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Resumen

Se examinan las relaciones filogenéticas y los patrones de diversificación dentro del Grupo

de Callicebus cupreus (sensu Kobayashi, 1995) usando el gen mitocondrial completo

Citocromo b. Se examinan también las relaciones de algunos representantes colombianos

del Grupo de C. torquatus y se examina la cercanía entre ambos grupos usando el intrón 7

del Beta Fibrinógeno. Los análisis sugieren que el Grupo de Callicebus cupreus ha

atravesado por una reciente y extensa diversificación. Su ancestro parece haber emergido

hace unos 2,3 millones de años de un centro de origen en la Amazonia central, seguido de

una diversificación en Colombia hace 1,5 y 0,8 millones de años. Los análisis filogenéticos

incluyeron y recuperaron la mayor cantidad de especies descritas, incluyendo la especie

endémica de Colombia Callicebus caquetensis. No obstante, se encontraron inconsistencias

notables entre la filogenia obtenida y la taxonomía aceptada, puesto que algunos taxones

reconocidos no son recuperados por los datos de esta tesis (Callicebus caligatus y Callicebus

dubius). También se recuperan formas desconocidas que representan linajes

filogenéticamente próximos al Grupo de C. moloch.
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Abstract

Here, we examined phylogenetic relationships and patterns of diversification within the

Callicebus cupreus species Group (sensu Kobayashi, 1995) using complete mitochondrial

DNA cytochrome b gene sequence. Phylogenetic relationships among some Colombian

representatives of the C. torquatus Group was also examined, the relatedness between two

groups was assessed using the Beta Fibrinogen Intron 7. Analyses indicate that the Callicebus

cupreus Group underwent recent and extensive diversification. The common ancestor

appears to have emerged some 2.3 million years ago (Ma) from a centre of origin in the

western Amazon region, followed by diversification of the Group between about 1.5 and 0.8

Ma. Phylogenetic analyses were able to recover most previously described species (including

the recently described Colombian endemic Callicebus caquetensis). However, there are some

notable inconsistences between the obtained phylogeny and current taxonomy. Some

previously recognized taxa were not separated by our data (e.g., Callicebus caligatus and

Callicebus dubius), while currently unrecognized species diversity was uncovered within C.

cupreus in the form of two divergent lineages: one of which exhibited greater phylogenetic

similarity to species from the C. moloch Group. Based on the present study, we challenge

current taxonomic arrangements for the C. cupreus species Group and call for a thorough

taxonomic revision within the genus Callicebus.
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Lista de abreviaturas

12S Gen mitocondrial codificante del rARN 12 Svedvergs

ADN Acido desoxirribonucleico

ARN Ácido Ribonucleico

cf. Por confirmar

CITES Convención de Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres

CR Críticamente amenazado de extinción

Cytb Gen Mitocondrial Citocromo B

EA Ecuador, MHE muestra sin catalogar colectada por E. Aragullín

FMNH Field Museum of Natural History

GB Gen Bank

IAvH instituto de Investigación Alexander von Humboldt

ICN Instituto de Ciencias Naturales - Museo de Historia Natural

ICN-MHN Instituto de Ciencias Naturales

LRT Log ratio test

Ma. Millones de años

MaNIS Mammal Networked Information System

MCMC Cadenas de Markov Monte Carlo

NCBI Centro Nacional de Los Estados Unidos para la Información de la Biotecnología

OTU Unidad Taxonómica Operativa

pb Pares de bases

rARN Ácido Ribonucleico Ribosomal

Sensu Según

UFAM Universidade Federal do Amazonas

IUCN Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza

ZP Muestra obtenida de zoológico

ZSM Zoologische Staatssammlung München
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Capítulo 1. Planteamiento del problema

Callicebus caquetensis (Primates: Pitheciidae) es un taxón endémico de Colombia que ha

recibido una gran atención debido a la pérdida y fragmentación de su hábitat (Defler, 2010;

Defler et al., 2010; Defler y García, 2012). Es considerado como “En Peligro Crítico (CR),

según el sistema de la Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza (IUCN,

2000). En consecuencia, es necesario que se emprendan acciones para su manejo y

conservación de manera urgente. Sin embargo, la puesta en marcha de tales acciones

requiere previamente de una evaluación de la validez taxonómica y de las relaciones

evolutivas de C. caquetensis con otros miembros de su género.

Plantear una hipótesis evolutiva para la especie C. caquetensis, pondría en un contexto

histórico todos los esfuerzos humanos y logísticos que se realicen en función de su

conservación (Rolland et al., 2012). De otro lado, su delimitación taxonómica y en particular

su reconocimiento sobre un concepto determinado de especie, ofrecería la certidumbre

necesaria al marco legal nacional responsable de su evaluación como especie amenazada.

De tal manera, se resuelven las posibles controversias que puedan generarse por dudas

taxonómicas (Houlden et al., 1999) en torno a C. caquetensis.

Históricamente, las especies o sub-especies del género Callicebus fueron reconocidas sobre

la base de la variación morfológica, sin embargo con frecuencia se cuenta con muy poca

variación cuantificable de los caracteres morfológicos, para delimitar unidades taxonómicas

útiles o fácilmente reconocibles, al menos para el manejo de la fauna silvestre que la

legislación nacional de Colombia exige (Ley 99 de 1993 y Ley 611 de 2000 Congreso de la

República de Colombia).

En consecuencia, la mejor alternativa para solucionar todos los problemas de delimitación

taxonómica, así como la ausencia de claridad de las relaciones filogenéticas de Callicebus

caquetensis, es el uso de análisis filogenéticos moleculares (Houlden et al., 1999; Ryder,

1986). Los análisis filogenéticos moleculares que usan secuencias de ADN, han hecho

importantes contribuciones al entendimiento no solo de procesos evolutivos, sino también de

conflictos taxonómicos inclusive, en escenarios donde los límites entre las especies son

complejos (Houle, 1999; Opazo et al., 2006; Chiou et al., 2011; Perez et al., 2013; Tejedor,
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2013; Kay, 2015; Lynch-Alfaro et al., 2015; Schneider & Sampaio, 2015). Adicionalmente, los

análisis filogenéticos moleculares juegan un rol cada vez más importante en el planteamiento

de hipótesis biogeográficas (Hewitt, 1996; Avise y Walker, 1999; Avise, 2000; 2004) que

contextualizan los orígenes de los taxones.

Más allá, los análisis filogenéticos moleculares han permitido abordar el problema del

concepto de especie desde la óptica de unidad operativa a partir de diferencias cuantificables,

como pueden serlo las distancias genéticas (Moritz, 1994; 1995; Moritz et al., 2001).

Ofreciendo así alternativas totalmente operacionales que le son útiles a la taxonomía y en

consecuencia a la biología de la conservación (Moritz, 1994; 1995; Moritz et al., 2001).

Finalmente, la mayor ventaja del uso de análisis filogenéticos moleculares, es la resolución

que ofrecen en torno a la aparición en el tiempo de los taxones bajo análisis (Schneider et

al., 2001; Casado et al., 2007).

No obstante, la capacidad de resolución que puedan tener estos análisis, dependen

íntimamente del muestreo de taxones (taxon sampling) y de sus localidades de distribución

(DeBry, 2005; Hedtke et al., 2006). En el caso de los primates, y en particular de los primates

del género Callicebus los cuales presentan una amplia distribución, un muestreo regional de

taxones plantea desafíos logísticos verdaderamente complejos.

Una alternativa es el uso de ejemplares de museo como fuente de ADN, para robustecer los

estudios filogenéticos que generalmente se basan en el uso de tejido fresco (Higuchi et al.,

1984, Thomas et al., 1990; Hoss & Paabo, 1993; Rohland & Hofreiter, 2007; Alda et al., 2007;

Shapiro & Hofreiter, 2012). Pero como se expondrá más adelante, ésta opción tiene

dificultades inherentes. En resumen, es necesario resolver el problema de la incertidumbre

de los procesos evolutivos del género Callicebus en Colombia usando marcadores

moleculares, buscado resolver además el problema del muestreo de taxones, usando

preferentemente ejemplares de museo.
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Capítulo 2. Antecedentes

2.1 El género Callicebus

Callicebus Thomas 1903; es un género de primates de la familia Pitheciidae, comúnmente

conocidos en áreas rurales de Colombia como zogui-zoguis o micos tocones (Defler, 2010),

mientras que en la literatura en el idioma inglés el nombre común es “titi”. Pesan entre 800 y

1500 gramos dependiendo de la especie y los sexos no son dimórficos, siendo generalmente

del mismo tamaño (Hershkovitz, 1990). Los monos Callicebus tienen colas largas no prensiles

y un pelaje que, según Hershkovitz, 1990 varía geográficamente de coloración. Los colores

del género van desde el patrón jaspeado o agouti, de pelos saturados de eumelanina (de

color negro) y feomelanina (de color rojizo-amarillento), hasta el castaño muy claro sin

saturación de melaninas. Estos colores suelen contrastar en la frente, la garganta o en las

manos con otros colores como blanco o diferentes tonos de amarillo (Hershkovitz, 1990).

Sus hábitos son predominantemente diurnos y arbóreos. Son muy hábiles para desplazarse

entre las ramas de los árboles, por lo que se les conoce como monos saltarines en algunos

zoológicos a partir del vocablo “Springaffen” del idioma alemán. Los Callicebus prefieren

territorios con densos follajes cerca de cursos de agua, donde llevan una vida muy familiar.

Suelen vivir en grupos que constan de padres monógamos con sus hijos, de dos a siete

individuos en total, por lo general se pueden observar parejas de parentales sentados o

durmiendo con las colas entrelazadas. También son animales muy territoriales, suelen

defender su territorio por medio de gritos y persecuciones a los intrusos, pero rara vez

participan en una lucha real. (Defler, 2010).

Actualmente, se considera que el género Callicebus, comprende alrededor de una treintena

de especies distribuidas en Suramérica, desde Colombia hasta la costa atlántica de Brasil,

incluyendo Perú y el Norte de Paraguay (Byrne et al., 2016). Consecuentemente con su

amplia distribución, su historia taxonómica es compleja y así mismo, extensa.
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La primera especie de Callicebus fue descrita por Hoffmannsegg en 1807 (Jones & Anderson,

1978). A la que le siguió una serie de numerosas descripciones de diversos autores en años

subsiguientes (Thomas, 1927; Tate, 1939; Lönnberg, 1939; Cruz-Lima, 1945; Vieira, 1955;

Cabrera, 1958), pero solo fue hasta 156 años luego de la primera descripción cuando Philip

Hershkovitz (1963) hizo la primera gran revisión del género. Aunque solamente contempló

especies de las cuencas del Orinoco y Amazonas, Hershkovitz (1963) ofreció una visión muy

ordenada de la riqueza del género de acuerdo al color del cuerpo de las especies. De acuerdo

con el trabajo de Hershkovitz de 1963 (Hershkovitz, 1963), únicamente dos especies habitan

las cuencas del Orinoco y Amazonas, Callicebus torquatus (con tres subespecies) y

Callicebus moloch (con siete subespecies). Pero 25 años más tarde, el mismo Hershkovitz

(Hershkovitz, 1988; 1990) ampliando las localidades de muestreo, reconoció más especies

en la cuenca del Amazonas y al sur de la misma. Al final de su obra Hershkovitz (Hershkovitz,

1990) había reconocido 13 especies y 25 subespecies a lo largo de Suramérica, utilizando

una combinación de diferencias cualitativas del color y criterios geográficos.

Para propósitos taxonómicos y museológicos, Hershkovitz (Hershkovitz, 1963; 1988; 1990)

manejó el amplio número de especies de estos primates siguiendo el tratamiento de “Grupos”

propuesto por M. R. Oldfield Thomas (Thomas, 1927). El planteamiento de Grupos, que

actuaban como extensas agrupaciones de morfos, evitó el disgregamiento del género

Callicebus en diferentes géneros. De esta forma, el género Callicebus se mantuvo como fue

propuesto por el mismo Thomas (Thomas, 1903), lo que hace que el género sea

taxonómicamente complejo. (Se recomienda ver la nueva propuesta de Byrne et al., 2016,

que fue publicada en paralelo con esta tesis). Los Grupos planteados fueron: (1) Grupo

Callicebus modestus (2) Grupo Callicebus donacophilus (3) Grupo Callicebus moloch y (4)

Grupo Callicebus torquatus.

Ese tratamiento de agrupaciones de morfos dentro del género Callicebus, fue recogido años

más tarde por Shuji Kobayashi (Kobayashi, 1995), para hacer troncal el análisis fenético que

condujo sobre el género Callicebus con el trabajo de Hershkovitz (Hershkovitz, 1963; 1988;

1990). De acuerdo con su análisis fenético basado en medidas craneales, la propuesta de

Kobayashi (Kobayashi, 1995) planteó cinco grupos en los que podían separarse las especies

del género Callicebus: (1) Grupo de Callicebus moloch, (2) Grupo de Callicebus cupreus, (3)

Grupo de Callicebus personatus, (4) Grupo de Callicebus torquatus y (5) Grupo de Callicebus

donacophilus. El caso del Grupo de C. donacophilus es quizá el más interesante puesto que
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su delimitación supuso la eliminación del Grupo de Callicebus modestus propuesto por

Hershkovitz (Hershkovitz, 1988; 1990).

Otra figura relevante la taxonomía del género Callicebus fue Colin Groves quien desconoció

el trabajo de Kobayashi (1995) en su lista general de primates del mundo (Groves, 2001),

adhiriéndose a las ideas de Hershkovitz (Hershkovitz, 1988; 1990). Una de las últimas y más

conocidas revisiones del género fue la liderada por Mark van Roosmalen (van Roosmalen et

al. 2002), que ha mantenido los grupos propuestos por Kobayashi (1995), prolongando de

esta forma el paradigma de las agrupaciones de morfos para el género. En esta nueva

revisión, van Roosmalen y sus colegas (van Roosmalen et al., 2002) describieron dos nuevas

especies de la zona central de la cuenca amazónica, Callicebus bernhardi y Callicebus

stephennashi, así como también incluyeron a Callicebus coimbrai descrita por Kobayashi &

Langguth (Kobayashi & Langguth, 1999) del nororiente de Brasil. Lo más sobresaliente de

esta revisión (Tabla 1), fue que los autores dieron estatus de especie a todas las subespecies

del género, por lo que tras su publicación la riqueza al interior del género Callicebus se elevó

a 28 especies que siguieron segregándose en los cinco grupos propuestos por Kobayashi

(Kobayashi, 1995).

Más recientemente, cuatro nuevas especies fueron reconocidas (Callicebus vieirai, C.

caquetensis, C. aureipalatii y C. miltoni), elevando el número de especies reconocidas a 32

(Wallace et al., 2006; Defler et al., 2010; Dalponte et al., 2014). Como se ha dicho, las

especies del género Callicebus se han reconocido generalmente mediante la evaluación de

una combinación de criterios geográficos y de coloración, particularmente diferencias del

patrón de color facial y de las manos (Hershkovitz, 1988; 1990; van Roosmalen et al., 2002;

Ferrari et al., 2013) y en menor frecuencia según criterios cromosómicos. La mayoría de tales

descripciones de las especies de los Callicebus no “cuantifican” las diferencias en color o

patrones de coloración de una manera que haga posible el completo entendimiento de las

variaciones intra e inter específicas (sin embargo, algunos intentos parciales se han

conducido: Auricchio, 2010; Heymann et al., 2002).
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Tabla 1. Evolución de la taxonomía del género Callicebus (Modificado de van Roosmalen et al.
(2002).

Hershkovitz (1963)
Hershkovitz (1988;

1990)

Kobayashi (1995),
Kobayashi & Langguth

(1999)
Groves (2001)

van Roosmalen et
al. (2002)

C. moloch moloch
GRUPO C.
modestus

GRUPO C.
donacophilus

GRUPO C.
modestus

GRUPO C.
donacophilus

C. m. cupreus C. modestus C. modestus C. modestus C. pallescens

C. m. donacophilus
GRUPO C.

donacophilus
C. donacophilus
donacophilus

GRUPO C.
donacophilus

C. donacophilus

C. m. brunneus
C. donacophilus
donacophilus

C. d. pallescens
C. donacophilus
donacophilus

C. olallae

C. m. discolor C. d. pallescens C. olallae C. d. pallescens C. oenanthe

C. m. ornatus C. oenanthe GRUPO C. cupreus C. oenanthe C. modestus

C. m. hoffmannsi C. olallae C. cupreus cupreus C. olallae GRUPO C. cupreus

C. torquatus torquatus GRUPO C. moloch C. c. discolor GRUPO C. moloch C. cupreus

C. t. lugens C. moloch C. c. ornatus C. cupreus cupreus C. caligatus

C. t. medemi C. cinerascens GRUPO C. moloch C. c. discolor C. discolor

C. cupreus cupreus C. moloch C. c. ornatus C. ornatus

C. c. discolor C. cinerascens C. moloch C. dubius

C. c. ornatus C. brunneus C. cinerascens C. stephennashi

C. caligatus
C. hoffmannsi
hoffmannsi

C. brunneus GRUPO C. moloch

C. brunneus C. h. baptista C. hoffmannsi C. moloch

C. hoffmannsi
hoffmannsi

GRUPO C.
personatus

C. baptista C. cinerascens

C. h. baptista C. personatus
C. personatus
personatus

C. brunneus

C. dubius C. melanochir C. p. melanochir C. hoffmannsi

C. personatus
personatus

C. nigrifrons C. p. nigrifrons C. baptista

C. p. melanochir C. coimbrai
C. p.
barbarabrownae

GRUPO C.
personatus

C. p. nigrifrons C. barbarabrownae C. coimbrai C. personatus

C. p. barbarabrownae GRUPO C. torquatus GRUPO C. torquatus C. melanochir

GRUPO C. torquatus
C. torquatus
torquatus

C. torquatus
torquatus

C. nigrifrons

C. torquatus
torquatus

C. t. lugens C. t. lugens C. coimbrai

C. t. lugens C. t. lucifer C. t. lucifer C. barbarabrownae

C. t. lucifer C. t. purinus C. t. purinus GRUPO C. torquatus

C. t. purinus C. t. regulus C. t. regulus C. torquatus

C. t. regulus C. t. medemi C. t. medemi C. lugens

C. t. medemi C. lucifer

C. purinus

C. regulus

C. medemi
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En un intento de completar este vacío de información, se han realizado estudios de

filogenética molecular que lastimosamente resultan insuficientes dada la amplia diversidad

del género (Casado et. al., 2007; Boubli et al., 2015). Muy recientemente no obstante (al

momento en que esta tesis es sometida) ha aparecido una propuesta (Byrne et al. 2016) que

reclasifica a las especies del género Callicebus en tres géneros distintos (Cheracebus,

Callicebus y Plecturocebus) de acuerdo con caracteres moleculares. Si bien es una propuesta

novedosa, no se evaluó completamente a todas las especies del género y no hay cambios

importantes con relación a los grupos definidos por Hershkovitz (1989) pero si con relación a

los de Kobayashi (1995) (Tabla 2). A consecuencia de la simultaneidad en el tiempo entre el

trabajo que se presenta a continuación y el trabajo de Byrne et al. (2016), en adelante se

preferirá la taxonomía basada en Grupos.

