bla 2.2. El nimero de picos de divergencia varié desde cero para

los contrastesS. hypoxanthavs S. palustrisy S. iberaensiys S. rufcollis hasta seis picos de
divergencia par&. melanogastersS. nigrorufay S. pileatavsS. nigrorufa El tamafio promedio de

los picos de divergencia fue de 58,5 kb (SD = 101 kb), el pico de divergencia mas pequefio (0,28 kb)
se observo en alcaffold308 (cromosoma desconocido) para el contraStanigrorufarsS. palustris

y el de mayor tamaficl94,46 kb) en ecaffold404 (pico "a" de dichecaffold cromosoma Z) para

el contrasteS. nigrorufavs S. pileata(Tabla 2.3. En relacion con las nuevas comparaciones de
capuchinos del sur reportadas en este capitulo tras incliraficolliy S. iberaensigser contrastes
sefialados con * en [Babla 2.2, se encontr6 que el tamafio de los picos de divergencia varié desde
1,28kb en elscaffold308 (cromosoma desconocido) para el contreStdberaensiss S. pileata

hasta 368,81 kb en akcaffold257 (pico "b" de dichascaffold cromosoma Z) para el contrasge
iberaensisvs S. palustrisLos picos de divergencia en Issafolds 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 respectivameriiablas 2.3/ 2.3). Asi mismo se notd que los cromosomas

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

divergencia (cinco y tres picos respectivameiighlas 2.3/ 2.3).

En total entre los picos de divergencia gendémica se hallaron 1239 SNPs con valéiss de
individuales iguales o mayores qu@®; pero solo 135 de los mismos estuvieron fijadest£ 1;

Tabla 2.2. El par de especi€s. melanogastevs S. nigrorufaque como se comentd arriba no se
solapan geograficamente y tienen dos de los rangos de distribucion mas reducidos de los capuchino
del sur (verFigura 1.3, contd con la mayor cantidad de SNPs con valores individualéstde
altamente significativos (185 SNPs) y también con el mayor nimero de SNPs fijados (3al3alPs;

2.2), lo cual es consistente con que haya sido el par de &gpeon mayor divergencia genémica

(ver seccibn anterior). Respecto a los nuevos contrastes de pares de especies incorporados aqui, el
contrasteS. nigrorufarsS. ruficollipresentd la mayor cantidad de SNPs con valores individuales de
Fstaltamente sigfficativos (88 SNPs) y el mayor numero de SNPs fijados (12 SNPs; ver contrastes
sefialados con * en lBabla 2.2. Estas dos especies poseen una distribucién geogréafica parcialmente
solapada durante su temporada reproductiva (Vgura 1.3, pero difierenen la coloracion de

todos los parches del plumaje (Vegural.4).
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Tabla 2.2 Regiones de divergencia gendmica encontradas al contrastar los genomas completos de las siete especies de capuchinestdeiagios en este capitulo
(109 individuos, 21 contrastes en totalke reportan todos los picos de divergencia de cada coetexsite pares de especies, su posicidn, cromosoma, punto exacto
inicio y final del pico, posicibn del SNP &sk, ndy p Yt a OSNDIy2 | OFRF SEGNBY23 Gl Yl 32 F8t2ad5encads f
pico, cantidad de s SNPs con diferenncias fijas entre las especidstypebmedio entre las especies mas alto.

Ventana de | Ventana de SNP SNP Tamafio Fst
. SNPs con SNPs .
Contraste Scaffold Cromosoma 5kb 5kb X ndy x Py delpico . promedio
L ) Fstx n @ fijados ,
inicial final pQ 0Q (kb) mas alto
hypox vs ibe* 430 1 11025001 | 11070000 | 11027576 | 11067689 40,11 41 0 0,23
252 20 465001 475000 461307 474102 12,80 21 0 0,33
hypox vs mel 430 1 11025001 | 11045000 | 11026127 | 11047843 21,72 24 1 0,22
1717 4 930001 955000 937441 948842 11,40 10 0 0,45
252 20 450001 485000 452406 482101 29,70 0 0,23
) 579 1 75001 400000 105766 184334 78,57 0 0,49
hypox vs nig
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 -
. 252 20 450001 495000 452723 493873 41,15 52 0 0,41
hypox vs pil -
308 Desonocido 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
252 20 455001 475000 457501 474102 16,60 20 3 0,33
ibe vs mel* 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
% - 257 (a) z 21660001 | 28705000 | 21661528 | 21692881 31,35 5 0 0,22
ibe vs ni
g 430 1 11025001 | 11070000 | 11027082 | 11067987 40,91 50 0 0,32
b " 257 (b) z 24425001 | 24815000 | 24452213 | 24811020 358,81 7 0 0,27
ibe vs pa
P 430 1 11025001 | 11070000 | 11027082 | 11067987 40,91 49 0 0,28
" - 308 Desonocido 90001 110000 107076 108360 1,28 0 0,34
ibe vs pi
P 404 (a) z 5185001 5680000 5490043 5678465 188,42 0 0,28




1717 4 935001 955000 942606 951535 8,93 7 0 0,42
ibe vs ruf* -

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

S 404 (a) z 5415001 5510000 | 5426205 | 5511041 84,84 8 1 0,29

412 1A 3425001 3455000 | 3425221 | 3453466 28,25 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

e 252 20 425001 475000 425093 474102 49,01 32 6 0,38

430 z 11025001 | 11045000 | 11027576 | 11044821 | 17,25 16 1 0,24

252 20 420001 475000 424921 471271 46,35 25 4 0,36

A 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

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

T 308 Desonocido | 105001 110000 108067 108347 0,28 6 0 0,40

404 (a) z 5215001 5540000 | 5219145 | 5537807 | 318,66 16 2 0,33

252 20 445001 505000 454524 495023 40,50 45 5 0,49

404 (a) 5175001 5510000 | 5184152 | 5678609 | 494,46 41 11 0,42

nig v pil 404 (b) 10745001 | 10920000 | 10745500 | 10866268 | 120,77 8 1 0,31

412 1A 3405001 3475000 | 3405519 | 3431674 26,16 21 2 0,37

567 2670001 2720000 2704885 2717594 12,71 0 0,37

1717 4 935001 955000 938281 951535 13,25 0 0,40

404 (a) 5180001 5490000 | 5216766 | 5219587 2,82 5 0 0,34

nig vs ruf* 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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252 20 450001 495000 452723 493873 41,15 25 0 0,34
pal vs pil 404 (a) Z 5185001 | 5195000 | 5186953 | 5192367 5,41 0 0,29
430 11060001 | 11070000 | 11061491 | 11063959 2,47 6 0 0,23
ol v 257 (b) z 24410001 | 24470000 | 24429207 | 24468740 | 39,53 0 0,31
430 1 11040001 | 11070000 | 11041309 | 11069932 | 28,62 39 1 0,31
il 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

*Los pares de especies contrastados se encuentran ordenados alfabéticamentegffokk en los que se encontraron los picos de divergencia se ordenaron de menor a

mayor.

#Los contrastes de pares de especies que involucrafraficolliyy S. iber@nsisse sefialan con un asterisco (*) junto al nombre del contraste.
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2.3.4 DIFERENCIACION DE LOS CAPUCHINOS DEL SUR EN BASE LOS PICOS DE DIVERGENCI/
GENOMICA

Se realiz6 un nuevo PCA basado esta vez Unicamente en el conjunto de SNPs contenidos en los picos
de divergencia que surgieron en al menos dos contrastes de pares de especikEsirEse
analizaron especificamente las zonas gendmicas de divergencidangspecies. De esta forma se

utilizé tnicamente la informacién contenida en los picos de divergencia ubicados scaftidds

252,257 (ay b), 308, 404 (ay b), 412, 430, 762 y Tabla2.3. Este PCA se bas6 en 140.764 SNPs

(no monomorficos y sin Ns) y mostré resultados similares a los encontrados en el PCA basado en
todos los SNPs del genoma, arrojando un poco mas de resolucion a las relaciones entre las especies.
Nuevamente se observéQiberaensisin superposicion con el resto de los capuchinos en el espacio
delimitado por los primeros dos componentes principales. Lo mismo ocurri& cpalustrisuna

especie con rango de distribucion medianamente restringido, aunque la misma sersiaid®CA

muy cerca deS. hypoxanthauna especie con la que comparte completamente su rango de
distribucion (es decir que la distribucion de la primera esta contenida dentro de la de la segunda;
verFigura 1.3y con la que solo difiere en su patrén déocacion en el parche de la garganta (blanco

en palustrisy canela erhypoxantha Figura 2.8. Este PCA ademas consigui6 diferenciar mejor
(aunque con solapamiento)& melanogastede S. pileata No obstante, la varianza explicada por

los primeros dosamponentes del analisis aumentd muy poco respecto al PCA basado en todos los

SNPs del genoma y continu6 siendo muy baja (PC1 =2,08% y PC2 = 1,82%).

Prestando especial atenciébn a los picos de divergencia encontrados en los contrastes que
involucraron aS ruficollisy S. iberaensiglas dos especies de capuchinos que no habian sido
incorporadas en los andlisis previos) se complementaron los resultados reportadofadtd®.3

y en laFigura 2.13ealizando PCAs individuales de los picos de divergeneiawrgieron en los
contrastes que involucraron especificamente a alguna de estas dos especies. En general, se encontrd
que la variabilidad explicada por los dos primeros componentes aumento al restringir los analisis
solo a picos individuales de divergen@igura 2.1 Los PCAs de picos individuales mostraron

relaciones similares a las halladas por Campagna et al. (2017).
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Figura 2.13PCA construido en base los SNPs contenidos en los picos de divergencia gendmica que existen entre las
especiesEn tdal se usaron 140.764 SNPs (109 individuos, siete especies). Otros detalles coffig@rala.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 eadaffolds 252, 257 y 17178. ruficollis

S. iberaensise agruparon juntas, distinguiéndose 8emelanogasteen los picos de loscaffolds

252 y 257a, y d&. palustrieen el pico dekcaffold257b Eigura 2.14. En cambio, en el pico del
scaffold430 se ubicaron en diferentes grupos. Asi misgauficollis/ S. iberaensise agruparon

con otras dos especies del grupo con las que poseen mayor solapamiento geografico en el noreste
argentino 8. hypoxanthg/o S. palustris en varios picosstaffolds 252, 308 y 1717); aunque en

otros se hallaron notablemente diferenciadas (como en los picos deédfolds 404 y 430Figura

2.14). Algo similar se observd para las especies geograficamente aisladas y de distribucion
restringida (comaoS. melanogastey S. nigrorufd Estas especies se distinguieron del resto en
algunos picos (com®. melanogastegn el pico dekcaffold252 yS. nigrorufeen el pico descaffold

308), pero se agruparon con varias especies en otros (como sucedio en los picazdidis 430

y 1717;Figura 2.14. Estos resultados, sumados a los de las secciones anteriores, sugierkrs

picos de divergencia observados entre las especies no dependerian de la relacion entre sus
distribuciones y solapamiento (como uno podria esperar si hubiese un intenso flujo génico en las
zonas de simpatria), sino principalmente de las diferemdgasoloracion entre las especies y los
atributos especificos de cada regiébn genémica de divergencia y los genes presentes en estas

regiones (o ligados a las mismas). La seccion siguiente explora justamente esta cuestion.
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Figura 2.14 Graficos de PCA individuales basados en los SNPs contenidos en los picos de divergencia gendmica de los
contrastes que involucraron &. ruficollisy S. iberaensisLos picos se identifican de acuerdo al nimero desdagfolds

en los que se encuentraRara mayor claridad, solo se ilustran en cada gréfico las especies que se distinguieron en dichos
picos al realizar los contrastes. Otros detalles como &iglara 2.11

