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RESUMEN

Las islas Galapagos han servido como modelo, para comprender procesos
evolutivos y ecoldgicos que actian sobre especies aisladas. Sin embargo, no todas las
especies han recibido la misma atencion por parte de la comunidad cientifica. La polluela
de Galapagos (Laterallus spilonotus) es un buen ejemplo de esto, pues existe informacién
limitad sobre ella. Esta ave pertenece a la familia Rallidae y es la Unica especie de esta
familia, endémica de Galdpagos. Esta distribuida en 7 islas del archipiélago, aunque
actualmente su presencia se ha reducido a las zonas altas y humedas de ciertas. No se
conoce nada acerca de la diversidad genética de sus poblaciones o las relaciones
filogenéticas con otras especies de rélidos. Este estudio presenta por primera vez, datos
genéticos que contribuyen a llenar algunos de estos vacios. Se emplearon marcadores
moleculares mitocondriales (CytB — ND2) y nucleares (RAG-1), para determinar la
diversidad genética de la poblacion de esta especie en Galapagos. Por otro lado, el
secuenciamiento del genoma mitocondrial obtenido por secuenciamiento de segunda
generacion (Next Generation Sequencing-NGS) sugiere que la especie hermana a L.
spilonotus es L. jamaicensis del continente, y cuya divergencia se dio antes incluso de la
formacion de las actuales islas. Se sugiere que los datos presentados por este estudio,
aparte de aclarar las relaciones filogenéticas de esta especie dentro de los ralidos, también
puede ser usada como linea base para el desarrollo de programas de conservacion que
busquen incrementar la diversidad genética de L. spilonotus en las islas Galapagos.

Palabras clave: L. spilonotus, Galapagos, mitogenoma, filogenia, conservacion,
aves, Rallidae.



ABSTRACT

The Galapagos islands has been used as a model to understand evolutionary and
ecological process in isolated species. However, not all of Galapagos’ species have
received the same attention by the scientific community. The Galapagos Rail (L.
spilonotus) is an example of that affirmation because there is not much information about
this specie. This bird bellows to the Rallidae family and is the only specie of this family
which is endemic of Galapagos. It inhabits 7 islands of the archipelago, although
nowadays its habitat is restricted to the highlands of that islands, which are characterized
by has a moisture zone. Nothing is known about its genetic diversity or its phylogenetic
relations with other rails. This study presents for very first time, genetic information
intends to fulfill the lack of knowledge of this bird. We use mitochondrial (CytB — ND2)
and nuclear (RAG-1) markers to determine the genetic diversity of L. spilonotus
population’s in Galapagos. In the other hand, by using Next Generation Sequencing
(NGS) it was determined L. jamaicensis as sister specie of L. spilonotus, and it appears
that the divergence toke place before the formation of the extant islands in Galapagos.
We suggest that the data presented here, clarify phylogenetic relations between this specie
and other rails, also it can be used as a basic biology study to develop conservation
programs of L. spilonotus in Galapagos

Key words: L. spilonotus, Galapagos, mitochondrial genome, phylogeny,
conservation, birds, Rallidae.
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1 Introduccion

El archipiélago de las Galapagos es un grupo de islas de origen volcanico situado
a 960 km al este de la costa de Ecuador, conformado por 13 islas mayores (area superior
a 10 km?), 5 islas menores (con un area entre 1-5 km?) y varios islotes y rocas (Hedrick,
2019). Las Galapagos son ampliamente reconocidas tras la visita de Charles Darwin al
archipiélago en 1835 donde el britanico desarrollé su teoria sobre el origen de las especies
por seleccion natural (Geist et. al., 2014). Gracias a este trabajo y a las condiciones
naturales de las islas, la comunidad cientifica ha tenido un amplio interés en las especies
que habitan en ellas, para explicar los mecanismos evolutivos que actlan en estas

especies.

