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Resumen

Las transiciones de habitat (e.g., terrestre — agua dulce — marino costero) son eventos
extraordinarios que ocurren con escasa frecuencia y son de gran interés evolutivo
debido a que se encuentran asociadas a nuevas y diversas adaptaciones. Las transiciones
de habitat en el clado Crocodylia (caimanes, aligatores, gaviales y verdaderos cocodrilos)
han sido poco exploradas y son poco entendidas porque las 26 especies vivientes son
casi exclusivamente dulceacuicolas. En contraste, el registro fésil de decenas de especies
extintas sugiere que ocurrieron multiples transiciones entre habitats dulceacuicolas y
marinos a lo largo de su historia evolutiva de casi 100 millones de afios. En este trabajo
presentamos un analisis de reconstruccion de estados ancestrales para conocer el
tiempo y posicidon filogenética de las transiciones de habitat de los Crocodylia. La
posiciéon de los taxones de interés puede variar entre hipétesis filogenéticas, lo que
puede alterar los puntos en los que se dan las transiciones de habitat. Es por ello que
proponemos una nueva hipoétesis filogenética basada en multiples lineas de evidencia
con el objetivo de esclarecer las incongruencias en la sistematica de los cocodrilianos y
asi comprender mejor el patréon de transiciones. Nuestros resultados presentan
congruencia molecular, morfoldgica y estratigrafica, resolviendo, por primera vez, las
relaciones filogenéticas entre gavialoideos y toracosaurios sin la necesidad de un
constraint topoldgico e incluyendo a numerosos taxones de gaviales neotropicales.
Sugerimos un modelo de transiciones multiples con siete eventos de transicion
independientes desde ambientes marino costeros hacia no marinos en el clado
Gavialoidea y una Unica reversion hacia el ambiente marino se detecta en Crocodylus
porosus. Estas transiciones de habitat se asocian a fluctuaciones en el nivel del mar y

resaltan el impacto que tienen las variables ambientales en la biodiversidad pasada.

Palabras clave: Crocodylia, transicion de hdbitat, andlisis bayesiano, sistemdtica

filogenética, fosiles, 16S rRNA



Abstract

Transitions between environments are extraordinary events that occur infrequently and
are of great evolutionary interest because they are associated with new and diverse
adaptations. Habitat transitions within clade Crocodylia (which includes caimans,
alligators, gharials, and true crocodiles) have been poorly explored and are not well
understood because the 26 living species are almost exclusively freshwater. In contrast,
the fossil record of dozens of extinct species suggests that multiple transitions between
freshwater and marine habitats occurred throughout their evolutionary history of nearly
100 million years. In this study, we present an ancestral state reconstruction analysis to
determine the timing and phylogenetic positions of habitat transitions in Crocodylia. The
position of the taxa of interest may vary among phylogenetic hypotheses, which can
alter transition points. Therefore, we propose a new phylogenetic hypothesis based on
multiple lines of evidence with the aim of resolving inconsistencies in the systematics of
crocodilians to better understand the pattern of transitions. Our results show molecular,
morphological, and stratigraphic congruence, resolving, for the first time, the
phylogenetic relationships between gavialoids and thoracosaurs without the need for
topological constraints, and including numerous neotropical gavialoid taxa. We suggest
a model of multiple transitions with seven independent transition events from coastal
marine environments to non-marine environments within Gavialoidea, and a single
reversion to the marine environment detected in Crocodylus porosus. These habitat
transitions are associated with fluctuations in sea level and highlight the impact of

environmental variables on past biodiversity.

Keywords: Crocodylia, habitat transition, Bayesian analysis, phylogenetic systematics,

fossils, 16S rRNA.



l. Introduccion

i Transiciones de habitat: eventos extraordinarios

Las transiciones de hdabitat entre ecosistemas terrestres, de agua dulce y marinos son de
de los eventos mas influyentes, con relacidn a los cambios anatédmicos y la apertura de
nuevos nichos ecoldgicos, asociados a la evolucién bioldgica [1]. Las transiciones
ecolégicas dentro de estos habitats han ocurrido en numerosas ocasiones a lo largo de
la historia la vida [2], a menudo desencadenando consecuencias dramaticas para el
habitat receptor y la bidsfera en general [3]. Como y bajo qué circunstancias ocurren
estas transiciones y cdmo los clados difieren en sus capacidades de adaptarse a nuevas
condiciones fisicas y bioldgicas, permanecen como preguntas importantes para la

ecologia y la biologia evolutiva [3].

Los ecosistemas marinos, dulceacuicolas y terrestres difieren cuantiosamente en su
composicidon de especies y diversidad [4,5]. A pesar de las transiciones de habitat y
superposiciones en la distribucién de especies, multiples clados mayores de plantas,
animales, hongos y microorganismos residen principalmente en solo uno o dos de los
tres ecosistemas [4]. Estos patrones, junto con evidencia filogenética y fésil, sugieren
gue las transiciones evolutivas de habitat entre estos ecosistemas son infrecuentes y
complicadas [4]. Esto nos lleva a cuestionar por qué existen tan pocas transiciones de
habitat entre los ecosistemas, y qué hace a las transiciones de habitat eventos tan

extraordinarios.