Tabla 2. Organización actual del género Callicebus. Arriba, usando los Grupos de Kobayashi
(1995). Abajo, usando la propuesta de Byrne et al. 2016

GRUPO de
C. donacophilus

GRUPO de
C. cupreus

GRUPO de
C. moloch

GRUPO de
C. personatus

GRUPO de
C. torquatus

C. donacophilus C. caligatus C. baptista C. barbarabrownae C. torquatus

C. modestus C. caquetensis C. bernhardi C. coimbrai C. lugens

C. oenanthe C. cupreus C. brunneus C. melanochir C. lucifer

C. olallae C. discolor C. cinerascens C. nigrifrons C. purinus

C. pallescens C. dubius C. hoffmannsi C. personatus C. regulus

C. aureipalati* C. ornatus C. miltoni C. medemi

C. stephennashi C. moloch

C. vieirai

C. baptista

C. caligatus C. bernhardi

C. donacophilus C. caquetensis C. brunneus C. torquatus

C. modestus C. cupreus C. cinerascens C. barbarabrownae C. lugens

C. oenanthe C. discolor C. hoffmannsi C. coimbrai C. lucifer

C. olallae C. dubius C. miltoni C. melanochir C. purinus

C. pallescens C. ornatus C. moloch C. nigrifrons C. regulus

C. aureipalati* C. stephennashi C. vieirai C. personatus C. medemi

Grupo de
C. donacophilus

Grupo de
C. moloch Género

Callicebus
Género

Cheracebus
Género Plecturocebus
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Figura 1. Especies del grupo C. torquatus Figura 2. Especies del grupo C. moloch

Figura 3. Especies del grupo C. ornatus Figura 4. Especies del grupo C. personatus

Figura 5. Especies del grupo C. donacophilus
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2.2 El género Callicebus en Colombia

En Colombia el género Callicebus está representado únicamente por seis taxones, los cuales

se anidan en dos de los grupos propuestos por Kobayashi (1995) de la siguiente manera.

Tres taxones en el Grupo de C. cupreus (Callicebus ornatus, C. discolor y C. caquetensis) y

tres taxones en el Grupo de C. torquatus (Callicebus lugens, C. t. medemi y C. t. lucifer).

Figura 6. Distribución de las especies del grupo

C. torquatus presentes en Colombia

Figura 7. Distribución de las especies del

Grupo C. cupreus presentes en Colombia

2.2.1 El Grupo de C. torquatus en Colombia

El grupo de C. torquatus se distingue de todos los demás por poseer un color general oscuro

que va del rojizo oscuro al negro, en patrones uniformes. Presenta generalmente un collar en

la garganta, de ahí el epíteto “torquatus” que traduce del latín: “Adornado con un collar”. Otra

característica de este grupo es su número diploide cromosómico, el cual es de 16 para C.

lugens y de 20 para C. torquatus. C. lugens fue de hecho descrita a partir de su número

cromosómico y es uno de los números cromosómicos más bajos entre los mamíferos. El

hecho de que en general las especies del Grupo de C. torquatus tengan números

cromosómicos diploides iguales o inferiores a 20, permitió que algunos autores insinuaran

que las especies del Grupo de C. torquatus representaban un género diferente a las especies

pertenecientes al Grupo de C. cupreus, ya que estos últimos poseen números cromosómicos

diploides mayores o iguales a 24 (Benirschke & Bogart, 1976; Egozcue et al., 1969; Bueno &

Defler, 2010).
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Todos los taxones del Grupo de C. torquatus se distribuyen principalmente en el norte de la

cuenca amazónica (Figura 1), poblando bosques húmedos de tierra firme (Kinzey, 1977;

1981; Hershkovitz, 1990; Defler, 1994). C. torquatus torquatus la especie que define el Grupo,

fue descrita en 1807 por Johann Centurius von Hoffmannsegg (Callitrix [sic] torquata,

Hoffmannsegg, 1807:86) de una localidad incierta al interior de Pará en Brasil. Esta localidad

fue “re-determinada” por Hershkovitz (1963:56) como Codajáz en el costado norte del Río

Solimões sobre la boca del Río Negro, Amazonas, Brasil.

Casi paralelamente en 1811, el más renombrado naturalista y explorador alemán Alexander

von Humboldt (Humboldt, 1811:319; 1812:357), publicaba la descripción un primate similar

al que avistó durante sus viajes al Río Orinoco (cerca de San Fernando de Atabapo en la

confluencia de los ríos Orinoco y Guaviare, Amazonas, Venezuela), al que llamó Simia lugens

y que posteriormente sería “re-denominado” como Callicebus torquatus lugens (Hershkovitz,

1963) y luego elevado a la categoría de especie (como C. lugens) cuando se advirtió que su

cariotipo era 2n=16.

Casi cien años más tarde el célebre zoólogo británico Michael Rogers Oldfield Thomas quien

en 1903 definió el género Callicebus (Thomas, 1903), describió a Callicebus lucifer (Thomas,

1914:345) a partir de un ejemplar colectado en Loreto, Perú. En 1927 el mismo autor

(Thomas, 1927) en una revisión de especímenes de C. torquatus identificó la subespecie C.

t. regulus (de Fonte Boa, Amazonas, Brasil) y la subespecie C. t. purinus (de Ayapuyá

Amazonas, Brasil). Cabe mencionar que fue en la publicación original de Oldfield Thomas

(Thomas, 1927) (“On the Titi monkeys of the Callicebus torquatus Group” [Sobre los micos titi

del Grupo del Callicebus torquatus]) aparece la primera mención de la configuración de

grupos de morfos dentro del género Callicebus.

Finalmente, en su revisión de 1963 sobre el género Callicebus en el Orinoco y Amazonas,

Hershkovitz describiría a C. torquatus medemi, la última subespecie conocida y la que tiene

distribución más restringida (Hershkovitz, 1963) dentro del Grupo de C. torquatus. La

localidad tipo de éste taxón es el Río Mecaya en el departamento de Putumayo en Colombia.

Pese a que la tendencia global parece aceptar la propuesta de van Roosmalen (2002) de

considerarlos como especies plenas, el consenso de la taxonomía mastozoológica

colombiana (Solari et al., 2013) aún trata como subespecies a Callicebus torquatus medemi

y a C. t. lucifer. La razón de esta decisión radica en la permanencia de algunos problemas

taxonómicos del Grupo.
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Según Defler (2010), C. torquatus es un caso particular de preocupación taxonómica debido

a que Barros et al., (2000) y Bonvicino et al., (2003), elevaron según evidencia cromosómica

(2n = 16) una población anteriormente conocida como C. t. lugens ubicada en el Río Negro

en Brasil a la categoría de especie. En consecuencia, la única diferencia con Callicebus

torquatus (2n = 20) es el número cromosómico, puesto que no hay más caracteres

morfológicos para distinguirlos. Por lo que necesariamente en ausencia de otras diferencias

aparte de las cromosómicas, las formas C. t. medemi y C. t. lucifer caen en la categoría de

subespecies.

Del Grupo de C. torquatus, existe una reducida pero meritoria cantidad de información

científica gris y publicada en Colombia, en la que hay un claro sesgo hacia estudios en la

ecología de Callicebus lugens. Tal situación es causada por la influencia que tuvo la Estación

Biológica Mosiro Itajura – Caparú, en los estudios ecológicos a finales del siglo XX (Defler,

1983; Forero, 1987; Defler, 1994; Palacios & Rodríguez, 1994; Palacios et al., 1997).

2.2.2 El Grupo de C. cupreus en Colombia

El Grupo de Callicebus cupreus es el grupo que mayores cambios taxonómicos ha sufrido

desde su reconocimiento por Shuji Kobayashi en 1995 (Kobayashi, 1995). De hecho, el Grupo

de C. cupreus es una escisión del Grupo de C. moloch (Tabla 1), hecha a partir de rasgos

craneométricos, por lo que ninguna referencia bibliográfica lo describe, sin describir o hacer

referencia en paralelo al Grupo de C. moloch (van Roosmalen et al., 2002). Esto es muy

importante porque pese a que el Grupo de C. cupreus está ampliamente referenciado en la

literatura moderna de la taxonomía del género Callicebus, salvo por los clústeres resultantes

del análisis de Kobayashi (Kobayashi, 1995) (Figura 8), el grupo no está claramente

diferenciado de C. moloch (Figura 2) lo que es muy evidente en el trabajo de Byrne et al.,

(2016) quien elimina al grupo.
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Figura 8. Análisis fenético realizado por Kobayashi (1995) del género Callicebus de acuerdo con la

craneometría calculada usando coeficientes de correlacion “Modo Q”. Los números corresponden a

los grupos identificados por el autor: (1) Grupo de C. torquatus, (2) Grupo de C. personatus, (3) Grupo

de C. moloch, (4) Grupo de C. cupreus, (5) Grupo de C. donacophilus. Para el autor C. dubius

representó un problema de asiganción, la distribución de este taxón así como su coloración condujo al

autor a afiliarlo forzosamente al Grupo de C. cupreus. Subsecuentes trabajos siguieron esta

recomendación sin hacer análisis evolutivos del género.

Aunque inicialmente Kobayashi (Kobayashi, 1995) identificó únicamente dos especies en el

grupo: Callicebus caligatus y Callicebus cupreus (la cual a su vez contenía tres subespecies

Callicebus cupreus cupreus, C. c. ornatus y C. c. discolor), luego se convirtió en el segundo

grupo más rico en especies después del Grupo de C. moloch. Como ya se ha mencionado,

van Roosmalen et al. (2002) quienes respetaron la estructura de grupos de Kobayashi (1995),

le dieron estatus de especies a todas las subespecies de Callicebus atendiendo una

recomendación hecha por Groves (2001), adicionando nuevas especies al grupo (Tabla 1).

Las nuevas especies que van Roosmalen et al. (2002) incluyeron en el Grupo de Callicebus

cupreus, tras su revisión fueron dos: Callicebus dubius y Callicebus stephennashi, la

descripción e inclusión en alguno de los grupos de Kobayashi (1995) de acuerdo a los

patrones de coloración de las especies, continuó en publicaciones posteriores. Wallace y su

equipo (Wallace et al., 2006) describieron a Callicebus aureipalatii, haciendo hincapié en las

similitudes que aquel nuevo taxón tenía con las especies del Grupo de Callicebus cupreus

revisado por van Roosmalen et al. (2002), pese a que la publicación original no ofrece ningún

argumento que sustente la filiación de Callicebus aureipalatii al grupo.
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Es común encontrar en la literatura gris que C. aureipalatii hace parte del Grupo de Callicebus

cupreus (lo que a juicio de este documento es un error puesto que se haya muy alejado

geográficamente de los representantes del Grupo de C. cupreus. A criterio de este documento

C. aureipalatii hace parte del Grupo de C. donacophilus (Tabla 1), si es que se usa el

paradigma de grupos.

La última adición al Grupo de C. cupreus es Callicebus caquetensis (Defler, 2010; Defler et

al., 2010), cuya inclusión elevaría el número de especies del Grupo de Callicebus cupreus a

siete (ocho si se incluye a C. aureipalatii). Bueno et al., (2010) han justificado la filiación de

C. caquetensis al grupo de acuerdo a evidencia cariológica (Bueno et al., 2006), lo cual ha

refrendado la coherencia geográfica del grupo.

Las distribuciones de las especies del Grupo de Callicebus cupreus son todas alopátricas y

difieren substancialmente en tamaño (Hershkovitz, 1988; 1990; van Roosmalen et al., 2002).

Mientras que las especies C. cupreus y C. discolor, tienen distribuciones regionalmente

extensas (Veiga, 2008), C. caligatus, C. dubius, C. ornatus y C. stephennashi tienen

distribuciones muy restringidas (Defler, 2010).

Semejantes diferencias en tamaños de distribución son, de acuerdo con los postulados de

De Queiroz (2007), consecuentes con historias demográficas y de divergencia (especiación)

diferentes. En consecuencia, la decisión de elevar todas las subespecies al nivel de especie

usando un criterio tan arbitrario (e improcedente a juicio de este trabajo) como el usado por

van Roosmalen (2002) (puesto que no plantea un concepto de especie claro), resulta

inapropiada, en la medida que podría encriptar la verdadera diversidad del grupo, aunque

consiga el objetivo de ofrecer una taxonomía clara.

Como se ha mencionado, en Colombia el Grupo de Callicebus cupreus está representado

por tres especies: C. ornatus, C. discolor y C. caquetensis (Defler, 2010). En comparación

con los taxones del Grupo de C. torquatus, aspectos ecológicos del Grupo de C. cupreus en

Colombia son relativamente mejor conocidos. Esto es particularmente cierto para la especie

C. ornatus debido a que su distribución coincide con el área de influencia de la ciudad de

Villavicencio; un importante centro poblado de fácil acceso en Colombia (Hershkovitz, 1963;

Hernández-Camacho y Cooper, 1976; Polanco, 1992; Polanco y Cadena 1993; Polanco et

al., 1994; Defler, 2004; Rivera, 2004; Bueno y Defler, 2010; Defler, 2010).
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Los otros dos taxones del grupo: C. discolor y C. caquetensis, los cuales se distribuyen en

regiones con acceso más dificultoso, han recibido menor atención. Aunque debido a la

curiosidad reciente que ha suscitado C. caquetensis de acuerdo con su estatus de

conservación (García y Defler, 2011), nuevos trabajos sobre su ecología y conservación han

sido llevados a cabo y prontamente serán publicados. (Más detalles sobre esta especie son

discutidos en el siguiente apartado).

2.2.3 Callicebus caquetensis y el problema de la verdadera diversidad del género

Callicebus en Colombia

En 1976 el reconocido zoólogo estadunidense Martin Humphrey Moynihan hizo

observaciones de un primate desconocido en los densos bosques tropicales de la localidad

de Valparaíso en el departamento de Caquetá, más precisamente entre los ríos Caquetá y

Orteguaza en el sur del departamento (Defler, 2010). El terreno difícil además de peligrosas

condiciones de campo, evitaron que el enigmático primate fuera descrito formalmente. Sin

embargo, debido a que el primate avistado tenia coloración rojiza y era muy parecido a

Callicebus moloch, Moynihan, utilizando la taxonomía válida para esa época (la de

Hershkovitz, 1963), lo denominó como una “forma de C. moloch” (Tabla 1).

En épocas más recientes, en la medida en que los bosques naturales de la zona, han cedido

terreno a los agro-ecosistemas, la red de caminos ha crecido y el territorio se ha pacificado,

ha sido posible describir taxonómicamente el enigmático primate sobre el que recayeron las

observaciones de Moynihan (Defler, 2010) en Caquetá.

Callicebus caquetensis, es el nombre que recibió este animal cuando se denominó como una

nueva especie más de 30 años después de que Moynihan lo observara por primera vez

(Defler et. al., 2010). Casi inmediatamente después de su descripción, resultó evidente que

la situación de conservación de esta especie estaba altamente comprometida por el

avanzado deterioro que su hábitat ha sufrido en recientes años (Defler et al., 2010). En

consecuencia, C. caquetensis fue considerado como críticamente amenazado de extinguirse

de acuerdo a los criterios de la IUCN (Defler y García, 2012) y paralelamente se emprendieron

acciones para su conservación y estudio.
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Uno de los primeros compromisos en el marco de esta iniciativa fue identificar los procesos

evolutivos que dieron origen a C. caquetensis, así como esclarecer cualquier duda

taxonómica entorno a esta nueva especie.

Puesto que el reconocimiento de Callicebus caquetensis como especie válida, así como la

búsqueda de sus orígenes evolutivos, abre la puerta a la discusión en torno a la verdadera

diversidad de las formas del género Callicebus en Colombia. Principalmente porque si se usa

el criterio de van Roosmalen et al. (2002) y los criterios de Defler para distinguir a C.

caquetensis como una especie diferente de su especie geográficamente más cercana, C.

discolor, necesariamente, las tres subespecies de Callicebus torquatus deberían ser

elevadas al estatus de especies válidas (Cracraft, 1989).

Sin embargo, los especialistas en mastozoología no han aceptado este postulado en el último

inventario de la mastofauna de Colombia (Solari et al., 2013). Debido a que probablemente

se les consideró como especies filéticas producto de una anagénesis gradual y que no

contarían con evidencias genéticas. De ser este el caso, este trabajo parte de que la

especiación por anagénesis desde el punto de vista de la sistemática filogenética, es un

evento generador de cladogénesis (Graur y Li, 2000 p174) y podría serlo de especiación

siempre y cuando se use un concepto de especies homogéneo y coherente para todas las

formas del género.