Se ha reportado que en este archipiélago existen 119 especies de vertebrados, entre
mamiferos, reptiles y aves. Este Gltimo grupo estd compuesto por 57 taxones (entre
especies marinas y terrestres), de los cuales 45 se consideran endémicos (Sari & Parker,
2012). El grupo de las aves terrestres es uno de los mas estudiados en las islas, con
especies iconicas como los pinzones Darwin y cucuves de Galdpagos entre las mas
estudiadas (Grant, 2003; Sato et. al., 2001; Lamichhaney et. al., 2015; De Leon et. al.,
2019, entre otros). Por otro lado, hay especies que no han sido enfoque amplio de estudio
de las cuales tenemos conocimiento basico sobre su ecologia y evolucion como es el caso
del atrapamoscas de Galapagos, Myiarchus magnirostris (Sari & Parker, 2012); el canario
Maria, Dendroica petechia aureola (Chaves et. al., 2012); el gavilan de Galapagos, Buteo
galapagoensis (Bollmer et. al., 2006). En particular, una especie de la cual se tiene escasa

informacidn es la polluela de Galapagos (Laterallus spilonotus)
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L. spilonotus es una especie endémica de Galapagos, perteneciente a la familia
Rallidae. Esta ave se caracteriza por su pequefio tamarfio (entre 15 a 16 cm de longitud y
23 a 24 cm de envergadura), tiene una coloracion gris oscura en la cabeza, cuello y pecho,
mezclada con un color chocolate oscuro en las partes superiores, con manchas blancas
desde el manto hasta las plumas coberteras superiores de la cola (ver Figura 2) y poseen
una pobre capacidad de vuelo (por lo que se las puede considerar no voladoras) (Taylor,

1998).

La distribucion de esta especie en varias islas ha sufrido cambios importantes
como reportan Franklin et. al. (1979). Estos autores sefialan que antiguamente se las
encontraba desde la zona de manglar, hasta las zonas altas caracterizadas por su humedad
y densa cobertura vegetal. En ese mismo trabajo, Franklin et. al. (1979) indican que esta
especie puede encontrarse solo en islas cuya altitud sea superior a los 500 msnm, que
corresponde a la zona hiimeda caracterizada por la presencia de helechos (principalmente
Pteridium aquilinum) y vegetacién arbustiva nativa como Miconia robinsoniana es a
partir de donde se genera esta zona humeda. Segun esa afirmacién, los autores apuntan
que las islas en las que se puede encontrar a L. spilonotus son: San Cristdbal, Santa Cruz,
Floreana, Isabela, Santiago, Fernandina y Pinta. Gracias al portal virtual eBird (Sullivan
et. al., 2009)., se tienen datos actualizados de avistamientos de esta ave en Galapagos,

que confirman su presencia en todas las islas antes mencionadas.

Esta especie estd catalogada como vulnerable en la lista roja de la Unidn
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN, por sus siglas en inglés)
(BirdLife International, 2016). La poca informacién actualizada tanto sobre su estado
poblacional como su diversidad genética podrian sugerir una recategorizacién (Donlan
et. al., 2007; Gibbs et. al., 2003). Este Gltimo parametro es de suma importancia en temas

de conservacion debido a que poblaciones con una diversidad genética baja tienden a
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presentar un menor potencial evolutivo que especies con una diversidad alta, poniendo en

riesgo su mantencion en el tiempo (Sherwin & Moritz, 2000).

Al igual que en otros ralidos, no se han resuelto las relaciones filogenéticas de L.
spilonotus. Sin embargo, la similitud morfologica de esta especie con L. jamaicensis ha
hecho que se las relacione taxonémicamente como raza de L. jamaicensis (Taylor, 1998)
0 como especies hermanas (Stervander et. al, 2019). No obstante, hoy en dia la
filogenética es mas comunmente usada en taxonomia, pues brinda resultados objetivos en

cuanto a las relaciones evolutivas entre especies (Holt & Jgnsson, 2014).

Los genes mitocondriales, son uno de los marcadores moleculares mas
ampliamente usados en la elaboracion de arboles filogenéticos por cuatro razones
principales: (1) protocolos desarrollados para el aislamiento de ADN mitocondrial
(mtADN), (2) la posibilidad de usar enzimas de restriccion para detectar diferencias en
los nucleotidos, (3) protocolos establecidos de PCR para estos genes y (4) el hecho de
que se pueden usar primers universales para la amplificacion del ADN (Patwardhan et.
al., 2014). Una de las desventajas del uso de estos marcodores, era que normalmente se
analizaban uno o dos genes y a partir de ellos se hacia la reconstruccion del arbol,
perdiendon la informacidn que otras partes del genoma mitocondrial aportarian. Gracias
a las técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS), este problema se resolveria,
pues ahora se pueden reconstruir filgenias empleando el genoma mitocondrial completo

(Garcia-R et. al., 2014b).