Para comprender la complejidad de las transiciones de habitat se deben considerar las
diferencias entre ecosistemas. La productividad del ecosistema, su complejidad a nivel
de la estructura comunitaria y las propiedades fisicas del medio, pueden limitar la
capacidad de diferentes taxones de realizar transiciones desde un ecosistema hacia otro
[4]. Asimismo, es necesario considerar los retos ecoldgicos asociados a las propiedades
fisicas y biolégicas del nuevo medio que los organismos tienen que enfrentar al pasar
por una transicion [6]. Estos retos representan presiones de seleccion, que se
manifiestan como homoplasias de probable valor adaptativo en diversos taxones, como

el desarrollo de aletas, una convergencia impuesta por el medio acuatico [6,7].



La especializacion para un ambiente especifico generalmente reduce el rendimiento de
las especies en el ambiente original [8]. Las adaptaciones que surgen tras una transiciéon
mayor de habitat pueden ser tan extremas que las especies rara vez o nunca pueden
volver a su habitat ancestral [8]. Por otro lado, el destino evolutivo de los clados que
realizan transiciones de habitat no solo depende de la adaptabilidad de sus sistemas
fisiolégicos y de desarrollo, sino de su capacidad de enfrentar la competencia en el
nuevo ambiente [4,9]. De esta manera, los retos evolutivos y oportunidades asociadas

a las transiciones de habitat reflejan la adaptabilidad de las especies [4].

Multiples reversiones al ecosistema acudtico han ocurrido a lo largo de la historia de la
vida [1] y uno de los cambios mas dramaticos que afectd el ecosistema marino fue la
invasién y diversificacion de los vertebrados secundariamente marinos durante los
ultimos 250 millones de afios (Ma) [5]. Los vertebrados con ancestros dulceacuicolas o
terrestres colonizaron el mar desde el Tridsico temprano en adelante y se volvieron

miembros dominantes de los ecosistemas marinos en el Mesozoico y el Cenozoico [5].

La vida en el mar requiere multiples caracteristicas fisioldgicas, morfolégicas vy
comportamentales que son adquiridas durante la colonizacién secundaria a estos
ambientes y a través de la modificacion de caracteres existentes o la adquisicién de
caracteres nuevos [6,7,9,10]. La adaptacion a un estilo de vida acudtico ha ocurrido
varias veces en la historia evolutiva de los amniotas y provee muchos ejemplos de
convergencia [11]. Existen caracteristicas comunes entre los clados de tetrapodos
adaptados a ambientes marinos; por ejemplo, todos requieren regular el balance
osmoregulatorio, lo que implica la adquisicion de agua y la excrecién de sales [10]. Otro
ejemplo de convergencia son los miembros anteriores transformados en aletas
adaptadas a la natacién en los mamiferos marinos [6]. Estas caracteristicas que
evolucionan de manera independiente proveen la chance de estudiar la evolucién
convergente tanto a nivel fenotipico como a nivel gendmico en especies

secundariamente marinas [6].



ii. Caso de estudio: el clado Crocodylia

El clado Crocodylia (conocidos como cocodrilianos) son un clado ancestral de reptiles
altamente exitosos [12,13] que surgié en el Cretaceo tardio [14]. Son los organismos
vivos mds cercanamente emparentados a las aves [14] y junto con ellas son los Unicos
grupos sobrevivientes del clado Arcosauria [15—17]. Este clado incluye, al menos, 26
especies vivientes [17—-19], que se caracterizan por ser depredadores semiacudticos [20]
casi exclusivamente carnivoros, que ocupan el rol de depredadores tope en la mayoria
de las cadenas alimenticias acudticas tropicales y subtropicales [12]. Presentan escasa
diversidad morfoldgica y se considera que han conservado la forma corporal basica de
los pseudosuquios que surgieron hace 250 millones de afios [12], por lo que son

considerados “fosiles vivientes” [18,20].