2.3.5 EXPLORACION DE LOS PICOS DE DIVERGENCIA ENCONTRADOS EN LOS CONTRASTES DI
PARB 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 (x50 kb). Desde una
perspectiva general basada en todos los contrastes realizados se observd que las regiones de
divergencia mas amplias se ubicaron en doaffolds 404 (pico a de dichscaffold 494, 5 kb,

cromosoma Z), 257 (pico b de dicuaffold 393,7 kb, cromosoma Z) y 36&88,3 kb, cromosoma

1). Encambio,losscaffolds 308 (cromosoma desconocido), 1635 (cromosoma 6) y 118 (cromosoma
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2) incluyeron las regiones de divergencia méas acotadas (1,3kb, 2kb y 2,83kb respectivaatdate;
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 enyaeasotros en estudios previos de otros

grupos taxondémicos) y 17 tienen funciones desconocitiablé 2.3

Varios resultados destacan el rol prominente de los genes relacionados con la coloracion en la
diferenciacién entre las especies del grupo. En erilngar, siete de los 15 picos de divergencia
encontrados contienen o estan cerca de genes vinculados con la melanogénesis u otros aspectos de
la coloracién, incluyendo un total de diez de dichos genes. La lista de genes y su funcion se detalla
en laTabhk 2.3 Todos estos genes han sido sefialados repetidamente en otros sistemas avianos de
divergencia reciente que difieren también en caracteres de coloracion (Uy et al. 2016, Toews et al
2016, Stryjewski et al. 2017, AboliAbols et al. 2018). Ademas, Ipisos de divergencia genémica

gue se observan con mayor frecuencia entre los contrastes de especies son justamente los que
incluyen genes de la melanogénedialfla 2.3. Por ejemplo, el pico detaffold252 aparecié en 11

de los 21 contrastes y ademaspento el valor promedio destpor ventana mas alto (0, 88). Este

pico contiene al geASIR un gen conocido de la melanogénesis que induce la produccion de
feomelanina (generando la expresion de tonalidades rojizas y amarillentas en las plumas) en lugar
de eumelanina (que otorga tonalidades marrones oscuras y negras; Oribe et al. 2012). Por dltimo,
todos los contrastes de pares de especies en los que se observaron picos de divergencia genémica

involucraron por lo menos un pico asociado directamente condanogénesisTablas 2.3/ 2.3).

Cabe destacar que mas alla de los numerosos genes vinculados a la coloracion, se encontraron otros
genes (44 en total) que poseen funciones conocidas no relacionadas con el color del plumaje, sino
con otras funciones o caminos metabdlicos, como por ejeriaplda de sefalizacion de receptores

de andrégenos (gePNAJAlscaffold762), el desarrollo de la corne@QL8Al1scaffold3622) y la
sefializacion cerebraNETO2scaffold762). Investigar en profundidad esta diversidad de funciones
encontradas en losemes no asociados a coloracion excede los tiempos y los objetivos de esta tesis,
por lo que los resultados que se reportan aqui se concentraron en describir fundamentalmente la
funcionalidad de aquellos genes asociados con la coloracién y quedan plantsidasotras
posibles diferencias entre las especies para su profundizacion a futuro (genes listados también en la
Tabla 2.3.
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Tabla 2.3Picos de divergencia hallados en los 21 contrastes de pares de especies detallados a nivel3goipalican
los genes encontrados en las regiones comprendidas&kbrespecto del pico y se describe la funcién de aquellos genes
vinculados directamente&on la melanogénesis o asociados a la coloracion (aquellos destacados en negritas). Otros

detalles como en ldabla 2.2

Fst
Tamafio promedio N° de Genes en la Funcion de los genes
del picode | mas alto contrastes en region de relacionados con la
Scaffold| Cromosoma| . . . . .
divergencia| para las los que divergencia melanogénesis (o la
(kb) ventanas de aparece (= 50kb) coloracion)
5kb
118 2 2,83 0,65 1 TEXIO, M.SANTD -
desconocido(1)
ASIP Induce a los
melanocitos a
EIF2S2ASIP S|ntet|eznalrufge§:r:jzlamna
252 20 72,3 0,88 11 AHCY ;
. eumelaninaAHCY
desconociddgl) .
Esta asociado con la
calidad de los
melanocitos
TYRP1Enzima
257 (a) z 37,9 0,73 4 TYRPILURAPILL| fundamental para la
sintesis de melanina
MLANA ERMP1, MLANA Vital para la
KIAAL432, CD274 formacion de
257 (b) z 393,7 0,59 3 JAK2, JAK3, RCL| melanosomas en
AK3, CDC37L1, estadio Il
desconocidos (11
308 Desconocido| 1,3 0,75 3 ELAC1, ME2 -
CAPSL, IL7R,
SPEF2, PRLR,
404 (a) Z 494.5 0,63 6 BRIX1, RAD1, -
RAIL4, CLQTNFS melanogénesis
AMACR,
SLC45ARXFP3
404 (b) z 120,7 0,60 1 NDUFS4, FST -
412 1 48 0,67 2 - -
HERC2regula &@DCA2
OCA2transporta un
430 z 53,7 0,63 10 HERC2, OCA2 precursor de la
melanina durante la
melanogénesis
567 2 12,7 0,75 1 desconocido (1) -
579 1 78,6 0,75 1 - -
NETO2, DNAJAL
DNAJA2, GPT2,
762 11 26,3 0,68 3 C160r87, -
desconocido (1)
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1635 6 2 0,58 1 ZNF703 -

CAMK2D Importante
ANKRD17, ALB,| para la comunicacion

RASSF&AMK2D celular durante la

melanogénesis

1717 4 18,8 0,77 6

TBX19, GPR16Mo se

TIPRL, GPR161 asocian con la

TTF2. CPOX melanogénesis
3622 1 388,3 0,72 1 ! " | directamente, pero si

ST3GALS, se vinculan con
COL8AIDCBLD2,
trastornos de la

desconocidos (2) . L
pigmentacion.

TBX19, SFT2D2

2.3.6. DISTRIBUCION DE LOS SNPs CON VALOREBXDEN =y p 9b [h{ tL/ h{ 59
GENOMICA QUE INVOLUCRARGNRUFICOLLYS. IBERAENSIS

Mas alla del analisis 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 involucrarorSa ruficolliy S. ibeaensis Complementariamente a la informacion
proporcionada en |Tabla 2.3se analizo la posicion de los SNPs hallados en los contrastes de pares

de especies que tuvieron valoresléstx, n >y p @

En las regiones asociadas con la via de la producciéeldaimas los SNPs con valoreddex n zy p

se distribuyeron en la mayoria de los casos cerca de genesyddaogénesigpero no sobre los

mismos Figura 2.1% Los SNPs se encontraron en regiones presumiblemente regulatorias, como
sucedid en los picosedlos scaffolds 252 y 404, o bien sobre genes que regulan genes de la
melanogénesis, siendo un ejemplo varios de los SNPs encontrados en el @icaffdédi430, que

se ubicaron sobrelERC2regulador del gen de lmelanogénesi©CA2. Esto es consistentmn lo
encontrado por Campagna et al. (2017). En una menor proporcion de casos, sin embargo, los SNPs
se posicionaron directamente sobre los genes de la melanogénesis. Por ejemplo, varios SNPs de los
contrastesS. iberaensigsS. melanogastey S. ruficdlisvsS. melanogastese ubicaron sobréYRP1

en el pico descaffold257a, y algunos SNPs de los contraStaberaensigsS. palustrig S. ruficollis

vsS. palutrisse encontraron sobrLANAen el pico descaffold257b (verFigura 2.1%. Este patbn

de sitios variables dentro de los propios genes también se observé 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 dichasciprsgs se encontraban en regiones

intrénicas (no codificantes), o que podria estar ocurriendo también en este caso.
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En cuanto a la distribucion de los SNPs con valoreBstlgy, n>Xyp O2y (iSyAR24a Sy f
vinculados con genes de maelanogénesislos SNPs parecieron distribuirse en areas mucho mas
restringidas dentro de las regiones de divergencia (algo muy evidente en los picoscaffioiss

308 y 1632Figura 2.18. Esto sugiere que las diferencias entre las especies se darian en estos genes
en sitios mucho mas especificos y menos variables de cada gen. En particular, quisiera destacar el
pico delscaffold762, en el cual varios SNPs del contr&struficollizrsS. nigrorufdmuchos de ellos
fijados,Fst =1) se encontraron sobre el g&PTZy otro gen con funcién desconocid®PTZs un

gen que codifica una enzima mitocondrial que en humanos se asociadisodpacidad intelectual

no sindromicgo NSID), untrastorno 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 region estan relacionadas con diferencias compottdes, quizas
asociadas al canto y/o a otras caracteristicas que difieren entre las especies y aun no han sido

indagadas.

2.3.7. RELACION ENTRE DIVERGENCIA GENOMICA Y DE COLORACION EN LOS CAPUCHINOS
En primer lugar, se construy6 una matrizdistancia basada en el nimero de parches del plumaje

en los que se diferencian los pares de especies contrastkipsd 2.17. S. nigrorufdue la especie

de capuchino que mostré mayor divergencia en la coloracién de los parches de plumaje (difiriendo
siempre en entre cinco y seis parches con las otras especies del figpo 2.17. En cambioS.
hypoxantha$S. palustriy S. ruficolligueron las especies que difirieron entre si en la menor cantidad

de parches del plumaje (solo se diferenciaron epagthe de la gargant&igura 2.17.

Para analizar la relacion entre la diferencia genémica y la diferenciacion en la coloracién de los
parches del plumaje se utilizaron por un lado las medidas ya calculadasSexcd&n 2.13la

comparacion global déstentre genomas para los 21 contrastes de especies y el porcentaje de
ventanas elevadas (cofst)x nXHO Sy RA OK 2idcorp@a&of licokkraa iuévasd & a s
estimaciones de divergencia genémica: el promedio y la mediafatdee mostraron las ~200 mil

ventanas de 5kb obtenidas para los 21 contrastes de pares de especies realizados y el promedio y la
mediana dedxyque tuvieron las ~40 mil ventanas de 25 kb de dichos contrastes. El valor promedio

de Fstde todas las ventanas de 5kb fue 0,006 (SD = D),@82lecir que como se puede esperar fue

superior al valor obtenido con el andlisis globradtE 0,0036). Consistentemente, se obtuvieron
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Figura 2.15Picos de divergencia vinculados directamente con la melanogénesis (y susegcolindantes £50kb) en los contrastes que involucra® auficollisy S. iberaensis

Los puntos representan SNPs individuales con valorésie nXyp® 9f O2f 2NJ RS f2a Lldzyi2&8 AYyRAOI St O2yiN}adsS RS
extremo superior izquierdo). Los genes que participan directamente de la agglaasis se representan en rojo, los genes vinculados con la coloracién (no exactamente con la
melanogénesis) se muestran en verde. El simb@lbdce referencia a genes con funciones desconocidas.
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Figura 2.16Picos de divergncia no vinculados con la melanogénesis (y sus regiones colindantes +50kb) en los
contrastes que involucran &. ruficollisy S. iberaensisLos puntos representan SNPs individuales con valoréstde
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extremo superior izquierdo). Otros detalles como efizura 2.15

también \alores levente superiores para cada contraste al considerar las ventanas a los
estimados globalmente y reportados enSaccién 2.12Figura2.18.a comparar con l&igura

2.12). La mediana déstmostré por su parte diferencias mas pronunciados entrepkres de
especies contrastadog-igura2.18.5 comparar con l&igura 2.12 y un valor promedio al
considerar todasas 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 maranyi el paiS. melanogasterssS.
nigrorufa continué siendo el de mayor diferenciacion genémi€st promedio = 0,0098;
mediana deFst= 0,0068) y logontrastesS.hypoxanthars S. palustrisy S.hypoxanthavs S.
ruficollisfueron los quepresentaron menor diferenciacion genomidas{promedio = 0,0026 y
0,0022 respectivamente y mediana Bst= 0 en ambos casoBjgura 2.18. Finalmente, para

todos los contrastes realizados el promedioy 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 mostré valores individuales muy

similares para todos los contrastéddgura 2. 19

N° de parches

de divergencia rufi \
- .
012345€6
o
pil \
=
SIK N
o W
ibe \
ax
o W
<
\ - L

Figura 2.17Cantidad de parches en los que se diferencian las siete especies de capuchinos del sur estudiadas en la

tesis.9 Yy dzy I Nhehthap?2 &3 LX¥dIzBaiGNF Sy OFRIF OStRF tIF OFIyGdARFIR RS
espalda, rabadilla, abdomen, garganta; ver Figura 2.8) en los que difieren las siete especies de capuchinos estudiadas

en este capitulo cuando se contrastan de a pares. En uiegtadie blanco a rojo, el fondo de las celdas representa

el nimero de parches diferentes en forma creciente (indicado en la escala, blanco = 0 parches diferenciados y rojo

6 parches diferenciados). Junto a la abreviatura del epiteto especifico de saelzieese muestran ilustraciones de

las mismas (veFigura 1.4para un mayor detalle de las mismas). llustraciones por Jillian Ditner.