En este trabajo se emplean datos genéticos de las poblaciones actuales de L.
spilonotus, para relizar inferencias acerca de la diversidad genética de la especie en las
islas. También se recoge evidencia biogeografica que permitiria plantear una hipotesis

acerca del tiempo de llegada de esta ave al archipiélago y de como ha sido su historia
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evolutiva. Ademas, con esta investigacion se pretende aportar con informacion que
contribuya a la conservacion de L. spilonotus en las islas, asi como la generacion de
nuevas preguntas orientadas hacia el entendimiento de los mecanismos de evolucién en

ralidos.

2 Objetivos

2.1 Objetivo general.

Explorar el origen de Laterallus spilonotus en el archipiélago de Galépagos.

2.2 Objetivos especificos.

e Determinar las relaciones filogenéticas de L. spilonotus con otras especies de la
familia Rallidae.

e Estimar el tiempo de colonizacion de L. spilonotus a Galapagos.

e Inferir la diversidad genética de L. spilonotus, a través del analisis de 4

subpoblaciones en el archipiélago.

3 Metodologia

3.1 Area de estudio.

Este estudio se realizé en cuatro islas dentro del Parque Nacional Galapagos,
ubicada en la provincia de Galdpagos: Santa Cruz, Isabela, Pinta y Santiago. Las islas en
las que se realizd el muestreo se seleccionaron con base a avistamientos de la especie
Laterallus spilonotus, reportados por Shriver et. al. (2011), Donlan et. al. (2007) y por
Franklin et. al. (1979), ademas de avistamientos registrados en el portal e-bird de Cornell
University (Sullivan et. al., 2009). Los puntos de muestreo se localizaron en las siguientes

coordenadas: Santa Cruz (-0.638712, -90.355068); Isabela (-0.837200, -91.100862), (-
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0.836592, -91.098679) y (-0.837512, -91.090684); Pinta (0.584438, -90.754095) y

Santiago (-0.239484, -90.751426).

Todas las zonas de muestreo tienen una elevacion superior a los 500 msnm. Esta
elevacion genera una “zona himeda” en las islas, caracterizada por una vegetacion tupida
que varia de una isla a otra. La flora reportada en Santa Cruz se compone principalmente
por helechos (Pteridium aquilinum, principalmente) y Cinchona pubescens (Shriver et.
al., 2011). Por otro lado, en Isabela se puede encontrar una mayor presencia de arboles de
guayaba (Psidium guajava), asi como también de P. aquilinum. En Santiago, actualmente

se aprecian llanuras ampliamente cubiertas por P. aquilinum y pasto.

3.2 Coleccidn y extraccion de ADN.

Para la captura de individuos se colocaron redes de niebla a ras de suelo formando
una “V” o una “T”, de tal manera que el vértice se contraponga al punto donde se escucho
una respuesta por parte de los individuos. Los puntos exactos de nuestreo se determinaron
mediante la reproduccion de uno de los ‘displays’ de canto, con el fin de identificar la
presencia de los individuos. En varias ocasiones, se utilizo el canto o Ilamado por medio
de una grabadora de mano desde el vértice de la red, con el objetivo de atraer a los
individuos dentro del area delimitada por las mismas y puedan ser capturados. En otras
ocasiones se utilizé la misma formacion con malla de gallinero en conjunto con redes de

niebla (ver Figura 1).

En total, se capturaron 60 individuos: 15 en Santa Cruz, 16 en Isabela, 9 en Pinta
y 20 en Santiago. De estos, 7 fueron pichones (3 en Santa Cruz y 4 en lIsabela). Esta
especie no reporta un dimorfismo sexual evidente, por lo cual no se pudo cuantificar el
namero de hembras y de machos capturados. De cada individuo se tomaron de muestras

de sangre y datos morfométrico antes de su liberacién. Se colectaron los siguientes datos
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morfomeétricos: ancho de pico a la altura de las narinas (AP), alto de pico a la altura de
las narinas (HA), largo del pico (LP), largo del tarso (T) y el largo del ala (A), ademas
del peso promedio de cada individuo, mediante un calibrador digital y una balanza
electronica, respectivamente. La extraccion de sangre se realiz6 mediante venopuncion
en el ala, en el caso de los adultos y en la yugular para los pichones. En este Gltimo caso
se tomaron muestras de menos de 1 ml, para precautelar la vida de los pichones. Se
depositd la sangre recolectada en papel FTA® Whatman®, para su transporte al
Laboratorio de Biologia Evolutiva de la Universidad San Francisco de Quito, donde

fueron procesadas.

3.3 Amplificacion, secuenciamiento y alineacion de ADN mitocondrial y

ADN nuclear.