A nivel sistematico, el clado Crocodylia es un grupo monofilético, el cual incluye al Gltimo
ancestro en comun entre Gavialis gangeticus, Alligator mississippiensis y Crocodylus
niloticus, y todos sus descendientes [17,21]. El clado Crocodylia se divide en tres clados
principales que diversificaron en el Cretadceo tardio: los gaviales (Gavialoidea), los
cocodrilos verdaderos (Crocodyloidea) y los aligatores y caimanes (Alligatoroidea) [17].
La sistematica moderna de los cocodrilianos se ha centrado en investigaciones sobre las
relaciones filogenéticas, con el objetivo resolver las discrepancias entre datos
morfoldgicos y moleculares [21,22]. Uno de los principales problemas es la posicién
filogenética del gavial de la India, Gavialis gangeticus con respecto a otros cocodrilianos
[21,22]. La hipdtesis morfoldgica tradicional, recupera a Gavialis gangeticus como
especie hermana del resto de cocodrilianos, mientras que la hipdtesis molecular sugiere
una relacion hermana de Gavialis gangeticus y Tomistoma schlegelii (clado Gavialidae)
y ubica a ambas especies mds cercanamente emparentadas con los Crocodyloidea que
con los Alligatoroidea [21-23] (Ver Figura 1). Otro problema sistematico es la ubicacién
de taxones conocidos como “toracosaurios” (i.e., Thoracosaurus, Eothoracosaurus,
Eosuchus) con respecto a los cocodrilianos [21]. Analisis morfoldgicos sugieren
relaciones cercanas entre los gaviales y los toracosaurios, recuperando ambos grupos
dentro del clado Gavialoidea [19,24-26]. En contraste, Lee & Yates (2018), recuperan a

los “toracosaurios” fuera del crown-group Crocodylia al combinar sets de datos



moleculares y morfolégicos [27]. Ante estas incongruencias morfoldgico-moleculares,
es necesario seguir explorando las relaciones filogenéticas dentro del clado Crocodylia
desde una perspectiva integrativa, incluyendo en estos andlisis informacién

estratigrafica y nuevas especies fosiles en estos analisis.

a) b)
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Figura 1: Cladogramas de las relaciones filogenéticas de los cocodrilianos actuales. a)
llustra la hipotesis molecular y b) la hipétesis morfoldgica tradicional. Adaptado de Rio

& Mannion, 2021.

Los cocodrilianos vivientes son organismos de tamafio mediano a grande que presentan
una amplia distribucién en habitats tropicales y subtropicales, en un rango geografico
que va desde el Ecuador hasta los 35° de latitud Sur y Norte [17,20]. Todos los
representantes actuales de este clado son depredadores semiacudticos [13,14] y cazan
en las orillas de rios, lagos, estuarios, pantanos y marismas [13]. La ecologia de los
Crocodylia es predominantemente dulceacuicola; a pesar de ello, algunas especies
pueden ingresar a ambientes costeros y de agua salada, como es el caso de Crocodylus
porosus y C. acutus [28]. Como depredadores semiacuaticos, los cocodrilianos tienen un
rol altamente relevante en los ambientes costeros y de humedales que habitan, debido
a su gran biomasa y a la capacidad que tienen para alimentarse de diversos niveles
troficos [12]. La riqueza de especies de los cocodrilianos actuales es considerada

bastante baja [13,17,18,20], lo que enmascara la elevada biodiversidad ancestral de este

grupo.

El registro fosil evidencia la gran diversidad de los cocodrilianos en el pasado, la cual

incluye mas de 150 especies, con nuevas especies fdsiles siendo descritas



constantemente [17,29]. Esta biodiversidad presentaba una distribucién latitudinal mas
amplia, casi a nivel global [29], y ocupaban una mayor variedad de nichos ecoldgicos en
comparacion con las especies vivientes [20]. Los planos corporales y la amplia disparidad
morfolégica mostraban diversas formas de alimentacidn, tamanos y ecologia [18,20].
Esta gran diversidad tanto morfoldgica como ecoldgica contrasta con la morfologia
conservadora de los representantes actuales [18]. Se sugiere que la diversidad ecoldgica
y la disparidad en el tamafio corporal de los cocodrilianos se dieron ante periodos de
diversificacion esporddica en grupos y tiempos puntuales [18]. Estos periodos de
diversificacion surgieron ante oportunidades ecoldgicas y cambios en la dieta, lo que
puede inducir a la innovacidn adaptativa [18]. Es asi, que los cocodrilianos son un grupo

de interés para estudiar las transiciones de habitat y la evolucién convergente.

Los cocodrilianos son un modelo de gran importancia en estudios filogenéticos, de
osmorregulacién, morfologia funcional y genética de poblaciones [15]. El nimero de
especies vivientes es lo suficientemente pequefio para permitir realizar muestreos a
nivel molecular, comportamental, ecoldgicos y fisioldgicos [29]. Andlisis recientes
sugieren que los genomas de los cocodrilianos han evolucionado muy lentamente a lo
largo de millones de afios, en comparacion con otros tetrdpodos [15]. Lograr
comprender la evolucidn, regulacidon y las capacidades adaptativas del genoma de los
cocodrilianos, asi como también su diversidad genética pueden proveer informacién
sobre cémo genomas de evolucion lenta pueden mantenerse viables ante condiciones

ambientales fluctuantes [15].

iii. Vacio de conocimiento v justificacion

El clado Crocodylomorpha tiene una rica historia ecoldgica y evolutiva bastante
estudiada hasta la fecha [25]. Su crown-group, es decir el grupo monofilético que incluye
al ancestro comun de todas las especies actuales y sus descendientes, es el clado
Crocodylia. A pesar de ser un grupo en constante estudio, se conoce muy poco sobre el

patron histérico de transiciones de habitat entre ecosistemas dentro del grupo [25].

