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Resumen 
 

La región control (RC) del ADN mitocondrial es importante en el proceso de replicación 
y  transcripción, pero además es un marcador genético muy usado en estudios 
poblacionales y filogenéticos. La duplicación de genes es frecuente en el genoma 
mitocondrial y se han descrito varios arreglos de genes que involucran la duplicación de 
la RC o remanentes de ésta. Las diferencias en el orden de los genes han sido útiles para 
la resolución filogenética de algunos grupos de especies. Las Aves (Clase: Aves)  también 
tienen distinto orden de genes comparado con otros vertebrados, además se han descrito 
varios acomodos alternativos al ancestral y se pueden presentar uno o varios acomodos 
distintos incluso dentro de un mismo Orden (ej. Psittaciformes, Passeriformes).  El Orden 
Charadriiformes es un clado de Aves muy diverso que alberga a especies con una amplia 
variabilidad morfológica, conductual, crianza y otros caracteres ecológicos. Dado que 
existe evidencia de rearreglos similares que han aparecido independientemente en 
diferentes momentos e incluso en un mismo Orden, el objetivo de este estudio fue la 
descripción de estas regiones en Calidris mauri y otras especies cercanas.  
(Charadriiformes: Scolopacidae). Dentro de la Familia Scolopacidae, Arenaria interpres 
presenta una RC sencilla, lo que se considera un ordenamiento de tipo ancestral, mientras 
que Philomachus pugnax  posee RC duplicada y un reacomodo de los genes adyacentes 
involucrando la sección Thr-RC (Cytb/Thr/Pro/ND6/Glu/RC); siendo este un 
ordenamiento distinto a los reportados para Charadriiformes hasta el momento.  Calidris 
mauri presenta duplicación de la sección Thr-RC separada por una copia degenerada Cytb 
que difieren en el extremo 3' de RC2 por varias repeticiones CAAA. Como se espera de la 
evolución concertada, las copias de RC’s son casi idénticas en cada individuo, mientras 
que existen variaciones entre individuos concentradas en los extremos de los dominios I y 
III de la RC. El tamaño de los amplicones y sus secuencias parciales sugieren el mismo 
arreglo en C. minutilla, C. alpina, C. canutus, C. himantopus, Tringa semipalmata y 
Tringa flavipes. La baja tasa de éxito en la amplificación de estos genes o regiones en 
Limnodromus spp. y Limosa fedoa spp., son congruentes con las relaciones filogenéticas 
reportadas y no permitió confirmar si este arreglo de genes es el común denominador en 
escolopácidos. Ya que la tasa de sustitución de la RC duplicada será más lenta que la 
deducida en una RC no duplicada, es importante evaluar si existe esta duplicación para 
estudios filogenéticos. Algunos autores han planteado que al existir regiones duplicadas 
las homologas están sujetas a la recombinación esto puede homogenizar las secuencias 
parálogas retardando su divergencia evolutiva, por lo tanto esto confunde la 
determinación de su antigüedad. El género Calidris ha sido ampliamente estudiado  
utilizando la RC como marcador molecular. Es imperativo utilizar con exactitud las 
secuencias ortólogas al realizar análisis filogenéticos; para  identificar duplicaciones de 
genes en Aves recomendamos utilizar el amplicón RC1-Pro2 ya que nos permite 
discriminar entre las RC’s seleccionando específicamente la RC1 y así tomar las medidas 
necesarias para análisis interindividuales..  
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Abstract 
 

Mitochondrial control region (CR) plays an important role in replication and 
transcription, but it is also a widely used genetic marker in population genetics and 
phylogeny reconstruction. Duplication events leading to gene rearrangements are 
common in the mitochondrial genome of birds, most of which involve complete or partial 
copies of CR and their adjacent regions. Differences in gene order have been useful for 
the phylogenetic resolution of some vertebrate taxa. Within vertebrates, birds (Class: 
Aves) have also a distinct gene order reinforcing its monophyly, but several 
rearrangements to the typical mtDNA avian pattern had been described so far, both within 
and among several avian Orders (i.e. Psittaciformes, Passeriformes). The Order 
Charadriiformes is a very diverse clade of birds including species with a wide 
morphological variability, behavioral, breeding and other ecological characters.  Since 
there is strong evidence for similar mitochondrial gene arrangements rising independently 
and repeatedly between different and even within some avian Orders, the goal of the 
present study was to describe if Calidris mauri other related scolopacid species 
(Charadriiformes: Scolopacidae). Within Scolopacidae (Charadriiformes), Arenaria 
interpres appears to have a single RC, which has been considered  as the ancestral gene 
arrangement, while Philomachus pugnax exhibits a rearrangement of RC and some 
adjacent genes has a duplication involving Thr-CR (Cytb/Thr/Pro/ND6/Glu/CR), this 
being a different arrangement from those reported so far within Charadriiformes. Calidris 
mauri also presented duplication Thr-RC section which are separated by a degenerate 
copy Cytb and differ only at the 3 '-end of CR2 by several tandem CAAA repeats. As 
expected in concerted evolution we found almost identical duplicated CRs within 
individuals, while variations among individuals were mainly concentrated at the end of 
CR domains I and III. Based on amplicon size and partial sequence analysis the same 
arrangement is present in C. minutilla, C. alpina, C. canutus, C. himantopus, Tringa 
semipalmata and Tringa flavipes. Poor sequence quality in more divergent relatives as 
Limnodromus spp. and Limosa spp., preclude us from confirm if Thr-CR duplication is 
common among Scolopacidae. As the substitution rate of duplicated CR will be slower 
than the deduced from non-duplicated CR, it is important to evaluate whether duplication 
is present or not in further phylogenetic studies some authors have suggested that to be 
duplicated regions homologous are subject to recombination it can homogenize the 
paralogs sequences delaying their evolutionary divergence, so this confuses the 
determination of its age. The genus Calidris has been extensively studied using the RC as 
molecular marker; it is imperative to use exactly the orthologous to perform phylogenetic 
analyzes because the evolutionary rate between orthologous and paralogous sequences 
may differ. To identify gene duplications in Birds we recommend using the amplicon 
RC1-Pro2 because it allows us to discriminate between the RC's specifically selecting the 
RC1, and thus take the necessary measures to interindividual analyses. 

. 
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Introducción  

 

El ADN mitocondrial (ADNmt) es una molécula de doble cadena circular, de 37 genes 

que codifican para 13 subunidades del sistema de fosforilación oxidativa, 2 ARN 

ribosómicos (ARNr), y 22 ARN de transferencia (ARNt).  Está presente en cientos de 

miles de copias en cada célula, dentro de orgánulos que generan energía de la célula, las 

mitocondrias (Pakendorf y Stoneking, 2005). 

 

 Consiste predominantemente por ADN que codifica, a excepción de un fragmento largo 

de ~1100 pb de longitud que está involucrado en funciones regulatorias en la replicación 

del ADNmt; la Región Control (RC) (Pakendorf y Stoneking, 2005). Debido a su elevada 

tasa de evolución, de heredabilidad de modo estrictamente maternal, y la aparente falta de 

recombinación, el ADN mitocondrial (ADNmt) es la molécula de elección tanto para los 

estudios de la secuencia de divergencia intraespecífica (Gyllensten et al., 1991) y para la 

construcción de árboles de genes dentro  de especies y entre especies relacionadas(Avise 

et al., 1987; Avise, 1989). 

 

La elección de los marcadores moleculares se vuelve crítica cuando se estudian 

divergencias muy antiguas (Ericson et al., 2003). Las diferentes regiones de la molécula 

evolucionan a tasas diferentes, y por lo tanto una región apropiada se puede seleccionar 

para resolver la relación filogenética de los linajes maternos particulares bajo el estudio. 

Se  pensaba que el orden de los genes mitocondriales eran altamente conservada dentro de 

los vertebrados en base al orden de los genes de los primeros genomas secuenciados 

(Anderson et al., 1981), pero el acomodo de los genes es variable entre, y en menor 

medida, dentro de los principales grupos de vertebrados (San Mauro et al., 2006). 

 

Con el creciente número de genomas mitocondriales completos publicados hasta ahora, 

está claro que la estabilidad del acomodo de los genes es variable y específica de cada 
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grupo  dentro de los vertebrados. Las nuevas herramientas y técnicas de secuenciación de 

ADN, revelan variaciones en la organización de los genomas mitocondriales entre los 

distintos niveles  taxonómicos de vertebrados.  

 

El acomodo del orden de los genes más conservado se encuentra en mamíferos 

placentarios, tortugas y peces. Por otro lado, algunas especies de reptiles, peces, anfibios 

y particularmente aves, tienen acomodos de genes que son menos conservados (Pereira, 

2000). 

 

De los distintos mecanismos que se han propuesto para poder explicar los reacomodos de 

los genes, uno de ellos es la duplicación en tándem, seguida de pérdidas o deleciones 

aleatorias de los genes duplicados. Este modelo es generalmente considerado como el 

más importante en vertebrados (Brown et al., 1986; Arndt y Smith, 1998; Boore, 1999; 

San Mauro et al., 2006). Se considera que la  duplicación de los genes mitocondriales 

puede tener cuatro destinos potenciales, tales como la no-funcionalización, sub-

funcionalización, neo-funcionalización y el mantenimiento redundante (Force et al., 1999; 

Lynch et al., 2001; Zhang, 2003; Rastogi y Liberles, 2005; Schirtzinger et al., 2012). 

 

La duplicación de genes es frecuente en el genoma mitocondrial y se han descrito varios 

arreglos de genes que involucran la duplicación de la RC mitocondrial o remanentes de 

ésta.  La duplicación genómica ocurre concurrentemente alrededor de la RC, más que en 

cualquier otra parte del genoma mitocondrial (Fujita et al., 2007) e implica cambios en el 

orden de los genes adyacentes (Pereira, 2000; Verkuil et al., 2010).  

De manera general, una molécula de ADNmt posee normalmente sólo una RC, pero en 

varios grupos de vertebrados se han observado genomas mitocondriales con reacomodos 

que poseen dos RC’s, e inclusive se han reportado genomas con tres RC’s  (Braband et 

al., 2010; Zheng et al., 2013) . En la mayoría de los casos, las RC’s duplicadas muestran 

alta similitud en las secuencias entre las copias y además las características típicas de una 
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RC funcional, lo cual puede ser un indicador de que estas evolucionan de manera 

concertada (Tatarenkov y Avise, 2007). 

 

Los reacomodos en los genes mitocondriales son considerados como eventos evolutivos 

raros, y como tales, la existencia de un orden de genes derivados compartido entre 

taxones suele ser indicativo de un ancestro común (Boore, 1999). Las variaciones en el 

orden de genes han sido aplicados como marcadores tanto en los estudios genéticos y 

filogeográficos de poblaciones (Verkuil et al., 2010). Sin embargo, estas duplicaciones 

genéticas y los reacomodos complican el uso de la RC como un marcador porque esta 

variación puede generar resultados poco confiables si no se comparan las secuencias 

homólogas en estudios filogenéticos (Verkuil et al., 2010).  

 

En los últimos 15 años, los análisis de secuenciaciones de genomas completos han 

revelado que los reordenamientos son comunes, particularmente en Aves, donde varios 

linajes diferentes han estado bajo reordenamientos repetidos (Eberhard y Wright, 2016). 

Se ha encontrado que existen al menos ocho ordenamientos en el genoma y muchos 

genomas mitocondriales poseen dos copias de algunos genes provocando duplicación de 

genes (Desjardins y Morais, 1990; Mindell et al., 1998; Eberhard et al., 2001; Abbott et 

al., 2005; Zhou et al., 2014).  