La extraccién de ADN mitocondrial (ADNmt) y nuclear se realizé mediante el kit
“DNeasy® Blood & Tissue Kit (250)” (Qiagen, USA) siguiendo el protocolo del
fabricante. Se midio la cantidad y calidad del ADN de las muestras con Epoch® (Bio
Tek, USA). La caracterizacion de los haplotipos se realizé con base en dos marcadores
moleculares correspondientes a genes mitocondriales: citocromo oxidasa subunidad B
(CytB), NADH deshidrogenasa 2; y un gen nuclear: gen activador de recombinacion 1
(RAG-1). Para la amplificacion del CytB (1025 pb) se empled la pareja de primers
L14990 y H16065 utilizando el protocolo de PCR previamente descrito para este
marcador molecular (Bonaccorso et al., 2010); L5143 y H6313 para ND2 (1148bp)
utilizando el protocolo de PCR previamente descrito para este marcador molecular
(Bonaccorso et al., 2010) y R52 y R52 para RAG-1 (379 pb) utilizando el protocolo de
PCR previamente descrito para este marcador molecular (Johansson, Parsons, Irestedt,

& Ericson, 2001) (ver Tabla 1).
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Se comprobo la correcta amplificacion de los productos de PCR, mediante un gel
de agarosa al 1.5% usando 1 pl de producto de PCR tefiido con SYBR® Safe DNA gel
stain (Invitrogen). Las muestras correctamente amplificadas se purificaron empleando el
protocolo ExoSAP-IT™ (Applied Biosystems™, Waltham, Massachusetss, Estados
Unidos). Las muestras procesadas con Exosap se enviaron a secuenciar en los laboratorios
de Macrogen, Inc (Korea del Sur). Las secuencias resultantes se fueron editadas y
ordenadas con el programa Geneious v. 8.0.5 y alineadas en el programa MEGA-X v.

10.0.5 con la opcion Clustal W.

34 Anadlisis molecular.

Las secuencias mitocondriales se utilizaron para obtener valores de la diversidad
genética de L. spilonotus empleando las estimaciones de diversidad haplotipica (Hb:
probabilidad de que dos alelos en una misma muestra sean diferentes) y nucleotidica (z:
numero de diferencias promedio de nucledtidos por sitio en comparaciones pareadas entre
secuencias de ADN) (Nei, 1987) con el programa DNA Sequence Polymorphism v. 6.
12. 03 (Rozas et. al., 2017). Adicionalmente, las redes de haplotipos se elaboraron en
Rstudio v. 1.2.1335 (RStudio Team, 2018), empleando el paquete estadistico “Pegas” V.
0.12 (Paradis, 2010), con cada uno de los marcadores empleados y posteriormente se
editaron manualmente en Adobe Illustrator. Solo en el caso de ND2, se empled el paquete
“Pegas” de Rstudio para el calculo de Hb y z, debido a que algunas secuencias poseian
mas de un 5% de sitios con estados indefinidos, lo que no permitia el correcto analisis de

las poblaciones en DnaSP.

35 Analisis Filogenéticos.

El anélisis de las relaciones filogenéticas de L. spilonotus se realizd utilizando

genomas mitocondriales completos, de especies de la familia Rallidae y especies cercanas
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a ella, publicados en GenBank (Chen et al. 2017; Stervander et al 2019). EIl género
Laterallus no consta con genoma mitocondrial disponible, por lo que en el caso de L.
jamaicensis se construyé un genoma parcial a partir de las secuencias de genes
mitocondriales disponibles en GenBank (COI, CytB, Control Region). La seleccion de
Grus americana y Heliornis Fulica como grupos externos fue guiada por trabajos de

Garcia et. al. (2014a).

La reconstruccidn filogenética fue realizada bajo inferencia Bayesiana usando los
programas MrBayes v.2.1.3 (Huelsenbeck y Ronquist.,, 2001) y BEAST v 1.8.4
(Drummond y Rambaud, 2007). La calibracion temporal del arbol filogenético para L.
spilonotus fue realizada utilizando el programa BEAST (Drummond & Rambaut, 2007)
usando la informacion obtenida de Claramunt y Cracraft (2015), la cual estaba basada en
calibracion fésil. En ambos analisis, se corri6 el analisis por 10 millones de generaciones
y se muestred cada mil generaciones, descartando el 10% en burn-in por medio del
programa TreeAnnotator (Drummond & Rambaut, 2007). El arbol consenso fue editado

y visualizado en FigTree (Rambaut, 2009).
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4 Resultados