La capacidad de colonizar ecosistemas acuaticos marinos implica la necesidad de

adaptaciones para la tolerancia a la salinidad [25,30]. A pesar de encontrarse



restringidos a ecosistemas de agua dulce en la actualidad, todos los cocodrilianos no
aligatéridos presentan adaptaciones para tolerar la salinidad [25]. Las glandulas de
excrecion de sal en la lengua, epitelios bucales y cloacas altamente queratinizadas estan
presentes en los géneros Crocodylus, Osteolaemus, Gavialis y Tomistoma [21,22,28].
Estas adaptaciones visibles en taxa vivientes no dejan evidencias a nivel osteolégico, lo
que dificulta determinar con precisién su origen en el registro fosil [25]. Sin embargo,
debido a la continua presencia de cocodrilianos fdsiles en sedimentos marinos, se infiere
gue estos organismos deben haber presentado estas adaptaciones para la tolerar la
salinidad [25,28]. Conocer cuando ocurrieron las transiciones durante la historia
filogenética de los cocodrilianos, podria ayudar a estimar el tiempo en el que surgieron

estas adaptaciones osmorregulatorias [25].

Este proyecto busca explorar las transiciones de habitat dentro del clado Crocodylia e
identificar en qué momento ocurrieron. Para ello, es necesario tener una hipétesis
filogenética robusta, por lo que se busca resolver las relaciones filogenéticas de los
Crocodylia a través de la integracion de datos morfoldgicos, moleculares, estratigraficos.
Ello, junto con la aplicacion de datos paleoecoldgicos permitira estimar cuando
ocurrieron las transiciones de habitat entre ecosistemas marinos y de agua dulce y en
qué linajes se dieron estas transiciones. Estudios previos reconocen la importancia de
integrar evidencia paleontolégica, paleoclimatolégica y molecular para explorar las
relaciones filogenéticas de los Crocodylia [14]. El uso de informacién molecular ha
transformado el estudio de los cocodrilianos, en particular en las areas de sistematica y
evolucidn y se tiene disponibilidad tanto de marcadores nucleares y mitocondriales e
incluso informacidén de proteinas [13,21]. Por otro lado, el uso de datos paleoecolégicos
permiten tener un mejor entendimiento de los procesos que ocurrian en ecosistemas
determinados en multiples escalas espaciales y temporales [31] y pueden revelar los
cambios en las comunidades del pasado, cambios en los habitats, invasion de especies,
extinciones y respuestas de las comunidades al cambio climatico[32]. Integrando estos
novedosos set de datos en esta investigacién obtendremos conocimiento basico sobre
la evolucion del clado Crocodylia, generando una hipétesis filogenética robusta vy
llenando el vacio de conocimiento actual con respecto a las transiciones de habitat entre

ecosistemas dentro de este grupo.



Il. Pregunta de investigacion
¢Cudndo ocurrieron transiciones de habitat en el clado Crocodylia y en qué clados se

dieron?

lll. Objetivos

i Objetivo General

Comprender el proceso de transicion de habitat en el clado Crocodylia mediante el uso

de datos morfolégicos, moleculares, estratigraficos y paleoecoldgicos.

ii. Objetivos Especificos

a. Elaborar una hipétesis filogenética y de tiempos de divergencia sustentada por
datos morfoldgicos, moleculares y estratigraficos.

b. Generar un andlisis de reconstrucciéon de habitat ancestral con datos
paleoecoldgicos para conocer cuando ocurrieron las transiciones de habitat

dentro del clado Crocodylia y en qué linajes.

IV. Materiales y Métodos

i Generacion de las bases de datos molecular y morfoldgica

El set de datos molecular de este trabajo se compone del gen mitocondrial 16S rRNA de
18 especies actuales de cocodrilianos recopilados por Pan et al. (2020) [14]. Las 18
especies seleccionadas también se encuentran en la matriz de caracteres morfolégicos
de Salas-Gismondi et al. (2022) [28]. Se descargaron las secuencias 16S rRNA usando sus

nimeros de acceso en Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Los

numeros de acceso de cada secuencia se encuentran en el Anexo 1.