La comprensión de la cladogénesis desde el punto de vista molecular, involucrará el tiempo

de especiación y el grado de parentesco entre los marcadores de las unidades taxonómicas

sometidas al análisis (Graur & Li, 2000). En ese orden, la comprensión de la cladogénesis

del género Callicebus en Colombia, permitiría dirimir los conflictos taxonómicos existentes

desde el contexto evolutivo, que describa con precisión la riqueza de las especies usando un

concepto de especie unificador (Baker y Bradley, 2006).

Como se ha dicho, una descripción precisa de la riqueza de especies que involucre tanto su

origen como sus tiempos de divergencia y posibles factores de interrupción del flujo genético

(especiación), es de gran importancia para la conservación de las especies del género

Callicebus. Particularmente en el caso de Callicebus caquetensis, no obstante, este objetivo

demandaría de un muestreo de los taxones filogenéticamente emparentados con los

Callicebus colombianos, los cuales pueden hallarse inclusive por fuera de las fronteras del

país (muestreo de taxones).
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Con un amplio muestreo de taxones se puede describir con precisión el paisaje de la variación

genética de las especies (DeBry, 2005, Hedtke et al., 2006). Un muestreo de taxones, que

incluya taxones con diferentes situaciones de proximidad filogenética a los Callicebus bajo

análisis, dispersaría las homoplasias posibles y reducirá el efecto de atracción de ramas

largas (Heath et al., 2008). Pero en sí mismo, un muestreo de taxones regional también es

un problema de investigación.

Un muestreo de taxones regional adecuado, que tenga tejidos útiles para desarrollar un

trabajo de filogenética molecular en el género Callicebus, en diferentes localidades de

Suramérica, comprometería presupuestos elevados. Principalmente por los altos costos de

desplazamiento de equipo técnico, a los hábitats donde se distribuyen estos primates. Por

esta razón para completar el muestreo de taxones de Callicebus y en general de animales

ampliamente distribuidos, una buena estrategia es recurrir a colecciones zoológicas o

museos de historia natural, que posean ejemplares del género y usar éstos como fuentes de

tejido para el aislamiento de ADN útil para análisis filogenéticos.

2.3 El Uso de Ejemplares de museo como fuente de ADN

Cuando es inviable un muestreo amplio en campo de tejidos frescos, el uso de ejemplares

de museo como fuente de ADN, es la mejor alternativa para robustecer los estudios

filogenéticos. Los principios metodológicos que orientan las técnicas de aislamiento de ADN

a partir de ejemplares de museo, se anidan en la disciplina del Ancient DNA (en adelante

ADN antiguo). Tal disciplina es ampliamente aplicada alrededor del mundo (Higuchi et al.

1984, Thomas et al., 1990; Hoss & Paabo, 1993; Rohland & Hofreiter, 2007; Alda et al., 2007;

Shapiro & Hofreiter, 2012), cada vez con mayor frecuencia.

Ahora bien, para que una muestra sea considerada como poseedora de ADN antiguo, debería

superar los 100 años de antigüedad (Higuchi et al., 1984) y con frecuencia los ejemplares de

colección no son así de antiguos. Por tal razón, la literatura no considera que los ácidos

nucleicos contenidos en especímenes de museo sean estrictamente ADN antiguo. Sin

embargo, debido a que se usan las mismas técnicas y condiciones para el aislamiento y

amplificación del ADN, este trabajo considera que aislar el ADN contenido en ejemplares de

museo es una tarea relativa al ADN antiguo.
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Al margen del nombre más pertinente para las prácticas relativas al ADN obtenido de

colecciones museológicas, las ventajas que el uso del ADN antiguo confiere a los análisis

filogenéticos; pueden resumirse en tres ideas: (1) la inclusión de variabilidad genética en un

contexto histórico de muestreo (muestreo de caracteres histórico), cuyo uso es poco común

en la literatura y es ciertamente complejo de implementar (Rambaut, 2009; Ho, 2012), (2) El

uso de ADN tipo y (3) la ampliación del muestreo de taxones.

La ampliación del muestreo de taxones es posible gracias a que cada vez con mayor facilidad

se pueden muestrear tejidos de museos. El continuo crecimiento en tamaño e importancia de

las colecciones zoológicas durante los últimos dos siglos, particularmente en el continente

americano (Suarez & Tsutsui, 2004), exhortó a los museos a sistematizar en línea sus

colecciones. Sin importar qué tan remota sea su distribución o qué tan “raras” sean en el

entorno silvestre, muchas especies pueden ser fácilmente encontradas en museos a través

de una búsqueda simple en la Internet (Stein y Wieczorek, 2004).

En paralelo, obtener secuencias de ADN de ejemplares de museos que han sido identificados

taxonómicamente por diferentes generaciones de expertos, es una gran ventaja. Puesto que

se cuenta con secuencias de ADN de ejemplares tipo (holotipos, isotipos, sintipos, lectotipos,

neotipos o paratipos) los cuales suelen tener localidades precisas, descripciones del hábitat

o que pueden estar inclusive asociados a una publicación. De tal forma, su uso en estudios

genéticos puede conferirles el nombre de secuencias de ADN tipo.

Pese a las buenas perspectivas de esta práctica, es bien sabido que la dificultad de obtención

de ADN a partir de piezas de museo es elevada. Aunque el desarrollo de nuevas tecnologías

de extracción y secuenciación de ADN, así como el mejoramiento del software especializado

en análisis de secuencias de nucleótidos durante los últimos años, ha permitido ampliar la

paleta de los marcadores moleculares que se pueden aislar de piezas de museo (museomics)

y mejorar la tasa de éxito en la obtención de estas secuencias (Rohland, 2012), en el contexto

nacional el uso de ADN de museo aún se encuentra en un estado muy básico. Este estado

basal del desarrollo de la técnica corre en paralelo con la sistematización de las colecciones

zoológicas nacionales, que en muy pocos casos pueden ser consultadas en línea. Es natural

entonces que los museos de historia natural nacionales no cuenten con políticas claras de

muestreo de tejidos para extracción de ADN, lo que se ha denominado como muestreo

destructivo en otros museos en el mundo (Whitfield, 1999; Rambaut, 2009; Ho, 2012).
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2.4 Los Callicebus colombianos y su representación en museos y otras

colecciones.

De acuerdo con una búsqueda en internet usando el sistema MaNIS (Mammal Networked

Information System - Manisnet.org, 2015), existen 922 registros (especímenes) de

ejemplares del género Callicebus en al menos 30 instituciones científicas alrededor del

mundo. De otro lado, pueden encontrarse más de 70 ejemplares del género en dos museos

colombianos: El Instituto de Investigación Alexander von Humboldt (IAvH) y el Museo de

Historia Natural del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia

(ICN-MHN). (ICN 2004, IAvH 2012).

La revisión de las bases de datos de los museos colombianos demuestra que los taxones

mejor representados en las colecciones colombianas son Callicebus lugens y Callicebus

ornatus. En buena medida, la mayoría de los registros del género Callicebus de los individuos

contenidos en colecciones zoológicas colombianas, se han hecho impulsadas por la

exploración de Parques Nacionales en el departamento del Meta, en cercanías del Parque

Nacional Natural de la Serranía de La Macarena (ICN, 2004) y en el departamento del

Vichada en el Parque Nacional Natural El Tuparro (IAvH, 2012).

Como se mencionó anteriormente es probable que el amplio registro en colecciones, museos

e inclusive zoológicos de la especie C. ornatus, se deba en buena medida a la influencia de

la ciudad de Villavicencio en cuyas cercanías puede aún encontrarse esta especie

(Hershkovitz, 1963; Hernández-Camacho y Cooper 1976, Polanco, 1992; Polanco & Cadena

1993; Polanco et al., 1994; Defler, 2004; Rivera, 2004; Bueno y Defler, 2010; Defler, 2010).

Antagónicamente, los registros de especies C. medemi, C. lucifer y C. caquetensis son muy

escasos en museos. De hecho, existen únicamente tres ejemplares de museo de C.

caquetensis en el MHN-ICN y tres ejemplares de C. lucifer en el IAvH (ICN, 2004; IAvH,

2012). Pero la situación más compleja la presenta el taxón Callicebus discolor, del cual no

existen ejemplares en colecciones zoológicas de Colombia. De ésta especie, únicamente se

conoce un ejemplar vivo, mantenido en cautiverio en el Zoológico de Piscilago en

Cundinamarca, lamentablemente sin localidad de origen precisa.

Como colecciones zoológicas de animales vivos, los zoológicos son una gran fuente de

información. Particularmente para los intereses de ésta tesis los zoológicos de Cafam y

Piscilago en Cundinamarca, cuentan con ejemplares del género Callicebus (citados más

adelante en materiales y métodos). Sin embargo, la ausencia de datos precisos de localidad
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es generalmente un tema controversial cuando se obtiene ADN a partir de zoológicos. De

esta manera es claro que el muestreo en zoológicos no es suficiente para construir filogenias

confiables, justificando aún más el uso de ADN proveniente de museos (Buckland et al.,

2004), los cuales parecen contener un buen registro de género Callicebus alrededor del

mundo.

No obstante, existen tres dificultades principales que deben ser superadas para obtener con

éxito secuencias de los ejemplares de museo. (1) La primera y quizá la más importante, es

el daño molecular del ADN debido a la degradación tisular de los ejemplares de colección.

(2) En segundo lugar está la contaminación con ADN exógeno, principalmente ADN humano

y (3) finalmente las limitantes al muestreo destructivo en museos debido a la ausencia de

políticas claras.

Disponer del material de colecciones científicas para el aislamiento de ácidos nucleicos,

involucra directamente el deterioro del patrimonio de los museos o donantes, en la medida

que es necesario escindir una parte de los ejemplares. Tal deterioro o muestreo destructivo,

supone no sólo que el museo tenga en existencia ejemplares bien curados del taxón

necesario, sino además que el curador de la colección tenga la voluntad o el interés de

permitir tal muestreo.
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Capítulo 3. Justificación

Los problemas de investigación que pueden solucionarse con un análisis de la diversificación

evolutiva del género Callicebus mediante marcadores moleculares son primordialmente dos:

3.1 Origen y estatus taxonómico de las especies descritas del género

Callicebus.

La descripción de C. caquetensis Defler et al., (2010), se basó en ejemplares juveniles y

pocos especímenes. De acuerdo con los postulados de Hershkovitz (1988), los caracteres

que son precisamente utilizados para describir la especie (patrones de coloración), no se

desarrollan completamente sino hasta alcanzar estadios adultos en los individuos. Tal

situación cierne dudas sobre la autenticidad de C. caquetensis como especie válida, teniendo

en cuenta que aún tanto C. torquatus lugens como C. torquatus medemi, siguen siendo

consideradas como subespecies.

El Problema de Investigación 1, puede resumirse en que no hay un concepto de especie

unificador en torno a la descripción de especies del género Callicebus en Colombia (Bateson,

1909; Baker & Bradley, 2006).

Como se ha mencionado, C. caquetensis, fue descrita sobre la base de dos ejemplares

capturados en los primeros años del siglo XXI, siguiendo observaciones hechas por Moynihan

(1976). Las características diagnósticas que sustentan el estatus de este taxón como especie,

son la ausencia de patrones de coloración en la frente y las manos, que están presentes en

C. ornatus y C. discolor. Características que sólo se desarrollan por completo en el estado

adulto (Hershkovitz, 1988). Consecuentemente con su reciente descripción y en ausencia de

más ejemplares colectados, no se ha sometido a prueba la hipótesis taxonómica de Defler et

al. (2010) para C. caquetensis, que puede ser el primate más amenazado de Colombia. En

ese sentido es imperativo conducir estudios filogenéticos y filogeográficos que confirmen su

validez taxonómica con el fin de sustentar programas de conservación continuados.
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De otro lado Callicebus torquatus (Hoffmannsegg, 1807) está representada en Colombia por

dos taxones considerados como subespecies: C. t. medemi y C. t. lugens (Defler, 2010).

Barros et al., (2000) y Bonvicino et al., (2003) elevaron según evidencia cromosómica, una

población de C. t. lugens ubicada en el Río Negro en Brasil a la categoría de especie. Pese

a la correspondencia patronímica de esta población con poblaciones de C. t. lugens en

Colombia, no se ha establecido que se traten del mismo taxón.

Thomas Defler (Defler, 2010), propuso que procesos tocogenéticos permitirían propiciar la

aparición de poblaciones que podrían considerarse como nuevas especies dentro del

complejo denominado Grupo torquatus (Kobayashi, 1995); no obstante, considera que se

tratarían de especies filéticas sin evidencia biológica. En tal virtud Defler (Defler, 2010) prefirió

mantener una sola especie, Callicebus torquatus, en ausencia de evidencia taxonómica para

la distinción de otros taxones en su interior.

Finalmente, C. discolor y C. ornatus fueron en principio consideradas por Hershkovitz (1990)

como subespecies de C. cupreus (Spix, 1823). Mediante técnicas cariológicas Bueno et al.,

(2006) demostraron la validez de los taxones como especies, pero desconocemos sus

relaciones filogenéticas con los demás taxones, C. torquatus y C. caquetensis.

3.2 Obtención de marcadores moleculares útiles para analizar la

diversificación evolutiva del género Callicebus a partir de ADN antiguo.

Aunque un análisis de la diversificación evolutiva del género Callicebus mediante marcadores

moleculares, es el camino más eficiente para solucionar los problemas evolutivos del género,

la ausencia de tejidos frescos producto de muestreos en campo, debido al alto costo que ello

representa, constituye un segundo problema (en este caso técnico) de investigación, en la

medida que la obtención de secuencias de marcadores moleculares sólo puede realizarse a

partir de tejidos de colecciones zoológicas, que contienen ADN altamente degradado o ADN

Antiguo.

El Problema de Investigación 2, puede resumirse en que en ausencia de un adecuado

muestreo de taxones (marcadores moleculares completos) debido a la naturaleza de las

muestras, se deberán encontrar mosaicos de diferentes marcadores cortos, que permitan

reconstruir relaciones filogenéticas.
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El trabajo con ADN antiguo representa un segundo problema de investigación en la medida

que todas las técnicas de laboratorio alrededor de este tipo de ADN, revisten un grado de

dificultad mayor que los procedimientos usuales debido a la fractura del ADN (Rohland et al.,

2004; Keyser-Tracqui y Ludes, 2005). Gracias a metodologías específicas de recuperación

de ADN antiguo, es posible amplificar fragmentos de hasta 400 pares de bases extraídos de

muestras de museo. No obstante, es más frecuente que no se logre la amplificación de más

de 150 pares de bases.

Diferentes marcadores moleculares con diferentes tamaños se usarán en este trabajo con el

fin de establecer las relaciones filogenéticas de los taxones sometidos al análisis. Por lo que

metodológicamente deberá contarse con estrategias de amplificación y secuenciación de

pequeños fragmentos para cada marcador, para posteriormente ser empalmados en

mosaicos in silico. Una vez empalmados estos fragmentos de ADN, será posible describir las

genealogías de estos genes, por lo que se podrá reconstruir la historia evolutiva de los

taxones del género Callicebus (Avise 2000, Ho & Shapiro 2011).

3.3 Pregunta de Investigación

¿Cuáles son las relaciones evolutivas de las especies del género Callicebus (Primates:

Pitheciidae) Thomas, 1903 en Colombia?
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Capítulo 4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Reconstruir las relaciones evolutivas y los patrones de diversificación de las especies del

género Callicebus en Colombia, mediante marcadores moleculares obtenidos principalmente

a partir de ADN antiguo obtenido en museos.

4.1.1 Objetivos específicos

 Describir el patrón de la variación del perfil genético del género Callicebus en

Colombia, a partir de cuatro marcadores moleculares mitocondriales y nucleares.

 Evaluar la precisión de la taxonomía actual empleada para describir las especies

colombianas del género Callicebus, con relación a la evidencia molecular encontrada.
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Capítulo 5. Materiales y Métodos

5.1 Ejemplares de primates solicitados y procedimientos legales

Para el desarrollo del presente trabajo se solicitaron muestras de 26 ejemplares de primates

(Tabla 3). Veinticuatro [24] ejemplares del género Callicebus que incluyeron cinco [5]

ejemplares de C. ornatus, tres [3] ejemplares de C. caquetensis, tres [3] ejemplares de C.

discolor, cuatro [4] ejemplares determinados como C. cupreus, tres [3] ejemplares de C.

caligatus, un [1] ejemplar de C. dubius, tres [3] ejemplares de C. lugens y dos [2] ejemplares

de C. t. medemi. Adicionalmente se incluyeron dos ejemplares de primates que no pertenecen

al género Callicebus (Aotus nancymaae FMNH 122775 y Saguinus leucopus ZP 08), con el

fin de hacer comparaciones de la diversidad genética (Ver más adelante).

Los ejemplares fueron conseguidos y muestreados en ocho [8] diferentes instituciones

referenciadas en la Tabla 3: Zoológico de CAFAM, Zoológico de Piscilago, Instituto de

Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia MNH-ICN, la Colección Zoológica

del Estado de Bavaria en Alemania (Die Zoologische Staatssammlung München - ZSM),

Museo Ecuatoriano de Historia Natural, Zoológico La Vallée des Singes, Francia,

Universidade Federal do Amazonas – UFAM en Brasil y el Field Museum of Natural History

– FMNH de Chicago en USA.