Las pruebas de Mantel calculadas utilizando las matrices de distancias basadas en el nUmero de
parches dediferenciacion entre las especiefidura 2.1 y las cuatro estimaciones de
divergencia genémica asociadas con el estim&db(Figuras 2.112.12y 2.18) indicaron que

en todos los casos la diferenciacion genotipica correlaciona positivamente cogrdéandidcion

en la coloracion de los parchesde plum@ie{ n>nH Sy G2R2& f2a OFaz2aoo
més fuerte ocurri6 al comparar la divergencia en los parches de plumaje con elFgalor

promedio global de cada par de especigs(0,73p= 2%, mientras que la correlacion menos
pronunciada surgié al contrastar la divergencia en coloracién con el porcentaje de ventanas

elevadas en cada contraste? € 0,56,p = 0,01;Figura 2.2). Por el contrario, las pruebas de
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Mantel calculadas en basalaypara las ventanas de 25 kb de cada contraste como estimadores

de distancia gendmica no mostraron uc@relacionsignificativacon la coloracion. De hecho, e

inversamente a lo esperado, la diferenciacion en los parches del plundajenyostraron una

correlaciéon negativa no significativd €-0,32 para la medianf = 0,33 para la mediang;> 0,08

en ambos casogigura 2.2).
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Figura 2.18:Estimaciones deFst basadas en los valoreEst promedio obtenidos para cada ventana de 5kb
contrastada (~200 mil en total) en los 21 contrastes de pares de especies realizad@e (Aflica en las celdas el
valor promedio deFstque tuvieron todas las ventanas de 5kB) §e indica en las celdas lediana deFstque

tuvieron las ventanas de 5kb. Otros detalles como dfidara 2.17
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Figura 2.19 Estimaciones dalxy basadas en los valoredxy promedio obtenidos para cada ventana de 25kb
contrastada (~40 mil en total) en los 21 contrastes de padesespecies realizados. (e indica en las celdas el
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valor promedio dedxy que tuvieron todas las ventanas de 25kB) $e indica en las celdas la medianaddg que
tuvieron las ventanas de 25kb. Otros detalles como éfigara 2.17
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Figura2.20 Correlacién entre la divergencia genémica y la diferenciacién fenotipica (coloracién de los parches de
plumaje).(A) Divergencia gendmica estimada comé-sipromedio global(B)divergencia genémica estimada como

el porcentaje de ventanas elevaddsts  n (T )givedgencia genémica estimada comd=stpromedio de todas las

ventanas de 5kb(D) divergencia genémica estimada como la mediag-dede todas las ventanas de 5kb. En cada
grafico de correlacién se indica la direccién y fuerza de lalegiém (2) asi como la significancia de la misma (

Cada punto en los graficos 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 elevadaesento el contraste

de pares de especies; en cambio para B se colorean en un gradiente cuya tonalidad depende Egipraloedio

de cada contraste (sefialado con un asterisco rojo).
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Figura 2.21 Correlacion entre la divergencia genémica (estinmms dedxy) y la divergencia en la coloracion de

los parches del plumajeSe muestra la divergencia gendémica estimada como el prontegide todas las ventanas

de 25kb (~40 mil ventanas) en cada contraste de pares de especies. Se indica la direccion y fuerza de la correlacion
(r2) asi como la significancia de la mismia@ada punto en los graficos representa un contraste de pares deiespe

Los puntos se encuentran coloreados en un gradiente cuya tonalidad depende del valor de rdgdizera todas

las ventanas de 25kb contrastadas (indicado en la leyenda).

2.4. CONCLUSIONES

En este capitulo se realizaron los analisididergencia gendémica de los capuchinos del sur mas
completos hasta la fecha, incorporando dos especies que no habian sido contrastadas hasta el
momento . ruficollisy S. iberaens)s sumando nuevas secuencias 8e hypoxanthay
realizando analisis de aetacién entre la divergencia gendmica y la diferenciacién en la

coloracién de las especies

En términos generales, los resultados obtenidos son consistentes con los reportados por
Campagna et al. (2017), pero el mayor muestreo taxonémico y los nuegbsisapermiten

ampliar las conclusiones obtenidas en aguel momento. En primer lugar, se encontré que, a pesar
de poseer una marcada diferenciacién fenotipica en su coloracién y sus vocalizaciones, los
capuchinos no pueden separarse claramente entre sbase a su ADN ya que difieren
genéticamente solo en un pufiado de regiones (15 picos de divergencia en total) de tamafo
pequefio (Unicamente el 11% de los picos superdé las 100kb). Estas regiones estan
mayoritariamente asociadas con genes de la coloraciongue un 70% de los picos de
divergencia incluyen genes asociados a la sintesis de melamina. Ademas, dichas regiones se
repiten entre los diferentes contrastes de pares de especies, pero en distintas combinaciones.

Por ultimo, el contar con mas especies rpéid contrastar por primera vez en el grupo la
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divergencia genética entre las especies con la diferenciacion en la coloracion del plumaje,
evidenciando una clara correlacion positiva entre ambos. Estos resultados y sus implicancias se

dicuten en mayor detlle a continuacion.

Dado que las especies de capuchinos del sur no pueden separarse en base a su ADN neutro (no
presentan monofilia reciproca como resultado de su reciente divergencia y posible hibridacion;
Lijtmaer et al. 2004, Campagna et al. 2010, 202015), se utilizaron tres aproximaciones
distintas para evaluar si era posible separarlas en base a sus genomas completos: 1) utilizando
todos los SNPs del dataset (més de 30 millones de sitios variantes), 2) en base al conjunto
especifico de SNPs contdos 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 region. Las dos primeras aproximaciones
permitieron se@rar del resto solamente a algunas de las especies, siendo notabl&.que
iberaensis una de las especies con distribucién restringida, es la que mas claramente se
diferencia (vefFiguras 2.1¢ 2.13). Es relevante tener en cuenta gBdberaensies una de las
especies mas muestreadas en el set de datos (21 ejemplares representados) y por ende este
resultado no se deberia a que especificamente se hubiesen secuenciado unos pocos individuos
que por azar pudiesen presentar mas diferentesperto de las demas especies. Del resto de

las especies, aquellas que tienen distribucidn geografica acotadse(@ogasterS. nigrorufa

y S. palustrispudieron diferenciarse un poco mas entre si. De todos modos, y hasta cierto punto
con la excepcionalS. palustrisestas especies se superpusieron en su variacion con aquellas de

distribucion mas extens&( ruficollisS. hypoxanthg S.pileata).

Los PCAs individuales de cada pico de divergencia gendmica elevada si permitieron en cambio
separar comayor claridad a las especies que divergen en dicha regién. En este caso, las especies
se separan en base a sus diferencias de coloracion, y no en rekd@nextension o
solapamiento de su distribucion geografi€sto es l6gico, ya que los picos justate incluyen

genes asociados a diferentes pasos de la sintesis de melanina y asi las especies que se diferencian
en un dado pico es esperable que se diferencien también en algin aspecto de su coloracion.
Esto sugiere de todos modos que la hibridacion etds especies, de existir, es acotada y que

hay un rol de la seleccion (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 ge constituyen islas de divergencia dentro de un "mar genémico" de muy baja
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diferenciacién (comparar laBablas 2.3/ 2.3 con lasFiguras 2.1Y 2.12). De hecho, a pesar de
haber incorporado dos nuevas especies de capuchinos del sur a los contrastescgsnomi

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 gendmica hallados origima@mEabla 2.2. Esta
reduccién en el numero de picos de divergencia pudo haber ocurrido por haberse incorporado
nuevas secuencias & hypoxanthae individuos heterocigotas para las regiones que en este
trabajo no presentaron diferencias. La incorpoéacde heterocigotas afectaria los valores de
Fstde los contrastes que involucrarorSa hypoxanthgorque Fstes un estimador que calcula

la diferencia genética entre las poblaciones en funcion de las frecuencias alélicas de las mismas
(Weir & Basten, 199). De hecho, en una indagacién rapida de estos individuos para algunas de
las regiones divergentes ausentes en este trabajo se corrobord que varios de los individuos
incorporados eran heterocigotas. Por otro lado, el umbral de significancia adoptado por
Campagna et al. (2017) para seleccionar ventanas elevadaBstz 0,2, es decir levemente
mayor que el estimado para el dataset de esta tds&< 0,19), por lo que algunas ventanas
pueden haber quedado desestimadas, conllevando a la exclusién degsgjoe estrictamente
podrian haberse considerado divergentEs. relacién comsto, es interesante sefalar también

gue el numero de regiones divergentes que cumplié con por lo menos uno de los criterios de
seleccién establecidos en la metodologia fue 28eg mayor que el niumero de picos de
divergencia que se reporta finalment€abla Suplementaria 2)1 El 50% de dichas regiones se
excluyo por no poseer al menos 5 SNPsksimdividuales elevados y el 7% quedo fuera por no

comprender por lo menos dos n&nas de divergencia elevaddsabla Suplementaria 2)1

Las comparaciones entre pares de especies mostraron en cuantos y cuales de estos 15 picos de
divergencia se diferencia cada uno de ellos. De manera consistente con lo encontrado por
Campagna et a(2017),S. melanogastey S. nigrorufglas especies del grupo geograficamente

mas acotadas y distantes entre si, ¥égura 1.3 fueron las que arrojaron mayor divergencia
gendmica (difirieron en 6 regiones gendmicas y fueron las que presentaron un Mmstyor
promedio y un mayor porcentaje de ventanas elevadadila 22 yFiguras 2.1y 2.12). Por el
contrario, las cuatro especidgcales de esta tesiS( hypoxanthaS. palustrisS. ruficollisy S.
iberaensi¥ que son altamente simpétricas y en el caso de las tres primeras difieren Gnicamente
en el color de su gargantBiguras 1.3 2.17), fueron las que menos divergieron geicétmente.
Dependiendo de la medida considerada, varian los pares de especies que presentan la menor
divergencia, pero en todos los casos involucran a estas cuatro espietids 2.2y Figuras 2.11

y 2.12). En particular, dos de l@®@mparacioneentre esta especies (el pa. iberaensis y S.
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ruficollisy el parS. hypoxanthy S. palustrisno han presentado ningin pico de divergencia
(Tabla 2.3, llevando a un extremo el hecho de ser las especies menos diferenciadas. Debe
considerarse, de todos modos, gleeausencia de regiones definidas de divergencia en estas
comparaciones se relaciona con lo mencionado en el péarrafo precedente. Es decir que hay
regiones diferenciadas entre estas especies, pero ninguna que cumpla los dos criterios para ser
consideradadrmalmente una region ddivergenciaelevada (comparar [@abla 2.2y laTabla

Suplementaria 2.1

Més alla del grado de diferenciacion entre las especies, es relevante analizar cudl es la posicion
de las regiones divergentes y qué genes incluyen. Caects a la ubicacion de los picos de
diferenciacion, alrededor de un tercio los mismos se ubico en el cromosoma sekahlas Q.2

y 2.3), un resultado congruente con lo reportado por Campagna et al. (2017). Esto es consistente
con la mayor tasa evolutivpresente en los cromosomas sexuales y su rol prominente en la
especiacion y, en particular, en el desarrollo de mecanismos de aislamiento reproductivo
(Haldane 1922, Coyne & Orr 1989, Price & Bouvier 2002, Lijtmaer et al. 2003; ver revision
extensiva enUy 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 pafético (incompatibilidades de Dobaisky

Muller que llevan a la inviabilidad y esterilidad hibridan este caso los genes comprendidos
dentro de los picos de divergencia se relacionan principalmente con diferencias en la coloracion
entre las especies, promoviendo asi el aislamiento repetdo precigético (previene el
apareamiento entre individuos de diferentes especies del grupo). EI mayor efecto del
cromosoma Z y consiguiente importancia en la radiacion de los capuchinos del sur no es
sorpresivo de todos modos, dada su mayor tasa ewalusu supuesto rol mas relevante en la
evolucion de genes expresados diferencialmente entre machos y hembras, y la mayor exposicion

de sus genes a la seleccion sexual (Uy et al. 2018).