4.1 Diversidad genética de genes mitocondriales y del gen RAG-1.

Con el marcador CytB se amplificaron 56 secuencias que tuvieron una longitud
de 1025 pb. Estas secuencias se encontraron repartidas en las 4 islas muestreadas segin
lo que se menciona en la Tabla 2. Con este marcador se encontraron 3 haplotipos Unicos
repartidos entre la Santa Cruz, Isabela, Pinta y Santiago: hap. 1 en Santa Cruz, Isabela,
Pinta y Santiago; hap. 2 en Santa Cruz y Santiago; hap. 3 en Santa Cruz, Isabela y
Santiago. La diversidad genética estimada usando a CytB fue baja de acuerdo a los valores
de Hb (0.456) y = (0.00051). Las subpoblaciones con la mayor diversidad haplotipica
fueron Santiago y Santa Cruz (Hb = 0.626, mismo valor en ambas islas), mientras que la

diversidad nucleotidica mas alta se encontrd en Santiago (x = 0.00076).

Para ND2 se lograron amplificar 46 secuencias, las cuales poseian una longitud
de 1148 pb, mismas que se encuentran repartidas segin lo mostrado en la Tabla 3. En la
poblacion de Galdpagos se encontraron 5 haplotipos Unicos, repartidos en las 4 islas
muestreadas (ver Figura 1Error! Reference source not found.). ND2 también mostro
una diversidad genética baja en la poblacion, pues los valores de Hb y =, fueron 0.494 y
0.00057, respectivamente. A diferencia de CytB, ND2 present6 2 haplotipos endémicos,
uno para Isabela y otro en Santa Cruz. Santa Cruz fue la subpoblacién con una diversidad
genética mas alta (Hb = 0.791 y = = 0.00103), resultado que no es extrafio pues en esta

isla existen 3 haplotipos distintos.

Finalmente se amplificaron 58 secuencias, con una longitud de 379 pb, usando el
gen nuclear RAG-1. Este gen mostré el menor nimero de haplotipos (2, siendo uno de

ellos encontrado en un solo individuo de Santiago), Hb (0.034) y z (0.00011). Como se
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ve en la Tabla 4, los valores de Hb y « fueron 0 para las islas Santa Cruz, Pinta e Isabela,

debido a que solo se encontrd un haplotipo en estas.

4.2 Analisis filogenético.

El andlisis filogenético posiciona de forma monofilética, a L. spilonotus dentro
del clado Laterallus sensu Garcia et. al. (2014a), junto con L. jamaicensis y Atlantisia
rogersi. En el trabajo de Stervander et. al. (2019), ya se reportaban a estas dos especies
dentro del mismo clado, estableciendo una relacion monofilética entre las mismas. En la
Figura 4, se indica la antigliedad estimada de separacion de los nodos. Como se puede
observar, L. spilonotus comparte su ancestro comun mas cercano (MRCA) con L.

jamaicensis. Estas dos especies divergen hace aproximadamente 5.96 millones de afios.

Se tiene ademés que el soporte de probabilidad posterior en los nodos mas
recientes es de 1 o de valores muy cercanos a 1. Sin embargo, los nodos que tienen una
mayor antigiedad presentan valores menores de probabilidad posterior (ver Figura 5). La
probabilidad posterior es un concepto de la estadistica Bayesiana, el cual describe la
probabilidad de que ocurra un evento después de que se tiene en cuenta toda la evidencia
previa (Lee, 2004). En el arbol filogenético presentado (ver Figura 4), se muestran con
barras azules el 95% del intervalo de la densidad posterior mas alta (High Posterior
Density, HPD), en cada nodo. El intervalo de HPD indica el intervalo més corto, en el
espacio de parametros, que contiene 95% de la probabilidad posterior (Drummond &
Rambaut, 2007). Como se ve, los intervalos de 95% de HPD son muy grandes, lo que
hace poco confiable a este arbol. Esto concuerda ademas con el tamafio de muestra
efectivo (ESS), calculado en Tracer. EI ESS de un pardmetro muestreado usando el

algoritmo MCMC, es el numero de extracciones efectivamente independientes de la
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distribucion posterior a la que la cadena de Markov es equivalente (Drummond &

Rambaut, 2007).