Finalmente se usaron diferentes secuencias depositadas en el repositorio electrónico del

Centro Nacional de los Estados Unidos para la Información de la Biotecnología (NCBI) para

servir bien sea como grupos externos o como parte del grupo interno, en los análisis

filogenéticos. A este repositorio a lo largo del Documento se le denominará como

coloquialmente se le conoce “GenBank” (o GB en algunos nombres de secuencias). En la

Tabla 3 se hace especial referencia de una de las secuencias de GenBank, KC959986,

puesto que en el presente trabajo se hace un cambio en su denominación taxonómica.
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Tabla 3. Ejemplares utilizados en este estudio

Váucher o
identificación
taxonómica

OTU ID
Año de

Recolección o
publicación

Origen Geográfico
(Número en el mapa de la

figura 12)

Institución donde está
depositada la muestra o de

donde fue tomada

(Váucher)

C. ornatus

Fácilmente
identificado por
su distribución
restringida.

ZP 01

2013

Colombia, Meta,
Villavicencio

4° 6'19.64"N, 73°38'5.64"W
(1)

Zoológico de Piscilago
CAFAM;

Instituto de Genética.
Universidad Nacional de
Colombia.

ZP 02

ZP 05

ZP 04

ICN 21711
Instituto de Ciencias Naturales
Universidad Nacional de
Colombia (ICN).

(Váucher)

C. caquetensis

Fácilmente
identificado por
su distribución
restringida.

IGUNdna0005580 2013

Valparaíso Caquetá
Colombia,

1°11'3.52"N, 75°41'13.06"W
[Localidad Tipo]

(2)

Instituto de Genética.
Universidad Nacional de
Colombia

ICN 19017
(Holotipo) 2008

Instituto de Ciencias Naturales
Universidad Nacional de
Colombia (ICN).

ICN 19439
(Paratipo)

ICN 21710 2013

(Váucher)

C. discolor

ZP 03 2013
Colombia [Putumayo]

(3)
Zoológico de Piscilago

ZSM 85 1962
Pastaza, Ecuador

1° 7'3.48"S, 77° 6'15.12"W
(4)

Zoologische Staatssammlung
München (ZSM)

EA 001 2014
Pastaza, Ecuador

1°47'53.23"S, 76°37'18.09"W
(5)

Museo Ecuatoriano de Historia
Natural

C. cupreus

Identificado por
el color del
pelaje y el
rango
distribucional
propuesto por
Hershkovitz
1990. En esta
tesis se
demuestra que
existe diversidad
no conocida
dentro de ese
taxón.

European
Studbook # 25268

Coleccionado
por Jan

Vermeer 2013

Manití River, Peru
3°28'30.80"S, 72°51'35.26"W

(6)

Zoológico
La Vallée des Singes, France

KC959986
Finstermeier et

al. 2013
Desconocido

The National Center for
Biotechnology Information
(GenBank)

FR 62

Coleccionado
por Fabio

Röhe

Estate of Amazonas Brazil
8° 4'20.28"S, 69°17'26.92"W

(7)

Universidade Federal do
Amazonas (UFAM)

AAM15
Catuá Amazonas, Brazil

3°45'59.83"S, 64° 4'20.89"W
(8)

C. caligatus

Identificado por
el color del
pelaje y
distribución.

FR 184

Coleccionado
por Fabio

Röhe

Manicore-Beruri, Brasil
5°27'25.67"S, 62° 6'5.72"W

(10)
Universidade Federal do
Amazonas (UFAM)

FR 185

FR 02

Río Manicore Madeira
Brasil

5°29'32.29"S, 60°49'42.4"W
(11)
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Váucher o
identificación
taxonómica

OTU ID
Año de

Recolección o
publicación

Origen Geográfico
(Número en el mapa de la

figura 12)

Institución donde está
depositada la muestra o de

donde fue tomada
C. caligatus
(dubius)

Identificado por
el color del
pelaje y
distribución.

FR 75
Coleccionado

por Fabio
Röhe

Canutama Amazonas, Brazil
8°39'11.63"S, 64°21'33.05"W

(9)

Universidade Federal do
Amazonas (UFAM)

C. lugens*

ZP 07 2013 Meta, Colombia Zoológico de CAFAM

FMNH 88247

1957

Rio Guaviare, "la María"
cerca de Laguna Grande,

Colombia
2°37'59.88"N,
72°52'0.01"W

Field Museum of Natural
History (FMNH)

FMNH 88248

C. medemi

FMNH 70691

1952

Tres troncos, Caquetá
Colombia

0° 7'60.00"N,
74°41'0.00"W Field Museum of Natural

History (FMNH)

FMNH 70692

Rio Mecaya,
Putumayo Colombia

0°28'0.00"N,
75°19'60.00"W

Aotus
Nancymaae FMNH 122775 1980

Río Samiria, Estación
Biológica "Pithecia"

3°18'20.81"S
74°37'22.66"W

Field Museum of Natural
History (FMNH)

Saguinus
leucopus

ZP 08 2013 Desconocido Zoológico de Piscilago;

* Para el profesor Thomas Defler no hay evidencia (fenológica o cariológica) que confirme que estos

ejemplares correspondan a C. lugens. Sin embargo se han denominado como C. lugens de acuerdo

con el mapa de distribución dibujado por Hershkovitz (1990). Igualmente el profesor Defler hace la

salvedad de que no existe un fenotipo que distinga propiamente a C. torquatus de C. lugens y que ni

van Roosmalen et al. (2002) ni Hershkovitz (1990) solucionaron este problema.

Todas las muestras solicitadas dentro del territorio colombiano estuvieron amparadas por la

Resolución 0255 de 2014 de la Autoridad Nacional de Licencias Ambientales (ANLA),

Permiso Marco de Recolección de Especímenes de Especies Silvestres de la Diversidad

Biológica con Fines de Investigación Científica No Comercial dado a la Universidad Nacional

de Colombia. Por otro lado, las muestras solicitadas por fuera del territorio nacional

colombiano, estuvieron amparadas por la resolución 11.15 de la Convención sobre el

Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES) que

regula los préstamos, donaciones e intercambios no comerciales de especímenes de museo

y herbario. Esta resolución CITES aplica en todas las ocasiones en que se solicitó a los

museos (ICN, FMNH, MHE [EA 001] y ZSM) un permiso de muestreo destructivo de sus

colecciones.
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5.2 Extracción de ADN

Aunque se han publicado numerosos protocolos de extracción de ADN (Alda et al., 2007), el

uso de kits comerciales para la extracción de ADN basados en columnas de adsorción es la

práctica más común en la mayoría de laboratorios de biología molecular. Sin embargo, el uso

de kits comerciales de extracción de ADN es económicamente difícil de sostener cuando

deben procesarse un gran número de muestras. Si bien otros métodos de extracción de ADN

más económicos podrían implementarse, como la purificación de ADN con Fenol y

Cloroformo o con Resina Chelex®, no tienen un buen rendimiento cuando se trata de aislar

ADN fragmentado como puede serlo el ADN contenido en ejemplares de museo (Collins y

Dubach, 2000; Faivovich et al., 2005; Gonçalves de Andrade et al., 2006; Pertoldi et al.,

2006).

Debido a que el desarrollo de esta tesis involucra el material de museo como fuente de ADN

y a que los recursos eran limitados, se debió estandarizar un protocolo de extracción

económico, repetible y redituable en el sentido del ADN antiguo. El método protocolizado fue

la extracción de ADN basada en la adhesión al Oxido de Silicio (SiO2 - mejor conocido como

Sílice o Glass Milk) originalmente revisado por Rohland y Hoffreiter (2007) para muestras de

gran tamaño. Este método usa la adsorción selectiva de partículas de Sílice en suspensión

al ADN en presencia de sales caotrópicas (Vogelstein y Gillespie 1979; Boom et al., 1990;

Melzak et al., 1996; Rohland y Hofreiter, 2004; Parida et al., 2006; Rohland y Hofreiter, 2007).

Aunque la solución cuente con la presencia de proteínas, carbohidratos, lípidos, RNA y

contaminantes que inclusive sean inhibidores de la reacción en cadena de la polimerasa

(PCR). Y es que la unión específica que se produce entre la Sílice y el ADN en medios ácidos,

asegura el aislamiento efectivo de los ácidos nucleicos, asegurando la remoción de los

inhibidores de PCR (Kemp et al. 2006; Hwan Young et al. 2010).

El procedimiento de extracción estandarizado para esta tesis fue el siguiente: Las muestras

fueron pulverizadas siempre que fue posible utilizando un disruptor mecánico (TissueLyser®

QIAGEN), las cuales se almacenaron en refrigeradores con una temperatura de -20°C. Al

momento de realizar la extracción, un volumen cercano a los 3 mm3 de muestra fue

depositado en un tubo de 1,5 mL. Posteriormente, las muestras fueron digeridas a 55°C

durante una noche usando 20 mL de Proteinasa K [2,0 mg/mL] en un buffer de lisis (el cual
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contenía EDTA [0,5 M], Tris-HCl [10 mM], NaCl [100 mM], SDS Buffer [2%] y Tritón X-100

[0,5%]).

Tras el proceso de digestión, se adicionaron 800 mL de un buffer de unión a la Sílice que

contenía GuSCN (Tiocianto de Guanidina) [5 M], NaCl [25 mM] y Tris-HCl [50 mM]. La mezcla

se agitó durante 5 minutos a 55°C (nunca se usó vortex) y se acidificó usando HCl [37%] a

un pH de 5. Luego, se adicionaron 10 µL de una suspensión de Sílice (Sigma-Aldrich, 0,5 a

10 micrones de tamaño de partícula) con un pH 3. La suspensión de Sílice (Rohland y

Hofreiter, 2007) debe prepararse previamente mediante decantación, la cual consiste en la

suspensión de 4,8 gramos de Sílice en un volumen de 40 mL de agua desionizada y estéril.

Tras una hora de decantación, 39 mL de la mezcla se transfieren a un nuevo tubo que se

deja decantar por cuatro horas adicionales. Finalmente 35 mL del sobrenadante se descantan

y se añade suficiente HCl [37%] para dejar la suspensión en un pH de 3%.

Tras adicionar la suspensión de Sílice a las muestras en reacción, estas se sometieron a una

agitación suave (por rotación) durante una hora a 55°C. Luego, las muestras fueron

centrifugadas a máxima velocidad por dos minutos. El sobrenadante, fue removido y el pellet

de Sílice lavado dos veces por re-pipeteo usando un buffer de lavado (Etanol 50% v/v, NaCl

[125 mM], EDTA [1 mM], y Tris-HCl [10 mM]). El pellet de Sílice se secó finalmente en una

centrífuga de vacío a 55°C para luego ser re-diluido en 70 µL de una solución de pH 9 que

contenía Tris-HCl [10 mM] y EDTA [0.5 mM].

5.3 Marcadores moleculares

Para identificar las relaciones evolutivas del género Callicebus en Colombia se buscó la

amplificación de tres marcadores moleculares con un alto valor en la resolución filogenética:

5.3.1 Gen mitocondrial Citocromo b.

El Citocromo b (Cytb) es una subunidad fundamental en el transporte de electrones de la

cadena respiratoria de eucariotas. El gen que le codifica, varía en longitud en torno a los 1140

pares de bases (pb) en mamíferos y es considerado el marcador molecular filogenéticamente
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más informativo en esta clase de animales (Irwin et al., 1991; Avise, 1994) en contextos intra

e inter-específicos (Meyer, 1994). El Citocromo b (Cytb) resulta aún más informativo que el

Citocromo oxidasa I completo (Tobe et al., 2010; 2011), el cual es el marcador de tipo barcode

aceptado actualmente para una amplia variedad de organismos (Hebert et al., 2003).

El Cytb hace parte de un grupo de genes mitocondriales llamado “El complejo de la cadena

respiratoria mitocondrial”. Mutaciones sobre estos genes y particularmente sobre el Cytb

generan deficiencias en la cadena respiratoria y por ende, se consideran mutaciones letales

o deletéreas. Las patologías asociadas a una mutación en el Cytb en mamíferos, incluyen

miopatía (debilidad muscular), la cual puede impedir que los animales se desplacen. Las

mutaciones también podrían generar problemas en órganos internos como el hígado, los

riñones, el corazón y el cerebro (GHR, 2016)

5.3.2 Gen 12S del rARN en la Mitocondria

Pese a que son muchos los genes que pueden ser amplificados para hacer una identificación

taxonómica precisa de las OTU (Unidades Taxonómica Operativas) sometidas a un análisis

molecular, el marcador más simple de validar y estandarizar en tejidos con ADN

comprometido o antiguo, es una sección no mayor a 150 pb del gen mitocondrial codificante

del 12S del ARN de los ribosomas (Melton y Holland, 2007).

Los ribosomas de los eucariotas están conformados por proteínas y ARN (Ácido ribonucleico)

el cual es denominado “ribosómico” y de allí que siempre se denote como rARN (o rRNA en

inglés). Todas las subunidades que configuran un ribosoma suelen nombrarse de acuerdo a

su coeficiente de sedimentación al ser centrifugados en unidades Svedberg (S), las cuales

tienen dimensiones de tiempo (1S = 10-13 s). En eucariotas los rARN son codificados por

muchas copias de genes rARN en el genoma, incluyendo la mitocondria. En la mitocondria

particularmente en su genoma hay dos genes rARN 16S y 12S (también conocido como MT-

RNR1) (GHR, 2016). De otro lado, las mutaciones en el gen mitocondrias 12S rARN están

asociadas con pérdidas de la audición en mamíferos (GTR, 2016).
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5.3.3 Intrón 7 del Beta Fibrinógeno, marcador nuclear:

Los análisis filogenéticos basados en genes nucleares pueden ser problemáticos debido al

fenómeno de la heterocigosidad, inserciones o deleciones nucleotídicas y la alta tasa de

mutación de los intrones (Hillis, 1996). No obstante, se ha considerado ampliamente que los

intrones del genoma nuclear evolucionan de una manera “neutral” y más rápida en

comparación con los exones (Wickliffe et al., 2003). En tal virtud, se ha considerado que

podrían ser útiles filogenéticamente, pero muchos de los intrones utilizados como marcadores

moleculares en estudios filogenéticos son relativamente invariantes en mamíferos

cercanamente relacionados, como pueden serlo las especies del género Callicebus en

Colombia. A pesar de ello el Intrón 7 del Beta-Fibrinógeno (FGB), una proteína soluble del

plasma sanguíneo precursora de la Fibrina, ha resultado útil en la evaluación de géneros de

aves filogenéticamente cercanos (Prychitko y Moore, 1997; Prychitko y Moore, 2000;

Giannasi et al., 2001; Johnson et al., 2001) y menos frecuentemente en mamíferos

filogenéticamente cercanos (Wickliffe et al., 2003), además se ha identificado para este Intrón

una baja frecuencia de heterocigosidad (Carroll y Bradley, 2005). Es posible entonces que

este gen pueda describir las variaciones por encima del nivel de “Grupo” en el género

Callicebus.

5.4 Estrategia de amplificación y diseño de primers.

Tras conocer los marcadores moleculares que deben ser amplificados para resolver las

relaciones filogenéticas del género Callicebus en Colombia, se debe tener en cuenta que la

mayoría de los ejemplares, al provenir de colecciones zoológicas y museos tienen daños

irreparables en las cadenas de ADN. Esta consideración es particularmente importante para

obtener el gen completo de Citocromo b.

Por tal razón se usaron primers “exploratorios” que amplificaban pequeños fragmentos de

ADN mitocondrial, en ejemplares de museo que fueron solicitados exclusivamente para este

propósito (Figura 9). El objetivo de esta prueba fue verificar el máximo tamaño (en número

de pares de bases) que era posible amplificar usando muestras de museos. Las pruebas

concluyeron que los tamaños que era posible amplificar con una alta tasa de éxito tenían un
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tamaño inferior a los 230 pares de bases y por tal motivo los primers definitivos, para la

amplificación de Citocromo b buscaron amplificar estos tamaños.

Figura 9. Amplificaciones de ADN mitocondrial de diferentes tamaños (150, 230, 400, 600 y 1200 pb)

usando muestras de dos museos, ICN (Instituto de Ciencias Naturales – Universidad Nacional de

Colombia) y ZSM (Die Zoologische Staatssammlung München).

Sobre la base de la prueba anterior, se diseñó una estrategia de amplificación del gen

Citocromo b para ejemplares de museo (Figura 10). Usando un set de 9 parejas primers que

amplificaban regiones internas y flanqueantes del gen, partiendo desde las últimas bases del

complemento del gen ND6 hasta la región flanqueante Treonina (THR) en la cadena pesada

del genoma de la mitocondria.

Se buscó que las 9 parejas de primers amplificaran fragmentos cortos de alrededor de 200

pares de bases (pb) que pudieran solaparse en al menos 20 p (Figura 10). Ello con el fin de

“ensamblar” el gen Citocromo b completo más adelante. A estos amplicones que podían

solaparse se les denominó cóntigos (calco lingüístico del inglés: contig). Cada uno de los

cóntigos fue amplificado al menos 5 veces para cada uno de los individuos sometidos al

análisis. Como se explicará en la sección de ensamblaje de secuencias este procedimiento

aseguró que no se incorporaran errores en las secuencias definitivas debido a problemas

como la desaminación (Briggs, 2007).
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Figura 10. Estrategia de amplificación del gen Citocromo b.

En el caso del marcador mitocondrial 12S se usaron únicamente dos parejas de primers

puesto que amplificaban un fragmento de 140 – 150 pares de bases del gen mitocondrial 12S

(Tabla 5), de ejemplares de museo. En ese sentido no fue necesario generar una estrategia

de cóntigos para este marcador. No obstante, se amplificó cada producto mínimo cinco veces

hasta obtener secuencias adecuadas para la inferencia de información genética.