En relacién con la informacion contenida dentro de las regionesgbntes, debe destacarse

que un 70% de las mismas incluia genes relacionados nwidaogénesi$ASIPOCA2HERC2
TYRPIMLANASLC45AZAMK2DTabla 2.3, que ademés han sido repetidamente vinculados

con la variabilidad en la coloracion de aves y mamiferos (Visser et al. 2012, Toews et al. 2016,
Uy et al. 2016, Abolir&bols et al. 2018, Xu et al. 2019). Si bien este resultado en si mismo no
es novedosoaspecto a lo mostrado por Campagna et al. (2017), refuerza la nocion de que son

justamente los genes asociados a la produccion 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 Unica catiaeteri
morfoldgica diferente entre sus especies.

Mas alla de los genes involucrados en la melanogénesis y su regulacion, hubo muchos otros
genes en las regiones de divergencia cuya funcién no se vincula con la coloracion (Baxter et al.
2019;Tabla 2.3, Figras 2.15y 2.16). Las funciones de dichos genes se encuentran asociadas,
por ejemplo, con el desarrollo neuronal y de las gbnadas, y con diferentes vias de sefalizacion
(entre otras). Estudios futuros podran apuntar a resolver si estos genes regulagjgpqio)
caracteres comportamentales de los capuchinos (como el canto, o la actividad migratoria) u otro
tipo de caracteres de divergencia no descriptos aun en el grupo. Alternativamente, la presencia
de estos genes en los picos de divergencia podria teciomarse con ninguna funcién
diferenciada entre las especies, sino simplemente con la cercania fisica entre los mismos y los
genes de coloraciéon (al menos en el caso de los genes incluidos en las regiones de divergencia
que también poseen genes relaciawes con la melanogénesis). Dado que la mayoria de los SNPs
encontrados en este estudio no se ubican en los genes en si mismos sino en zonas circundantes
(ver a continuacion), resolver esto no es trivial, ya que en base a los resultados del presente
capitub no es facil saber si efectivamente existen diferencias entre las especies del grupo en la

regulacién de estos genes no asociados a la coloracion.

La exploracion minuciosa de la distribucion de los SNPs con valdestirttividuales elevados

dentro delas regiones de divergencia reveld 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 2.16). M&s aun, si bien algunos SNPs significatse ubicaron en los

genes en si mismos, estudios previos mostraron que dichas posiciones corresponden
principalmente a intrones o, en caso de estar en los exones, implican cambios sinénimos
(Campagna et al. 2017, Turbek et al. 2021, Capitulo Il déesssq Esto sugiere que las zonas
diferenciadas entre las especies no corresponden a las regiones codificantes de los genes de
coloracién, sino a sus zonas regulatorias. Esto es muy relevante desde un punto de vista
evolutivo, ya que dichas regiones t@nmmenos limitaciones para variar y por ende este sistema

puede haber facilitado la rapida divergencia de las especies del grupo (Martin & Orgogozo 2013).

Los andlisis de la relacién entre la diferenciacion genémica y la divergencia en la coloracion de
los capuchinos del sur arrojaron una correlacion positiva y significativa cuando se Uttiz6 a
como indicador de la diferenciacién gendémica entre las espdeigsré 2.2). En concreto, una
mayor diferenciacion gendmica entre las especies se asociarcarayor numero de parches

de coloracién del plumaje diferentes entre los pares de especies de capuchinos del sur. Asi, en
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un extremo de la correlacion se observan los contrastes editdeypoxanthaS. palustrigy S.
ruficollis(las especies focales de adesis, que se diferencian en un Unico parche de ctdor
garganta 'y que ademas presentan la menor divergencia genémica), y en el otro extremo los
contrastes entreS. nigrorufay S. melanogasteflas especies que difieren en la mayor cantidad

de parchedel plumaje y que tienen a su vez, mayor divergencia gendmica). Las estimaciones
genomicas basadadxy, por el contrario,no fueron significativasF{gura 2.2 Este era un
resultado esperable ya quixyes un estimador muy sensible a las presiones decsi&n y al

efecto de los barridos selectivos (Han et al. 2017), un fendmeno registrado ampliamente dentro
del grupo (Hejase et al 2020). De hecho, las estimaciones en tabyma mostraron patrones

de diferenciacion entre los distintos pares de espgciontrastados, y tuvieron valores similares

para todos ellosKigura2.19.

Debe aclararse que esta correlacién es de todos modos una primera aproximacion al analisis de
la asociacién a nivel de todo el grupo entre la genéticacplel,ya que no tiee en cuenta de
manera concreta las distribuciones de las especies y justamente hemos visto en los resultados
gue éstas también pueden influir. De hecBohypoxanthgS. palustriy S. ruficollisdemas de

diferir tnicamente en la garganta poseen distglmnes ampliamentesuperpuestagnientras

gueS. nigrorufay S. melanogastesidemas de ser las especies que mas difieren en su coloracion
poseen distribuciones acotadas que no solo no ssgerponen sino gue son las dos
distribuciones mas alejadas entre si en el grupo. Futuros andlisis deberan contemplar el efecto
de estas vaables geograficas que pueden interferir en el andlisis de la correlacion entre
gendémica y coloracién. Dichos analisis ademas podrian explorar la correlacion entre la
divergencia genomicay la diferenciacion en otros caracteres morfolégicos o comportagsental
Por ejemplo, seria de particular relevancia estudiar qué ocurre en este sentiddagon
vocalizaciones, ya que el canto es el otro caracter fenotipico fundamental para el
reconocimiento de individuos homoespecificos en el grupo (Benites et al. 20békTet al.

2021). Asi, analisis que contemplen la rela@éire la variaciéon genémica y estas diferentes
variables fenotipicas y geograficas podran arrojar luz sobre el papel que han tenido los procesos
biogeograficos y las diferentes presiones de sébecsobre la arquitectura genémica del grupo,
permitiendo ademas analizar en mas detalle cuales han sido los mecanismos especificos

involucrados en su radiacion.

Los resultados de este capitulo 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 comprension de la diversificacion y
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evolucién dentro de los capuchinos del sur y el rol de la coloraciénatdeter fenotipico
fundamental para el reconocimiento entre las especies del grupo (Turbek et al. 2021) que
ademas se encuentra frecuentemente asociado con eventos de especiacién en aves (Gomes et
Ffd HanmcI t NAOST2I f RYIlIY Silesultadod plantean mregcer@uio LIS ONF A
en el que las especies se diferencian entre si en un pufiado de islas de divergencia asociadas
principalmente con genes de taelanogénesisque emergen en diferentes combinaciones en

las distintas especies del grupo. CHdflivergencia ocurre en las regiones regulatorias de los
genes y muestra una asociacion con el grado de diferenciacion en la coloracién del plumaje entre
dichas especies. Estos resultados sustentan la hipotesis de que el grupo habria diversificado a
partir de una poblacion ancestral grande y altamente polimérfica, que rapidamente bajo
presiones de seleccién (principalmente sexual) se habria diferenciado en las distintas especies
del grupo. Un aspecto relevante de este sistema es que la radiacion evohliia transcurrido
rapidamente no solo por involucrar diferencias en sitios regulatorios no codificantes, sino
ademas por la modularidad del sistema (existe un conjunto acotado de parches que varian de
acuerdo a la combinacién de variantes genéticas da eagecie; Campagna et al. 2017, Turbek

et al. 2021, este capitulo). Esta ultima permite que nuevas combinaciones de variantes (por
ejemplo,por hibridacionpoco frecuente) generen la aparicion de nuevos morfos de coloracion
que, a su vez, por selecciéon sak no se reproduzcan con los anteriores y comiencen a
diferenciarse, generando eventualmente nuevas especies sin la necesidad de nuevas

mutaciones y el tiempo gque esto conlleva.

Como se comenta en los parrafos precedentes, para poataprender de modo mas acabado
estos mecanismos evolutivos asociados a la coloracién es necesario refinar algunos de los
andlisis y avanzar con enfoques aun no utilizados. Por ejemplo, se debe lograr definir de manera
mas precisa cual es la relacion enfae regiones gendémicas individuales, su combinacion y la
coloracién de los diferentes parches de plumaje de los capuchinos. Esto permitiria comprender
mejor como es la modularidad en el sistema, cémo algunas variantes afectan unos parches y no
otros y de @ié genes (0 sus combinaciones) dependen los diferentes colores que aparecen en

cada parche puntual. Sobre esto trata justamente el proximo capitulo de la tesis.
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CAPITULO llIBAE GENDMICA DE LOS PRONES DE COLORACION DE LOS
CAPUCHINOS DEL SYRSUS IMPLICANCIA®RBYTIVAS

3.1. INTRODUCCION

3.1.1 LA COLORACION Y SU ROL EN LOS EVENTOS DE ESPECIACION

Lacoloracion tiene un papel fundamental en diversos aspectos fisioldgicos de los animales, tales
como la fotoproteccién y la termorregulacion, y contribuye de manera fundamental en un
aspecto central del comportamiento: la comunicacion (Cuthill et al. 2@&t)ido justamente a

este ultimo rol clave, frecuentemente se encuentra en el centro de la escena en eventos de
seleccién natural y sexual (Hill & McGraw 2006). Ademas de ser relevantes en la comunicaciéon
en diversos contextos, tales como la estructuracdcial o la indicacién a los predadores sobre

la toxicidad que puede tener un organismo, los caracteres de coloracion tienen a menudo un rol
fundamental en la eleccién de pareja (KoeBiown, 1985). Por esta razén, cuando cambian (ya
sea simplemente vando o, aumentando o disminuyendo su complejidad) pueden contribuir

al aislamiento reproductivo preigético (Irwin & Price 1999) e iniciar nuevos procesos de
especiacion (Allender et al. 2003). De hecho, en una escala feaghativa, los cambios en la
complejidad de los patrones de coloracién pueden vincularse frecuentemente con eventos de
especiacion (Gomes et al. 2016) y correlacionarse con las tasas de espeEigai@n3 1 Hugall
&StuatC2 E HAMHE t NAOSm2 I fRYlLY S f® HAauHAnO®

3.1.2 AVANCES BNDS ESTUDIOS DE LA COLORACION ANIMAL EN LA ERA GENOMICA

A pesar de la relevancia ecolégica y evolutiva que tiene la coloracion (Cuthill et al. 2017), los
estudios sobre las bases genéticas de la misma se han visto limitados tradicionalmente al analisis
de genes candidatos en sistemas modelo (Hubbard et al. 2010). Recientemente, las técnicas de
secuenciacion de nueva generacion (NGS) han hecho posible realizar estudios genémicos
usando modelos silvestres que han incrementado notablemente nuestro conociméspecto

a la base genética de colores melanicos y carotenoideos en diversos grupos taxondmicos, y
especialmente en las aves (ver referencias en Funk & T201& y en Orteu & Jiggins 2020).