La base de datos morfoldgica estd compuesta por la matriz de caracteres morfolégicos
de Salas-Gismondi et al. (2022). Esta matriz presenta 233 caracteres de craneo y
postcraneo para 68 especies de cocodrilianos, de las cuales 18 son especies actuales y
60 son especies extintas. Revisando la matriz, se detectaron 7 caracteres que

presentaban el mismo estado de caracteres para todas las especies. Estos caracteres


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

fueron eliminados debido a que el analisis de tip-dating no acepta estos caracteres no

informativos, lo que dio un total de 226 caracteres para la matriz morfolégica final.

ii. Alineamiento de secuencias

Las secuencias del gen 16S rRNA fueron alineadas con MAFFT [33], usando los ajustes
por defecto y el cddigo genético mitocondrial de vertebrados. Posteriormente, las
regiones ambiguas del alineamiento fueron eliminadas usando los parametros por
defecto de Gblocks [34]. El alineamiento resultante fue visualizado en Geneious R7 [35]
usando el cddigo genético mitocondrial de vertebrados. La longitud final del
alineamiento es de 1386 nucelétidos.

El alineamiento fue descargado en formato Nexus para continuar con su edicion de
forma manual. El alineamiento descargado tiene informaciéon molecular de 18 especies
de cocodrilianos actuales puesto que no se tiene informacién molecular de las 50
especies extintas. Sin embargo, para el analisis de tip-dating es necesario tener la misma
cantidad de taxones tanto en la matriz molecular como en la matriz morfolégica. Debido
a ello se colocaron los nombres de las 50 especies extintas y se agregaron 1386
caracteres gap (-) para cada una, reflejando asi la ausencia de informacidn para cada

posicién del alineamiento para estas 50 especies.

iii. Andlisis filogenéticos

Para la reconstruccion del arbol filogenético se realizé el analisis bayesiano tip-dating en
BEAST v2.6.7 [36]. Para este andlisis se unidé la matriz de caracteres morfolégicos
generada por Salas-Gismondi et al. (2022) y la matriz molecular compuesta por las
secuencias del gen 16S rRNA. La matriz combinada incluye 18 especies actuales y 50
especies extintas de cocodrilianos, incluyendo a Bernissartia fagessi como grupo
externo.

En este analisis se usd el modelo se substitucién Lewis MK para la matriz morfolégica,
pues es el modelo disponible para BEAST2. El modelo GTR se estimé para la matriz
molecular con JModelTest 2 [37]. Debido a que se esperan variaciones en las tasas
evolutivas, se utilizé un modelo de reloj molecular relajado (Relaxed Clock Log Normal).

En la configuracién de parametros del arbol, se selecciond el Fossilized Birth-Death
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Model (FBD). Para calibrar la edad de los linajes, se asignd las edades estratigraficas mas
recientes (LAD) y antiguas (FAD) para cada especie fdsil [28] y se colocd el valor 0 para
las especies actuales. La edad asignada a los linajes (tips), fue el valor promedio de los
valores LAD y FAD [38]. El valor inicial de los demas parametros, asi como sus rangos se
encuentran en el Anexo 2. Se realizaron 4 repeticiones independientes del analisis con
los siguientes pardmetros: 20 millones de generaciones con muestreo cada 1000
generaciones. Posteriormente, se usé Tracer v1.6 [39] para evaluar el tamafio de
muestra efectivo (ESS). Finalmente, se generd un drbol de maxima credibilidad en
TreeAnnotator. Se asumid que las probabilidades posteriores mayores o iguales a 0.90

son evidencia significativa de soporte a los nodos.

iv. Reconstruccion de estados ancestrales

A cada especie de la matriz morfolégica se le asignd una categoria discreta de
ecosistema: no marino y marino costero. La clasificacidon de habitats fue generada por
Salas Gismondi et al. (2022) y se basdé en el ambiente de depdsito (datos tafondmicos)
donde las especies fueron halladas. La categoria “marino costero” incluye taxones que
han sido encontrados de forma consistente en depdsitos que representan
paleoambientes estuarinos, marino costeros o marinos; mientras que la categoria “no
marino” incluye taxones que han sido encontrados consistentemente en depdsitos que
representan paleoambientes continentales, riberefos, lacustres y deltaicos.

Los estados ancestrales de distribucion de los ancestros en estos ecosistemas fueron
estimados por el modelo Mk (continuous-time Markov chain model) [40], aplicado a
caracteres discretos, a través del paquete phytools de R. Este paquete cuenta con
multiples modelos de tasas de transicidon para la reconstruccién de estados ancestrales
en los nodos, por lo que se generaron todos los modelos y mediante el Likelihood ratio
test se determiné el modelo con mejor ajuste. El modelo seleccionado fue el ARD (all-
rates-different for permitted transitions), un modelo que permite tener diferentes tasas
de transicion para cada direccion de cambio (no marino - marino costero | marino
costero - no marino).

También se realizd un mapeo estocdstico de caracteres, bajo un enfoque MCMC

(Markov chain Monte Carlo) para el muestreo de la historia de los caracteres desde su
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distribucién de probabilidades posteriores. Este enfoque es similar al anterior, pero en
este caso se obtuvieron historias no ambiguas de la evolucién del caracter discreto
habitat en el arbol, en lugar de la distribucién de probabilidad del caracter en los nodos.
Para ello se generaron 1000 mapas estocdsticos que, después de ser resumidos,
permitieron la visualizacion de las probabilidades posteriores de cada estado a lo largo

de todos los nodos y ramas del arbol mediante el método densityMap en R.