El Intrón nuclear: Intrón 7 del Beta Fibrinógeno se amplificó únicamente de ejemplares de

zoológico o de fauna silvestre (muestras frescas) con primers no diseñados por este estudio

sino obtenidos de la literatura (Prychitko y Moore, 1997); que amplifican 732 pares de bases,

ello debido a que no se conoce el comportamiento de los demás intrones del gen precursor

del Fibrinógeno de los Callicebus, pudiéndose presentar secuencias a lo largo de las regiones

próximas al gen, sobre las que puedan hacer emparejamiento otros primers que busquen

amplificar cóntigos por ejemplo. Los primers del Intrón nuclear: Intrón 7 del Betafibrinógeno

se presentan en la Tabla 5.



38

Tabla 4. Lista de Primers usados para amplificar el gen mitocondrial Citocromo b. El Primer de

secuenciación M13 (5’-CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3’) (Mostrado en negrilla) fue adicionado en el

extremo 5’ de todas las hebras ligeras de los primers usados para amplificar las muestras de museo.

El Primer de secuenciación M13 fue adicionado para facilitar los procesos de secuenciación.

Primer Secuencia (5’a 3’)

Muestras contemporáneas

Prim_ND6L1 CAACCCACAGCACCACTA

Prim_ProH1 TAGAATTTCAGCTTTGGGTGTT

Muestras de museo

Prim_ND6L1t CAGGAAACAGCTATGACCCAACCCACAGCACCACTA

Grp_cupreusH1 GGTGTGGGTAGRTCAATRAA

Grp_cupreusL2t CAGGAAACAGCTATGACCGAAAAACCATTGTTGTATTTCA

Grp_cupreusH2 TCAGCCRTAGTTTACRTCTCG

Grp_cupreusL3t CAGGAAACAGCTATGACCGCCTTATTACCCAAATYGC

Grp_cupreusH3 TGTGGCTATAGATGYYAGTA

Grp_cupreusL4t CAGGAAACAGCTATGACCGCCTATTTCTKCAYRTTGGAC

Grp_cupreusH4 AATCGTGTAAGTGTGGCTTT

Grp_cupreusL5t CAGGAAACAGCTATGACCGCGCCACAGTAATTACAAA

Grp_cupreusH5 TTAATTGTGTAGTAGGGGTGRAA

Grp_cupreusL6t CAGGAAACAGCTATGACCCCTTAGCTGCTATYCACCTT

Grp_cupreusH6 ATGGCATATGCAAATAGRAA

Grp_cupreusL7t CAGGAAACAGCTATGACCCTCCCGACCTWYTAACNGAC

Grp_cupreusH7 AGAATGGCTRYTAGGGTTCA

Grp_cupreusL8t CAGGAAACAGCTATGACCCCATCCCCAATAAACTAGGA

Grp_cupreusH8 AGGGAGGATARAGGRATAAGG

Grp_cupreusL9t CAGGAAACAGCTATGACCGGAGGCCAACCAGTDGAA

Prim_ProH1 TAGAATTTCAGCTTTGGGTGTT
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Tabla 5. Lista de Primers usados para amplificar 732 pares de bases del Intrón 7 del Beta-Fibrinógeno.

Y un fragmento de 149 pares de bases del gen 12S mitocondrial.

Primer Secuencia (5’a 3’)

Intrón 7 del Beta-Fibrinógeno
(fragmento)

vert_intron7FGBf1 GGAGAAAACAGGACAATGACAATTCAC

vert_intron7FGBr1 TCCCCAGTAGTATCTGCCATTAGGGTT

12S (fragmento)

Iden12SL1t CAGGAAACAGCTATGACCGGATTAGATACCCCACTATGC

Iden12SH1t TGTAAAACGACGGCCAGTATCGATTATAGAACAGGCTCC

5.5 Amplificación, secuenciación y ensamble de secuencias

Las Reacciones en Cadena de la Polimerasa (PCR) tuvieron condiciones similares en todos

los casos. Se llevaron a cabo en un volumen final de 30 µL que contenían; 1X de Buffer de

PCR (Fermentas/Thermo), 2,0 mM de MgCl2, 0,2 µM de cada dNTP, 0,75 Unidades de

DreamTaq® DNA polymerase (Fermentas/Thermo) and 0,5 µM de cada primer.

En el caso del fragmento 12S mitocondrial se realizó una PCR anidada por lo que las

concentraciones de los primers en este caso fueron diferentes. Siendo de 0,05 µM la

concentración final de la pareja de primers Iden12SL1t e Iden12SH1t, y 0,5 µM la

concentración final de los primers de secuenciación M13 Rev (5'-

CAGGAAACAGCTATGACC-3') y M13 (-21) (5'-TGTAAAACGACGGCCAGT-3')

El gen Citocromo b completo se amplificó usando los primers Prim_ND6L1 y Prim_ProH1

(Tabla 4) en el caso de muestras colectadas recientemente. Pero, debido a la naturaleza

degradada de las muestras de museo, el gen completo del Citocromo b se amplificó usando

los cóntigos solapantes de la Tabla 4. Para el caso del Citocromo b, después del paso de la

desnaturalización de 2 min a 94°C, siguieron 34 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 50°C

durante 30 segundos y 72°C durante 2 minutos (40 segundos para los fragmentos cortos).

Para terminar en una extensión final de 72°C durante 10 minutos que fue programada en el
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termociclador, para permitir la polimerización de los segmentos que no hubieran terminado

de polimerizarse.

La remoción de dímeros de primer así como otros componentes no incorporados a la

polimerización como los dNTP, se logró mediante el uso de kits de purificación (Qiagen-

MinElute® Gel Extraction Kit y también ZYMO-Zymoclean® Gel DNA Recovery Kit). Los

productos de PCR purificados fueron secuenciados mediante reacciones de secuenciación

usando Big-Dye® (Applied Biosystems, Foster City, CA 94404, USA). Los productos de la

reacción se corrieron en un analizador genético automatizado Applied Biosystems 3500.

Los cóntigos obtenidos en el caso del Citocromo b y que fueron amplificados al menos cinco

veces para corroborar los polimorfismos. Que posteriormente se ensamblaron y editaron

usando los programas CodonCode Aligner ver. 4.2 (CodonCode-Corporation;

www.codoncode.com) y Geneious R9 ver. 9.0.5 (www.geneious.com). En ambos programas

se mantuvieron en default las condiciones de alineamiento de cóntigos.

Las secuencias completas resultantes se alinearon usando el programa Clustal W

(Thompson et al., 1994) implementado en el programa BioEdit ver. 7.0 (Hall, 1999) y

traducidas a aminoácidos con el programa MEGA ver. 6 (Tamura et al., 2013) para verificar

la presencia de codones parada prematuros. Si bien algunos codones prematuros de parada

fueron identificados, una revisión de los mismos permitió concluir que eran relativos al

deteriorado estado del ADN de museo.

5.6 Análisis filogenéticos

Las posiciones ambiguas o que no reflejaron picos claros en los cromatogramas fueron

incluidas en el análisis filogenético como datos faltantes, marcados con el signo “?” en la

matriz de secuencias (alineamiento) y se siguieron procedimientos similares, pero con

intenciones diferentes, por lo que a continuación de presentan las intenciones del análisis

filogenético de cada marcador.
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5.6.1 Marcador Intrón 7 Beta Fibrinógeno

La intención de involucrar un marcador nuclear en el análisis tuvo como objetivo

contextualizar el comportamiento filogenético de los genes mitocondriales. Es decir,

corroborar que la filogenia de los genes mitocondriales corresponde a “árboles de especies”

y no únicamente árboles de genes. También tuvo como fin, identificar cuál era el

comportamiento que tendría este Intrón en individuos híbridos de ejemplares del Grupo de C.

cupreus.

Los especímenes involucrados fueron: Callicebus discolor (ZP 03 de la colección zoológica

de animales del Zoológico de Piscilago No. de chip identificación única 977170000036447).

C. ornatus (ZP 01 de la colección zoológica de animales del Zoológico de Piscilago No. de

chip identificación única 977170000062845. ZP 05 de la colección zoológica de animales del

Zoológico de Piscilago No. De chip identificación única 977170000062766. ICN 21711:

colectado en 2013 en la salida a puerto Gaitán desde Villavicencio). C. caquetensis (ICN

21710, colectado en 2013 en Valparaíso Caquetá). C lugens (ZP 07 de la colección zoológica

de animales del Zoológico de CAFAM). Saguinus leucopus (ZP 08 de la colección zoológica

de animales del Zoológico de Piscilago). Adicionalmente se usó la secuencia de GenBank

GB EF025068.1 Alouatta belzebul como grupo externo.

Lo más relevante de este muestreo es que el Individuo ZP 05 ♀ es hija de los individuos ZP

03 ♂ (llamado Brujo) y ZP 01 ♀ (llamada Tania). Los tres están cautivos en el Zoológico de

Piscilago y representan la evidencia de individuos híbridos entre las especies C. discolor y C.

ornatus (Figura 11).

La matriz de secuencias se construyó en el programa Clustal W implementado en BioEdit

ver. 7.0 (Hall, 1999), y luego fue cargada en el programa jModelTest 2.1.4 (Darriba et al.,

2012) para identificar el mejor modelo de evolución, el cual fue seleccionado usando el criterio

de información Bayesiano (BIC), la Teoría de Decisión (DT) y el criterio de información de

Akaike (AIC). Posteriormente se realizó un análisis filogenético bayesiano usando el

programa Mr. Bayes (Huelsenbeck y Ronquist, 2001), con cuatro cadenas de Markov Monte

Carlo (MCMC) en paralelo (Una fría y tres calientes), recorriendo el espacio muestral durante

5×106 generaciones (muestreados cada 100 generaciones). Las primeras 5000 muestras

fueron descartadas para asegurar que la etapa estacionaria en la búsqueda de los arboles
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óptimos fuera la utilizada. La confianza en cada clado se evaluó mediante las probabilidades

posteriores estimadas por Mr. Bayes.

Figura 11. Pedigrí de individuos híbridos del Zoológico de Piscilago y características morfológicas

externas. (A). Callicebus discolor 2n=46 (B). Callicebus ornatus 2n=44. (C). Callicebus “híbrido”

5.6.2 Análisis del Marcador Citocromo b (Cyt-b)

Para entender mejor los patrones de divergencia, se sumaron a las secuencias obtenidas por

este trabajo, otras secuencias del género Callicebus almacenadas en Gen Bank (GB) del gen

Cyt-b de los siguientes individuos: (1) GB accession: KC959986 – Callicebus cf. cupreus;

(Finstermeier et al., 2013). (2) GB accession FJ785423 – C. donacophilus. (3) GB accession

AF524885 – C. hoffmannsi. (4) GB accession – AF524887 C. moloch. (5) GB accession
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DQ337712 – C. lugens. Dos de las secuencias (C. hoffmannsi, AF524885 y C. moloch,

AF524887), fueron ligeramente más cortas debido a que carecían de 124 pares de bases en

su sección 3’, esas posiciones ausentes también fueron marcadas con el signo “?” en la

matriz de secuencias. Adicionalmente como grupos externos se adicionaron otras secuencias

de primates almacenadas en Gen Bank (GB): (1) GB accession FJ785421 – Aotus lemurinus,

(2) GB accession KC959985 – Cacajao calvus y (3) GB accession FJ5316681 – Pithecia

monachus.

La matriz de secuencias fue analizada por particiones de acuerdo a la posición de los

codones. El mejor modelo de sustitución fue seleccionado para cada partición usando el

criterio de información Bayesiano (BIC), la Teoría de Decisión (DT) y el criterio de información

de Akaike (AIC), implementados en jModelTest 2.1.4 (Darriba et al., 2012). Cada una de las

particiones usó su propio modelo en el análisis filogenético Bayesiano usando el programa

Mr. Bayes (Huelsenbeck y Ronquist, 2001).

El análisis Bayesiano utilizando el programa Mr Bayes (Huelsenbeck y Ronquist, 2001), usó

cuatro cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) corriendo en paralelo (Una fría y tres

calientes), recorriendo el espacio de muestreo durante 5×106 generaciones. Los árboles

fueron muestreados cada 100 generaciones, las primeras 5000 generaciones se descartaron

para asegurar que la etapa estacionaria de la búsqueda de árboles óptimos fuera la utilizada.

La confianza en cada clado se evaluó mediante las probabilidades posteriores estimadas por

Mr Bayes.
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Figura 12. Distribución de las especies de los Grupos de Callicebus cupreus (Líneas verdes y letras

A – G) y de C. moloch (Líneas rojas y letras H – M) y localidades de muestreo de cada uno de los

ejemplares sometidos al análisis filogenético usando el gen Citocromo b. Las distribuciones se han

construido de acuerdo a la cartografía de UICN (2015). (A) C. ornatus, (B) C. caquetensis, (C) C.

discolor, (D) C. cupreus, (E) C. dubius, (F) C. stephennashi (no incluido en este estudio) (G) C.

caligatus (H) C. brunneus, (I) C. bernhardi, (J) C. cineracens, (K) C. baptista, (L) C. hoffmannsi y (M)

C. moloch. La distribución de C. aureipalatii no está puesta en el mapa. Los sitios a los que

corresponden las muestras del estudio se señalan con triángulos invertidos. Las localidades indicadas

con números son: (1) Colombia, Meta, Villavicencio 4° 6'19.64"N, 73°38'5.64"W. (2) Valparaíso

Caquetá Colombia, 1°11'3.52"N, 75°41'13.06"W. (3) [Putumayo], Colombia. (4) Pastaza, Ecuador, 1°

7'3.48"S, 77° 6'15.12"W (5) Pastaza, Ecuador, 1°47'53.23"S, 76°37'18.09"W. (6) Río Manití, Perú

3°28'30.80"S, 72°51'35.26"W. (7) Estado de Amazonas, Brasil 8° 4'20.28"S, 69°17'26.92"W. (8). Catuá

Amazonas, Brasil, 3°45'59.83"S, 64° 4'20.89"W. (9) Canutama Amazonas, Brasil, 8°39'11.63"S,

64°21'33.05"W. (10) Manicore-Beruri Amazonas, Brasil, 5°27'25.67"S, 62° 6'5.72"W. (11) Manicore

Madeira Río Amazonas, Brasil, 5°29'32.29"S, 60°49'42.04"W.
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También se realizó un análisis de parsimonia y un análisis de máxima verosimilitud usando

la matriz de secuencias de Citocromo b sin utilizar particiones. El análisis de parsimonia se

condujo mediante el programa NONA 2.0 (Goloboff, 1998) implementado en WinClada 10.0.8

(Nixon, 2002), usando 100 árboles por réplica (con el algoritmo TBR + TBR, 1000 iteraciones

y 100 árboles máximos). Los análisis de Máxima Verosimilitud fueron conducidos en el

programa MEGA ver. 6 (Tamura et al., 2013), cuyos valores de soporte fueron estimados

usando un bootstrap con 1000 iteraciones.

De otro lado se realizó un análisis de Distancias P en el programa MEGA ver. 6 (Tamura et

al., 2013) con deleción parcial incluyendo las tres posiciones codónicas con 1000 iteraciones

de bootstrap. Las relaciones al interior de cada uno de los clados resultantes se exploraron

usando un procedimiento de red no enraizada (Templeton et al., 1992) usando el 95% de la

probabilidad del criterio de parsimonia, usando el programa TCS ver. 1.21 (Clement et al.,

2000).

5.6.3 Análisis del Marcador 12S

Cinco [5] de las muestras de las que se obtuvieron secuencias son ejemplares váucher de

museo por lo que pueden ser consideradas como secuencias tipo, dos secuencias de C.

lugens (Field Museum of Natural History 88247; FMNH 88248) dos secuencias de C. medemi

(FMNH 70691, FMNH 70692) y una secuencia de Aotus nancymaae (FMNH 122775 que

sirvió para verificar errores de la secuenciación). También se incluyeron seis [6] secuencias

del fragmento del gen 12S mitocondrial C. ornatus (cuatro [4] secuencias), C. caquetensis

(una [1] secuencia) y S. leucopus (que sirvió para comparar valores de la divergencia en otros

grupos). Finalmente se incluyeron secuencias de GenBank para completar el análisis: C.

cupreus (GB KC959986), C. lugens (GB KC592393), A. nancymaae (GB 394831062),

Saguinus oedipus (GB 529217432) y Homo sapiens (394831062). El análisis de estas

secuencias se llevó a cabo mediante un análisis de Distancias P en el programa MEGA ver.

6 (Tamura et al., 2013) con deleción parcial incluyendo las tres posiciones codónicas con

1000 iteraciones de bootstrap.
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5.8 Estimación de los tiempos de divergencia usando Cyt b

Para la datación molecular se usaron únicamente las secuencias de Citocromo b obtenidas

en este estudio, usando únicamente un espécimen de cada especie recuperada en los clados

del análisis filogenético. Las muestras incluidas fueron: (1) Callicebus sp.1 (AAM15), (2)

Callicebus sp 2. (FR62), (3) C. caquetensis (ICN 19439), (4) C. discolor Colombia (ZP 03),

(5) C. caligatus (que incluye a C. dubius FR 75; ver discusión) y (8) C. ornatus (ICN 21711).

Adicionalmente 16 secuencias adicionales del gen Cyt b de primates (14 Platyrrhini y dos

Catarrhini) fueron incluidas, para proveer puntos de calibración en el análisis. Registros

fósiles fueron usados como puntos de calibración en cuatro nodos en el árbol de especies (1

Unidad de tiempo = 1 Ma; 1 Ma = 1 Millón de años).