Para estudiar las basgenéticas de la coloracion se suelema@char sistemas bioldgicos con

bajos niveles de divergencia gendmica pero que poseen diferentes patrones de colaaion,

por ejemplq diferentes poblaciones de una misma especie, hibridos de especies hermanas y
radiaciones evolutivas rapidgsoews ¢ al. 2016, Stryjewski et al. 2017, Aguillon et al. 2021,

Semenov et al. 2021; ver un ejemplo eriFlgura 3.2. Estos studiossugieren que los cambios

68



@ 29

- 1.4

- 0.3/MY

Figura 3.1Cronograma de la familia Estrildida€ronograma hecho en base a 143 especies de pinzones estrildidos.
Sus tasas de especiacion fueron estimadas con modelos BAMM. En el subclado del géclenoa(representado

con ramas de colores rojizos) se observa una especiacion rapida reciente yzaesuelgrupo de estrildidos que
posee las tasas mas altas de evolucion de la ornamentacion del plumaje. Imagen tomada de Gomes et al. 2016.

en diferentes regiones gendmicas asociadas con el metabolismo de los pigmentos animales
pueden controlar la variaciébn de la coloracién y producir caracteres nuevos durante la
diversificacion. En particular, hay un pequefi@mero de genes que aparecen implicados
repetidamente en la diferenciacion del color de diversos taxones (Orteu & Jiggins 2020),
probablemente porque son casos en los cuales los cambios especificos en los genes en si mismos
0 en sus regiones regulatoriasusan pocos efectos pleiotrépicos que potencialmente puedan

ser perjudiciales (Martin & Orgogozo 2013). A menudo también cambios en un solo gen (incluso
por una Unica mutacién) pueden asociarse con la variacion uniforme del color en una gran
porcién del cugpo o en el cuerpo entero (Nadeau et al. 2006, Uy et al. 2016). Sin embargo, se
sabe mucho menos sobre como se originan patrones de coloracibn mas complejos que
impliguen multiples cambios y (en ocasiones) varios colores en diferentes parches del plumaje
(hNISdz 3 WAIIAYE HAHNZ t NAOSm2tfRYFY SO Ff® wHnH
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Figura 3.2Ejemplo de un estudio que utiliza técnicas de gendmica para explicar las diferencias de coloracién de

dos especies hermanas no modelos con una aproximacion gendémica (Toews et al. 281&n elestudio se
contrastaron las especidgermivora chrysopterg Vermivora cyanopteraconsideradndose tambiésus hibridos(B)

Los contrastes de genomas completos de hibridos de estas especies con sus especies parentales mostraron seis
regiones de divergencia gendmica elevada, cuatro de las cuales contenian genes asociados al desarrollo del plumaje.
(C)Una de stas regiones contenia al g&8IP 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 gargentzhdesoptergy V.
cyanopteralmagen tomada y modificada deews et al. 2016.

3.1.3 DIVERGENCIA GENOMICA DE LOS CAPUCHINOS DEL SUR Y SU VINCULACION CON LOS
CARACTERES DE COLORACION

Como se ha mencionado en capitulos anteriores, los capuchinos del sur constituyen un caso
excepcional de una radiacion continengablosiva y reciente, que justamente se diferencian en

sus patrones de coloracién 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 geéticas de los caracteres de coloracién y el rol que tienen los mismos durante los
procesos especiogénicos. En Campagna et al. (2017) y en el capitulo Il de esta tesis se
contrastaron genomas completos de varias especies de capuchinos del sur, encontando q
apenas un pufiado de regiones genémicas tienen niveles de diferenciacion altos. Estas regiones
de divergencia genémica usualmente se asociaron con genes vinculados a la produccién de
melanina que, como demostraron Hejase et al (2020) utilizando los det@zampagna et al.
(2017), han sido moldeados por barridos selectivos esgespecificos recientes involucrados
repetidamente en la diferenciacion de multiples especies de capuchinos. El hecho de que estas
regiones de divergencia aparezcan en multipestastes de especies (Campagna et al. 2017,

Capitulo 1) 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 combinacién de estas regiones en cada
especie (y las variantesig contienen) seria la responsable de los diferentes patrones de color

observados en el grupo.

Mas aun, dada la modularidad del sistema se puede suponer que la reorganizacion de la
variabilidad genética presente en estas regiones (por ejemplo por evdathgridacion poco
frecuentes) podria ser el mecanismo por el cual se generan nuevos patrones de coloracion en el
grupo, sin la necesidad de nuevas mutaciones. Para poder establecer esto mas claramente, asi
como para poder comprender mas cabalmente lalegién de la coloracién y su rol en la
radiacion 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 especificos delumaje.

3.1.4 ESTUDIO DE ASOCIACION DEL GENOMA COMPLETO (GWAS) PARA INFERIR LA BASE
GENETICA DE LOS PATRONES DE COLORACION EN LOS CAPUCHINOS DEL SUR

Para poder comprender la base gendmica de la coloracién en los capuchinos del sur y
comprender mejor elal gue ha tenido en la evolucion del grupo, en este capitulo se aprovechd

la alta similitud genética y la variacion discreta de la coloracién de las especies del grupo para
realizar estudios de asociacion del genoma completo (GWAS por sus siglas enBetgég)o

de andlisis implica vincular variantes genémicas con cambios en el fenotipo. En este caso se
analizé la asociacion entre dichas variantes genémicas y la coloracion de las plumas de parches
especificos del plumaje de las diez especies de camghestudiada de manera cuantitativa a

partir de la concentracion de eumelanina (EM) y feomelanina (FM). La combinacion de estas dos
variantes de la melanina justamente determina la coloracién de las plumas en los capuchinos,
ya que la EM confiere una oohcién en tonos del negro, marrén o gris, mientras que la FM

genera coloraciones amarillentas y rojizas (Galvan & Solano 2016).

Para realizar este analisis primero se midi6é la concentracién de melaninas en las plumas de los
diferentes parches de plumagn todas las especies del grupo. Con esa informacién se estudio
primero aS. hypoxanthaS. ruficollisy S. palustristres especies que varian Unicamente en la
coloracién de su garganta (Unicos capuchinos que difieren en un solo parche de plumaje) y que
constituyen 3 de las especies focales de la tesisKigrra 2.9. Se analizaron justamente en

estas tres especies las regiones gendémicas que determinan la coloracién de la garganta. Esto
permite analizar en profundidad las diferencias relacionadas cacoUparche especifico.

Posteriormente, el analisis se expandio y se llevaron a cabo analisis de GWAS para todos los
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parches de coloracidon que muestran variaciones entre las diez especies de capuchinos del sur.
Especificamente, se analizaron dos aspectoxratos y complementarios: por un lado, se
estudio si los cambios en la coloracion de los diferentes parches de plumaje estan regulados por
el mismo conjunto de genes o si cada parche esta regulado en cambio por diferentes genes o
diferentes combinacionede genes, y por otro lado se analiz6 si un mismo parche de coloracion

esta regulado por el mismo gen (o conjunto de genes) en diferentes especies.

3.1.5 OBJETIVOS E HIPOTESIS DEL CAPITULO

Este capitulo tiene como objetivos generales primdgterminar para cada parche de plumaje

de las diez especies de capuchinos del sur la concentracion de los pigmentos que dan color a sus
plumas, y segundo asociar mediante GWAS variantes genomicas con los cambios de
concentracion de los pigmentos de cadaqgbee 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 especdefo de esta tesisS(
hypoxantha S. ruficollisy S. palustris realizando analisis de GWAS que vinculen
variables gendémicas con cambios en la concentracion de EM y FM de dicho parche.

2) Evaluar si las variantes genéticas asociadas a un determinado ferdwigolor de
garganta se repiten en otras especies de capuchinos del sur que también tengan el
mismo fenotipo para dicho parche.

3) Descubrir las regiones gendémicas que se asocian con los cambios en la concentracion de
EM y FM de todos los parches de pluenpfra las diez especies de capuchinos del sur,
analisis también realizado en base a GWAS.

4) Determinar cémo y donde se distribuyen las variantes (SNPs) significativamente
asociadas a los cambios en la concentracion de EM y FM de los pargiiemdg en

las especies de capuchinos.

En el contexto de los objetivos del capitulo y los antecedentes mencionados, las hip6tesis de
trabajo son las siguientes:

H1) Los distintos fenotipos de color del parche de la garganta que exidbdgerpoxantha S.
ruficollisy S. palustrison 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 genémicas asociadas a dicho parche.
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H3) Las regioneslel genoma que regulata concentraciéon de EM y Fhe los parches del
plumaje de los capuchinos del sur son también regiones de divergencia entre las especies del
grupo.

H4) Las variantes (SNPs) genomicas significativamente asociadas a los cambios en la
concentraciéon 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 METODOS

3.2.1 CUANTIFICACION DE LAS CONCENTRACIONES DE PIGMENTOS EN LAS PLUMAS DE LOS
CAPUCHINOS

Se midio la concentracién de EM y FM de plumas de machos adultos maduros de las 10 especies

de capuchinos del sur. Las plumas fueron obtenidas de especimenes del MusexodgaZie

la Universidad de San Pablo (Brasil), con excepciés.diberaensjsde la que no hay
representantes en dicha coleccion (ni en ninguna otra a excepcion del ejemplar tipo depositado

en la Coleccion Nacional de Ornitologia del Museo Argentindd®@ ¢ OA I & bl (G dzNJ £ Sa a.
WA D RFEGALFE0 @& LIdN#uGsyiRoS coecdado¥ anrReRcSnaB y posteriormente

liberados.

Se tomaron muestras de plumas de seis parches de plumaje: garganta, rabadilla, abdomen,
espalda, coronilla y nuca (v&igura 2.9. Estos parches representan todos los parches de
coloracién de los capuchinos, con la Unica excepcion de las auriculas, que, si bien no se
incorporaron al andlisis porque no se contaba con plumas de las mismas, tienen la misma
coloracién de la gaempta en todas las especies excepto en una, y por ende se espera que los
genes que afectan la coloracién de las auriculas y de la garganta sean dificiles de distinguir por
separado. Dentro de los seis parches mencionados, las plumas de la nuca y dalk dspal
iberaensigueron las Unicas que no estuvieron disponibles, por lo que su concentracion de EM y
FM se estimé a partir de otros parches que poseen la misma coloracién: la concentracién en la
nuca deS. iberaensise estimo a partir de la nuca &nigrorufay la espalda d&. iberaensia

partir de plumas de su propia rabadilla. También se midieron estos mismos seis parches en una

hembra representativa d8. hypoxantha modo de comparacion

Para la medicion, se colectaron varias plumas de cadezhpay de ellas se conservo solo la
porcion distal pigmentada luego de cortarlas con un bisturi. Se requeria obtener entre 5y 15 mg

de plumas para el andlisis, lo que en algunos casos implic6 combinar plumas del mismo parche
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de plumaje de méas de un individ de cada especie. Por lo tanto, las medidas (64 en total)
representan la concentracion promedio de pigmento de cada parche de cada especie obtenida

de varias plumas (en algunos casos pertenecientes a multiples individuos).