 

Las secuencias obtenidas de la RC entre individuos, poblaciones o especies pueden no ser 

las secuencias homólogas, es decir, una RC puede ser amplificada y secuenciada en 

algunos individuos, y la segunda copia de la RC puede ser obtenida para otros individuos, 

lo que resulta en comparaciones entre secuencias no homólogas. En este caso, la 

variación observada en las secuencias de la RC puede ser tanto paráloga  (comparaciones 

entre genes duplicados) como ortóloga (comparación entre individuos). Sin embargo, las 

RC duplicadas tienen potencial como marcadores filogenéticos a niveles taxonómicos, 

dentro de géneros y familias, o entre las familias. Por lo tanto, la presencia  de RC 
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duplicadas en los genomas de ADN mitocondrial de Metazoarios es un fenómeno 

genético interesante y potencialmente útil (Ogoh y Ohmiya, 2007).  

 

El primer genoma mitocondrial aviar completamente secuenciado fue el de Gallus gallus 

(Desjardins y Morais, 1990). El acomodo de los genes de esta especie es el observado con 

mayor frecuencia en las aves; este acomodo de genes es el denominado como el orden de 

genes ''típico" aviar (Eberhard y Wright, 2016). El genoma mitocondrial típico aviar 

posee el mismo juego de 37 genes y la RC no codificante, pero difiere de la mayoría de 

otros vertebrados debido a un reordenamiento cerca de la RC.  

 

A pesar de la creciente lista de taxones de Aves en los cuales se han encontrado 

reordenamientos en el orden de los genes mitocondriales, las preguntas persisten sobre los 

mecanismos por los cuales los reordenamientos se producen, el grado en que las 

duplicaciones se conservan en el tiempo evolutivo y el efecto que estos reordenamientos 

tienen sobre la función, replicación y evolución del genoma mitocondrial (Eberhard y 

Wright, 2016). 

 

Un estudio realizado por Schirtzinger y colaboradores demostró que la duplicación de la 

región control ha ocurrido varias veces en el Orden Psittaciformes; con la reconstrucción 

ancestral sugieren que hubo seis orígenes independientes en la duplicación de la región 

control dentro de este Orden  (Schirtzinger et al., 2012), este tipo de análisis permitió 

elucidar el posible surgimiento, antigüedad  de las duplicaciones y ubicar este evento en 

un árbol filogenético de una Familia o un Orden de aves.  

 

El Orden Charadriiformes (clase: Aves) es un clado de aves diverso que alberga a 

especies con una amplia variabilidad morfológica, conductual, crianza y otros caracteres 

ecológicos. Actualmente, en la Familia Scolopacidae (orden: Charadriiformes) existen 

dos acomodos de genes distintos en donde se describe un acomodo típico y además otro 
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con RC duplicada para Arenaria interpres y Philomachus pugnax, respectivamente  

(Paton et al., 2002; Verkuil et al., 2010). Ambas especies son basales en el árbol 

filogenético de la Familia. Este factor motiva el estudio debido a que sería interesante 

conocer si existen más acomodos dentro de Scolopacidae por ser un grupo tan diverso. 

 

 En este trabajo, se analizan algunas especies de escolopácidos, particularmente del 

género Calidris; especies migratorias en las que se ha estudiado ampliamente la 

conectividad de sus poblaciones mediante los haplotipos mitocondriales de la región 

control. Por lo mismo, es relevante evaluar la presencia de duplicaciones en esta región 

del genoma y las implicaciones que esto podría tener en los estudios poblacionales y 

evolutivos. Esta información podría contribuir para ayudarnos a comprender bajo qué 

mecanismo se generaron los reacomodos de los genes mitocondriales, si la duplicación de 

la RC en Charadriiformes tiene un origen singular o múltiple, y determinar si el acomodo 

de los genes podría servir como un carácter filogenético útil.  
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Antecedentes  
 

Lo que se llegó a considerar como el ordenamiento de genes "universal" para los 

vertebrados se descartó cuando el primer genoma aviar fue secuenciado por completo 

(Desjardins y Morais, 1990). En el genoma mitocondrial aviar típico existe un reacomodo 

que involucra el desplazamiento de una porción que precede a la region control (RC) y 

que involucra tanto al gen del citocromo b( cyt b) , como a los  genes correspondientes a 

los ARN de transferencia de la Treonina (T) y la Prolina (P), (Figura 1).  

 

Aunque Desjardins y Morais (1990) sugirieron que esta organización confiere al grupo 

una ventaja selectiva asociada con la elevada demanda energética requerida para el vuelo, 

esta correlación  aún no ha sido demostrada (Pereira, 2000). No obstante, se han 

propuesto distintos mecanismos que tratan de explicar cómo es que los genes 

mitocondriales se reorganizan para poder entender así la posible función y el contexto 

evolutivo de estas modificaciones (Eberhard y Wright, 2016). La mayoría de estas 

modificaciones en la organización, involucran desplazamientos o duplicaciones de zonas 

Figura 1. Organización de los genes mitocondriales desde el gen ND5 hasta el 12S ribosomal 
en Vertebrados y aves. A) Muestra el acomodo de los genes que comparten los vertebrados. 
B) Acomodo de los genes de tipo ancestral en aves, se observa una diferencia en el orden del 
gen que codifica para la NADH deshidrogenasa 6 (ND6), ácido glutámico (E),  citocromo b 
(Cytb), treonina (T) y prolina (P); los cuales, en aves, están invertidos ubicados 
adyacentemente al gen NADH deshidrogenasa 5 (ND5). La región control (CR), el gen que 
codifica para Fenilalanina (F) y el ARNr 12S no presentan ningún cambio en el orden. 
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adyacentes a la región control e incluso a ella misma. Por lo anterior, los mecanimsos 

involucrados se han clasificado en torno al tamaño del fragmento duplicado y si implica o 

no un intermediario de ARN.   

Uno de estos mecanismos se denomina “retrotransposición” y describe la integración en 

el genoma de un ARN mensajero maduro que sufrió transcripción inversa espontánea 

(pseudogén procesado). El gen duplicado resultante (retrogén) carece de intrones y 

presenta una cola de poli-Adeninas; separado de sus elementos regulatorios, estas 

secuencias recién integradas rara vez generan codones que expresen en la completa 

longitud de esta secuencia. Sin embargo, algunos retrogenes funcionales ya se han 

identificado en la mayoría de los genomas (Hurles, 2004).  

 

Otro mecanismo conocido es la “duplicación en tándem” de un segmento del genoma y 

ésta es debido a un posible resultado de una recombinación desigual (unequal crossing 

over), la cual resulta a partir de la recombinación homóloga entre secuencias parálogas 

(Hurles, 2004) . Este evento de recombinación puede también generar una deleción o una 

inversión entre las secuencias involucradas (Bailey et al., 2003; Hurles, 2004).  

 

En función de su extensión, la duplicación puede generar un par de genes homólogos 

funcionales, o bien copias incompletas no funcionales, que sean  ortóloga o parálogas 

(Koonin, 2005; Studer y Robinson-Rechavi, 2009). Los genes homólogos ortólogos han 

divergido desde un evento de especiación, mientras que los parálogos son genes 

homólogos que se han diferenciado desde que ocurrió su duplicación (Figura 2)  
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Una recombinación homóloga entre secuencias parálogas puede resultar en  

reordenamientos de la secuencia, incluyendo duplicaciones en tándem, así como en 

transferencia no recíproca de una secuencias paráloga hacia la otra, proceso conocido 

como “conversión de genes” (Tayebi et al., 2003; Hurles, 2004). Dicha conversión  

homogeniza las secuencias parálogas, retardando su divergencia evolutiva y complicando 

la determinación de la antigüedad de las copias. Esto conduce a la observación de un 

proceso denominado como “evolución concertada” en donde las copias pueden ser 

altamente similares pero divergir evolutivamente (Figura 3). Finalmente, una vez que los 

genes han divergido lo suficiente como para alterar su funcionalidad (o disfuncionalidad), 

los eventos de conversión de genes pueden  resultar deletéreos.  

 

Figura 2: Formación de ortólogos y parálogos. El árbol muestra seis genes homólogos de 
tres especies designadas A, B y C. Los genes están representados por círculos y cada color 
representa una especie. Los genes parálogos se rodean con una línea más gruesa (Sólo el 
gen del linaje A no tiene un parálogos). Las cajas en los nodos representan eventos de 
duplicación. Duplicación 1 produce los parálogos α y β en el ancestro de B y C; mientras 
que la duplicación 2 produce los parálogos β1 y β2 en el linaje C. Todos los genes de B y C 
son co-ortólogos del gen A. Los genes A y B son “in-paralogs” relativos a la especiación 1, 
pero son “out-paralogs” relativos a la especiación 2. Genes β1 y β2 están “in-paralogs” 
en relación con ambas especiaciones en el árbol. Genes Bα y Cα son “one-to-one 
orthologs” (Studer y Robinson-Rechavi, 2009; Gibson y Baker (2012)).  



 

21 
 

 

En Aves se ha encontrado que existen al menos ocho ordenamientos de genes 

mitocondriales y varios de estos genomas mitocondriales poseen genes duplicados  

(Desjardins y Morais, 1990; Mindell et al., 1998; Eberhard et al., 2001; Abbott et al., 

2005; Zhou et al., 2014). 

 

Mindell y colaboradores (1998)  demostraron que en Aves hay dos ordenamientos de 

genes. Mediante la asignación de estos órdenes de dos genes en el árbol filogenético 

aviar, han demostrado que uno de estos ordenamientos de genes es ancestral (Figura 4A), 

el cual fue encontrado en gallinas (Gallus gallus) quienes son Aves que se sitúan en las 

ramas más basales del árbol filogenético.  Este  acomodo es el observado con mayor 

frecuencia en las aves; y es denominado como el orden de genes ''típico" aviar. 

El acomodo de genes (Figura 4A) que poseen las gallinas es compartido con reptiles, y se 

asume que el acomodo genético derivado de éste (Figura 4H), evolucionó por una 

duplicación en tándem de la región Thr/Phe/ND6/Glu/CR, seguida de una deleción de las 

Figura 3: Diferentes eventos de Conversión de genes homogenizan al mínimo 
genes que se duplican y divergen en cada especie hija (A y B), de modo que, 
mientras que los genes parálogos son muy similares, los ortólogos divergen en 
el tiempo. (tomado de (Hurles, 2004)) 
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regiones Pro1/ND61/Glu2 y Thr2 (Gibb et al., 2007) esto generó además una duplicación 

de la región de control. 