El primer punto de calibración se especificó para el nodo de aparición de los Platyrrhini

estimado en 26 millones de años (Ma), usando un Prior normal (26; 1,6) de acuerdo con el

intervalo de incertidumbre propuesto por Pérez et al., (2013), según los representantes más

tempranos conocidos de Platyrrhini: Branisella boliviana (Hoffstetter, 1969) y Szalatavus

attricuspis (Rosenberger et al., 1991), ambos datados en 26 Ma (no se conocen especies de

Platyrrhini antes de 26 millones de años). Tanto Branisella boliviana como Szalatavus

attricuspis parecen ser especies ecológicamente transitorias hacía Platyrrhini (Ford, 1988;

MacFadden, 1990; Kay et al., 2002), por lo que ecológicamente estas formas debieron haber

existido poco tiempo (Slack et al. 2006). Además, pueden estar cerca del nodo de

diversificación del parvorden, constituyendo un límite duro (Hard Bound); razón por la cual la

distribución normal para este punto es la mejor opción de calibración (Muller y Reisz, 2005).

Una distribución normal también se aplicó nodo que configura el Split entre los géneros Homo

y Pan (Hominidae) siendo así el segundo punto de calibración. Se buscó que el 95% de la

probabilidad estuviera centrado en 6 Ma (Schrago y Russo, 2003) y de acuerdo con la

información fósil (Haile-Selassie, 2001) y molecular (Schrago, 2013), con unos valores

extremos de 5 Ma y 7 Ma.

Los siguientes dos puntos de calibración usaron una distribución Log-normal. La cual resulta

ser la más apropiada puesto que se trata de calibraciones basadas en fósiles, de los que se

desconoce su proximidad al nodo que calibran. La distribución Log-Normal asigna el mayor
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punto de probabilidad a una sección de la distribución de la probabilidad, de tal manera que

permite que el nodo sea más viejo que el fósil que lo calibra (Marshall 2008; Ho & Phillips,

2009). Es así, como el tercer punto de calibración se definió para el nodo que comprende la

familia Cebidae, usando el fósil Mohanamico Hershkovitz datado en 12,2 Ma (Kay, 2015). Las

condiciones de la distribución fueron: Log(Mean): 0,5 y Log(Stdev): 1,0.

El cuarto y último punto punto de calibración se basó en el fósil más viejo conocido para la

familia Pitheciidae, correspondiente a la especie Proteropithecia neuquenensis. Aunque hay

una discusión considerable en torno a la divergencia más basal dentro de la familia

Pitheciidae (ver Fleagle et al., 1987; Tejedor, 2005, Goodman et al., 1998; Porter et al., 1999;

Schneider, 2001; Opazo et al., 2006; Hedges, 2006; Schrago, 2007), se considera según Kay

(2015) que P. neuquenensis datado en 15.7 Ma, es el fósil más antiguo de la familia. Las

condiciones de la distribución fueron: Log(Mean): 0,1 y Log(Stdev): 1,0

El test del logaritmo de la relación de la verosimilitud (log-likelihood ratio LRT) se usó para

examinar la constancia de la tasa de variación de la verosimilitud entre árboles resultantes

con comportamientos diferentes en relación con el reloj molecular, usando los programas

Dnaml y Dnamlk implementados en el paquete Phylip (Felsenstein, 1981). La estimación de

los tiempos de divergencia fue llevada a cabo usando el programa BEAST ver. 1.8.1

(Drummond et al., 2012). Los Análisis se corrieron empezando por un árbol aleatorio por 10

×106 generaciones (con árboles muestreados cada 1000 generaciones). Los parámetros del

modelo usaron el modelo HKY con distribución Gamma y el dataset fue particionado en

codones no ligados. El proceso de especiación de Yule se usó como tree prior. La

convergencia del análisis fue revisada usando el programa Tracer (Rambaut et al., 2014).
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Capítulo 6. Resultados

6.1 Relaciones filogenéticas entre los Grupos de C. cupreus y C. torquatus

usando el gen nuclear Intrón 7 del Beta Fibrinógeno

Un total de 733 pares de bases del gen nuclear Intrón 7 del Beta Fibrinógeno fueron obtenidas

de seis individuos (Callicebus torquatus lugens, Callicebus ornatus, Callicebus ornatus,

Callicebus discolor, Callicebus caquetensis y un ejemplar del género Callicebus híbrido entre

C. ornatus y C. discolor). Entre las especies del Grupo de C. cupreus no hubo diferencias de

nucleótidos (Tabla 6), mientras que se encontraron 13 diferencias entre C. lugens y los

ejemplares del Grupo de C. cupreus.

Tabla 6. Diferencias con relación a un fragmento de 733 pares de bases del Intrón 7 del Beta
Fibrinógeno para los individuos muestreados

Taxón/Posición
1 1 1 2 2 3 3 3 4 4 5 5

7 0 3 4 3 8 1 3 7 3 4 4 4

6 0 7 8 3 5 4 2 5 9 0 5 8

Callicebus lugens T T C G C G T G G G G C T

Callicebus ornatus híbrido C G A A T A C A A A T T C

Callicebus ornatus C G A A T A C A A A T T C

Callicebus ornatus C G A A T A C A A A T T C

Callicebus caquetensis C G A A T A C A A A T T C

Callicebus discolor C G A A T A C A A A T T C

El nulo polimorfismo encontrado en la matriz de alineamiento del Intrón 7 del Beta-

Fibrinógeno en los ejemplares del Grupo de C. cupreus, se ve reflejado muy bien en el árbol

resultante (Figura 13) que configura una politomía para el grupo, por lo que puede

considerarse que los caracteres nucleares usados en este análisis, para el Grupo de C.

cupreus, no son informativos.
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Figura 13. Relaciones filogenéticas de algunas especies de Callicebus usando el Intrón 7 del Beta

Fibrinógeno. Se hace hincapié en el fenómeno de Hibridación entre C. ornatus y C. discolor, señalando

los padres como F1 y el descendiente como F2.

6.2 Relaciones filogenéticas dentro del Grupo Callicebus cupreus (Kobayashi,

1995) según el gen mitocondrial Citocromo b.

Un total de 1140 pares de bases del gen mitocondrial completo Citocromo b fueron obtenidas

de todos los individuos sometidos a análisis. Se encontraron 247 sitios variables como 141

posiciones informativas desde el punto de vista de la parsimonia excluyendo los taxones del

grupo externo.

JModelTest indicó que el mejor modelo de sustitución de ADN era el modelo GTR (General

Time-Reversible) permitiendo la distribución Gamma de la tasa de variación (+G) y sitios

invariantes (+I) para el gen completo. Los mejores modelos de sustitución para cada una de

las posiciones de los codones fueron el modelo Hasegawa Kishino Yano (HKY) +G para las

posiciones uno y dos y General-Time-Reversible (GTR) +G + I para el codón 3. El análisis

filogenético usando estas tres particiones arrojó una topología idéntica a la topología arrojada

por el análisis sin particiones, excepto por una diferencia en la posición de C. moloch con

relación a C. hoffmannsi y el espécimen FR62.
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El árbol de máxima verosimilitud basado en una matriz sin particiones tuvo la misma topología

que el árbol resultante del análisis bayesiano sin particiones (Figura 14). A su vez, estos

árboles fueron idénticos a la reconstrucción de las relaciones evolutivas obtenida del análisis

de parsimonia con consenso estricto (Figura 14) a excepción de las relaciones al interior del

Grupo de C. cupreus que, según el análisis de parsimonia, resultó en una politomía. Este no

es un valor sorprendente dado el bajo índice de retención en el árbol de consenso estricto

(981 pasos, índice de consistencia de 0,59; índice de retención of 0,72 e índice reescalado

de 0,42).

El espécimen FR62 es claramente divergente de los otros especímenes de C. cupreus. El

cual es filogenéticamente más externo que los miembros del Grupo de C. cupreus, formando

en conjunto con C. hoffmannsi y C. moloch, un grupo hermano al Grupo de C. cupreus. Dentro

del Grupo de C. cupreus (como es restringido en este análisis), las especies C. ornatus, C.

caquetensis y C. discolor formaron clados monofiléticos bien soportados, pero de otro lado la

especie C. cupreus no fue recuperada en un grupo monofilético. Finalmente, C. dubius en

conjunto con C. caligatus formaron un clado bien soportado. La red parsimoniosa construida

en TCS (Clement et al., 2000), recalca de hecho la ausencia de suficientes mutaciones en el

gen Citocromo b para considerar estas dos entidades como especies diferentes.
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Figura 14. Relaciones filogenéticas del Grupo de Callicebus cupreus de acuerdo al gen Cyt b

completo. (A) Árbol de consenso estricto de parsimonia (MP). Estados de carácter homólogos y

homoplásicos se indican como círculos negros y blancos. El número de pasos, el índice de

consistencia (Ci), el índice de retención (Ri) y el índice reescalado se muestran en la figura. El carácter

que define la especie C. discolor se indica por una flecha roja. (B) Árbol de Inferencia Bayesiana (BI)

usando particiones por codones y Árbol inferido mediante máxima verosimilitud (ML). Todas las

unidades taxonómicas operativas en los árboles presentados pudieron ser asignadas a especies

reconocidas, con excepción de los especímenes FR62 (+) y AAM15 (++), los cuales pueden ser

tentativamente asignados a las especies Callicebus acreanus (Viera, 1952) y Callicebus egeria

(Thomas, 1908), respectivamente, de acuerdo a criterios geográficos (ver detalles en el texto.)
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6.3 Distancias genéticas dentro del Grupo de C. cupreus (Kobayashi, 1995)

según el gen mitocondrial Citocromo b.

La divergencia no corregida de las secuencias, dentro y entre las especies reconocidas del

grupo de Callicebus cupreus (Tabla 7 y Figura 15), varió desde el 0% al 0,6% para la

divergencia intra-específica del Grupo de C. cupreus, con excepción de los especímenes

identificados como C. cupreus para los cuales la divergencia fue mayor (1,7% - 3,9%) y similar

a la encontrada entre diferentes especies.

Los niveles considerablemente altos de la divergencia dentro de C. cupreus resultó de las

comparaciones del espécimen FR52 (comparaciones “c” y “d” en la Figura 15). Este

espécimen, además de genéticamente distante de los demás especímenes de la especie C.

cupreus, es genéticamente distante de las demás especies del Grupo de C. cupreus.

La secuencia obtenida de Gen Bank identificada taxonómicamente como C. cupreus

(accession number KC959986), exhibe una similitud genética muy alta con los individuos de

la especie C. discololor (divergencia 0,4% - 0,6%) como puede verse en la comparación “a”

en la Figura 15. De hecho, la secuencia en cuestión es más parecida a C. discolor que a

cualquiera de las demás secuencias identificadas como C. cupreus.

Una examinación más detallada de los registros del zoológico donde fue tomada esta

muestra, reveló que la secuencia de Gen Bank KC959986 fue obtenida de un ejemplar hibrido

producto de la cruza de una hembra de la especie C. discolor y un macho de la especie C.

cupreus. En tal virtud, el ADN mitocondrial de este espécimen corresponde por lo tanto a C.

discolor y no a C. cupreus como reporta Gen Bank.

La media general de las divergencias inter-específicas varió de 1,7% entre C. discolor y C.

cupreus (Comparación “b” en la Figura 15); 2,3% entre C. caquetensis y C. discolor y 3,3%

entre C. caquetensis y C. cupreus; hasta 4,3% entre C. ornatus y C. caligatus. La divergencia

entre C. dubius y C. caligatus fue mucho menor (0,3% de la divergencia sin corregir,

comparación “g” en la Figura 15) y es similar a la encontrada dentro de las especies. La

cercana relación entre C. dubius y C. caligatus se visualiza mejor en la red de parsimonia

(Figura 16) donde el número máximo de pasos mutacionales (4 pasos) que separan a C.

dubius y C. caligatus es considerablemente pequeño.
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Tabla 7. Divergencia genética de las secuencias del gen completo Citocromo b (1140 pb) en Callicebus (números en itálica = desviación
estándar)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

1 C. lugens 0.010 0.011 0.010 0.010 0.009 0.009 0.009 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.011

2 C. donacophilus 0.124 0.008 0.009 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.009 0.008 0.008 0.008 0.008

3 C. moloch 0.112 0.080 0.007 0.006 0.006 0.006 0.006 0.007 0.007 0.007 0.007 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006

4 C. hoffmannsi 0.117 0.092 0.050 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007

5 Callicebus sp 2. (FR62) 0.109 0.080 0.047 0.050 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.007 0.007 0.007 0.007

6 C. caquetensis (IGUNdna 5580) 0.113 0.075 0.043 0.050 0.033 0.002 0.000 0.005 0.005 0.005 0.005 0.004 0.004 0.004 0.004 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005

7 C. caquetensis (ICN 19439) 0.110 0.074 0.044 0.049 0.034 0.003 0.002 0.005 0.005 0.005 0.005 0.004 0.005 0.004 0.004 0.005 0.005 0.006 0.005 0.005

8 C. caquetensis (ICN 19017) 0.113 0.075 0.043 0.050 0.033 0.000 0.003 0.005 0.005 0.005 0.005 0.004 0.004 0.004 0.004 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005

9 C. ornatus (ICN 21711) 0.113 0.079 0.044 0.054 0.044 0.025 0.026 0.025 0.000 0.002 0.001 0.005 0.005 0.005 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006

10 C. ornatus (ZP 04) 0.113 0.079 0.044 0.054 0.044 0.025 0.026 0.025 0.000 0.002 0.001 0.005 0.005 0.005 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006

11 C. ornatus (ZP 01) 0.115 0.081 0.046 0.056 0.046 0.027 0.028 0.027 0.004 0.004 0.002 0.005 0.006 0.005 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006

12 C. ornatus (ZP 02) 0.112 0.078 0.043 0.053 0.043 0.024 0.025 0.024 0.001 0.001 0.003 0.005 0.005 0.005 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006

13 C. discolor Colombia (ZP 03) 0.111 0.073 0.039 0.052 0.037 0.016 0.017 0.016 0.027 0.027 0.029 0.026 0.003 0.002 0.002 0.004 0.005 0.005 0.005 0.005

14 C. cupreus (EuroStudbook 25268) 0.115 0.075 0.039 0.052 0.039 0.020 0.021 0.020 0.031 0.031 0.033 0.030 0.012 0.003 0.004 0.004 0.005 0.005 0.005 0.005

15 C. discolor (KC959986) 0.113 0.073 0.039 0.052 0.037 0.016 0.017 0.016 0.027 0.027 0.029 0.026 0.004 0.012 0.003 0.004 0.005 0.005 0.005 0.005

16 C. discolor (EA 001) 0.113 0.075 0.039 0.050 0.039 0.018 0.019 0.018 0.029 0.029 0.031 0.028 0.004 0.014 0.006 0.004 0.005 0.005 0.005 0.005

17 Callicebus sp 1. (AAM15) 0.117 0.079 0.042 0.051 0.036 0.019 0.020 0.019 0.032 0.032 0.034 0.031 0.013 0.017 0.013 0.015 0.006 0.006 0.006 0.006

18 C. caligatus (dubius FR 75) 0.119 0.079 0.041 0.053 0.041 0.028 0.029 0.028 0.035 0.035 0.037 0.034 0.024 0.025 0.024 0.026 0.029 0.002 0.001 0.002

19 C. caligatus (FR184) 0.121 0.081 0.043 0.053 0.043 0.032 0.033 0.032 0.039 0.039 0.041 0.038 0.028 0.029 0.028 0.030 0.031 0.004 0.002 0.002

20 C. caligatus (FR185) 0.120 0.080 0.042 0.054 0.042 0.029 0.030 0.029 0.036 0.036 0.038 0.035 0.025 0.026 0.025 0.027 0.030 0.001 0.003 0.001

21 C. caligatus (FR02) 0.122 0.082 0.044 0.056 0.044 0.031 0.032 0.031 0.038 0.038 0.040 0.037 0.027 0.028 0.027 0.029 0.032 0.003 0.003 0.002



54

Figura 15. Patrones de divergencia no corregida de las secuencias de Citocromo b dentro y entre

especies del Grupo de Callicebus cupreus y otros Grupos. Las letras identifican valores excéntricos

de la divergencia en cada una de las comparaciones: EA001 y KC959986 (“a”), EuroStudbook 25268

y AAM15 (“b”), AAM15 y FR62 (“c”), and EuroStudbook 25268 y FR62 (“d”) and C. dubius y C.

caligatus (“g”). La divergencia intra-específica varió desde el 0% y el 0,6% dentro del Grupo de C.

cupreus con excepción de los especímenes identificados como C. cupreus (Tabla 3) para los cuales

la divergencia correspondiente fue mucho más alta (1.7% - 3.9%) y similar a la encontrada en valores

por fuera de la divergencia inter-específica. El área vertical sombreada es una distancia o diferencia

(o gap en inglés) identifica los límites máximo y mínimo entre las divergencias “entre” especies y

“dentro” de especies.

La media de la divergencia entre el Grupo de C. cupreus y el Grupo de C. moloch es de

4.3% excluyendo el espécimen FR62. Cuando se retira al espécimen FR62 de las

comparaciones dentro de la especie C. cupreus, disminuye sustancialmente la divergencia

entre las secuencias, pero permanecen comparativamente altas (1,7%). No existe ningún

GAP que diferencia o separe las divergencias entre el Grupo de C. moloch y el Grupo de

C. cupreus y en consecuencia ambos grupos parecen pertenecer a una misma unidad

taxonómica.
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La media no corregida de la divergencia entre grupos de especies varió desde 8,0% entre

el Grupo de C. donacophilus y el Grupo de C. moloch, hasta 11,2% entre el Grupo de C.

torquatus y el Grupo de C. moloch y 12,4% entre el Grupo de C. donacophilus y el Grupo

de C. torquatus. La media de la divergencia correspondiente el Grupo de C. cupreus y otros

grupos de especies fue muy similar, variando desde 4,8% con relación al Grupo de C.

moloch; 7,7% con relación al Grupo de C. donacophilus y hasta 11,5% para el Grupo de C.

torquatus.

6.4 Distancias genéticas entre Callicebus lugens y C. medemi usando el gen

mitocondrial 12S en ejemplares de museo.