V. Resultados

i. Relaciones filogenéticas del clado Crocodylia

Las relaciones filogenéticas de los cocodrilianos fueron inferidas en base al gen 16S rRNA
en conjunto con una matriz morfoldgica de caracteres del crdneo y post craneo a través
de un andlisis de tip-dating (Figura 2). Se estimd que el ancestro comun mads reciente
(TMRCA) del crown-group Crocodylia surgido hace 101 millones de afios (Ma) [valor
promedio, 95% de la densidad posterior mas alta (HPD), 87.85-114.28 Mal]. La filogenia
generada recupera los 3 clados del crown-group Crocodylia: Alligatoroidea,
Crocodyloidea (crown-clade Crocodylidae) y Gavialoidea. El clado Alligatoroidea diverge
aproximadamente hace 91.2 Ma, el clado Gavialoidea hace 63.2 Ma y el clado
Crocodylidae hace 22.9 Ma. Se recupera al clado Longirostres (Crocodyloidea +
Gavialoidea), definido por el ultimo ancestro comun de Crocodylus niloticus y Gavialis

gangeticus [21,23], y se estima que surgid hace 69.54 Ma [95% HPD, 60.95-78.14 Ma].

Este analisis recupera a Gavialis gangeticus mas cercanamente emparentado a
Tomistoma schlegelii que a cualquier otro cocodriliano actual. El ancestro comun mas
reciente de estas especies (nodo 79) tiene una edad estimada de 56.3 Ma [95% HPD,
50.36-62.61 Mal]. El pariente mas cercano de Gavialis es Aktiogavialis y el de Tomistoma
es Maomingosuchus. En el clado Crocodyloidea, el género Crocodylus se encuentra mas
estrechamente emparentado con Mecistops que con Osteolaemus. Asimismo, la edad
inferida para el ancestro comun mas reciente de Crocodylus es de 10.9 Ma [95% HPD,
6.18-15.70 Ma]. Dentro del clado Alligatoroidea, Caiman tiene como taxén hermano a
Melanosuchus y Paleosuchus se encuentra mas cercanamente emparentado a Caiman +

Melanosuchus que a Alligator.
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Fuera del crown-group Crocodylia se recupera al clado de los “toracosaurios”
(Thoracosaurus + Eothoracosaurus + Eosuchus) + Argochampsa. Este clado presenta una
edad aproximada de 90.4 Ma [95% HPD, 75.6-105.18 Ma] y tiene a Borealosuchus como

taxén hermano.

ii. Exploracion de las transiciones de habitat entre ecosistemas del clado
Crocodylia

La reconstruccidon de estados ancestrales se realizé bajo el modelo ARD (all-rates-
different for permitted transitions), al ser este el mas conveniente segun el likelihood
ratio test. El nUmero de parametros de este modelo depende del nimero de estados de
caracter. En este caso, el modelo tiene 2 pardmetros segun los 2 estados de ecosistemas:
“marino costero” y “no marino”. Los resultados del andlisis de reconstruccion ancestral
para todos los nodos pueden ser visualizados en la Figura 3, en la que los colores de los
circulos representan la probabilidad de la condicidn ancestral, es decir el tipo de

ecosistema.

La reconstruccidn de estado ancestral del habitat revela que el crown-group Crocodylia
tiene un origen no marino. El clado Alligatoroidea tiene un origen no marino y la
predileccidon por habitats no marinos se mantuvo en todos las especies de este clado.
Por el contrario, se estima que el clado Longirostres tuvo un origen marino. A pesar de
este origen marino costero, los cocodrilianos realizaron transiciones hacia habitats no
marinos y la Unica especie que retornd a habitats marinos fue Crocodylus porosus. Se
infiere que esta transicion ocurrié durante Cuaternario, puesto que el registro fdsil de
C. porosus se registra desde hace 3.6 Ma, aproximadamente. El clado Gavialoidea tiene
un origen marino costero en su totalidad y se observan 7 transiciones independientes
hacia habitats no marinos. Estas transiciones ocurren en los siguientes taxa:
Dollosuchoides densmorei, Tomistoma schlegelii, Maomingosuchus petrolica,
Tomistoma coppensi, Gryposuchus, Dadagavialis gunai y Gavialis. Las primeras
transiciones de habitat en ocurrir fueron las de Dollosuchoides densmorei vy
Maomingosuchus petrolica durante el Eoceno. Siguieron las transiciones de Tomistoma

coppensi, Dadagavialis gunai y el género Gryposuchus durante el Mioceno. Durante el
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Plioceno ocurrid la transicidn del género Gavialis y a finales del Cuaternario ocurrié la

de Tomistoma schlegelii.