 

Si bien, el orden de los genes de las gallinas (Gallus gallus) se encuentra en muchos otros 

taxones de aves, tales como Struthioniformes, Ciconiiformes, Piciformes, Passeriformes y 

Charadriiformes; posteriormente varios investigadores   (Mindell et al. (1998); Eberhard 

et al. (2001); Abbott et al. (2005); Verkuil et al. (2010); Zhou et al. (2014)) presentaron 

órdenes alternativos de genes mitocondriales de aves y discutieron su origen potencial 

(Figura 4). 
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Figura 4: Distintos Acomodos en Aves alrededor de la Región Control (RC). En la parte superior se 
describe el acomodo de los genes que se comparte entre los Vertebrados. (A) Acomodo común reportado en 
Aves. (B) Acomodo encontrado en algunas Garzas (Ardeidae) (Boore (2000); Zhou et al., 2014) y en 
Albatros (Phoebastria albatrus) (Lounsberry et al., 2015). (C) Acomodo descrito para Philomachus pugnax 
(Verkuil et al., 2010). (D) Acomodo encontrado en Loros del Amazonas (Eberhard et al., 2001),  (E) 
Acomodo encontrado en el lorito de Luzón (Prioniturus luconensis) (Eberhard y Wright, 2016). (F) 
Acomodo encontrado en Ardea cinerea y Ardea purpurea (Zhou et al., 2014). (G) Acomodo encontrado en 
el avetorillo canelo (Ixobrychus cinnamomeus) (Zhou et al., 2014). (H) Primer orden alternativo 
encontrado en Aves (Mindell et al., 1998; Bensch y Anna, 2000). (tomado de Eberhard y Wright (2016)).  
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Uno de los modelos que puede explicar de una manera más adecuada como es que las 

duplicaciones se originaron en Aves es el modelo de la “duplicación y perdida al azar en 

tándem (TDRL)” (Boore, 2000; Kurabayashi et al., 2008). En este modelo, inicialmente 

una porción del genoma se duplica. Luego, uno de los genes copiados se puede convertir 

en un pseudogén  o se escinde del genoma por procesos mutacionales subsecuentes. La 

copia que se pierde se determina al azar (se puede generar una mutación modificando la 

función del gen copiado o se puede perder). Por lo tanto, un cierto patrón de deleción 

puede recuperar el acomodo de genes original, pero también puede conducir a la 

reorganización de genes (Kurabayashi et al., 2008) (Figura 5). 

  

 

 

Kurabayashi y colaboradores (2008) sugieren que la duplicación de los genomas 

mitocondriales es principalmente causado por errores durante la replicación del ADNmt, 

como el deslizamiento y mal complementación de las cadenas (slipped-strand 

mispairing), o por una sincronía en los puntos de iniciación y terminación de la 

replicación. 

 

La región de control mitocondrial es una secuencia codificante de longitud variable que 

contiene los promotores para la transcripción (LSP, HSP), origen de replicación de la 

cadena pesada OH y el bucle de desplazamiento (D-loop) en los vertebrados (Clayton, 

1984; Chang y Clayton, 1986). En Aves, la RC se extiende por la región entre los genes 

Figura 5: Duplicación en tándem mediada por errores de replicación y pérdida al azar (modelo 
TDRL; Boore, 2000). 



 

25 
 

para tRNAGlu y tRNAPhe en la mayoría de las especies de aves estudiadas hasta ahora 

(Desjardins y Morais, 1990; Mindell et al., 1998). La RC también se ha encontrado 

flanqueada entre tRNAThr y tRNAPro en algunas especies de Picidae, suboscines, 

Passeriformes, Falconiformes y Cuculidae (Mindell et al., 1998; Bensch y Anna, 2000).  

 

Basado en la distribución de las posiciones de nucleótidos variables y frecuencias 

diferenciales de los nucleótidos, la región de control mitocondrial se divide en tres 

dominios (Brown et al., 1986; Saccone et al., 1991), (Figura 6).  

 

El dominio  conservado central de la cadena ligera II es rica en guanina y pobre en 

adenina en comparación con los dominios flanqueantes I y III. La mayor parte de la 

variabilidad dentro de la región de control se concentra en los dominios I y III, que 

muestran tanto un elevado número de sustituciones de nucleótidos y una variación en la 

longitud en comparación con el dominio II (Saccone et al., 1991; Baker y Marshall, 1997; 

Ruokonen y Kvist, 2002). 

 

Las aves playeras (Aves: Charadriiformes) son un grupo diverso y se considera que 

existen más de 360 especies en tres subórdenes, 19 familias y 96 géneros (Christian et al., 

1992; Baker et al., 2007). Se asume que las especies han divergido por radiación a partir 

Figura 6: Estructura general de la región control mitocondrial de vertebrados. Las 
flechas indican la ubicación del origen de replicación para la cadena pesada (H-strand) 
y el promotor bidireccional de transcripción para la cadena ligera y pesada (L y H-
strand). TAS, secuencias de terminación asociado; F-B, cajas de secuencias 
conservadas en el dominio central; CSBs, bloques de secuencia conservados. (Tomado 
deRuokonen y Kvist (2002)) 
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de diferentes clados que son morfológicamente y conductualmente distintos(Van Tuinen 

et al., 2004). Se estima que se originaron hace más de 90 millones de años (Baker et al., 

2007). Este grupo exhibe una notable variedad de rasgos de comportamiento, morfología 

y ciclo biológico. El soporte  morfológico para monofilia de Charadriiformes es débil, se 

han propuesto hipótesis contradictorias de las relaciones taxonómicas basadas en análisis 

de características morfológicas, osteológicas y genéticas. Muchos estudios han 

investigado las relaciones entre estas especies, incluyendo a varios taxones excéntricos 

que son difíciles de colocar filogenéticamente, con el objetivo de comprender los 

procesos evolutivos que dieron lugar a la diversidad que se observa en la actualidad. 

Históricamente, las relaciones filogenéticas se infieren utilizando características 

morfológicas, tales como la forma del pico, tipo de pie, características del esqueleto, y los 

patrones de color (Strauch, 1978; Sibley et al., 1988; Björklund, 1994). 

 

Por otro lado, los marcadores moleculares son una herramienta utilizada para obtener 

información sobre migración, comportamiento reproductivo, demografía, estructura 

poblacional y niveles de diversidad genética (Hoelzel, 1992). Uno de los marcadores 

moleculares por excelencia es el ADN mitocondrial (Avise et al., 1987; Moritz et al., 

1987). Para mejorar los estudios de divergencias de antigüedad media en Aves (de 20-60 

mda) es deseable encontrar marcadores moleculares con tasas evolutivas ligeramente más 

rápidas que los genes nucleares que codifican proteínas utilizadas hasta ahora, e intrones 

en los genes nucleares puede proporcionar tales marcadores. 

 

Hasta el momento en el Orden Charadriiformes se han secuenciado los genomas 

mitocondriales completos de; Jacana jacana (KJ631049.1), Jacana spinosa 

(KJ631048.1), Vanellus vanellus (NC_025637.1), Vanellus cinereus (NC_025514.1), 

Scolopax rusticola (NC_025521.1), Recurvirostra avosetta (KP757766.1), Haematopus 

ater (NC_003713.2), Larus brunnicephalus (JX155863.1), Larus crassirostris 

(NC_025556.1), Larus dominicanus (NC_007006.1), Synthliboramphus antiquus 

(NC_007978.1), Saundersilarus saundersi (JQ071443.1), Stercorarius maccormicki 

(NC_026125.1), Uria aalge (AJ242686), Pinguinus impennis (AJ242685), Alle alle 

(AJ242684), Uria lomvia (AJ242687), Alca torda (AJ242683), Arenaria interpres 
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(NC_003712.2) y para Philomachus pugnax (GQ255993) se describió secuencia parcial 

desde  la región control hasta el 12S ribosomal. 

 

La mayoría de la especies que se han secuenciado hasta el momento, presentan un 

ordenamiento típico de los genes mitocondriales (Figura 4A). Sin embargo, en la Familia 

Scolopacidae se encontraron dos acomodos de genes distintos en donde se describe un 

acomodo típico y además otro con RC duplicada para Arenaria interpres y Philomachus 

pugnax, respectivamente (Paton et al., 2002; Verkuil et al., 2010). Las dos especies son 

basales en el árbol filogenético de la Familia. 

 

Actualmente no existe evidencia sobre cuál es el estado del acomodo de los genes que 

flanquean  la región control en las especies del género Calidris.  Verkuil y colaboradores 

(2010) encontraron un quinto ordenamiento alternativo para Philomachus pugnax (Figura 

4C); éste ordenamiento indica duplicación del segmento ����Thr-RC acompañado de una 

deleción del gen duplicado de ����
Thr (ψ-Thr). Estimamos que las especies del género 

Calidris podrían  poseer un ordenamiento similar a Philomachus pugnax del cual ya se 

tiene estructurado el orden de los genes que comprenden desde el gen del Citocromo b 

hasta el 12s ribosomal (Verkuil et al., 2010). Sin embargo, P. pugnax es la única especie 

del género Philomachus y no sería prudente generalizar que todas las especies de la 

familia Scolopacidae poseen éste ordenamiento. Además  que, a pesar de la distancia 

relativa en las ramas del árbol filogenético, parece indicar que P. pugnax es una especie 

ancestral del género Calidris (Figura 7).  
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Es importante determinar cuál es el orden específico de los genes en esa zona del ADNmt 

en Calidris, ya que se ha utilizado a la RC como un marcador mitocondrial en estudios de 

filogenia, conectividad migratoria y tiempos de divergencia. Elucidar el contenido 

genómico nos brindará información valiosa para saber si previo a esta investigación se 

utilizó de manera objetiva la misma RC interindividualmente. Además nos permitirá 

diseñar marcadores específicos de las RC’s y poder discriminar entre una u otra si hubiese 

duplicación. 

 

Algunos estudios han revelado la funcionalidad de las duplicaciones de la RC que han 

persistido a través de múltiples eventos de especiación (Arndt y Smith, 1998; Kumazawa 

et al., 1998; Campbell y Barker, 1999; Eberhard et al., 2001; Abbott et al., 2005; Shao et 

al., 2005). Estos estudios demostraron que las RC duplicadas no mostraban signos de 

Figura 7: Filogenia basada en secuencias de cinco genes (RAG1, CYT B, 
12S, ND2 y COI) de algunas especies de la Familia Scolopacidae. Tomado 
deGibson y Baker (2012). 
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degeneración, sino más bien parecían evolucionar de manera concertada. En el modelo 

TDRL, por lo general una copia de los genes o RC duplicadas pierde la función, se 

degrada o se elimina con el tiempo (Boore, 2000; Zhou et al., 2014). Sin embargo, en las 

aves es común que las duplicaciones  persistan durante un largo tiempo evolutivo, en 

donde ambas copias son funcionales y tienen una alta similitud de secuencia. Tal 

situación en  general se ha pensado que se debe a la evolución concertada y se han 

postulado distintos mecanismos que puedan explicar la evolución concertada (Zhou et al., 

2014). 

 

Para comprobar que las copias se encuentran bajo el mecanismo de la evolución 

concertada a nivel microevolutivo, es necesario en primer lugar, identificar las secuencias 

polimórficas duplicadas en una muestra de individuos conespecíficos, preferiblemente 

dentro de una población local. En segundo lugar, identificar que las diferencias genéticas 

en un locus parálogo dentro de un mismo individuo son mucho menores que las 

diferencias entre locus ortólogos entre los diferentes individuos (Tatarenkov y Avise, 

2007). Si al comparar las RC’s en un individuo estas son más similares que entre 

individuos es indicativo de que las RC’s están bajo el proceso de evolución concertada. Si 

el resultado es  contrario, significa que las RC’s están evolucionando de manera 

independiente. 

 

La mayoría de las aves presentan un acomodo de genes típico, mientras que otras 

presentan reacomodos. Es decir, una duplicación en tándem de una sección que incluye 

parte del Cytb, Thr, Pro, ND6, Glu y gran parte de la RC (tRNAThr-RC). Algunas especies 

tienen sólo la duplicación de la RC y otras con duplicaciones y degeneración de la RC 

original (Wang et al., 2015).   

 

Las variaciones de secuencias en la RC hipervariable ha demostrado ser muy informativa 

en la determinación de estructura genética de poblaciones en aves playeras (Wenink et al., 

1994; Buehler y Baker, 2005; Buehler et al., 2006). Sin embargo, el poseer copias de 
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genes y RC duplicada complican el uso de la RC como un marcador fiable debido a que 

la co-amplificación de los genes duplicados puede resultar en signos de “heteroplasmia 

aparente” (más de un tipo de ADNmt dentro de un individuo) (Verkuil et al., 2010).  