El paso de cuantificacion dedrtenido de melanina fue realizado enlaktitute for Melanin
Chemistry, Fujita Health Universitgn Japén (por parte de dos colaboradores del estudio,
Kazumasa Wakamatsu y Shosuke Ito). Las muestras se homogeneizaron en agua con un
homogeneizador TeBroeck (a una concentracion de 10 mg/ml). Posteriormente se tomaron
alicuotas de 100 pl, que se sometieron a una oxidacion alcalina con peréxido de hidrogeno
(AHPO; Ito et al. 2011) y a una hidrolisis con &cido yodhidrico (Wakamatsu et al. 2002). La FM
const de dos moléculas, la benzotiazina-@1) y el benzotiazol (B2V), que se convierten en
4-amino-3-hidroxifenilalanina (4AHP) mediante una hidrélisis con &cido yodhidrico y en tiazol

2,4, acido &ricarboxilico (TTCA) mediante una AHPO, respectivamkeatEM se convierte en

acido pirrol2, 3, 5tricarboxilico (PTCA) a través de una AHPO (Ito et al. 2011). Luego del
procesamiento y tratamiento de las muestras, se midieron las concentraciones de PAR, 4

y TTCA mediante cromatografia liquida de alsohecion (HPLC por sus siglas en inglés). La
conversion de PTCA;AHP y TTCA a EM,-BW y BAM se realizé multiplicando estos
marcadores por los factores de conversidn 38, 9 y 34, respectivamente (Del Bino et al. 2015) y

se obtuvieron asi las concentianes de cada una de las 3 moléculas de pigmedfiguta 3.3.

3.2.2 ESTUDIO DE ASOCIACION DEL GENOMA CONPWARY)

La baja divergencia genética de los capuchifaespfomedio ~ 0.008; Campagna et al. 2017,
Capitulo 1) permitié realizar un estudio de asociacion del genoma completo (GWAS) para
explorar la base genética de los diversos patrones de coloracion del grupo. El método de GWAS
consiste en la busqueda de la asxion entre genotipos y una variable fenotipica mediante el
ajuste de modelos lineales mixtos univariados. Se usaron las concentradeoB&sy FM como

dos variables fenotipicas diferentes que juntas determinan la coloracion de cada parche de
plumaje. las concentraciones utilizadas fueron las calculadas de acuerdo con el procedimiento
explicado en la seccion anterior y reportado eifrigura 3.3 usandose la concentracion de EM

por un lado y la de FM por otro (obtenida esta ultima como la suma de lagmwaciones de

BT y BZ).
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S. bouvreuil 71.59;5.64;0.13
S. cinnamomea

S. hypochroma
S. hypoxantha

S. iberaensis N.d. 13.64;3.94;0.87 |  N.d. | 50.20;6.95;0.71 [RINZEAIAXY)

S. melanogaster 56.70; 10.71;1.76 27.51; 8.30; 1.27
S. nigrorufa 89.53;6.46;0.12 51.41;4.69;1.32 65.78; 4.93; 0.15

S. palustris 4.67;1.10;0.19
S. pileata CYROACREAKE] 18.24;11.32;7.89 | 9.65;7.07;2.84 7.71; 4.15; 0.95

S. ruficollis 21.09; 13.91; 5.82

S. hypoxantha (f) | 15.35;4.11;1.53 | 5.93;5.27; 2.04

Figura 3.3Concentraciones 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 heBithgptexanthagara
comparaciéon. Las concentraciones de pigmentos se expresan en pg de pigmento por mg de pluma. No se
determinaron las concentraciones de melanina para el dorso y la nu& iteraensigA) Gréafico de barras que
representa el contenido de EM (barnasrrones), BFM (barras naranjas) y #8281 (barras amarillasjB) contenido

con valores numéricos de EM,-BM y BAM (separados por punto y coma); los colores de fondo de cada celda
ilustran cualitativamente el fenotipo de color en cada parche de plarpaja cada especie.
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En general los capuchinos difieren en la coloracion de muchos parches discretos de plumaje (ver
Figura 3.3con los parches ¥igura 1.4(Capitulo 1) que muestra la variacion de patrones de
coloracién dentro del grupo pero como ya sha explicaddS. hypoxanthaS. palustrisy S.
ruficollisdifieren solo en la coloracion de la garganta (canela, blanco y negro, respectivamente,
verFigura 2.8lel Capitulo Il). Se analizaron por lo tanto primero estas tres especies para asociar
las difeencias en sus genotipos con los fenotipos del color de la garganta y ver qué regiones (y
qué genes) estan involucradas en su determinacion. Las especies se compararon primero de a
pares y luego se analizaron las tres especies juntas. En los andlisie sattuygeron datos
genomicos de machos maduros de las tres especieS (B@poxanthal2 S. palustrigy 15S.

ruficollis.

Para los andlisis se utilizo el programa GEMMA v.0.98 (Zhou & Stephens, 2014). En primer lugar,
se submuestreo el archivo VCF cdetp con los 127 individuos (data set completo, ver Capitulo

II) usando el programa VCF tools para incluir solo aquellos individuos y variantes relevantes para
el GWAS especifico (en todos los casos, se excluyeron los grupos externos y un individuo atipico
de S. hypochromaCampagna et al. 2017). En cada-3BF generado se imputaron los datos
faltantes con el programa BEAGLE v.4.1 (Browning & Browning, 2007) ya que los andlisis en
GEMMA requieren conjuntos de datos completos. Luego se transformaron ngmtas 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 incorporacion al modelo de
una matriz de correlacién interindividual e identificandoalociacion entre los SNPs y los
parches de plumaje con una prueba de Wald. La significancia estadistica de cada asociacion se
RSGSNXAYs LI AOFYR2 O2NNBOOA2YySa RS .2y FSNNRYA
para cada GWAS. En total se realizaronGW®AS y se incluyeron aproximadamente 29,8
millones de SNPs (en los analisis que incluyeron todas las especies). A este numero de
comparaciones le correspondié un nivel de significancidodgp) = 10y, por lo tanto, se adoptd

este valor como un umbrabaservativo comuan en todos los GWAS, incluidos los del parche de

la garganta aun cuando involucraron solo a un par de especies y un menor nimero de SNPs.

Los resultados se muestran en graficos Manhattan como valétesransformados
logaritmicamente {og(p)) usando el paquete ggman (Turner, 2014) en R version 4.0.3 (R Core
Team, 2020). Las regiones de asociacion significativa (o picos de asociacion) se definieron como
las &reas gendmicas que contienen por lo menos 5 SNPs significativamente asociaiogiutil

el umbral mencionado anteriormente), que estén distanciados en menos de 100 kb. Asi mismo,

se definié la ubicacion de esta region como la porcion de ADN abarcada entre los SNPs mas
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cercanos a los extremos 5'y 3' dentro del grupo. Esta estrategigugé para centrar el estudio

en las regiones con las asociaciones mas fuertes, excluyendo regiones con SNPs Unicos o con
pocos SNPs asociados significativamente (lo que solo ocurrié en una pequefia cantidad de las
comparaciones). Finalmente, como se hizoel capitulo Il 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 deS. hypoxanthayenerado por Campagna et al. (2017) para compilar los genes
dentro de las +50 kide cada regién. Las funciones de los genes se buscaron manualmente en

GeneCardshftps://www.genecards.or

3.3. RESULTADOS

3.3.1 LAS REGIONES GENOMICAS ASOCIADAS GTDLQRACION DE LA GARGANTA
VARIAN SEGUN EL COLOR DE LOS PARCHES DE PLUMAJE QUE SE COMPARAN

Se realizaron comparaciones de a pares de las tres especies que difieren Unicamente en la
coloracién de la garganta, y se encontr6 que los genes involucrados atdifetescias entre
gargantas canelas y negra$. (hypoxanthavs. S. ruficolliy son independientes de los
involucrados con las diferencias entre gargantas canelas y bl&dagppxanthas S. palustris

Figura 3.4. El GWAS realizado cBnhypoxanthégarganta canela) 8. ruficolliggarganta negra;
basado en 8.222.918 SNPs de 35 individuos) revelé dos picos compuestos por un total de 90
SNPs asociados estadisticamente con la concentracion de EM y FM en la garganta, uno en el
scaffold257 pico g en elcromosoma ZFigura 3.4.3y uno en ebcaffold430 (cromosoma 1;

Figura 3.4.aTabla 3.). Dentro de los picos, se encontraron solo tres genes, todos involucrados
en la melanogénesi3YRPIOCAY HERCgigura3.4.b, Tabla 3.). Mientras queODCA%/ TYRP1
participan directamente en la melanogénesis y controlan el color de la piel, los ojos, el plumaje
y el pelo en otros taxone&énny et al. 2012, Sturm & Frudakis 206 RC2ontiene elementos
reguladores que modulan la expresion @A2(Visser et al. 2012)El GWAS basado en el
conjunto de datos d&. hypoxanth@garganta canela) $. palustriggarganta blanca; basado en
8.196.309 SNPs de 32 individuos) mostré un solo pico estadisticamente signifesatelo
scaffold257 fpico b ubicado en una region diferente que @to ade la comparacion ds.
hypoxanthavs.S. ruficolliy compuesta por 23 SNPs asociados con el contenido de EM y FM de
la gargantaKigura 3.4.aTabla 3.). Este pico contieneLANA, un gen de melanogénesis que
juega un papel crucial en la biogénesis de los melanos¢r@ashi et al. 2005) seis genes
adicionales dentro de las -B0 kb del pico, cuatro de los cuales tienen funciones desconocidas
(Figura 3.4.bTabla 3.}. Finalmente, el GWAS en el queasalizaron las diferencias genomicas
deS. ruficolliggarganta negra) $. palustriggarganta blanca; basado en 8.133.187 SNPs de 27

individuos) en relacion al contenido de EM y FM de la garganta mostroé los tres picos detectados
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en las comparaciones ariores, pero también un pico en staffold404 (cromosoma Z) que
contenia al gen de melanogéneSikC45A2elacionado con la coloracion en aves y mamiferos
(Figura 3.5 Gunnarsson et al. 2007, Stokowski et al. 20@°0r lo tanto, las diferencias en el
color de la garganta entre canel&. (hypoxanthpy blanco o negroS palustri/ S. ruficollis
respectivamente) no solamente se asotia genes diferentes, sino que ademas muestran

menos asociaciones genéticas que las diferencias entre el fenotipo blanco y negro.

El analisis que consideré a las tres especies de capuchinos focales juntas (basado en 8.245.318
SNPs, 47 individuos) confiénos resultados obtenidos a través de las comparaciones de a pares

de especies y detecto los mismos 4 picos que se detectaron en el andlisis de GWAS basado en el
contenido de EMKigura 3.6 Tabla 3.). Sin embargo, el analisis de GWAS basado en el
contenido de FM de la garganta no mostré picos de asociacion estadisticamente significativos
(Tabla 3.}. Entotal, dentro de los cuatro picos, se encontraron 10 genes con funcién conocida

(y también cuatro genes predichos con funcién desconocida), cukrins cualesTYRP1
MLANASLC45A2 OCA2 estan directamente involucrados en la melanogén&sbla 3.13.2;

Figuras 3.43.5y 3.6).
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Figura 3.4Base genética del contenido de EM y FM de la garganta basado en comparaciones de a pares realizadas
entre S. hypoxantha(garganta canela) 5. ruficollis(garganta negra), \5. hypoxanthay S. palustris(garganta
blanca).(A) Graficos Manhattan que ilustran los resultados de los andlisis 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
82 0AF OAsy LNk RSs@limBaron Bafa quefeldy@fic@dtenga mayor claridad. Las lineas rojas indican

el umbral estadistico de significancia de las asociaciones. Junto a cada pico se muestra: el niUmero total de genes, los
nombres de los genes relacionados con la melanogénesisodda esa region y el tamafio 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 ejenfBldméagenes ampliadas de los picagge muestran

en (A) en donde los puntos negros representan SNPs estadisticamente significativos y las flechas representan genes
(los involucrados en la melanogénesis tienen sus nombres resaltados en color rojo).
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Figura 3.6 Base genética del contenido de EM en la garganta obtenida de la comparaci® tigpoxanthaS.
ruficollisy S. palustris (A) Graficos Manhattan que muestran los resultados de los andlisis GWAS entre el contenido
de EM de las plumas de la garganta § ¢notipos de aproximadamente 8,2 millones de SKB<magenes
ampliadas de los picos significativamente asociados con las concentraciones de EM en la garganta. Otros detalles
como en laFigura 3.4
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Tabla 3.1 Regiones gendémicas que se asociaron significativamente con la variaciéon en la concentraciéon EM y/o FM
de la gargantaSe reportan los resultados de los analisis de GWAS basados en las comparactregpdeantha

S. ruficolliy S. palustri¢de a paes y todas juntas). Los picos se nombran seg(sckffoldsen los que se detectaron.

Se enumeran todos los genes dentro de + 50 kb del pico, y los genes que participan directamente en la melanogénesis
estan resaltados en negrita. El nUmero de genes gncidnes desconocidas contenidos dentro de los picos se indican
entre paréntesis.