Fuera del crown-group Crocodylia, el ancestro comun entre Borealosuchus y los
"toracosaurios” tiene un origen marino. Sin embargo, Borealosuchus transita hacia
ambientes no marinos durante el Cretaceo tardio, mientras que los “toracosaurios” y

Argochampsa mantienen su condicion marino costera.

El mapeo estocastico de los caracteres se construyd bajo el modelo ARD, simulando la
evolucién de los estados de cardcter en cada nodo del arbol filogenético. Esto implica
qgue el mapeo estocdstico no solo provee informacién sobre la probabilidad de un
ancestro comun de presentar un estado de caracter en particular, sino la probabilidad
de que ese cardcter se extienda a lo largo de la rama [41]. El mapeo estocdstico se realizd
1000 veces y se generd el arbol resumen (Figura 4). En promedio, hay 16.11 transiciones
entre estados en el arbol. De este valor, las transiciones de habitat desde ecosistemas
marino costeros hacia no marinos representan 10.829 de los cambios y las transiciones
de habitat desde ecosistemas no marinos hacia marino costeros 5.281. La proporcién de
tiempo que se pasa en cada estado es de 0.37 para el marino costero y 0.63 para no
marino. Esto implica que para los cocodrilianos estudiados, la transicion desde
ecosistemas marino costeros hacia no marinos es 1 vez mas probable que la transicidn
desde ecosistemas no marinos hacia marino costeros. Asimismo, estos resultados
brindan soporte al origen marino costero (>0.5) del clado Longirostres y las
probabilidades posteriores para el estado ancestral marino costero en el clado
Gavialoidea son incluso mas cercanas a 1. La probabilidad de que el estado marino se
extienda a lo largo de la rama que da origen al clado Crocodylidae es baja, lo que se
evidencia en una pérdida de la intensidad del color azul conforme se acerca a los tips
(probabilidad cercana a 0). Caso contrario sucede con el clado Gavialoidea, la intensidad
creciente del color azul en las ramas (probabilidad cercana a 1), indica una elevada
probabilidad de que el caracter marino se extienda en las ramas y solo se evidencia lo
contrario en las ramas que dan origen a las taxa que transitan desde habitats marino

costeros a no marinos.
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Figura 2: Tip-dating. Arbol de maxima credibilidad con la escala de tiempo geoldgico. Los
taxones fosiles estan indicados con una “X” al lado del nombre del taxén. Los nodos
internos del arbol estdn indicados con circulos, en donde sus colores representan los
valores de probabilidad posterior: @ >0.95,0.95 > 20.75,0.75 > () 2 0.50, 0.50 >
O. Los intervalos de confianza al 95% para la edad de los nodos (highest posterior
density of the age of the node) con probabilidad posterior > a 0.95 se muestran con

barras transparentes.
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Figura 4: Mapeo estocastico de caracteres. Este mapa de densidad se generé mediante
la simulacién del mapeo estocastico de caracteres a través del arbol 1000 veces. La

leyenda representa las probabilidades posteriores de cada estado.

VI. Discusion

i Relaciones filogenéticas y tiempos de divergencia del clado Crocodylia

Durante las ultimas tres décadas se ha realizado un gran avance en la resolucion de las
relaciones filogenéticas de los cocodrilianos [21]. A pesar de ello, persisten grandes
problemas en la sistematica de los Crocodylia, siendo el mas relevante la posicién
filogenética de Gavialis gangeticus ante los enfoques morfoldgico y molecular.
[21,22,24,42,43]. Este estudio provee una hipétesis de relaciones filogenéticas basada
en 1386 pares de bases del gen mitocondrial 16S rRNA, 233 caracteres morfolégicos de
craneo y postcraneo, asi como informacién estratigrafica, lo que permite generar una
hipdtesis con multiples perspectivas para la evoluciéon de los cocodrilianos extintos y
actuales. Nuestros resultados presentan congruencia molecular, morfoldgica y
estratigrafica, resolviendo las relaciones filogenéticas entre gavialoideos y toracosaurios
por primera vez sin la necesidad de un constraint topoldgico e incluyendo a numerosos

taxones de gaviales neotropicales.

Nuestro analisis recupera a los tres clados mayores del crown-group Crocodylia,
Alligatoroidea, Crocodyloidea y Gavialoidea, con altos valores de probabilidad posterior
(>0.95). Alligatoroidea ha sido uno de los clados mas estables en Crocodylia en términos
de contenido taxondmico y relaciones filogenéticas, con gran concordancia entre datos
moleculares y morfoldgicos [21]. Nuestra filogenia soporta la monofilia del género
Caiman y soportan su relacion hermana con Melanosuchus. El clado formado por
Caiman + Melanosuchus se encuentra mas cercanamente emparentado a Paleosuchus
que a Alligator, en concordancia con estudios moleculares previos [14,22]. En el clado
Crocodylidae, Crocodylus se encuentra mas cercanamente emparentados a Mecistops
que a Osteolaemus lo que también se reporta en estudios morfolégicos recientes
[21,28]. Mis resultados proveen una buena resolucion para las relaciones filogenéticas

de las especies actuales. Sin embargo, se debe considerar que algunas especies
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aceptadas por la taxonomia clasica estdn en revisién o necesitan revisién ante la
presunta deteccién de nuevas especies o subespecies [14] y futuros estudios deben

incluir estas nuevas especies en sus analisis filogenéticos.