5 Discusion

5.1 Diversidad genética de Laterallus spilonotus.

La diversidad genética para L. spilonotus es baja basandonos en los valores de Hb
y z calculados para cada uno de los marcadores empleados (ver Tabla 2, Tabla 3y Tabla
4). Estos valores comparados con otra especie de ralido (Coturnicops noveboracensis) se
asemejan al ser, también valores bajos de = (entre 0.0009 y 0.0019) para el marcador
CytB (Miller et. al., 2012) pese a que C. noveboracensis es una especie voladora
condistribucion continental. Miller et. al. (2012) atribuyen esta baja diversidad a la
pérdida de habitat de C. noveboracensis, hipdtesis que también puede ser aplicada en L.
spilonotus si ponemos en contexto los resultados obtenidos en el presente estudio con la
historia reciente de las islas Galapagos. Uno de los factores que ha contribuido a la
reduccion del habitat en Galapagos ha sido sin duda la introduccidn de especies invasivas
tanto vegetales como animales (Schofield, 1989). En el caso puntual de L. spilonotus,
Donlan et. al. (2007) sefialan que esta especie se ha visto amenazada debido a la predacion
de los sitios de anidacion por cerdos ferales (Sus scrofa) y por la pérdida de su habitat
ocasionado por la sobrepoblacion de cabras (Capra hircus) en las islas en las décadas de
los 70 y 80’s. Gibbs et. al. (2003) muestran una disminucién en los registros de L.
spilonotus en Santa Cruz mientras que Donlan et. al. (2007) sefialan que los programas
de control de cabras y cerdos en Santiago han generado resultados positivos en el nimero

de individuos de L. spilonotus censados.

Por otro lado, las especies vegetales introducidas también representan una

amenaza para L. spilonotus siendo el arbol de Quinina (Cinchona pubescens) una de las
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principales. Si bien no se conoce exactamente cOmo esta planta invasiva afecta a esta ave
(Shriver et. al., 2011), se ha registrado que en zonas en las que C. pubescens incrementa
su cobertura, la cobertura y riqueza de plantas endémicas decrece debido a que C.
pubescens reduciria hasta en un 85% la radiacion fotosintéticamente activa de las plantas
nativas y endémicas. Esto tiene a su vez un impacto directo sobre la biomasa de
invertebrados que también estaria disminuyendo, lo cual es problematico si se considera
que los invertebrados terrestres son una de las bases en la dieta de L. spilonotus (Jager et.
al., 2007). Todos estos impactos antropogénicos sugieren gue las poblaciones de esta ave
atravesaron por un cuello de botella que podria explicar la baja diversidad genética

encontrada.

Los resultados encontrados no concuerdan con lo esperado dada la historia natural
de esta especie y las caracteristicas geogréaficas del archipiélago. Es decir, que en especies
cuyas poblaciones estan aisladas y que tienen una limitada capacidad de dispersion, como
en L. spilonotus, se esperarian encontrar haplotipos endémicos en cada isla, separados por
varias mutaciones. Sin embargo, esto no fue el caso ya que en cada uno de los marcadores
se encontrd un haplotipo predominante compartido entre varias islas, separado de otros

por una o dos mutaciones, de los cuales pocos haplotipos endémicos (ver Figura 3).

Esta “forma de estrella” que poseen las redes de haplotipos, son caracteristicos en
especies que han atravesado un proceso de expansion reciente a partir de su colonizacién
(Klicka et. al., 2011; Sari & Parker, 2012; Chaves et. al., 2012). Las distribuciones de
haplotipos también podrian sugerir una posible conectividad reciente entre

subpoblaciones e incluso, eventos de recolonizacion (o rescate “genético™) entre islas.
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5.2 Analisis filogenetico y tiempo de colonizacion.

En el presente estudio se presenta por primera vez la relacion filogenética de L.
spilonotus. La topologia general del arbol filogenético obtenido coincide con la reportada
por otros autores como Garcia et. al. (2014a y 2014b), pese a que ciertos nodos mas
antiguos del arbol no presentaron un buen soporte. Sin embargo, nodos mas recientes y
en particular la relacién de parentesco mas cercano dentro del género Laterallus,
presentaron valores de soporte mas altos (ver Figura 5). Estos resultado sugieren que la
especie hemana mas emparentada a L. spilonotus es L. jamaicensis, la cual tiene una
distribucion continental amplia pero restringida a parches en América del Sur (costas de
Per(, norte de Brasil y Chile), del Centro, del Norte (costa oeste y este), y en el Caribe
(BirdLife International, 2019). Los linajes utilizados de L. spilonotus formaron un clado
monofilético, lo que sugiere que los ancestros de estas especies llegaron al archipiélago
una sola vez dando origen a este grupo. Este patron de un solo origen es comdn en otras
especies de aves en Galapagos como los pinzones de Darwin (Lamichhaney et. al., 2015),
cucuves (Arbogast et. al., 2006), canarios Maria (Chaves et. al., 2012) y sugieren la
dificultad de colonizacién y eventos fundadores en diferentes ocasiones a lo largo del