 

Si se realizan análisis utilizando una RC obtenida de un individuo que posea duplicación 

contra otro que no presente copia, las comparaciones podrían realizarse entre secuencias 

no homólogas (ortóloga vs paráloga). Por consecuencia, se generaría una confusión 

debido a que no existe heteroplasmia, sino más bien que, realmente se observan 

sustituciones de nucleótidos entre secuencias parálogas que están en un proceso de 

divergencia. Determinar la presencia de duplicaciones debería ser primordial antes de 

implementar análisis de filogenia en aves.  
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Objetivos 
 

Objetivo general 

 

Caracterizar la organización y la presencia de duplicaciones de los genes mitocondriales 

en especies representantes de la Familia Scolopacidae (Orden Charadriiformes). 

 

Objetivos particulares 

 

• Caracterizar la región comprendida entre el citocromo b y el gen del ARN 

ribosomal 12S en especies del genero Calidris y otras especies representantes de 

la Familia Scolopacidae y el Orden Charadriiformes. 

 

• Determinar si existen diferentes arreglos de genes y duplicaciones asociadas a la 

región control mitocondrial en estas especies 

 

• Evaluar el orden de los genes del ADN mitocondrial que comprenden la región 

desde el Citocromo b hasta el ARNr 12S en Charadrius nivosus, Charadrius 

semipalmatus, Charadrius wilsonia, Charadrius vociferus, haematopus palliatus, 

Himantopus mexicanus, Limosa fedoa, Limnodromus griseus, Limnodromus 

scolopaceus, Tringa flavipes, Tringa semipalmata, Calidris alpina, Calidris 

himantopus, Calidris minutilla, Calidris canutus, Thalasseus maximus y 

Leucophaeus atricilla. * . 

 

• Diseñar cebadores específicos para discriminar entre las copias de la Región 

Control para análisis posteriores. 
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Justificación  
 

En primera instancia el objetivo de esta investigación es determinar el orden específico de 

los genes mitocondriales que comprenden desde el citocromo b hasta la región 12S 

ribosomal, esto nos permitirá discernir si existe en todas las especies del estudio 

duplicaciones de alguno de sus genes. El contar con este tipo de información es 

fundamental debido a que, si la presentaran, se podría utilizar de manera objetiva la 

misma RC interindividualmente para estudios posteriores de filogenia. Además que nos 

permitirá elegir o diseñar marcadores específicos de las RC’s y poder discriminar entre 

una u otra si hubiese duplicación para realizar análisis posteriores.  

 

Como se mencionó anteriormente,  al ocurrir eventos de duplicación de genes una de las 

copias generadas comúnmente van acompañada de deleciones o degeneraciones, por lo 

tanto, una vez generada una duplicación, la tasa mutacional de las copias es 

completamente distinta. Lo que afecta de manera desmesurada los resultados que se 

obtengan de los análisis filogenéticos si no se elige de manera objetiva la misma 

secuencia para todas las especies que se sometan en dicho estudio.   

 

Al obtener cual es el orden específico de los genes mitocondriales la información 

generada podría servir para hacer inferencias sobre las posibles causas de las divergencias 

evolutivas, y al obtener las secuencias ortólogas, se podría generar un árbol filogenético 

más preciso de la Familia Scolopacidae. 
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Materiales y Métodos 

Muestras y extracción del ADN 

 

La muestras empleadas en el presente estudio forman parte de la colección de  del 

Laboratorio de Ecología de Aves Playeras del Instituto de Ciencias del Mar y Limnología, 

Universidad Autónoma de México – Unidad  Mazatlán (ICMyL-Mazatlán), recolectadas 

como parte del proyecto “Monitoreo de Aves Playeras y Acuáticas del Noroeste de 

México” que coordina el Dr. Guillermo Fernández Aceves.  

 

Las especies que se incluyeron para el análisis fueron las siguientes: Calidris mauri, 

Calidris himantopus, Calidris minutilla, Calidris canutus, Calidris alpina, Charadrius 

nivosus, Charadrius semipalmatus, Charadrius wilsonia, Charadrius vociferus, 

Himantopus mexicanus, Tringa flavipes, Tringa semipalmata, Limnodromus griseus, 

Limnodromus scolopaceus, Limosa fedoa, haematopus palliatus, Thalasseus maximus y  

Leucophaeus atricilla. 

 

 El ADN genómico se obtuvo de muestras de sangre preservadas en anticoagulante 

(EDTA tetrasódica 100mM, Tris 100 mM, NaCl 10 mM y SDS 1%), tomando 150 μL de 

una mezcla de sangre-anticoagulante y siguiendo el protocolo universal de extracción 

rápida descrito por Aljanabi y Martinez (1997). La calidad y cantidad de ADN fueron 

evaluadas por electroforesis en geles de agarosa al 1.7%, teñidos con bromuro de etidio 

(0.5 µg/mL). Para determinar la concentración relativa del material genético extraído se 

utilizó un marcador de peso molecular conocido (100 pb DNA Size Standard 

InvitrogenTM) y posteriormente se llevaron a cabo diluciones de cada muestra para 

obtener una concentración final de ADN de entre 15 y 25 ng/uL.  
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Amplificación por PCR y secuenciación 

 

Para explorar el orden de los genes alrededor de la región control y excluir la posibilidad 

de amplificar copias nucleares, se amplificaron por PCR (reacción en cadena de la 

polimerasa) fragmentos que se extendieran desde el gen del citocromo b (Cytb) y el gen 

del ARN ribosomal (12S). Para ello se utilizaron cebadores universales diseñados para  

aves, particularmente aquellos empleados por Verkuil et al. (2010) para el Ruff, P. 

pugnax, para el que se ha reportado duplicación de genes mitocondriales (Anexos 1 y 2). 

  

Para minimizar la potencial amplificación de copias nucleares y aumentar la efectividad 

de los cebadores se amplificaron templetes largos, utilizando pares de cebadores que 

tuvieran una distancia de entre 5000 y 1500 pb, polimerasa con mayor procesividad e 

incrementos paulatinos en el tiempo de reincorporación (annealing) en el perfil de PCR 

(Anexos 3 y 4).  

 

Los amplicones así obtenidos, se emplearon como templetes en una segunda ronda de 

amplificación utilizando cebadores internos.  

 

Como primera aproximación, en apego a los resultados de Verkuil y colaboradores 

(2010),  se empleó el par de cebadores que amplifican la región que comprende desde la 

región control 1 (RC1) hasta el gen duplicado de la prolina (Pro2) en la secuencia del 

Ruff. Este amplicón RC1-Pro2 se produce cuando ocurre el anclaje del par de cebadores 

L141 y PropR (véase Anexos 1 y 2). La ausencia del segundo gen de prolina evitaría la 

amplificación de este fragmento, lo que supondría que solo en aquellas especies en las 

que se produce el amplicón RC1-Pro2, existe duplicación de la RC.  

 

Para aquellas especies en las que se obtuvo un producto de amplificación de la región 

RC1-Pro2, se prosiguió amplificando los productos de PCR de mayor longitud, empleando 

para ello los cebadores más externos al fragmento de interés (Cytb y 12S).   

 

Aquellos productos de PCR o amplicones de más de 3000 pares de bases, así como los 

productos obtenidos con los cebadores CmaRCF y CmRCR (véase Anexos 1 y 2)  fueron 
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clonados para corroborar la presencia de duplicación de la región control mitocondrial. 

Para llevar a cabo las reacciones de clonación se empleó el kit TOPO TA Cloning Kit 

(Invitrogen) y el vector PCR TOPO 2.1, así como células electrocompetentes de 

Escherichia coli, cepa Top 10. La transformación de células electrocompetentes, se llevó 

a cabo en un electroporador para células procariotas Micropulser (BIO-RAD). 

 

Después de incubar las células en 1ml de medio SOC a 37°C por 1 h, se inocularon dos 

cajas petrí con LB agar, ampicilina (50ug/ml) y X-gal (300µg/ml), 50 y 100 uL de células 

por cada amplicon de 3000-5000 pb obtenido. Una vez obtenidas las colonias, al cabo de 

24 hr, se verificó la presencia de los fragmentos clonados mediante un PCR de colonia y 

empleando las mismas condiciones de amplificación del templete inicial.  

 

Los productos clonados se emplearon como templetes para obtener productos de 

amplificación internos y corroborar el ordenamiento de los genes entre los genes Cytb y 

12S del genoma mitocondrial. 

 

Todos los amplicones obtenidos se secuenciaron en ambas direcciones empleando 

nucleótidos terminadores de secuencia marcados con  fluorocromos (BigDye® - Applied 

Biosystems)  y un secuenciador automático ABI Prism® 3100 (Automated Capillary 

DNA Sequencer) en SeqXcel Inc. (San Diego, CA. http://www.seqxcel.com). 

 

 

Análisis de Secuencias 

Las secuencias obtenidas para el amplicón RC1-Pro2, así como para los genes 

comprendidos entre el Cytb y el 12S de cada especie, se editaron en el programa 

ChromasPro v1.7.5 y se alinearon manualmente utilizando el programa UltraEdit v20.0. 

Para ello se emplearon como como base del alineamiento las regiones homólogas Cytb-

12S de Philomachus pugnax (GenBank GQ255993.1), Arenaria interpres (NC_003712.2) 

y de Egretta eulophotes (GenBank KJ190949).  Posteriormente, las secuencias se 

analizaron y se alinearon con mayor detalle en el programa Genious  v4.8.4 para obtener 

la secuencia consenso correspondiente a cada especie. 
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Con las secuencias del amplicón RC1-Pro2 y, muy particularmente, con las secuencias 

clonadas de ambas regiones control, se realizó un análisis filogenético. Para ello se 

empléo el  programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007) y el modelo de sustitución de 

Kimura de dos parámetros (Kimura, 1980). 
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Resultados 

Amplicón RC1-Pro2: 

Como primera aproximación para evaluar si existían diferencias en la organización y el 

tamaño de la región control mitocondrial en la Familia Scolopacidae se amplificó y 

evaluó la región RC1-Pro2  en 5 especies del género Calidris: Calidris mauri (Western 

Sandpiper / WESA), Calidris himantopus (Stilt Sandpiper / STSA), Calidris minutilla 

(Least Sandpiper / LESA), Calidris canutus (Red Knot / REKN) y Calidris alpina 

(Dunlin / DUNL). Los resultados de la electroforesis evidenciaron amplificación exitosa 

de la región RC1-Pro2 en las cinco especies (Figura 8) y por ende la ocurrencia de 

duplicación de al menos algunos de los genes adyacentes a la región control mitocondrial.  

 

Se determinó que C. mauri posee un amplicón RC1-Pro2 de una longitud de 1140 pb, 

mientras que en C. alpina  fue de 1650 pb, en  C. canutus de 1750 pb, en  C. minutilla de 

1350 pb y en  C. himantopus de 1800 pb. Tomando en cuenta que en Philomachus 

pugnax el peso molecular reportado de esta región es muy similar (1186 pb) al obtenido 

para estas especies, se consideró altamente probable que compartieran el mismo 

ordenamiento y patrón de duplicación. 

 

Las secuencias de las cadenas ligeras y pesadas se ensamblaron y editaron para 

analizarlas a través de la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) que 

ofrece la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information). El 

porcentaje de identidad de las secuencias con respecto a la base de datos, fue de alrededor 

del 87% al 97% de similitud con las secuencias homólogas reportadas en las bases de 

datos para otras especies del género y para Philomachus. Del resto de las especies 

analizadas, los cebadores para el amplicón RC1-Pro2 amplificaron positivamente solo para 

Tringa semipalmata (WILL) y Tringa flavipes (LEYE). 
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.  