En total se obtuvieron 12 secuencias del fragmento del gen mitocondrial 12S, con una

longitud de 149 pares de bases. La divergencia no corregida de las secuencias dentro y

entre los taxones del género Callicebus y otros taxones externos, sometidos al análisis

(Tablas 8 a 10) varió desde 0% a 12,2%. La divergencia entre C. ornatus y C. caquetensis

fue de 0%, (ya se vio que de acuerdo con los análisis de Citocromo b se infiere que son

especies diferentes). En contraste, se encontró una divergencia del 1.4% entre C. medemi

y C. lugens. Esta, es la misma divergencia existente entre el fragmento del gen 12S del

ejemplar de C. moloch registrado en GenBank (GB AF069980.1) contrastado con C. lugens

y C. medemi.

La divergencia encontrada entre Saguinus leucopus y Saguinus oedipus que son especies

con relaciones filogenéticas cercanas entre ellas, fue de 2.1%, igual al porcentaje de la

divergencia entre C. moloch y C. ornatus.

Es posible que la secuencia de C. cupreus (GB KC959986) reconocida como C. discolor en

este trabajo gracias al análisis del gen Citocromo b, no haya sido bien ensamblada en el

trabajo mitogenómico original (Finstermeier et al., 2013), en la medida que se encontraron

posiciones incoherentes con el patrón general del ordenamiento de las bases en el

fragmento analizado (Tabla 8).
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Tabla 8. Divergencia genética de las secuencias de un fragmento de 149 pares de bases del gen 12S de parte del genero Callicebus
(números en itálica = desviación estándar). En verde se resalta un C. lugens diferente de los C. lugens de Colombia

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

1 C. cupreus GB KC959986 0.012 0.012 0.012 0.012 0.010 0.012 0.011 0.017 0.017 0.017 0.014 0.016 0.016 0.021 0.021 0.024 0.026 0.021

2 C. ornatus ZP 03 0.021 0.000 0.000 0.000 0.007 0.000 0.015 0.009 0.009 0.009 0.012 0.013 0.013 0.020 0.020 0.018 0.019 0.022

3 C. ornatus ZP 01 0.021 0.000 0.000 0.000 0.007 0.000 0.015 0.009 0.009 0.009 0.012 0.013 0.013 0.020 0.020 0.018 0.019 0.022

4 C. ornatus ZP 05 0.021 0.000 0.000 0.000 0.007 0.000 0.015 0.009 0.009 0.009 0.012 0.013 0.013 0.020 0.020 0.018 0.019 0.022

5 C. ornatus G 0.021 0.000 0.000 0.000 0.007 0.000 0.015 0.009 0.009 0.009 0.012 0.013 0.013 0.020 0.020 0.018 0.019 0.022

6
C. donacophilus GB
429221976

0.014 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.012 0.012 0.012 0.012 0.009 0.016 0.016 0.022 0.022 0.021 0.021 0.024

7 C. caquetensis 0.021 0.000 0.000 0.000 0.000 0.007 0.015 0.009 0.009 0.009 0.012 0.013 0.013 0.020 0.020 0.018 0.019 0.022

8 C. moloch GB AF069980 0.021 0.028 0.028 0.028 0.028 0.021 0.028 0.010 0.010 0.010 0.007 0.009 0.009 0.023 0.023 0.020 0.024 0.023

9 C. lugens ZP 07 0.035 0.014 0.014 0.014 0.014 0.021 0.014 0.014 0.000 0.000 0.007 0.009 0.009 0.022 0.022 0.016 0.020 0.023

10 C. lugens FMNH 88247 0.035 0.014 0.014 0.014 0.014 0.021 0.014 0.014 0.000 0.000 0.007 0.009 0.009 0.022 0.022 0.016 0.020 0.023

11 C. lugens FMNH 88248 0.035 0.014 0.014 0.014 0.014 0.021 0.014 0.014 0.000 0.000 0.007 0.009 0.009 0.022 0.022 0.016 0.020 0.023

12 C. lugens GB KC592393 0.028 0.021 0.021 0.021 0.021 0.014 0.021 0.007 0.007 0.007 0.007 0.011 0.011 0.025 0.025 0.017 0.022 0.024

13 C. medemi FMNH 70691 0.035 0.028 0.028 0.028 0.028 0.035 0.028 0.014 0.014 0.014 0.014 0.021 0.000 0.022 0.022 0.019 0.024 0.023

14 C. medemi FMNH 70692 0.035 0.028 0.028 0.028 0.028 0.035 0.028 0.014 0.014 0.014 0.014 0.021 0.000 0.022 0.022 0.019 0.024 0.023

15
Aotus nancymaae FMNH
122775

0.057 0.050 0.050 0.050 0.050 0.057 0.050 0.065 0.065 0.065 0.065 0.073 0.065 0.065 0.000 0.019 0.020 0.025

16
Aotus nancymaae GB
394831062

0.057 0.050 0.050 0.050 0.050 0.057 0.050 0.065 0.065 0.065 0.065 0.073 0.065 0.065 0.000 0.019 0.020 0.025

17 Saguinus leucopus ZP 08 0.080 0.057 0.057 0.057 0.057 0.065 0.057 0.057 0.042 0.042 0.042 0.050 0.057 0.057 0.049 0.049 0.014 0.029

18 S. oedipus GB 529217432 0.089 0.065 0.065 0.065 0.065 0.073 0.065 0.080 0.065 0.065 0.065 0.073 0.080 0.080 0.057 0.057 0.021 0.034

19 Homo sapiens GB KJ185945 0.098 0.107 0.107 0.107 0.107 0.115 0.107 0.090 0.090 0.090 0.090 0.098 0.090 0.090 0.114 0.114 0.122 0.149
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Tabla 9. Divergencia genética de parejas seleccionadas de la Tabla 7, con relación a un fragmento
de 149 pares de bases del gen 12S de parte del genero Callicebus.

Pareja de especies Divergencia

C. ornatus -- C. caquetensis 0%

C. moloch GB AF069980 -- C. lugens GB KC592393 0,70%

C. lugens GB KC592393 -- C. lugens 0,70%

C. donacophilus -- C. cupreus 0,70%

C. medemi -- C. lugens ZP 07 1,40%

C. moloch GB AF069980 -- C. lugens 1,40%

C. moloch -- C. medemi 1,40%

C. caquetensis -- C. cupreus 2,10%

C. medemi -- C. lugens GB KC592393 2,10%

C. moloch GB AF069980 -- C. cupreus 2,10%

C. ornatus -- C. moloch GB AF069980 2,10%

S. leucopus -- S. oedipus 2,10%

C. moloch GB AF069980 -- C. ornatus 2,80%

C. ornatus -- C. medemi 3,35%

C. lugens -- S. leucopus 4,30%

C. ornatus -- A. nancymaae 5,00%

A. nancymaae -- S. leucopus 5,00%

S. leucopus -- C. moloch GB AF069980 5,80%

C. medemi -- A. nancymaae 6,50%

A. nancymaae -- C. lugens 7,30%

Tabla 10. Posiciones variables de un fragmento de 149 pares de bases del gen 12S de parte del
genero Callicebus

1 1 1 1

Taxón/Posición 3 4 4 4 4 4 4 4 5 5 5 5 6 6 7 7 7 8 9 1 1 2 4

6 1 2 3 4 6 8 9 0 3 8 9 1 2 2 4 8 2 0 6 8 3 2

C. cupreus GB KC959986 T T A A C T A T C - A T A T C C A C G T T T G

C. ornatus ZP 01 . . . . . . . C T - . . . . . . . . . . . . A

C. ornatus ZP 02 . . . . . . . C T - . . . . . . . . . . . . A

C. ornatus ZP 05 . . . . . . . C T - . . . . . . . . . . . . A

C. ornatus ZP 04 . . . . . . . C T - . . . . . . . . . . . . A

C. donacophilus GB 429221976 . . . . . . . C T - . . . . . . . . . . . . .

C. caquetensis . . . . . . . C T - . . . . . . . . . . . . A

C. moloch GB AF069980 C . . . T . . . T A . . . . . . . . . . . . .

C. lugens ZP 07 C . . . T . . C T A . . . . . . . . . . . . A

C. lugens FMNH 88247 C . . . T . . C T A . . . . . . . . . . . . A

C. lugens FMNH 88248 C . . . T . . C T A . . . . . . . . . . . . A

C. lugens GB KC592393 C . . . T . . C T A . . . . . . . . . . . . .

C. medemi FMNH 70691 C . G . T . . . T A . . . . . . . . . . . . A

C. medemi FMNH 70692 C . G . T . . . T A . . . . . . . . . . . . A

Aotus nancymaae FMNH 122775 . . . . . A . . T - G . C . T . . . . . C G A

A. nancymaae GB 394831062 . . . . . A . . T - G . C . T . . . . . C G A

Saguinus leucopus ZP 08 C . . . T C . C T - C . . . T . . A . . C G A

S. oedipus GB 529217432 C . . . . C G C T - C . . . T T . A . . C G A

Homo sapiens GB KJ185945 C C . G T A . . . - . C G C . . G . A C . C A
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6.5 Cálculo de los tiempos de divergencia

De acuerdo con el análisis de reloj molecular relajado, con una tasa estimada y una

distribución normal logarítmica (Log-normal) (Drummond et al., 2006; Drummond y

Rambaut, 2007), la divergencia del Grupo de Callicebus cupreus, como es interpretado en

este estudio (Figura 14), tuvo una edad de 2.3 Millones de años (Ma) (95% HPD = 1.45 –

3.39 Ma). El evento de cladogénesis más temprano dentro del Grupo de C. Callicebus

corresponde a la formación del clado que contiene a C. caligatus (y C. dubius según los

presentes resultados) y tiene una edad calculada de 1.5 Ma (95% HPD = 0.90 – 2.39 Ma).

Esta edad es preliminar a la separación de C. ornatus (1.2 Ma; 95% HPD = 0.67 – 1.97 Ma)

y C. caquetensis (0.8 Ma; 95% HPD = 0.38 – 1.35 Ma) de una distribución ancestral (Ver

discusión). De esta manera, el origen del Grupo de C. cupreus y los eventos de

cladogénesis y especiación dentro del mismo parecen ser relativamente recientes y

seguidos de una rápida diversificación asociada con el Plioceno tardío o temprano

Pleistoceno.
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Capítulo 7. Discusión

Los análisis presentados aquí proveen evidencia de una diversificación evolutiva extensa y

rápida para el Grupo de C. cupreus. Así como evidencia que sustenta la necesidad de la

recomposición de la taxonomía de algunos miembros del género Callicebus. Puesto que, si

la clasificación taxonómica pretende reflejar los patrones de la divergencia de las especies,

algunas combinaciones de nombres deberán ser evaluadas.

7.1 Consideraciones taxonómicas.

Los ejemplares que comprenden la especie Callicebus cupreus definida por Hershkovitz

(1990) no conforman un grupo monofilético. Concretamente, el espécimen FR62 que de

acuerdo con criterios geográficos y morfológicos (Hershkovitz, 1988; 1990) es identificado

como la especie C. cupreus, es tan divergente de los otros especímenes también

identificados como C. cupreus, que obliga a considerarlo como una especie diferente y

además, obliga a no considerarlo como parte del Grupo de C. cupreus definido por

Kobayashi (1995).

El espécimen identificado como FR62, fue colectado en el extremo sur del área de

distribución reconocida para la especie C. cupreus (Hershkovitz, 1990; van Roosmalen et

al., 2002; Veiga, 2008), mientras que los otros especímenes (AAM15 y European studbook

25268) que se agrupan cercanamente con C. discolor (ZSM 85 [espécimen tipo]), fueron

colectados en la parte norte del rango de distribución a lo largo del río Solimões (Figura

12). La muestra denominada European studbook 25268 fue colectada en el noroccidente

de la distribución y es la que más parece coincidir con el taxón descrito por Spix (1823 p23)

como Callicebus cupreus, dado que la localidad de muestreo cae dentro del área descrita

por Spix como Sylvis Solimöens, imperio Peruviano confinibus”. Tal localidad incierta se

interpreta en este análisis como el área noroccidental de la distribución de la especie que

corresponde a la confluencia de los ríos Solimões y Javari. Sin embargo, Hershkovitz
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(1988), Propuso una distribución muchísimo más amplia para la especie Callicebus

cupreus, extendiendo el rango de distribución hacia el sur incluyendo la cuenca sur del río

Purús (incluyendo así la localidad donde se colectó a FR62) y hacia el oriente (donde se

incluye la localidad de muestreo del espécimen AAM15).

En ese orden de ideas es muy relevante que Auricchio (2010) haya reconocido tres

diferentes fenotipos dentro de la especie C. cupreus, sugiriendo que hay una diversidad

intra-específica no evaluada hasta el momento dentro de C. cupreus. Usando únicamente

criterios geográficos, FR62 parece corresponder al fenotipo 3 de Auricchio (2010) y de

acuerdo con su origen podría corresponder a la especie Callicebus acreanus (Viera, 1952).

Ello tendría el mayor sentido puesto que Hershkovitz (1963), consideró que Callicebus

acreanus era un sinónimo junior de Callicebus brunneus (reconocido como parte del Grupo

de C. moloch), especie que fue subsecuentemente considerada como sinónima de C.

cupreus (Cambará, 2007). De acuerdo con el análisis presentado en esta tesis, FR62 es

filogenéticamente más cercano el Grupo de C. moloch. Dándole un apoyo adicional a la

idea de que el espécimen corresponde derecho a la especie C. acreanus, la cual podría ser

genéticamente muy cercana a C. brunneus. Al margen de la identidad taxonómica de FR62,

es claro entonces que se necesita mayor investigación para entender la verdadera identidad

y distribución de lo que Hershkovitz (1988) consideró como Callicebus cupreus en Brasil1.

Es importante reconocer aquí, que puede haber aceptables disidencias en el

reconocimiento de unidades taxonómicas usando umbrales de diferenciación bajos. Randi

et al., (1998) por ejemplo consideran que la divergencia intra-específica del venado Corzo

europeo (Capreolus capreolus y C. pygargus) es de 1.2%. Pero en este trabajo, el 1.2% de

la divergencia se considera como una regla general para la divergencia inter- específica del

género Callicebus. Que un mismo valor de divergencia se use para platear divergencias

tanto inter como intra- específicas en estudios diferentes, obedece a que se usan diferentes

conceptos de especie.

En este estudio el umbral de 1,2% de la divergencia de las secuencias de Citocromo b (que

corresponde al mínimo de la divergencia entre C. discolor y C. cupreus) siendo el límite

1 Aunque Byrne et al. (2016) también encontró este fenómeno, su interpretación fue considerar dos linajes
de C. cupreus.
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inferior que permite distinguir “especies” entre los taxones del Grupo de C. cupreus de

acuerdo con el concepto genético de especie (Baker y Bradley, 2006), probablemente la

regla pueda ampliarse a todo el género.

De acuerdo al umbral de la divergencia identificado por este trabajo, los ejemplares

European studbook 25268 y AAM15 (Porcentaje de la divergencia 1.7%) se deben

considerar como especies diferentes, aunque los análisis filogenéticos no hayan sido

capaces de resolver las relaciones evolutivas entre estos dos especímenes (presencia de

una politomía). El elevado porcentaje de la divergencia (1,7%) si se le compara con la

divergencia entre C. discolor (de Colombia) y C. caquetensis (que también es 1,7%), puede

ser explicado por la gran distancia geográfica entre los especímenes European studbook

25268 y AAM15 (Puntos 6 y 8 en la Figura 12, distancia de ~980 Km en línea recta y ~1200

Km si se sigue el curso del río Amazonas).

Es decir, que estas poblaciones de primates pueden estar tan alejadas que terminarían por

tener una interrupción en su flujo genético y a la larga tener una divergencia similar a la

encontrada entre C. caquetensis y C. discolor, con la divergencia de que no tenemos

evidencia de una extinción de taxones en medio de los especímenes European studbook

25268 y AAM15, como si la hay entre C. discolor y C. caquetensis (cuya distancia geográfica

rodea apenas los 100 Km). Desafortunadamente estas propuestas están basadas

únicamente en un muestreo de taxones (taxon sampling) limitado y muy restringido si se

tiene en cuenta la enorme distribución propuesta para C. cupreus (Figura12). Finalmente,

si los especímenes AAM15 y European studbook 25268, son de hecho linajes diferentes,

entonces la especie representada por el espécimen AAM15 podría ser de acuerdo con

criterios geográficos, Callicebus egeria. Esta especie fue descrita en 1908 por Thomas a

partir de especímenes colectados en Tefé (Brasil), una localidad a 80 Km de distancia del

punto de captura del espécimen AAM15 en el Lago Catuá.

De otro lado, el espécimen identificado como C. dubius exhibió una similitud muy cercana

con especímenes identificados como C. caligatus (0.3% de divergencia). Este porcentaje

de divergencia es evidentemente inferior que el umbral de 1.2% propuesto para la

divergencia entre especies y es muy similar a la divergencia encontrada entre individuos de

la misma especie. En ese sentido, es oportuno decir que la especie Callicebus caligatus

(Wagner, 1842) debería incluir (sinonimia taxonómica) a C. dubius (Hershkovitz, 1988) Un
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análisis rápido de redes mediante parsimonia (Figura 16). Este evento cierne la duda sobre

la validez de C. stephennashi, puesto que se distribuye entre Callicebus caligatus y C.

dubius.

Figura 16. Redes no enraizadas basadas en la parsimonia del gen Citocromo b para reconstruir las

relaciones entre los haplotipos de las especies cercanamente relacionadas en el análisis; C.

caligatus/C. dubius (A), C. ornatus (B), C. caquetensis (C) and C. discolor (D). Los círculos negros

corresponden a haplotipos ausentes y las líneas que los conectan indican un paso mutacional.