Tamafio
Pico* | Cromosoma | del pico '_\lo de SNPS _Genes d_ej Comienzo Fin Genes
significativos | pigmentacion
(kb)
S. hypoxanthass S. ruficollis
257(a) 4 10.56 20 TYRP1 21686672 | 21697228 TYRP1
430 1 37.45 70 OCA2HERC?2 11042416 | 11079861 OCA2
HERC2
S. hypoxanthass S. palustris
Desc (4),
MLANA
257(b) 4 73.49 23 MLANA 24401002 | 24474489 ERMPL,
KIAA1432
S. ruficollisvs S. palustris
257(a) 4 10.56 9 TYRP1 21686672 | 21697228 TYRP1
Desc (4),
MLANA
257(b) 4 74.48 22 MLANA 24400014 | 24474489 ERMPL,
KIAA1432
RXFP3,
SLC45A2,
404 z 18.56 10 SLC45A2 5184107 | 5202663 AMACR,
C1QTNF3
430 1 39.78 93 OCA2HERC2 11041309 | 11081093 ocAZ
HERC2
S. hypoxantha, S. ruficolligS. palustrigsolo hay asociaciones significativas para el contenido de EM)
257(a) Z 50.77 50 TYRP1 21651183 | 21701950 LURAPIL,
TYRP1
RXFP3,
404 Z 8.77 16 SLC45A2 5182665 5191438 SLC45A2,
AMACR,
C1QTNF3
OCA2
430 1 40.55 120 OCA2HERC?Z 11040540 | 11081093 HERC?2
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Tabla 3.2 Genes relacionados con la pigmentacion dentro de los picos de asociacion.

Referencia en otros

Gen Funcién Scaffold Cromosoma . .
sistemas animales

Gross & Wilkens 2013,
Zhang et al. 2015,
AbolinsAbols et al.
2018.
Kayser et al. 2008,
Visser et al. 2012.
Domyan et al. 2014, Li

Transporta la tirosina, un precursor
OCA2 de lamelanina, durante la 430 1
melanogénesis.

HERC2 Contiene un regulador d@CA2 430 1

Enzima que interviene en la

TYRP1 melanogénesis 257a z et al. 2019Xu et al.
SN 2019.
SLCA5A2 Transporta sustanmfsls utc,adas 404 7 Gunnarsson et al. 2007
durante la melanogénesis. Domyan et al. 2014.

Interviene en la formacion de los AbolinsAbols et al.
MLANA 257b Z 2018,Bruders et al.
melanosomas. 2020

Oribe et al. 2012, Toew|

Estimula la sintesis de FM en vez d

ASIP 252 20 et al. 2016, Uy et al.
la EM. 2016,

KITL Tiene un rol fundamental durante Ig 412 1 Okumura et al2008,
proliferacion de melanocitos. Stryjewski et al. 2017.
Relacionado con hiperpigmentacior| .

. - Perpig . Li et al. 2017Baxter et
GPR161 progresiva familiar con o sin 3622 1 al. 2019
hipopigmentacion en humanos. ' '
TBX19 R_elaqonado cc.){w la 3622 1 Pulichino et al. 2003,
hipopigmentacidon en ratones. Baxter et al. 2019.

DIO2 ASOCIaqo con re.t,raso en el desarro 1954 5 Walpitaet al. 2009,
de la pigmentacion en el pez cebra Baxter et al. 2019.
Relacionado con la calidad de

Norris & Whan 2008
AHCY melanocitos en el pez cebra y con ¢ 252 20 orms an ’

Baxter et al. 2019.

pelajeblanco en ovejas.

3.3.2 LA VARIACION DE COLOR EN LA MAYORIA DE LOS PARCHES DE PLUMAJE IMPLICA UNA
COMBINACION UNICA DE PICOS DE ASOCIACION Y DEPENDE DEL TIPO DE PIGMENTO

Se buscaron las regiones gendémicas que se asocian con la variacion en el fenotipo de color de

los seis principales parches de plumaje que varian en las diez especies de capuchinos del sur.

Para ello, se realizaron analisis de asociacion entre los genatgaproximadamente 29,8

millones de SNPs (pertenecientes a 122 individuos) y el contenido de EM y FM en las plumas de

cada parche de plumaje (vEigura 3.3.p. En general, se encontraron asociaciones mas fuertes

cuando los andlisis se realizaron en badas concentraciones de EM como fenotifay(ra

3.7), que cuando se usaron concentraciones de Figufa 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 espal (incluidos 35 SNPs) hasta 12 picos para la cabeza (625 SNPs dentro
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de los picosFigura 3.% 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 variacié@olen el
(Figura 3.8y 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 picogiealos picos en esta
comparacion no estuvieron tan bien definidos como en el resto de las comparadiigess

3.8y Tabla 3.4. Los picos de asociacion tuvieron un tamafio promedio de 76,82 kb + 104,83 SD
en el caso de EMébla 3.3y de 20,47 kb + 270 SD para FM &bla 3.3.

Cada parche mostr6 una combinacion Unica de picos de asociacion significativa con la
concentracion de EM y FM de sus plunfég\ras 3.% 3.8, Tablas 3.3/ 3.4). La Unica excepcién

fueron los parches de la garganta y la rabadiue para el contenido de EM mostraron los
mismos cuatro picos de asociacion (coincidiendo en 107 de 172 SNPs). La mayoria de los picos
gue contuvieron genes de pigmentacion se asociaron Unicamente con el contenido de EM en los
diferentes parches. Sidm algunos se compartieron entre las comparaciones de EM y FM, en
estos casos hubo poca superposicion de los SNPs especificos asociados con cada pigmento
dentro de cada picoT@abla 3.4. Finalmente, hubo un solo pico que se asocié con la

concentracion de y no de EM.

En total entre los 12 andlisis GWAS realizados, se identificaron 59 genes con funciones conocidas
dentro de los picos asociados con la variacién en el contenido de EM y FM (y, ademas, 30 genes
predichos con funciones desconocidas). Nuevesdes genes conocidos estan relacionados con

la coloracion melanica. En la mayoria de los casos, los genes de pigmentacién se encontraron en
los picos con valores de asociacién mas fuertes dentro de cada parche de plumaje. La mayoria
de los picos que muestn asociaciones con la variacion del contenido de EM y FM se han
descrito previamente como regiones #stelevado en comparaciones de a pares de especies

de capuchinos (Campagna et al. 2017; Turbek 20all, capitulo 11). Esto indica que las regiones
gendmicas que regulan la coloracién del plumaje son un subconjunto de las regiones mas
diferenciadas del grupo. Los picos dmaffold 3622 (cromosoma 1) y edcaffold 1954
(cromosoma 5) asociados con el contenido de eumelanina de la cabeza (161 y 54 SNPs,
respectivamentefigura 3.7 Tabla 3.3 contienen a los gengSPR16,1TBX19scaffold3622) y

DIO2 (scaffold 1954), que junto comAHCYen el scaffold 252 han sido vinculados con la
pigmentacion en sistemas modelo (Baxter et al. 2019), pero no habian sido implicados
previamente en la variacion de color en capuchinos a pesar de estar en zonas de alta divergencia

gendmica (Campagna et al. 2017).
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Figura3.7: Andlisis de GWA basados en la concentracion de EM para cada parche de plumaje realizado con las 10
especies de capuchinos del s@h) Graficos Manhattan que presentan los resultados de los GWAS para cada parche
de plumaje hechos utilizando valoresatmtenido de EM y los genotipos de aproximadamente 29,8 millones de SNPs
de las 10 especies comparadas. Los picos de asociacion se nhombran de acuerdcaxaifsld (B) Imdgenes
ampliadas de los dos picos con valores de asociacion mas fuertes pangacelta de plumaje (la espalda muestra

un solo pico de acuerdo con los criterios descriptos en la metodologia). Otros detalles confagends8.4
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Fenotipo: Contenido de feomelanina (FM)
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Figura 3.8:Andlisis de GWA basados en la concentracién de FM para cada parche de plteaéjado con las 10

especies de capuchinos del s@A) Graficos 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 pios de asociacion se nombraron de acuerdo caaeaiffolden el que se encontraroifB)Imagenes ampliadas

de los dos picos con valores de asociacion mas fuertes para cada parche de plumaje (la garganta y la espalda no
muestran picos de asociacion sigrafiga de acuerdo con los criterios descriptos en la metodologia). Otros detalles

como en laFigura 3.4
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Tabla 3.3 Regiones gendmicas asociadas significativamente con los cambios en el contenido de EM de los seis

parches de plumaje cuando ssampararon las 10 especies de capuchinos del sur juntas en un GWW&sJicos se
nombran segun loscaffoldsen los que se encontraron. Otros detalles como e€fdhla 3.1

EUMELANINA
Tamafio
Parche de . . N° de SNPs Genes de . .
. Pico del pico o . Comienzo Fin Genes
plumaje significativos coloracion
(kb)
Espdda 252 37.72 35 ASIR AHCY 442512 480233 ASIR AHCY
ASIR AHCY,
252 87.58 101 ASIR AHCY 422050 509630
unknown
Abdomen 257(c) 34.73 14 - 21435037 | 21469762 MPDZ
TYRP
257(a) 179 104 TYRP1 21622273 | 21801272 .
LURAP1L
252 33.78 19 ASIR AHCY 452085 485861 ASIR AHCY
unknown(4),
257(b) 32.72 29 MLANA 24437851 | 24470570 MLANA
ERMP1
unknown(4),
2 1109. 1 - 2 151384
63 9.03 0 32353 5138 ccpell
unknown(2),
308 18 11 - 90344 108347 ME?2
412 115.39 66 KITLG 3390728 | 3506113 KITLG
467 25.41 12 - 10290068 | 10315473 -
ITGA9,
7 48. 14 - 25174 25657
567(a) 8.36 517403 565760 GOLGA4
567(b) 56.76 32 - 2701775 | 2758539 | unknown(4),
unknown(5),
RWDD2B,
579(a) 196.71 57 - 43306 240017 CD200,
C3orf52,
Cabeza TMPRSS7
unknown(2),
TMPRSS7
7 124, 1 - 4 427937 ’
579(b) 50 3 303436 93 TAGLNS,
ABHD10
637 3.59 8 - 6466013 | 6469604 -
RCSD1,
MPZL1
17 2. - 76141 76432 ’
90 90 6 3761418 | 3764320 MPC2,
DCAF6
C160rf87,
GPT2,
762 23.41 109 - 1666833 | 1690246 unknown,
DNAJAL,
NETO2
1875 205.77 24 - 1834754 | 2040524 FAMB84A
1954 39.51 54 DIO2 2840008 | 2879522 DIO3,DIO2
TBX19,
3622 555.02 161 TBX19, 806830 1361846 SFT2D2
' GPR161 TIPRL '
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GPR161,
TTF2,CPOX,S
3GALS,
COLB8AL,
DCBLD2,
unknown(2)