 

  

Figura 8. Amplicón RC1-Pro2 (L141-PropR). (A) Fotografía del gel de agarosa al 1.5%; las 
bandas indican la efectividad de amplificación de los cebadores, se indica en cada una de las 
bandas el peso aproximado en pares de bases (pb) con respecto a la escalera (500pb) el sentido 
de la corrida va de + a – en sentido vertical (de arriba abajo), las bandas más ligereas se sitúan 
en la parte superior. En la parte inferior se muestra el nombre de las aves en el carril 
sembrado; C. alpina (DUNL), C. minutilla (LESA), C. canutus (REKN), C. himantopus (STSA) y 
C. mauri (WESA). (B) Se muestra el esquema del orden de los genes de P. pugnax y el sitio de 
anclaje de los cebadores; directo (L141) e inverso  (PropR). 
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Cobertura de la secuenciación de la región Cytb-12S 

 

Empleando el conjunto de cebadores diseñados para amplificar la región Cytb-12S en P. 

pugnax y algunos cebadores diseñados con base en la secuencia del ADN mitocondrial 

completo de  Arenaria interpres (GenBank NC_003712), se obtuvieron amplicones de 

longitud y calidad de lectura de secuencia muy variables. La Tabla 1 resume los 

amplicones y condiciones que permitieron el ensamblaje completo de la secuencia para C. 

mauri, mismas con las que se intentó amplificar el resto de las especies evaluadas.  
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Tabla 1. Resumen del control de calidad y evaluación de la amplificación y la 
secuenciación 

Región 

Cebadores 

Programa 
Temp. 

°C 

Longitu

d (pb) 
Control de calidad Cebador 

directo 
Reverse 

Cytb Cytb-end ND6HR 2 55.1 1200 OK 

CR1-ND62 LH402 ND6P2R 2 52.0 1000 OK 

CR1-ND62 L716 ND6P2R 2 54.0 700 OK 

CR2-12S L438 H1537 2 54.0 500 OK 

Cytb CmCytb F ND6HR 2 55.0 1200 OK 

RC's cmaRC F cmRC R 2 52.0 800 OK 

Cytb CmCytbF CmCytbR 1 52.0 800 OK 

ND6-CR ND6L3 H451 2 56.0 1000 OK 

CR1-ND62 LH402 ND6P6R 2 55.0 1000 OK 

Cytb-Pro2 b71 PropR 2 60.0 450 OK 

Cytb-Pro2 b3 PropR 2 60.0 947 OK 

Cytb-Pro2 b5 PropR 2 60.0 700 OK 

Cytb-Pro2 b86 PropR 2 60.0 267 Secuencia corta 

CR-12S L716 H1390 2 55.0 571 OK 

CR-12S L716 H1827 2 55.0 800 OK 

CR-12S LH402 H1827 2 55.0 1100 OK 

CR-12S LH402 H1390 2 55.0 1100 Secuencia no útil 

RC1-Pro2 L141 PropR 1 52.0 1200 OK 

CR-12S LH402 H1537 3 66.0 1000 
Picos múltiples región 

CAAA 

cyt-CR1 JCytbF JRCRR 4 57.0 1014 Reverse no secuenciable 

CR-16S CmCRbF 16ScR 4 62.0 

Contig OK 
CR-12S CmCRbF 

H1827 4 62.0 

H1390 4 62.0 

CAAA-12S mtScoW3F mtScoW2R 4 62.0 280 
Banda ligera, debajo de las 

500pb 

CAAA-12S mtScoW4F mtScoW4R 4 62.0 460 OK 

CAAA-12S mtScoW5F mtScoW5R 4 62.0 400 OK 

CR2-12s mtScoW1F mtScoW1R 4 50.0 130 Regular 

CR2-12s mtScoW1F mtScoW6R 4 50.0 800 Regular 

CR1-propR PreNF PropR 4 64.0 457  no secuenciable 

CR-12S L141 H1390 4 67.0 250 OK 

CR-12S L141 H1537 3 60.0 450 OK 

CR-12S L141 mtScoW6R 4 56.0 460 OK 
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CR1-CR2 LH402 H451 5 58.0 Contig Regular 

cytb-12s JCytbF H1827 6 65.7 5000 Regular 
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42 
 

La  Figura 9 resume gráficamente la cobertura de secuenciación obtenida para las 

especies de la Familia Scolopacidae evaluadas. 

 

  

Figura 9. Muestra la cobertura de amplificaciones. En la parte superior se muestra 
el esquema del acomodo de los genes observado en Calidris mauri. Debajo del 
esquema se muestran los nombres de las aves playeras disponibles y debajo de 
estos los cuadros grises representan la cobertura de los amplicones obtenidos para 
cada una de ellas. 
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Pese a que se empleó una ADN polimerasa de amplio rango y de alta procesividad, la 

eficiencia y la especificidad de la amplificación fue pobre. Para la mayoría de los 

fragmentos largos (3500-5000 pb) se obtuvieron invariablemente bandas múltiples y 

secuencias con un elevado número de sitios con ambigüedades como producto de la 

inespecificidad de los cebadores.  

De igual forma, muchos de los fragmentos de tamaño intermedio (1000-2500 pb) 

resultaron en secuencias de mala calidad o truncadas por la presencia de homopolímeros.  

Es por ello que, como medida de control de calidad y como estrategia para ampliar la 

cobertura de la secuenciación, se corroboró el ordenamiento de los genes mitocondriales 

utilizando amplicones de una longitud  de alrededor de 5000 pb  que se obtenían usando 

los cebadores “JCytbF” y “ H1827”. Usando estos amplicones como ADN templete en 

una segunda reacción de PCR, y utilizando distintos  pares de cebadores que 

estratégicamente se anclan internamente en este templete, nos permitió generar 

amplicones de menor longitud que elucidaban las bases faltantes o ambiguas de estas 

regiones problemáticas. El resultado obtenido confirmó la posición, el tamaño y la 

homología de las secuencias, e incluso nos permitió completar algunas secciones faltantes 

y ampliar la cobertura de la secuencia total.  

La única secuencia Cytb-12S que se logró completar fue la de C. mauri que contiene un 

total de 5920 pb (Figura 10), y en un alto porcentaje la de C. alpina (5800 pb). Para el 

resto de las especies del género Calidris el porcentaje de cobertura varió entre el 66% y el 

99% y disminuyó drásticamente para los representantes de otros géneros.  
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Figura 10 Secuencia del ADN mitocondrial de Calidris mauri que comprende desde el 
Citocromo b hasta el ARNr 12S. 
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Tabla 2. Sitio de los genes desde el Cytb hasta el ARNr 12S. Los genes se encontraron 
utilizando  el programa DOGMA (Dual Organellar Genome Annotator) para identificar 
los límites de codificación de proteínas, ARNr, ARNt y  genes utilizando la configuración 
por defecto de BLAST (Wyman et al., 2004) basados en datos de ADNmt para 
vertebrados  . 

 

 

 

Inicio Fin Gen Cadena 

1 1080 Cytb + 

1086 1155 tRNAThr + 

1171 1240 tRNAPro - 

1256 1774 ND6 - 

1778 1851 tRNAGlu - 

2914 3027 ψCytb + 

3033 3102 tRNAThr2 + 

3118 3187 tRNAPro - 

3203 3721 ND62 - 

3725 3798 tRNAGlu2 - 

4969 5040 tRNAPhe + 

5041 5912 12S + 
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Figura 11. Ubicación de los genes desde el Cytb hasta el ARNr 12S. La línea delgada muestra con números el sitio de las bases en esta sección del 
ADNmt.  Las flechas de color verde indican el nombre de los genes (Cytb, ND6). Las flechas rosas indican el nombre de los ARNt (Thr, Pro, Glu y 
Phe). Las flechas de color negro indican las regiones no codificantes (RC1 y RC2). La flecha en rojo indica el ARNr  (12S). Las anotaciones se 
realizaron manualmente en el programa Geneious V4.7 (Drummond et al., 2009). 
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Ordenamiento de genes de la región CytB-12S en Calidris mauri  

 

El análisis detallado de los alineamientos de secuencias de los diferentes amplicones obtenidos a 

partir del ADN de C. mauri permitió detectar un segmento duplicado en tándem, mismo que 

comprende la porción entre el ������� y la RC. Esta duplicación o copia es contigua a la 

primera RC y se encuentran separadas tan solo por una región de aproximadamente 145 pb 

(Figura 12). A través del análisis con la herramienta BLAST (NCBI) y usando como base el 

genoma mitocondrial de A. interpres y otras especies de aves playeras, fue posible identificar las 

correspondencias con los genes mitocondriales típicos del genoma aviar (Cytb, Thr, Pro, ND6, 

Glu, RC, Phe y 12S).  

 

El fragmento de 145 pb que separa ambas copias exhibió un elevado porcentaje de identidad con 

la secuencia del Cytb, pero al estar truncada esta región no codificante se consideró un 

pseudogén de Cytb (Ψ Cytb)  (Figura 12). 

 

 

La comprobación de los pesos de las bandas fue indispensable ya que permitió depurar errores 

en las condiciones del programa de PCR en el termociclador y además sirvió de referencia para 

ubicar las secuencias obtenidas en el alineamiento global en construcción. Si en el genoma 

mitocondrial existe duplicación de genes similar al que presenta C. mauri, los genes duplicados 

intermedios entre la RC1 y RC2 impedirían amplificar de manera selectiva a la RC2, ya que, es 

posible ubicar de manera objetiva un cebador inverso en el gen de Fenilalanina (Phe) o en el 

12S, pero no se puede ubicar al cebador directo en algún sitio específico en los genes anteriores a 

la RC2, ya que el anclaje puede darse en cualquiera de las copias de los genes duplicados (el más 

cercano al extremo 5’o al que se encuentra ubicado hacia el extremo 3’), generando productos 

múltiples, y por lo tanto, las secuencias obtenidas serán de baja calidad, ilegibles o inespecíficas. 

Véase Figura 16. 

Figura 12: Orden de los genes en Calidris mauri; se muestra la región que comprende desde el 
citocromo b (Cytb  B) hasta el ARN ribosomal 12S (12S). 
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La elección del amplicón RC1-Pro2 utilizando el cebador directo “L141” e inverso “PropR” nos 

permiten discriminar entre las Regiones Control duplicadas. El anclaje de los cebadores permiten 

amplificar la RC1 debido a que el gen de Pro2 flanquea únicamente a la RC1 mientras que la RC2 

se encuentra flanqueada por el gen de Phe seguido de 12S  al final de su extremo 3’ (véase 

Figura 8). 

 

Comparación de las copias de la región control en Calidris mauri 

 

Calidris mauri presentó una duplicación en la RC y ambas poseen las regiones conservadas que 

caracterizan a la RC. La horquilla de replicación (poli C Stretch) la cual consiste en una cadena 

mono nucleotídica de repeticiones de Citosina la cual es característica de la región inicial (5’ → 

3’) de la RC adyacente al �����	
 se encontró en ambas copias. El análisis de RC’s duplicadas 

indicaron que poseen las secuencias  asociadas a los sitios de terminación (TAS), las cuales son 

características del dominio I. También se ubicaron las secuencias características del dominio II 

intermedio tales como la F box, E box, D box, C box D box BSB (bird similarity box) y similitud 

en las secuencias del dominio III tales como el CSB1 (Conserved Sequence Block 1) (Figura 

13). 