tiempo geoldgico

El andlisis de calibracion temporal sugiere gue la separacion de linajes entre L.
jamaicensis y L. spilonotus se da hace aproximadamente 5.96 millones de afos. Este
tiempo no coincide con la edad geoldgica de las islas donde esta especie reside, que son
de alrededor de 4 millones de afios para las mas antiguas (San Cristobal). Pero esto puede
ser contrastado con el modelo paleogeogréafico presentado por Gesist et. al. (2014) que
sugiere la existencia de hasta 19 islas, ahora sumergidas, que pudieron haber sido
colonizadas al menos hace 9 millones de afios. Este modelo se apoya con otros estudios

filogenéticos los cuales han reportado eventos de colonizacion incluso mas antiguos como



23

el de Phyllodactylus sp. hace 13.2 millones de afios (Torres-Carvajal et. al., 2014) o de
divergencia, como en el caso de las iguanas marinas (A. cristatus), que se habrian separado
de los linajes de iguanas terrestres hace 4.5 millones de afios, ya en las islas (MacLeod et.
al., 2015) y que soportarian la hipotesis presentada sobre el tiempo de colonizacion de
L. spilonotus a Galapagos. De acuerdo a lo presentado en este trabajo, se sugiere que L.

spilonotus seria el ave terrestre méas antigua en colonizar el archipiélago.

Garcia et. al. (2017) y Saw et. al. (2006) indican que los efectos fundadores (es
decir, pocos individuos) son usualmente relacionados con una baja diversidad genética
presente en las poblaciones resultantes de esta colonizacion. No obstante, si se tiene en
cuenta el tiempo de colonizacién de L. spilonotus a las islas (~ 5.96 millones de afios) y
del aislamiento geografico entre las subpoblaciones, se esperaria una mayor diversidad
genética en esta especie e incluso encontrar posibles linajes divergentes dentro de la
misma. Si se pone en contexto historico de tiempo de colonizaacion con grupos como
pinzones de Darwin (colonizacion estimada 1.3 Mya, (Lamichhaney et. al., 2015)) el cual
resultd en la divergencia de 18 especies, 0 4.1 en cucuves (Arbogast et. al., 2006), con 4
especies, es curioso que L. spilonotus con el tiempo de colonizacion mas antiguo en
Galapagos solo cuente con una especie. Las causas por las cuales L. spilonotus no ha
sufrido eventos de especiacidn siendo especies con tiempos de colonizacion amplios son
dificiles de explorar. Es posible que esta poca especiacion dentro de L. spilonotus sea una
consecuencia taxondmica de la familia Rallidae. Varias especies de ralidos endémicos
insulares presentan muy poca divergencia morfoldgica de sus especies hermanas
separadas por milliones de afios, ejemplo de ello son las especies del género Porphyrio
sp que habitan en Oceania (Garcia-R. & Trewick, 2015). Las poblaciones de L. spilonotus
mantienen afinidades morfolégicas muy similiares a L. jamaicensis lo cual apoya a esta

“resistencia” de especiacion. Por otro lado, es posible que aves con predisposicion a altas
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tasas divergencia sean las que tienen especializaciones dietéticas como es el caso de la
radiacion adaptativa en los mieleros en Hawaii con 50 especies (Lerner et. al., 2011) y en
el caso de pinzones de Darwin con 18 especies (Lamnichaney et al. 2015) ambos ejemplos
con especies altamente adaptadas a diferentes tipos de alimento. Es entonces posible que
eventos de radiacion exitosas tengan como un prerequisito una diferenciacion dietética.
Es posible que la amplia flexibilidad (generalistas-insectivoros) y poca especializacion
en la dieta de L. spilonotus pueda influenciar, pese a que su colonizacién es 3 veces mas

antigua que la de los pinzones de Darwin.

Por otro lado, la plasticidad ecoldgica y espacial dentro de la familia Rallidae, es
una posible razén por la que estas especies sean altamente resilientes a presiones
selectivas o eventos como cuellos de botella (Garcia-R et. al., 2014b). No se puede
descartar, sin embargo, que existan adaptaciones ecologicas en L. spilonotus que se estén
expresando fenotipicamente. Pero de ser el caso, estas adaptaciones no serian lo
suficientemente fuertes como para sugerir eventos de especiacion. Esto se puede ver en
los pinzones de Darwin, donde tanto los factores ambientales como los genéticos, serian

los responsables de la rapida radiacion adaptativa en este grupo de aves (Hedrick, 2019).