252

36.10

18

ASIR AHCY

444136

480233

ASIR AHCY

Nuca

404

SLC45A2

5185863

5190864

RXFP3,
SLC45A2
AMACR,
C1QTNF3

412

118.01

16

KITLG

3404478

3522491

KITLG

252

48.45

ASIR AHCY

425652

474102

unknown,
ASIR AHCY

257(a)

45.85

59

TYRP1

21660285

21706136

TYRP1
LURAPIL

Rabadilla

404

10.18

12

SLC45A2

5181258

5191438

RXFP3,
SLC45A2
AMACR,
C1QTNF3

430

26.38

34

OCA2HERC2

11041309

11067689

OCA2HERC2

252

48.45

ASIR AHCY

425652

474102

unknown,
ASIR AHCY

257(a)

45.33

56

TYRP1

21660285

21705612

TYRP1
LURAPIL

Garganta

404

9.55

10

SLCA45A2

5181889

5191438

RXFP3,
SLC45A2
AMACR,
C1QTNF3

430

48.09

87

OCA2HERC2

11020045

11068136

OCA2HERC2

Tabla 3.4 Regiones gendmicas 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@kvé\8etalles
como en larabla 3.2

FEOMELANINA
Parche. CE Pico -tlj-:ln;)??c? No de SNPS Genes.(,je Comienzo Fin Genes
plumaje (kb) significativos | coloracion
Esplda - - - - - - -
252 18.29 25 ASIR AHCY 467576 485862 ASIR AHCY
Abdomen | 430(a) 70.39 92 OCA2HERCZ 10997602 | 11067987 OCA2HERC2
1635 2.56 6 - 3723260 3725818 ZNF503
252 3.79 18 ASIR AHCY 451886 455674 ASIR AHCY
Cabeza 308 1.27 12 - 107076 108347 MEZ2,unknown
1954 4.46 11 DIO2 2872503 2876959 DIO3,DIO2
78 0.91 - 4919338 4920249 MAOB, unknown
Nuca 118 7.72 5 - 23508624 | 23516339 -
219 2.75 5 - 470734 473481 TMEMI67A,
unknown
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252 55.61 20 ASIPAHCY | 429229 484837 A”E‘é”%"gl‘ﬁ,
257(d) | 0.88 5 - 15178711 | 15179586 -
329(a) | 88.62 5 - 11133332 | 11221954 | LGSN,PTP4A1l
329(b) | 0.1 5 - 27339132 | 27339237 -
424 11.82 6 - 10360311 | 10372129 | GORASP2,TLK1
TMEM182,
430(b) | 2.02 5 - 7578585 | 7580608 | MFSD9,SLCOA2,ur
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 cs?)ﬁzozs,.l\jéhR
1123 | 19.77 5 - 764802 784574 PDS5B,UBE2K
rabadila | 257@ | 3746 26 TYRPL | 21665245 | 21702705 | TYRPLLURAPLL
430(a) | 73.96 132 OCA2HERCZ 10997602 | 11071560 | OCA2HERC2
Garganta - - - - - - -

Tabla3.5 Regiones gendémicas que contienen genes de pigmentacion asociados con la concentracién de EM, PM o
ambos pigmentos en loseis parches de plumaje para las diez especies de capuchinos d&eimdican el nimero
de SNPs compartidos por las asociaciones a la concentracion de EM y de FM. Otros detalles coaidz8.la

Picos asociados
Parche de Picos asociados Unicament Picos asociados con el l’JniIcamente Icon ol
lumaj Icontenido de EM tenido de EM y FM
plumaje con elcontenido de contenido de y contenido de EM
Espalda 252 ASIP, AHQY - -
252 ASIP, AHQY
Abd 257aTYRP 430 OCA2HER
omen at 2 0 SNPs compartidos © e
252 ASIP, AHQY
Cabeza 257b MLANA, 412 KITI, 2 de 35 SNPs compartidos
3622 [BX19, GPR1p1 1954 PIO3J
11 of 54 compartidos
252 ASIP, AHGY
N 404 SLC4 412 KIT -
uea 04 BLC4SA2 Sl 14 de 24 SNPs compartidos
257 TYRPL
Rabadilla 252 ASIP, AHQY 26 de 59 SNPs compartidos i
404 GLC45A2 430 OCAZHERCR
31 de 135 SNPs compartidos
252 ASIP, AHQY
Garganta 404 SLC45A2257a - -
(TYRP). 430 QCA2HERCR
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3.3.3 LOS INDIVIDUOS CON GARGANTAS NEGRAS COMPARTEN GENOTIPOS EN LAS REGIONES
GENOMICAS QUE ESTAN ASOCIADAS CON LA COLORACION DE LA GARGANTA

Se exploraron genotipos individuales en los picosasleciacion vinculados a cambios en la
concentracion 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 comparacion de la gargant8.fiypoxantha S. ruficollisy S. palustris En losscaffolds257

(pico a TYRP). 404 ELC45A2y 430 HERCGDCAZ, los individuos d&. hypoxanthggarganta
canela)y S. palustriggarganta blancaendieron a compartir el mismo genotipo, mientras que
losindividuos deS. ruficolliggarganta negraluvieron el genotipo opuestdgura 3.9. Cuando
esteanalisis se extendié al GWAS basado en las diez especies de capuchinos, $é queont

para elscaffold257 pico a TYRP)os capuchinos con garganta nedggaruficollisS. iberaensis

y S. melanogastgrtendian a compartir los mismos genotipos, difiiendo del genotipo mas
comunmente observado en esto de los capuchinos sin garga negrafigura 3.1Q. El patron
también se observ@unque menos pronunciadamente (con muchos individuos heterocigotas),

en elscaffold430 OCA2 Yy elscaffold404 SCL45AZFigura 3.10. En general, este resultado
sugiere que los mismos cambios gendomicoS ¥RP1y quizas también en otros genes como
OCAZ2 podrian controlar la coloracién negra de la garganta en diferentes especies. EIl GWAS para
la garganta basado en todas las especiescapuchinos del sur también mostré un pico de
divergencia asociado con el contenido de EM ersaffold 252 @ASIP. En este picoS.
melanogastefgarganta negra) fue la Unica especie que tuvo genotipos que diferian del resto de
los genotipos observadan los otros capuchinos (incluyen&o ruficollisy S. iberaensjsque

también poseen garganta negi@igura 3.10.

Se observo una situacion similar a la anterior escaffold257 fpico h MLANA, pero en este

caso diferenciandose la especie que preaegl color blanco: los individuos & hypoxantha
(garganta canela) 8. ruficolliggarganta negra) tendieron a compartir los mismos genotipos,
mientras que los individuos d®. palustrigarganta blanca) presentaron genotipos opuestos
(Figura 3.9. E$e patron también se not6 al extender el andlisis a las diez especies del clado
(Figura 3.10. Finalmente, la mayoria de los individuos fueron homocigotas en los sitios

seleccionados, con una minoria de heterocigokguras 3.9 3.10).
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Figura 3.9:Genotipos de 205. hypoxanthaidentificados con puntos grises a la izquierda de cada gréafico)S12
palustris (puntos blancos) y 1%. ruficollis(puntos negros) para los SNPs que definen los picos de divergencia que
se asociaron significativamente con las concentraciones de EM yi&M gargantalos genes de la melanogénesis

se muestran junto al nombre de Issaffolds Cada fila representa un individuo y los SNPs focales se muestran en las
diferentes columnas. Los recuadros azules y rojos indican genotipos homocRB&SALT alelos de referencia y
alternativos respectivamente), los recuadros grises representan genotipos heterocigtiEdsy( los recuadros
blancos (ISS indican datos faltantes.

3.3.4 LA MAYORIBE LOS CAMBIOS OCURREN EN REGIONES NO CODIFICANTES Y DIFERENTES
AREAS DENTRO DE LAS MISMAS REGIONES CANDIDATAS CONTROLAN DIFERENTES PARCHE!
DE PLUMAJE

Entre los 20 GWAS realizados en este estudio, se encontraron en total 682 posiciones
involucradas en al menos una asociacion estadistica significativa dentro de los cinco picos
principales que contienen genes de coloracion (en los picos dedf®lds252, 257a, 404, 412

y 430). La gran mayoria de estas posiciones se ubicaron en regiones intergénicas o dentro de
intrones, como ya habia sido reportado para las posiciones$-ssrelevados (Campagna et al.

2017, Turbek et al. 2021, Capitulo 1I). Sin emhangeve de estas posiciones ocurrieron en

regiones exonicas y, por lo tanto, es probable que influyasesmencias codificantes. Cuatro

posiciones estuvieron sobrexones deTYRPZ involucraroncambios en la mayoria de los

individuos deS. melanogastetresocurrieron sobre exones d&l. C45A& involucraron cambios

en la mayoria de los individuos @& ruficollisy algunosS. hypoxanthay dos posiciones

estuvieron sobre exones d®CA2y no se asociaron con cambios en ninguna especie de

capuchino en partular.
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Scaffold 257a (TYRP1): mel, ibe, ruf

Scaffold 430 (OCA2- HERC2): mel, ibe, ruf
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Figura 3.10Genotipos de los 122 individuos secuenciados de las diez especies de capuchinos correspondientes a
los scaffoldsasociados con la variacion en el contenido de EM y FM de las plumas de la gargastgenes de la
melanogénesis se muestran al lado del nombre de sadéold asi 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
estan resaltados en rojo mientras que los individuos del resto de las especies estan en negro). Notese que en el
scaffold 257a, S. melanogastefgarganta negra) posee genotipos ligeramente diferentes a los observad8s en
ruficollisy S. iberaensigque también ienen garganta negra). Otros detalles como eRi¢ara 3.10

En muchos casos, las mismas regiones gendémicas se asociaron con cambios en la coloracion de
diferentes parches de plumaje, en particularseaffold252 ASIP estuvo involucrado en todas

las asociaciones basadas en la concentracion de EM y en los t#&S GW mostraron picos

claros de asociacion con la concentracion de FM. Sin embargo, una inspeccibn mas cercana
reveld6 que en algunas regiones los SNPs asociados con distintos parches de plumaje se

mapearon en areas ligeramente diferentes alrededor dgylrses candidatod-{gura 3.1). Por
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ejemplo, en la regién candidata dstaffold 252, los SNPs asociados con la variacion 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 48,5%kno se superpusierorFigura 3.1 En otras regiones, los SNPs
asociados con diferentes parches de plumaje si se superpusieron en su distribucién (por
ejemplo, los SNPs asociados con el contenido de EM de la rabadilla y la gargarsecaffioldl
430,Fgura 3.1).

Figura 3.11Zoom de las regiones gendmicas asociadas repetidamente con la variacién del contenido de EM y FM
en varios parches de plumajeCada color representa un parche de plumaje, indicado en el recuadro superior
izquierdo. Los recuadsogrises 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 gréaficos). Otros detalles como en
laFigura 3.4

3.4. CONCLUSIONES

En Campagna et al. 2017, y con un mayor nimero de especies en el capitulo 1l de esta tesis, se
observé que muchas de las regiones gendémicas de diferenciacién entre los capughieos

hecho las que mas difierecontienen genes involucrados en la melanoggs. Esto implica que

en este grupo de especies que se diferencian principalmente (y casi Unicamente) en su

coloracidn, son justamente los genes involucrados en la pigmentacion de las plumas los que las
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