 

El alineamiento mostró que existe una diferencia en longitud entre las RC’s. La primer RC (la 

más cercana al extremo 5’) tiene una longitud de ~1041 pb, mientras que la copia 2 (la más 

cercana al extremo 3’) tiene una longitud de ~1176 pb. El alineamiento demostró que en un 

mismo individuo, ambas copias de la RC poseen un porcentaje de similitud de hasta el  99.80% 

desde el nucleótido 1 hasta el 1005, pero a diferencia de la RC1, la RC2 posee a partir del 

nucleótido 1080 repeticiones de tetranucleótidos CAAA aumentando de longitud por ~135 pb, 

que en algunas aves se ha presentado en la CR2  en el extremo 3’del dominio III. 
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Figura 13: Alineamiento de las regiones control de Calidris mauri, los puntos indican nucleótidos idénticos a la secuencia de referencia, y los guiones indican huecos 
(gaps). Las secuencias que contienen los sitios característicos de la RC como la  poli C Stretch, TAS motif,  F box, E box, D box, C box D box BSB y el CSB1 están 
resaltados en color azul. 
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Para corroborar bajo qué proceso evolutivo la RC duplicada se mantiene en el tiempo, se realizó un 

análisis filogenético entre las RC duplicadas. Se midieron las distancias genéticas calculadas por el 

software MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007)  utilizando las secuencias de los dominios I y II de las 

RC’s de C. mauri, C. alpina, C. minutilla, C. himantopus, Tringa semipalmata, Tringa flavipes, A. 

interpres y  P. pugnax (Zheng et al., 2013) (Figura 14). 

 

 

 

 

El análisis de divergencia genética relativa entre las RC’s duplicadas indicó que las copias 

parálogas (RC1 vs RC2 dentro de las especies = 0,6%) eran más similares entre sí que a sus 

Figura 14: Árbol de distancias filogenéticas entre las RC’s. El árbol muestra las secuencias 
de la RC1 y la RC2 de C. mauri (WESA), C. alpina (DUNL), C. minutilla (LESA),  C. 
himantopus (STSA), Tringa semipalmata (WILL), Tringa flavipes (LEYE), A. interpres 
(RUTU) y P. pugnax (RUFF). Los números en los nodos indican el porcentaje de identidad 
entre las secuencias agrupadas. RUTU, al poseer sólo una RC, funcionó de grupo externo. 

  



 

51 
 

homólogas ortólogas (RC1 vs RC1 entre las especies = 6,2%; RC2 vs RC2 entre las especies = 6,8%) 

dentro de cada especie.  

 

Entonces, las RC’s parálogas de los diferentes individuos eran genéticamente más similares entre sí 

que las RC’s ortólogas de los individuos dentro de las especies analizadas. Este patrón podría 

ajustarse tanto a un escenario de duplicación reciente como al de evolución concertada de la RC 

duplicada dentro de cada una de estas especies. Sin embargo, el hecho de que todas las especies del 

género Calidris analizadas mostraron evidencias de la duplicación, esta parecer haber ocurrido 

desde que estas divergieron.  

 

Los amplicones obtenidos para Calidris mauri se muestran en la Figura 15. Las secuencias 

obtenidas indicaron el orden de los genes, ya que las distintas combinaciones entre los cebadores 

directo e inverso nos permitió descubrir los genes flanqueantes a los genes limitantes. 

 

  

 

 

Figura 15 La figura muestra el orden de los genes desde el gen Cytb hasta el 12S para Calidris 
mauri. Los rectángulos en blanco tienen en el interior los códigos de los cebadores (JCytbF, 
Cytbend, b71, etcétera).  Las líneas gruesas indican la longitud de los fragmentos y  el par de 
cebadores que las generan. Las flechas indican amplificaciones utilizando la técnica de “primer 
walking” utilizando los amplicones largos como templete. 



 

52 
 

El previo conocimiento de que el segmento RC1-Pro2 amplificaba para C. mauri, nos indicaba 

presencia de una RC duplicada. Este supuesto permitió utilizar el ordenamiento descrito para P. 

pugnax como referencia para amplificar de manera discriminatoria la región que comprende desde 

el Cytb hasta la zona media de la RC1. También permitió utilizar la zona media de la RC1 hacia el 

extremo final del 12S. La electroforesis indicó  el peso aproximado de los fragmentos obtenidos, si 

por ejemplo, el peso de las bandas de los amplicones excedía los 2500 pb mostraba una 

amplificación desde la parte media hacia el extremo inicial o final.  

Por ejemplo, al amplificar un producto de PCR utilizando el cebador directo ND6L3 y el inverso 

H451 podía generar un par de productos con diferente longitud. En la electroforesis se pudo 

observar un par de bandas de pesos distintos, la primera banda tendría un peso aproximado de 1100 

pb, mientras que la segunda banda podría exceder los 2500 pb. El peso de las bandas permitiría 

saber la posición en la que los cebadores se anclaban. El alineamiento global de los amplicones 

obtenidos permitiría determinar la longitud esperada de las combinaciones de los cebadores 

elegidos. En la Figura 16 se muestra la foto de la electroforesis del producto de PCR del amplicón 

ND6L3- H451, el peso de la banda es de aproximadamente 1100 pb, lo que indica que el amplicón 

obtenido es el producto 1, como se muestra en el esquema. 

 

 

Figura 16: Amplicón ND6L3-H451. En la figura superior se muestra el orden de los genes 
mitocondriales de C. mauri en la región Cytb-12S. Los cuadros en blanco tienen en el 
interior el nombre de los cebadores. Se muestran dos sitios distintos de anclajes de los 
cebadores originando un par de amplicones de distinta longitud, generando los productos 1 
y 2.  En la figura de la derecha se muestra un gel de agarosa; se corrió el producto de PCR 
del amplicón obtenido. En el carril de la izquierda se muestra la escalera (esc) con los pesos 
de las bandas marcados; en el carril de la derecha se muestra la banda del producto de 
PCR. 
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Discusión  
 

Aspectos metodológicos 

 

El porcentaje de éxito en la obtención de amplicones disminuyó de acuerdo a la distancia 

filogenética entre individuos debido a una alta especificidad de los cebadores. Por ejemplo, se 

obtuvieron las secuencias del Amplicón RC1-Pro2 (L141-PropR) para C. minutilla, C. alpina, C. 

canutus, C. himantopus, Tringa semipalmata y Tringa flavipes. Hubo una baja calidad de las 

secuencias en Limnodromus griseus, Limnodromus scolopaceus y Limosa fedoa.  

 

El amplicón RC1-Pro2  también se intentó amplificar en Himantopus mexicanus, Tringa flavipes, 

Tringa semipalmata, Charadrius semipalmatus, Charadrius wilsonia, Charadrius vociferus, 

haematopus palliatus, Thalasseus maximus y Leucophaeus atricilla, pero no hubo efectividad en la 

amplificación.  

 

Suponemos que esto puede deberse a dos razones. La primera es que los cebadores al haber sido 

originalmente diseñados para Philomachus pugnax, las  especies más divergentes a esta especie 

(Figura 17), tendrán una mayor diferencia nucleotídica  y los sitios de anclaje de los cebadores serán 

cada vez más inespecíficos conforme haya presencia de cambios en las bases donde  los cebadores  

hibridizan. La segunda razón es que la inefectividad en la obtención del amplicón se puede deber a 

la ausencia de duplicación y por lo tanto no se logra un anclaje de los cebadores. 
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Figura 17  Filogenia basada en secuencias de cinco genes (RAG1, CYT B, 12S, ND2 y COI) 
estimados con el análisis bayesiano con particiones de 84 especies del suborden Scolopaci 
(Charadriiformes). Tomado de Gibson y Baker (2012). 
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Otra dificultad metodológica fue la presencia de repeticiones mononucleotídicas en el Dominio I de 

las RC’s  (Figura 10, alrededor del sitio 1881), así como en la región del ARNr 12S (Figura 10, 

sitios 4541-5020). Pese a que en la electroforesis en agarosa se observaron productos de PCR bien 

definidos y específicos, la presencia de estas repeticiones mononucleotídicas generó lecturas de baja 

calidad en estas regiones. Si bien la estrategia de diseñar nuevos cebadores en regiones más 

adelantadas en la secuencia o “primer walking” (Azhikina et al., 1993), funcionó para obtener la 

secuencia completa de C. mauri y C. alpina, no se obtuvo el mismo éxito para otras especies del 

género.  

 

Adicionalmente, se presentó dificultad en el proceso de secuenciación cuando los productos de PCR 

incluían al Dominio III de la RC2 debido a la presencia de repeticiones de Tetranucleótidos CAAA 

(en el sitio de las 4010 pb), de igual manera durante la secuenciación a partir de la zona CAAA la 

secuencia perdía calidad y generaba picos múltiples en el cromatograma, dando como resultado 

secuencias ambiguas que se volvieron a corroborar. 

 

Para la comprobación en zonas conflictivas como la C-Stretch y repeticiones CAAA se 

amplificaron productos que incluyeran esas regiones y posteriormente se utilizó la técnica de 

“primer Walking”. En esta técnica el primer cebador complementario a una porción conocida del 

ADN que se analizará se utiliza para la secuenciación de la región adyacente. La nueva información 

de la secuencia obtenida se utiliza luego para solicitar un nuevo cebador para su secuenciación 

posterior y secuenciar más allá de las regiones conocidas. La aplicación de este procedimiento 

varias veces, nos permitió conocer secuencias largas de ADN (ver Figura 15). Los mononucleótidos  

causan  deslizamiento de la polimerasa generándose una secuencia ilegible, generando picos 

múltiples o secuencias truncadas. La obtención de nuevas secuencias por este método nos permitió 

ensamblar de manera más precisa las secuencias que se “ensuciaban” al alcanzar estas regiones 

conflictivas. 
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Ordenamiento de genes en el ADNmt en el género Calidris: Duplicación 

de la región control y los genes adyacentes 

 

La obtención de las secuencias del Amplicón RC1-Pro2 en las cinco especies de Calidris analizadas 

indicaron diferencias  en longitud y peso (Figura 8). El segmento de los genes que conforman la 

región  Cytb-RC2 (RC1, Cytb2, Thr2 y Pro2) se originó por un evento de duplicación en tándem pero 

de manera parcial, una evidencia que soporta esta idea es  la presencia de un pseudogén del Cytb en 

las cinco especies de Calidris. La extensión de la secuencia parcial del Cytb (ψCytb) duplicada 

difirió considerablemente entre estas especies y es variable de tal manera que existe una diferencia 

notable en la longitud  de ese segmento duplicado entre estas especies.  

 

Al contrastar la posición filogenética de las especies del género Calidris con respecto a las 

diferencias en la longitud de la secuencia del ψCytb, aparentemente estas últimas podrían explicarse 

en términos de una degeneración del pseudogén en las ramas más recientes del árbol (Figura 18). A 

mayor profundidad de las ramas (tiempo de divergencia), mayor longitud del pseudogén Cytb. 
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Verkuil y Colaboradores (2010)  reportaron un nuevo acomodo en Philomachus pugnax (Figura 

19A), hasta ese año  ninguna otra Ave compartía este acomodo de genes. Sin embargo, nuestros 

resultados demuestran que al menos dentro de la Familia Scolopacidae este mismo acomodo es 

compartido. En la Figura 19 se pueden observar ligeras diferencias en el acomodo de los genes 

entre P. pugnax y el acomodo encontrado en los Calidridos analizados. Con base a las secuencias 

obtenidas, y observando estos acomodos, se sugiere que en P. pugnax la secuencia no codificante 

que está flanqueada por la RC1 y Pro2 tiene un grado de degeneración mayor que los Calidridos. Por 

lo tanto P. pugnax ya no posee las secuencias correspondientes a ψCytb y Thr2. Sin embargo, al 

observar el árbol filogenético de Scolopacidae se puede sugerir que en el nodo que separa a 

Arenaria interpres de los Calidridos y a P. pugnax debió existir un evento de duplicación el cual dio 

origen al acomodo de los genes que  presentan los acomodos descritos en la Figura 19.  