6 Conclusiones y recomendaciones

El presente trabajo muestra que la diversidad genética de L. spilonotus en
Galapagos es muy baja, lo que puede atribuirse a que las poblaciones atravesaron un
cuello de botella muy reciente, ocasionado principalmente por la introduccion de especies
invasoras (tanto animales como vegetales). Otra posible respuesta que se plantea es que
existe cierto nivel de flujo génico entre las islas a pesar de estar geograficamente aisladas
y de ser una especie con capacidad de dispersion baja. Flujo génico, que podria estar

explicado por la conectividad geogréafica que pudieron tener las islas en el pleistoceno.
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Lo presentado en este trabajo también sugiere que esta especie es una de las mas
antiguas especies de aves colonizadoras del archipiélago. Su colonizacion habria sido
posible por la presencia de islas, ahora sumergidas, con una edad geoldgica mayor a las
de las islas actuales que conforman el archipiélago. Se determind ademas que la especie
con la que comparte el ancestro comun mas cercano es L. jamaicensis, que por su
distribucion geografica tan amplia dentro del continente americano, no brindaria sefiales
claras de si el evento de colonizacion de L. spilonotus se dio desde el Centroamérica,

Sudamérica, o el Caribe.

Para complementar este estudio se sugiere realizar un analisis de la estructura
genética de las poblaciones de la polluela de Galapagos, en las islas, que permita reforzar
la hipotesis de conectividad genética entre las mismas. También se sugiere emplear
marcadores moleculares que posean una mayor tasa evolutiva, como microsatélites, para

confirmar la baja diversidad genética encontrada en este estudio.

7 Tablas

Tabla 1.-Primers empleados para la secuenciacion y PCR

Primer  Secuencia (5’ a 3°) Referencia

Cytb

L14990 CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA (Bonaccorso et al., 2010)
H16065 GGAGTCTTCAGTCTCTGGTTTACAAGAC (Bonaccorso et al., 2010)
ND2

L5143 GAACCTACACARAAGRGATCAAAAC (Bonaccorso et al., 2010)
H6313 ACTCTTRTTTAAGGCTTTGAAGGC (Bonaccorso et al., 2010)
RAG-1

R52 CAAGCAGATGAAYTGGAGGC (Johansson et. al., 2001)
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R53

TCCATGTCCTTTAAGGCACA

(Johansson et. al., 2001)

Tabla 2. Estimaciones genéticas de poblacidn para islas muestreadas basadas en CytB.

Isla n Haplotipos Sitios Hb n
polimorficos
SantaCruz 14 3 2 0.626+0.104 0.00073%0.00016
Isabela 16 2 1 0.125+0.106 0.00013+0.00011
Pinta 9 1 0 0.00+0.00 0.00+0.00
Santiago 21 3 2 0.626+0.082 0.00076%0.00013
Galdpagos 56 3 2 0.439+0.069 0.00066+0.00012
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Tabla 3. Estimaciones genéticas de poblacion para islas muestreadas basadas en

ND2.
Isla n #Haplotipos Sitios polimorficos Hb n
Santa Cruz 14 4 3 0.791 0.00103
Isabela 16 2 1 0.458 0.00043
Pinta 3 1 0 0.000 0.000
Santiago 13 3 1 0.500 0.00039
Galapagos 46 5 3 0.494 0.00057
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Tabla 4. Estimaciones genéticas de poblacion para islas muestreadas basadas en

RAG-1.
Isla n #Haplotipos Sitios Hb n
polimorficos
Santa 15 1 0 0.00+0.00 0.00+0.00
Cruz
Isabela 15 1 0 0.00+0.00 0.00+0.00
Pinta 8 1 0 0.00+0.00 0.00+0.00
Santiago 20 2 1 0.100£0.00774 0.00029+0.00026

Galédpagos 58 2 1 0.034+0.033  0.00011+0.00011
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Figura 2. Individuos capturados en Isabela que presentan ligera diferencia en la
tonalidad de patas y plumaje.
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Pinta

Figura 3.- Redes de haplotipos elaboradas con a) CytB; b) ND-2 y c) RAG-1. A
la derecha de la imagen se muestra la clave de color asignada a cada isla. En cada uno de

los graficos, se muestran en numeros romanos los haplotipos que se encontraron.
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