Para terminar las consideraciones taxonómicas, resta por hablar del Grupo de C. torquatus,

el cual ha tenido una baja representación en este estudio, debido a que la consecución de

muestras fue una labor verdaderamente ardua. Lo primero que se debe decir es que, desde

el punto de vista nuclear, el Grupo de C. torquatus tiene una diferencia de 13 pares de

bases en 733 pares de bases del Intrón 7 del Beta Fibrinógeno, esta diferenciación es difícil
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de interpretar. Puesto que las diferencias, son menores que las que hay para el mismo

marcador al interior de otros géneros de mamíferos más pequeños, por ejemplo dentro de

Sigmodon (Rodentia). Las diferencias entre las diferentes especies de Sigmodon pueden

ser un poco más de treinta en el intrón 7 del Beta Fibrinógeno. Al contrario, las diferencias

en el intrón del Grupo de Callicebus torquatus contra el Grupo de C. cupreus podría

parecerse a las diferencias que hay entre otras formas de mamíferos, por ejemplo las

diferencias entre un león y gato que para el mismo intrón son alrededor de 17. Así que no

parece haber una regla general, para colegir una tendencia taxonómica (Géneros

diferentes, subgéneros diferentes u otra decisión taxonómica).

De otro lado, hay pocos ejemplares de primates en GenBank que puedan servir para inferir

un patrón de la variación del gen en primates, sólo hay representantes de Homo Sapiens

(secuencias incompletas), Pan troglodytes (secuencias incompletas) y Alouatta belzebul,

que tiene 38 diferencias en la región analizada del intrón con ejemplares del grupo de C.

cupreus, que como se ha mencionado no presenta polimorfismos en ese marcador. En

consecuencia, es necesario ampliar el muestreo de taxones para el intrón 7 del Beta

Fibrinógeno, que podría ayudar a esclarecer el estatus taxonómico de cada uno de los

grupos del género Callicebus dentro de la nomenclatura zoológica (aboliendo grupos e

instaurando géneros o subgéneros) (En este respecto el trabajo de Byrne et al., [2016] hace

el primer esfuerzo.]

Al margen de ello, el otro marcador empleado en este estudio el gen 12S sugiere que lo

que hemos llamado hasta este párrafo como Callicebus lugens contiene dos unidades

taxonómicas diferenciables (diferenciables al menos desde el punto de vista de este

marcador). Una unidad es representada por la muestra GB KC592393 (Menezes et al.,

2013) identificada como C. lugens (2n = 16) y proveída por la Dr. Cibele R. Bonvicino

(Instituto Nacional de Câncer, Brasil) en el norte del estado del Amazonas en la frontera

con Venezuela (Casado et al., 2006). Y otra unidad representada por ejemplares de

Colombia también identificados como C. lugens (ZP 07 sin localidad precisa y FMNH 88247

y FMNH 88248 estas dos últimas provenientes del Rio Guaviare, en la localidad de "la

María" cerca de Laguna Grande, Colombia 2°37'59.88"N, 72°52'0.01"W, departamento del

Meta).
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Ambas unidades de C. lugens como puede verse, tienen un cariotipo 2n = 16 lo que permite

separarlas de C. torquatus torquatus (2n = 20), pero aún no se puede afiliar ninguna de

estas unidades con el ejemplar tipo de C. lugens. Las diferencias no corregidas entre estas

dos unidades según el fragmento analizado del gen 12S es de 0,7%; lo que representa una

diferencia considerable si se considera que el fragmento total tiene apenas 150 pares de

bases. Además, es el mismo porcentaje de la divergencia que puede haber entre C. cupreus

y C. donacophilus (Tabla 9) por lo que desde éste punto de vista, Callicebus lugens de

Colombia (ZP 07, FMNH 88247 y FMNH 88248) y Callicebus lugens GB KC592393 de Brasil

son necesariamente dos especies diferentes. Esto tiene mucho sentido si se considera el

enorme rango distribucional que Hershkovitz (1990) le atribuyó a C. lugens (Figura 6), Pero,

¿Cuál es la identidad taxonómica adecuada de estas dos unidades? Es una pregunta

compleja puesto que la localidad tipo se encuentra en medio de las dos unidades

planteadas y como en el caso anterior, será necesario ampliar el Taxon Sampling para

resolver el problema.

Paralelamente, el análisis del fragmento del gen 12S da soporte genético a la diferenciación

al nivel de especie, de las previamente llamadas subespecies Callicebus (torquatus)

medemi y Callicebus (torquatus) lugens (de Colombia). Puesto que su divergencia es de

1,4% de acuerdo al fragmento del gen 12S (Tabla 9). Lamentablemente este estudio no

pudo contar con muestras de la especie Callicebus (torquatus) lucifer, para resolver

finalmente el problema de las relaciones filogenéticas del Grupo de C. torquatus en

Colombia.

7.2 La banda facial del Grupo de C. cupreus.

Los análisis del Citocromo b en C. cupreus presentados aquí, proveen detalles acerca de

la evolución del carácter de la banda facial, el cual ha sido usado por diferentes autores

para reconocer las especies dentro del Grupo de C. cupreus. La banda facial es una

iluminación de los blancos sobre las cejas [(terminología de Hershkovitz (1990)], un rasgo

que las especies del grupo de Callicebus cupreus puede exhibir o no (Kobayashi, 1995).

Cuando está presente puede variar intensamente de acuerdo a la especie. Por ejemplo la

banda facial puede variar desde el gris difuminado en C. caquetensis a un blanco intenso

en C. discolor (van Roosmalen et al., 2002). Este carácter ha sido considerado como
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decisivo por muchos autores (Hershkovitz, 1990; van Roosmalen et al., 2002), a la hora de

distinguir especies dentro del grupo de Callicebus cupreus. De hecho, Hershkovitz (1988)

usó el carácter de la banda facial para reconstruir las relaciones filogenéticas dentro del

Grupo de Callicebus cupreus, considerándolo como un carácter derivado reciente que

resultó de una serie de pasos progresivos irreversibles desde el patrón de ondeó agouti (el

estado ancestral sensu Hershkovitz, 1988 p 262), para terminar en la pérdida total de la

pigmentación.

Los hallazgos encontrados en este estudio no apoyan las ideas de Hershkovitz, y al

contrario demuestran un comportamiento homoplásico de la banda facial (Figura 17),

apareciendo de manera independiente en diferentes linajes recientes de la filogenia (C.

ornatus y C. discolor, excluyendo a C. caquetensis). La variación de la banda facial refleja

un intrincado patrón de factores genéticos diversos y de una posible selección sexual, así

como efectos de kinship y reconocimiento individual (Flanagan et al., 2000; Mundy y Kelly

2006; Bradley y Mundy, 2008; Santana et al., 2012). Además, cualquier interpretación de

las causas posibles de la variación en la coloración de la banda facial Implicará también

efectos ontogenéticos o de expresión genética.

Figura 17. Variación del color de la banda facial del Grupo de C. cupreus y asociación con la

filogenia molecular. Especies con coloración similar de la banda facial no son necesariamente

especies hermanas.
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La variación ontogenética de este carácter ha sido previamente reportada en C. discolor,

donde la banda facial típica de esta especie está usualmente ausente en individuos jóvenes,

haciéndolos indistinguibles de individuos de la especie Callicebus cupreus. Fue así como

Geoffroy mismo encontró que la banda facial podría estar ausente en individuos

previamente identificados por él como C. discolor. El desarrollo genético de estos patrones

de coloración se desconoce y amerita su investigación.

La especie recientemente descrita Callicebus caquetensis, la cual fue encontrada por este

estudio como una entidad monofilética, de acuerdo a las reglas de Gardner y Hayssen

(2004), tiene como sinónimo válido a Callicebus moloch Moynihan (1976:97) y no Cebus

moloch Hoffmannsegg (1807:75-77), como aparece en la descripción original. Callicebus

caquetensis ha sido considerada como parte del Grupo de Callicebus cupreus de acuerdo

con criterios geográficos, de coloración y cromosómicos (2n = 46; Bueno et al., 2006; Bueno

y Defler, 2010) y esta es la primera vez que su posición filogenética en el grupo ha sido

corroborada con un amplio soporte. Tal situación tiene importantes implicaciones para la

conservación de Callicebus caquetensis (García y Defler, 2011), puesto que la especie se

halla en crítico peligro de extinción de acuerdo con la IUCN, debido a la degradación rápida

de su hábitat y al extraordinariamente reducido tamaño geográfico de su distribución

(García y Defler, 2011). Situación que le ha valido para ser considerado como el primate

más amenazado de Colombia.

Dado que Callicebus caquetensis es endémico de Colombia su conservación es una

preocupación nacional y en tal virtud las autoridades gubernamentales, así como las no

gubernamentales, necesitan de toda la información posible sobre este taxón para priorizar

esfuerzos de conservación y así asegurar su supervivencia. Este estudio de hecho, es

producto de los esfuerzos del Plan Nacional de Conservación para la especie, que tiene

como uno de sus objetivos, identificar las relaciones filogenéticas del taxón con fines de

conservación. Frente a lo cual este trabajo responde, demostrando que las divergencias

entre Callicebus ornatus, Callicebus discolor y Callicebus caquetensis; son suficientes para

al menos considerar tres unidades diferentes de conservación (especies diferentes desde

el punto de vista de este trabajo), pero que no serían suficientes para evitar la hibridación.

De esta manera el contacto entre las tres, debería evitarse para prevenir una pérdida

irreversible de la integridad genética de cada linaje (Barton y Hewitt, 1985; Patten y

Campbell, 2000).
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7.3 Evolución y biogeografía del Grupo de C. cupreus.

Los análisis presentados aquí proveen evidencia de que el Grupo de Callicebus cupreus

(sensu Kobayashi, 1995), ha atravesado reciente y larga diversificación a lo largo del

territorio suramericano. El ancestro común del Grupo de C. cupreus de acuerdo con los

datos del reloj molecular, debió haber aparecido algo así como hace 2,3 millones de años

atrás (Ma), con la primera diversificación rastreable dentro del Grupo, ocurriendo hace 1,5

Ma. (Figura 18) (Sin embargo, si se usan colas de distribución de la probabilidad más

alongadas en los priors, la divergencia del grupo puede aproximarse a los 3,0 Ma. Es claro

que puede haber una ventana de variación de las fechas reportadas, en unos 500 mil años

“hacia arriba”). Los análisis sugieren que hubo una dispersión ancestral del Grupo de C.

cupreus desde un “centro de origen” en el centro de la Cuenca Amazónica seguido de una

subsecuente diferenciación. Ahora bien, cómo fue tal diferenciación entre poblaciones

ancestrales, es una pregunta abierta con múltiples explicaciones probables. No obstante,

la explicación más plausible involucraría una fragmentación de poblaciones, debido al

cambio en la cobertura boscosa, probablemente propiciado por cambios climáticos (Haffer,

1969; Vanzolini, 1970; Pennington et al., 2000; Haffer 2008).

Dos efectos de los cambios en la cobertura boscosa sobre las poblaciones de primates

serían principalmente: (1) El aislamiento de poblaciones debido a la contracción y

fragmentación de hábitat viable; y (2) la creación de barreras a la dispersión mediante la

formación de otros hábitats (cambios en la composición de especies de los bosques en

algunos puntos) (Kinzey y Gentry 1979; Ayres y Clutton-Brock, 1992). Pese a que

información detallada sobre el cambio de los hábitats desde hace 3,0 Ma. hasta el último

millón de años, no es del todo asequible y suele ser ciertamente controversial (Kastner y

Goñi, 2003), queda claro que al menos de haber existido tales cambios, estuvieron ligados

al Periodo Cuaternario (2,6 – 0,01 Ma), un periodo que implica sendas transformaciones en

el paisaje suramericano. Además, la posible asociación entre los cambios en la vegetación

y los patrones de la especiación de la fauna suramericana durante este periodo, se ha

sugerido en muchos otros grupos (Costa, 2003; Steiner y Catzeflis, 2004).
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Figura 18. Resultados del análisis bayesiano de los tiempos de divergencia mostrando la edad

estimada en millones de años de las vicarianzas encontradas. Las barras en púrpura corresponden

al 95% de HPD (Node height highest posterior density). El mapa también muestra las hipótesis

biogeográficas planteadas en el texto. Detallando el origen del Grupo de C. cupreus en un centro de

origen en el centro de la Amazonía hace más o menos 2,3 Ma. Se muestra también el plano de la

dispersión hacia el actual pie de monte de los Andes y la extensión de esa dispersión hacia el norte,

usando “la cabecera” del sistema fluvial amazónico. Los eventos de vicarianza están marcados con

barras negras verticales y el evento de separación somera (EU studbook 26268) como una barra

vertical negra discontinua al lado del cuadro verde. Note como la diversificación entre Pithecia y

Cacajao ocurre casi simultáneamente que la divergencia entre C. lugens y el resto de los Callicebus,

lo que sustenta su separación como géneros diferentes (Byrne et al, 2016).

Un posible componente geográfico de la diversificación del Grupo de C. cupreus identificado

aquí, pudo haber sido la formación de la red fluvial del Río Amazonas. Hace

aproximadamente 11 Ma. la región amazónica que estaba principalmente influenciada por

un paisaje fluvio-tidal (conocido como el mega-pantano de Acre) y que cubría buena parte

del “Amazonas occidental y central”. La diversificación dentro del Grupo de C. cupreus,



69

claramente ocurrió mucho tiempo después de esos 11 Ma. (entre 2,3 y 1,5 Ma), coincidiendo

con lo que se conoce como el “secado” final del mega-pantano de Acre y la subsecuente

formación de la red fluvial del Río Amazonas (Salo et al. 1986; Wesselingh et al., 2010,

Ribas et al., 2012).

La formación de semejante red debería haber promovido de manera efectiva la

fragmentación histórica de los Callicebus ancestrales, con la interrupción del flujo genético

de las poblaciones de primates. Esta explicación ha sido usada para explicar la

diversificación de otros grupos de mamíferos que se distribuyen en la Amazonía y que

respetan de alguna forma límites impuestos por ríos. De hecho, es una de las explicaciones

más comunes en la interpretación del origen de la biodiversidad de primates neotropicales.

(Boubli et al., 2015).

Considerando el tiempo de diversificación y la información sobre la geografía y la geología

de la región, es posible entonces reconstruir un escenario biogeográfico para la

diversificación del Grupo de Callicebus cupreus. Este escenario sugiere que el ancestro

común emerge hace 2,3 Ma, en la zona central del Amazonas, el cual posteriormente se

dispersó (seguramente por una expansión de hábitat viable), a lo largo de la orilla sur del

actual Río Amazonas, hacia el actual piedemonte oriental de los Andes. Una vez allí, las

poblaciones ancestrales pudieron cruzar hacia el norte del continente hasta donde hoy en

día es la distribución de C. ornatus. En este punto las poblaciones ancestrales de las

especies del Grupo de C. cupreus, debieron haber tenido una distribución más o menos

continua a lo largo de lo que hoy es el rango distribucional del grupo.

El primer evento de vicarianza rastreable dentro del Grupo de C. cupreus, ocurre entonces

hace 1,5 Ma, para separar al precursor de C. caligatus (que incluye a C. dubius). Este

evento de vicarianza dentro de Grupo es el más difícil de explicar. No obstante, cabe anotar

las probables implicaciones del Río Purús en lo que es hoy en día la distribución de C.

caligatus/C. dubius. Los cambios en el curso de este Río pudieron haber promovido la

fragmentación de poblaciones precursoras a partir de un ancestro ampliamente distribuido.

Este evento parece haber sido seguido por una serie de sucesivos eventos de

cladogénesis/vicarianzas que resultaron en la separación de las poblaciones precursoras

de la especie C. ornatus hace 1,2 Ma, seguida por el evento de separación más reciente
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dentro del grupo que es la escisión de C. caquetensis y C. discolor hace poco más de un

millón de años (0,8 Ma).

¿Cómo se distribuían originalmente las poblaciones precursoras de C. caquetensis y C

ornatus? No es claro. Pero es muy probable que estas dos especies hayan mantenido

distribuciones aisladas desde su cladogénesis, si bien no parece haber barreras

geográficas muy fuertes que las mantengan tan aisladas. Es posible que su congénere

distante C. lugens esté involucrado en la separación. Si bien los requerimientos de hábitat

de C. lugens, C. caquetensis y C. ornatus no han sido completamente entendidos, se tiene

evidencia de que C. lugens, quien se distribuye en medio de C. caquetensis y C. ornatus,

prefiere bosques húmedos densos, mientras que C. caquetensis y C. ornatus parecen

preferir bosques más fragmentados o abiertos (Hernández-Camacho y Cooper, 1976;

Defler, 1994).

Con seguridad los cambios en la cobertura boscosa durante el Pleistoceno (desde hace 2,5

Ma hasta hace unos 20000 años; Vonhof y Kaandorp, 2010), debieron tener un efecto en

la densidad de los bosques (Clapperton, 1993; van der Hammen y Hooghiemstra, 2000;

Behling y Hooghiemstra 1999; Pennington, et al. 2000) no sólo una vez sino varias veces y

es posible que eventos particulares durante el Cuaternario hubiesen configurado en

diferentes ocasiones los bosques bajos de tipo galería que prefieren los C. ornatus a lo

largo del paisaje. Si se tiene en cuenta que la última glaciación ocurrió entre los últimos

85000 a 11000 años (Clapperton, 1988), debemos considerar que es posible que las

distribuciones de C. caquetensis, C. discolor y C. ornatus se hayan solapado en alguna

ocasión. ¿Por qué no encontramos poblaciones intermedias entonces? Es probable que

adicionalmente al efecto de los cambios de cobertura de los bosques, el efecto de la

competencia de especies del Grupo de Callicebus torquatus, haya terminado de separar

las especies del Grupo de C. cupreus, en un fenómeno de exclusión competitiva.
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