Figura 18 El árbol filogenético muestra la agrupación del género 
Calidris junto con las especies más cercanas a este género en la Familia 
Scolopacidae (tomado de Gibson y Baker (2012) ). Se indica la longitud 
aproximada del amplicón RC1-Pro2 para las cinco especies de 
Calidridos de las que se obtuvo esta secuencia 
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Con base a los resultados obtenidos se puede sugerir que las especies descendientes al nodo que 

alberga a P. pugnax y a los Calidridos comparten el mismo acomodo pero existe una variación en la 

longitud de  ψCytb y Thr2. Para darle soporte a esta idea, hace falta  analizar a cada una de las 

especies en esta rama del árbol ya que actualmente no existen secuencias completas de la  sección 

Cytb-12S en el GenBank para las demás especies.  

 

 

 

 

 

  

Figura 19 Acomodo de los genes en la region Cytb-12S. La figura A muestra el 
acomodo de los genes en P. pugnax. La figura B muestra el acomodo encontrado en 
Calidridos. 
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Duplicación de la Región Control en Calidris mauri y otras especies del 

género 

 

La presencia de duplicación en tándem y el pseudogén de Cytb en las especies del género Calidris 

sugiere que los ordenamientos mitocondriales se originaron por un mecanismo correspondiente al 

modelo de duplicación y pérdida aleatoria en tándem (TDRL Zhou et al. (2014)). El ordenamiento 

����
���-RC presente en estas especies pudo haberse originado a partir del ordenamiento aviar 

ancestral por una duplicación que abarcó desde la parte final del Cytb  hasta la RC, seguida de una 

deleción de la porción 3’de la RC1 y de la porción 5’del Cytb (Figura 20). 
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Figura 20 Duplicación en tándem mediada por errores de replicación y pérdida aleatoria 
(modelo TDRL; (Boore, 2000)(Tomada de Kurabayashi et al. (2008)). El esquema 
superior muestra de manera simplificada el mecanismo por el cual se duplican varios 
genes mediante el modelo de TDRL, en este caso por el deslizamiento y mal 
complementación de las cadenas (slipped-strand mispairing). En el esquema inferior se 
muestra el acomodo final del segmento duplicado  Cytb--CR en Calidris mauri conforme 
al modelo TDRL. 
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El análisis de las secuencias de ambas copias de la RC en Calidris mauri indica que ambas poseen 

los sitios característicos de una RC funcional (Figura 6) y sugiere que la replicación  se pudo haber 

originado a partir de cualquiera de ellas. Se ha sugerido que el contar con dos copias funcionales 

podría representar una ventaja al funcionar como una protección contra el estrés oxidativo o la edad 

de la mitocondria (Schirtzinger et al., 2012), o como un mecanismo  de replicación del ADNmt más 

rápida y efectiva ((Arndt y Smith (1998); Campbell y Barker (1999); Shao et al. (2005); Kumazawa 

et al. (2014)). 

 

 Las copias de la RC’s resultaron casi idénticas en cada individuo, siendo la principal diferencia 

entre ambas una región de repeticiones CAAA en el extremo 3' de la RC2 (Figura 6 y Figura 13). El 

análisis detallado de la secuencia de las RC´s (Figura 14) reveló que, al menos en C. mauri, las 

variaciones entre individuos se encuentran concentradas en el extremo de los dominios I y III de la 

RC (Figura 6).  

 

Las diferencias en el dominio II de las copias de la RC de cada individuo resultaron ser mínimas, 

por lo que es posible que la duplicación  haya ocurrido recientemente en el tiempo evolutivo y que 

no se hayan acumulado suficientes sustituciones nucleotídicas para distinguir cada copia, o bien que 

las copias hayan evolucionado de manera concertada, lo que explicaría la acumulación de bloques 

CAAA en el extremo 3´. Este último escenario implicaría una conversión homóloga que podría 

introducir un sesgo en la estimación del número de sustituciones en la copia.  

 

De acuerdo con las observaciones de Eberhard y colaboradores (2015) en su análisis del Orden 

Psittaciformes, si una de las RC duplicadas muestra signos de degeneración ésta es siempre la RC2. 

Sin embargo, reportaron que en Psittaciformes la RC2  es la original pero esta se encuentra ubicada 

en la posición ancestral, situada entre Glu y Phe (Figura 4D); dato que les pareció sorpresivo debido 

a que dicha region control (RC2) mostró signos de degeneración. 
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De la secuencia completa Cytb-12S de Calidris mauri y el ordenamiento obtenido en el presente 

estudio, contrario a lo planteado por Eberhard y Wright (2016), en el género Calidris la RC1 que se 

encuentra situada más al extremo 5´ es la region control original. Tomando como base el modelo 

TDRL;,  la mala complementación y el deslizamiento de las cadenas provocaron la duplicación del 

extremo 5´del Cytb hasta la RC original;  una vez copiado este segmento se insertó justo antes de 

las repeticiones CAAA al final del dominio III de la RC desplazando a la RC original y el tRNAPhe 

hacia el extremo 3’.  

 

Sumado a esto, los eventos de conversión de génica han mantenido las RC’s en los dominios I y II 

casi idénticas. La RC situada al extremo 5’ está flanqueada por el tRNAGlu y la copia degenerada del 

Citocromo b (ψCytb) indica evidencia que soporta este escenario (Figura 20). 

 

Anteriormente se mencionó que se había reportado  un ordenamiento de tipo ancestral en el  

ADNmt de  Arenaria interpres (Paton et al., 2002), (Figura 4A);  por lo consiguiente A. interpres 

tiene sólo una RC en su genoma mitocondrial. Sin embargo A. interpres  posee repeticiones CAAA 

en el dominio III de su RC, similar a la RC2 de C. mauri, pero con un número de repeticiones 

distinta esta característica da soporte al mecanismo en que se generó la duplicación de genes en los 

Calidridos. 

 

Por otra parte, al realizar un análisis de  la RC de Gallus gallus se observó que en el Dominio III no 

presenta repeticiones CAAA; similar la RC1 de C. mauri la cual es la region control original. Si la 

ausencia de las repeticiones CAAA  en el dominio III de la RC, corresponde al estado ancestral, tal 

como lo presenta G. gallus, da soporte a  la idea de que la RC1 es la  region control original, pero 

crea incertidumbre en  el modo en que  las  repeticiones CAAA surgieron, ya que al menos en los 

Charadriiformes que se encuentran secuenciados mencionados anteriormente, todos poseen esta 

característica del dominio III. 
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Mantenimiento y evolución de los genes duplicados 
 

Las regiones de genes que se reorganizan en el ADNmt de aves también se codifican 

predominantemente por la cadena pesada y están cerca del origen de replicación de la misma. Es 

posible que cualquier combinación de estos mecanismos pudiera ser responsable del orden de los 

genes observados en las aves (Mueller y Boore, 2005). 

  

Además, como se mencionó anteriormente el genoma mitocondrial está sujeto además a un segundo 

mecanismo: la “recombinación homóloga”, en donde las cadenas de ADNmt de dos porciones 

genómicas, con secuencia nucleotídica igual o similar entre cromosomas o entre moléculas de ADN 

son intercambiadas (Ujvari et al., 2007; Kurabayashi et al., 2008). Cuando la recombinación entre 

dos cadenas que contienen un set de genes o una secuencia nucleotídica similar este proceso no crea 

una duplicación, pero la recombinación puede homogenizar la secuencia entre las regiones 

intercambiadas conocida como conversión de genes (Figura 3). Por el contrario cuando alguna de 

las cadenas que se recombinan posee un set desigual de genes, una de las moléculas resultantes o de 

las porciones genómicas podría tener una copia genómica extra (unequal crossing over) 

(Kurabayashi et al., 2008; Sammler et al., 2011). 

 

El análisis de divergencia genética relativa entre las RC’s  duplicadas  (Figura 14)  indicó que RC’s 

parálogas de los diferentes individuos eran genéticamente más similares entre sí que las RC’s 

ortólogas de los individuos dentro de las especies analizadas.  Este patrón podría sugerir que estas 

copias tienen un origen reciente o que se mantienen idénticas gracias al proceso de evolución 

concertada y recombinación homóloga entre los genes duplicados  en  las  especies de Calidridos 

analizados.   

 

La suposición de que el ADN mitocondrial de los animales no sufre recombinación homóloga está 

basado en pruebas indirectas. Sin embargo, esta suposición ha tenido una influencia importante en 

nuestra comprensión de la reparación de ADN mitocondrial, la acumulación de mutaciones e 

inferencias biohistóricas realizadas a partir de datos poblacionales. Si la recombinación homóloga 

ocurre en el ADNmt animal, esto tendrá un efecto importante en nuestra comprensión de los 

mecanismos de mutación, reparación y tasas de acumulación de mutaciones en el ADNmt 
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(Ladoukakis y Zouros, 2001). Las implicaciones son igualmente graves para el uso de ADN 

mitocondrial en los estudios de filogenia, filogeografía y fechado en donde se asume que el genoma 

mitocondrial  es transmitido vía clonal. 

 

Estudios de simulación realizados por  Schierup y Hein (2000) y Abbott et al. (2005)  demostraron  

que cuando se asume que no existe recombinación cuando si la hay, conlleva a ramas basales más 

largas y ramas terminales cortas que en una situación real; y podría también aparentar una violación 

al reloj molecular. Para esto  Ladoukakis y Zouros (2001)  sugieren además otras dos 

complicaciones que podrían ser de especial importancia en la reconstrucción de filogenias de 

taxones estrechamente relacionados pero reproductivamente aislados. Una de ellas es la posibilidad 

de evolución concertada en el ADNmt; y la segunda complicación, puede resultar por la variación 

(ya sea entre individuos o entre las poblaciones) en la actividad de recombinación de la 

mitocondria, que debe ser controlada por genes nucleares. Todo esto tendrá un gran efecto de ruido 

alrededor de la señal filogenética. 

 

Las RC’s son ampliamente utilizadas como marcador molecular en análisis de genética de 

poblaciones, filogeografía y filogenética. Sin embargo, en los taxones en donde se presentan 

duplicación de la RC se debe examinar cuidadosamente para el uso de la misma en cualquier tipo de 

análisis, debido a la evolución concertada (Wang et al., 2015).Para poder encontrar algún patrón, 

bajo el cual el ADNmt de las Aves está evolucionando se necesita una mayor cobertura taxonómica 

para así hacer comparaciones  en los acomodos de los genes dentro y entre taxones de Aves 

secuenciados. 

 

Con las nuevas herramientas de secuenciación de nueva generación (NGS) se pueden obtener las 

secuencias completas de los genomas mitocondriales en Aves. Este recurso será de utilidad en 

estudios evolutivos comparativos. Los resultados de la NGS pueden proveer aceleradamente 

colecciones de genes y genomas mitocondriales de aves, ya que es una herramienta adecuada para 

la generación de datos debido a que estos genomas evolucionan rápidamente (Avise et al., 1987; 

Cooke et al., 2012). 
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Lounsberry y colaboradores (2015) reportaron el diseño del flujo de trabajo para la secuenciación 

del mitogenoma completo de Albatros (Phoebastria spp.) con el sistema secuenciación de nueva 

generación “miSeq” de Illumina. En este trabajo se emplea un procedimiento iterativo que permite 

el ensamblaje de novo. Además es posible detectar duplicaciones y determinar el acomodo de los 

genes. Este procedimiento podría ser aplicado para cualquier otro taxón de Aves. Sin embargo, el 

ensamblaje de mitogenomas de especies no modelo podrían presentar desafíos considerables. Los 

resultados de las secuencias obtenidas a partir de la  NGS podrían presentar complicaciones  debido 

a  la presencia de regiones repetitivas tal como sucede en las RC’s.  Además la presencia de genes 

codificantes duplicados, estas secuencias al ser básicamente idénticas, generarían traslapes en los 

alineamientos entre las  copias. Estos genes duplicados podrían pasar desapercibidos si no se 

encontraran adyacentes a algún otro gen no duplicado. Estas secuencias se podrían ensamblar en un 

sitio único de manera inapropiada enmascarando la presencia de uno o más genes con esta 

característica.  

 

Nuevamente, la recomendación de utilizar el amplicón “RC1-Pro2” a manera de diagnóstico, 

permitiría tomar algunas medidas para evitar este error. Adicionalmente, la información obtenida de 

los genomas secuenciados nos podría sugerir el origen y la relación  de los acomodos encontrados 

hasta ahora, establecer con mayor confianza las relaciones filogenéticas en Aves e incluso descubrir 

nuevos acomodos presentes. 
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Conclusiones 
 

En esta investigación se secuenció la sección completa del genoma mitocondrial de Calidris mauri 

que comprende desde el gen que codifica para Cytb hasta el 12S ribosomal, encontramos que 

presentó dos copias de la sección Thr-RC (Cytb/Thr/Pro/ND6/Glu/CR), separadas por una copia 

degenerada Cytb  que difieren en el extremo 3' de la RC2 por varias repeticiones CAAA. 

 

Calidris mauri presenta el ordenamiento genético  que muestra la  Figura 12. Este mismo  acomodo 

de genes fue reportado en Philomachus pugnax por  Verkuil et al. (2010) y en Phoebastria albatrus 

por Lounsberry et al. (2015). 

 

Se obtuvieron secuencias parciales de Calidris alpina, Calidris himantopus, Calidris minutilla, 

Calidris canutus, Tringa flavipes, Tringa semipalmata, Limnodromus griseus, Limnodromus 

scolopaceus y Limosa fedoa que sugieren la presencia de genes duplicados. 

 

Las secuencias parciales de Calidris alpina, Calidris himantopus, Calidris minutilla y Calidris 

canutus sugieren que estas especies comparten un ordenamiento de genes similar al de Calidris 

mauri. 

 

No se obtuvieron secuencias de Charadrius nivosus, Charadrius semipalmatus, Charadrius 

wilsonia, Charadrius vociferus, Himantopus mexicanus, haematopus palliatus, Thalasseus maximus 

y Leucophaeus atricilla. Con lo cual no se pudo determinar si presentaban duplicación de alguno de 

sus genes. La distancia filogenética aumenta la variabilidad nucleotídica entre las especies, por lo 

tanto la efectividad de los cebadores utilizados disminuyó. 

 

Se observó que el mecanismo por el cual se generó la duplicación de los genes en Calidris mauri es 

en tándem generada por el deslizamiento y mal complementación de las cadenas de acuerdo al 

modelo propuesto por Boore (2000), (TDRL model). 

 

Las RC duplicadas se han mantenido prácticamente idénticas por dos posibles razones. Primero es 

que la antigüedad de las duplicaciones es relativamente reciente, por lo tanto no se han podido 

observar un número relevante de sustituciones.  Por  otro lado  las regiones duplicadas están bajo el 

proceso de la conversión de genes. 
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Debido al análisis entre individuos de la Familia Scolopacidae, y al porcentaje de las distancias 

genéticas, observamos que las RC’s dentro de cada individuo evolucionan de manera concertada. 

 

De acuerdo al modelo propuesto por Boore (2000), la RC situada hacia el extremo 5’, entre el 

tRNAGlu y ψCytb es la región control original. 

 

RECOMENDACIONES 

 

Se evidenció que hay duplicación de región control, los cebadores empleados podrían amplificar 

ambas copias, por lo tanto se propone una revisión de los análisis filogenético del género Calidris 

que se han efectuado hasta la fecha.  

 

Para ello se debería emplear el amplicón RC1-Pro2 (L141-PropR), ya que este nos permite 

discriminar al menos en Calidris  la RC’s que de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, 

corresponde a la RC1 ancestral.  
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Lista de Anexos 
 

Anexo 1 

Listado de cebadores empleados en este estudio utilizados para la amplificación de ADN 
mitocondrial de especies del género Calidris y otros escolopácidos. Se indica el nombre del 
cebador, la secuencia específica y el gen correspondiente 
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Anexo 2 

Orden de los genes mitocondriales que flanquean la región control descrito para P. pugnax (Cytb - 12S ribosomal). Los rectángulos en blanco 

tienen en el interior los códigos de los cebadores (JCytbF, Cytbend, b71, etc). Las líneas gruesas indican la longitud de los fragmentos y  el par de 

cebadores que las generan. Las flechas indican amplificaciones utilizando la técnica de “primer walking” utilizando los amplicones largos como 

templete. Obsérvese la inespecificidad de algunos de los cebadores que flanquean las regiones control. 
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Anexo 3 

Programas de PCR empleados para la amplificación de los fragmentos del ADNmt para establecer 

el orden de los genes en la región que comprende desde el Cytb hasta el 12S. 

 

Región Cebadores Programa Temp. 

°C 

Longitud 

(pb) 

Control 

de 

calidad 

Forward Reverse 

Cytb Cytb-end ND6HR 2 55.1 1200 OK 

CR1-ND62 LH402 ND6P2R 2 52.0 1000 OK 

CR1-ND62 L716 ND6P2R 2 54.0 700 OK 

CR2-12S L438 H1537 2 54.0 500 OK 

Cytb CmCytb F ND6HR 2 55.0 1200 OK 

RC's CmaRC F CmRC R 2 52.0 800 OK 

Cytb CmCytbF CmCytbR 1 52.0 800 OK 

ND6-CR ND6L3 H451 2 56.0 1000 OK 

CR1-ND62 LH402 ND6P6R 2 55.0 1000 OK 

Cytb-Pro2 b71 PropR 2 60.0 450 OK 

Cytb-Pro2 b3 PropR 2 60.0 947 OK 

Cytb-Pro2 b5 PropR 2 60.0 700 OK 

Cytb-Pro2 b86 PropR 2 60.0 267 Secuencia 

corta 

CR-12S L716 H1390 2 55.0 571 OK 

CR-12S L716 H1827 2 55.0 800 OK 

CR-12S LH402 H1827 2 55.0 1100 OK 

CR-12S LH402 H1390 2 55.0 1100 Secuencia 

no útil 

RC1-Pro2 L141 PropR 1 52.0 1200 OK 

CR-12S LH402 H1537 3 66.0 1000 Picos 

múltiples 

región 

CAAA 

cyt-CR1 JCytbF JRCRR 4 57.0 1014 Reverse no 
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secuenciab

le 

CR-16S CmCRbF 16ScR 4 62.0 Contig OK 

CR-12S CmCRbF H1827 4 62.0 

H1390 4 62.0 

CAAA-12S mtScoW3F mtScoW2R 4 62.0 280 Banda 

ligera, 

debajo de 

las 500pb 

CAAA-12S mtScoW4F mtScoW4R 4 62.0 460 OK 

CAAA-12S mtScoW5F mtScoW5R 4 62.0 400 OK 

CR2-12s mtScoW1F mtScoW1R 4 50.0 130 Regular 

CR2-12s mtScoW1F mtScoW6R 4 50.0 800 Regular 

CR1-propR PreNF PropR 4 64.0 457 Forward 

no 

secuenciab

le 

CR-12S L141 H1390 4 67.0 250 OK 

CR-12S L141 H1537 3 60.0 450 OK 

CR-12S L141 mtScoW6R 4 56.0 460 OK 

CR1-CR2 LH402 H451 5 58.0 Contig Regular 

cytb-12s JCytbF H1827 6 65.7 5000 Regular 
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Anexo 4 

 

Programas empleados para la amplificación, así como las modificaciones a los perfiles de 

amplificación específicas para cada par de cebadores empleado en el presente estudio. 

 

 

 

Configuración del Programa #1 “CALISDUP” 

Número de Ciclos Tiempo Temperatura  

1 4 minutos 94 ⁰C Desnaturalización inicial 

35 30 Segundos 94 ⁰C Desnaturalización 

30 Segundos 52 ⁰C Reincorporación 

45 segundos 70 ⁰C Extensión (Síntesis) 

1 10 minutos 70 ⁰C Extensión final 

1 ∞ 15 ⁰C Finalización 

 

 

 

   

Configuración del Programa #2  “CALIDDUP” 

Número de Ciclos Tiempo Temperatura  

1 4 minutos 94 ⁰C Desnaturalización inicial 

35 1 minuto 94 ⁰C Desnaturalización 

1 minuto 52 ⁰C Reincorporación 

90 segundos 70 ⁰C Extensión (Síntesis) 

1 10 minutos 70 ⁰C Extensión final 

1 ∞ 15 ⁰C Finalización 
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Configuración del Programa #3  “CALIDLON” 

Número de Ciclos Tiempo Temperatura  

1 4 minutos 94 ⁰C Desnaturalización inicial 

35 30 Segundos 94 ⁰C Desnaturalización 

1.30 minutos 57 ⁰C Reincorporación 

3 minutos 68 ⁰C Extensión (Síntesis) 

1 10 minutos 70 ⁰C Extensión final 

1 ∞ 15 ⁰C Finalización 

 

 

   

Configuración del Programa #4  “CALISTAQ” 

Número de Ciclos Tiempo Temperatura  

1 30 segundos 94 ⁰C Desnaturalización inicial 

30 30 segundos 94 ⁰C Desnaturalización 

45 segundos 57 ⁰C Reincorporación 

3.30 minutos 65 ⁰C Extensión (Síntesis) 

1 10 minutos 65 ⁰C Extensión final 

1 ∞ 15 ⁰C Finalización 

    

Configuración del Programa  #5 “ CALISTAQ2” 

Número de Ciclos Tiempo Temperatura  

1 30 segundos 94 ⁰C Desnaturalización inicial 

30 30 segundos 94 ⁰C Desnaturalización 

45 segundos 59 ⁰C Reincorporación 

4.20 minutos 65 ⁰C Extensión (Síntesis) 

1 10 minutos 65 ⁰C Extensión final 

1 ∞ 15 ⁰C Finalización 
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Configuración del Programa #6 “ CALISTAQ18” 

Número de Ciclos Tiempo Temperatura  

1 30 segundos 94 ⁰C Desnaturalización inicial 

30 30 segundos 94 ⁰C Desnaturalización 

45 segundos 57 ⁰C Reincorporación 

10min 65 ⁰C Extensión (Síntesis) 

1 5minutos 65 ⁰C Extensión final 

1 ∞ 15 ⁰C Finalización 

 

 

 

El volumen final de las reacciones de amplificación fue de 50µL, los cuales contenían 2.5U de 

polimerasa (LongAmp® Taq DNA Polymerase - New England Biolabs),  amortiguador  de 

amplificación específico para la enzima (LongAmp Taq Reaction – New England Biolabs), dNTP’s 

300mM y cebadores a una concentración final de 0.5 mM Todas las amplificaciones se llevaron a 

cabo a partir de 25 -30 ng/µL de ADN y en un termociclador Eppendorf Mastercycler™. 

 