En este estudio se recupera a Gavialoidea como un clado monofilético cuyo TMRCA data
de hace 63 Ma, lo que es mds reciente que lo estimado por lijima & Kobayashi (2019),
pero mas antiguo que lo estimado por Lee & Yates, 2018 (~84 y ~59 Ma,
respectivamente) [24,27]. Los gavialoideos mas basales (i.e., stem Gavialoidea), es decir
aquellos que quedaron fuera del crown-clade Gavialidae, fueron Maroccosuchus
zennaroi + (Kentisuchus spenceri + Dollosuchoides densmorei), de igual forma a lo
reportado por Rio & Mannion, 2021 [21]. Estos taxa forman parte de los “tomistéminos
morfolégicos”, un grupo parafilético que empieza a diversificarse en el Paleoceno, e
incluye también a Maomingosuchus, Gavialosuchus, Thecachampsa, Tomistoma vy
Paratomistoma [21,24]. Los tomistéminos (clado Tomistominae) forman un clado
distante de los gavialinos (clado Gavialinae) acorde con la hipdtesis morfoldgica
tradicional. Sin embargo, ante la hipdtesis filogenética molecular y las hipétesis
morfoldgicas recientes, simplemente se considera que ambos grupos son parte del clado
Gavialoidea y se usan los términos “tomistdminos morfoldgicos” y “gavialinos
morfoldgicos” para resaltar sus diferencias anatémicas mas evidentes [21,24]. Dentro
de estos “tomistdminos morfolégicos”, el actual Tomistoma schlegelii es indicado como
especie hermana de Tomistoma lusitanica y ambos estdn mas cercanamente
emparentados a Maomingosuchus que a otros gavialoideos. Por otro lado, Gavialis
gangeticus se encuentra anidado en un clado que incluye multiples linajes de
gavialoideos neotropicales como MUSM 1513 y Gryposuchus. Se recupera a
Aktiogavialis como el taxdn mas cercanamente emparentado a Gavialis, lo que se
contradice con la filogenia de Salas-Gismondi et al. (2022) [28], que recupera a
Eogavialis del Eoceno de Africa en el lugar del neotropical Aktiogavialis. Nuestros
resultados soportan la hipdtesis que indica que la especie recientemente descrita
Sacacosuchus cordovai estd asociada a los “tomistdminos morfoldgicos” y tiene un
origen independiente de Aktiogavialis y los gaviales griposuchinos [28]. Estas relaciones
filogenéticas van acorde a la hipdtesis biogeografica que da origen a los gaviales en Peri-

Tetis y propone la conquista de América mediante numerosos eventos de dispersidon
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transocednica que dan origen a los gaviales neotropicales: Aktiogavialis, gryposuchinos

y Sacacosuchus [28].

Los “toracosaurios” han sido asociados a los gaviales en analisis morfoldgicos
tradicionales, en los que se recuperan dentro del clado Gavialoidea [19,24-26]. Incluso
se recuperan como taxones anidados dentro de los Gavialidae en estudios morfoldgicos
modernos, en los que se Gavialis estad dentro del crown-group Crocodylia [21]. En este
trabajo, los toracosaurios se encuentran fuera del crown-group Crocodylia sin la
necesidad de usar una restriccion filogenética, en concordancia con Salas-Gismondi et
al. (2022). El agrupamiento de los “toracosaurios” dentro del clado Gavialoidea y dentro
del crown-clade Gavialidae genera inconsistencias cronoldgicas en relacion al origen del
clado [27], pues supone que la divergencia debié ocurrir al inicio del Cretadceo tardio
(~100 Ma), edades mucho mas antiguas que lo sugerido por este (i.e., clado Gavialoidea
gue surge hace 63 Ma y el crown-clade Gavialidae hace 56 Ma) y estudios previos
[14,22,24,27]. Ello sugiere que la presencia de hocicos angostos y elongados en los
toracosaurios y gavialoideos son resultado de una homoplasia, en lugar de una

homologia [27].

Este estudio es topoldégicamente concordante con los arboles filogenéticos de datos
moleculares al recuperar a Gavialis gangeticus mas cercanamente emparentado a
Tomistoma schlegelii que a cualquier otro cocodriliano actual. Esto implica que las
caracteristicas longirostras fueron adquiridas como una homologia (i.e., heredados de
un ancestro comun) en lugar de haber sido adquiridos de manera independiente a través
de una convergencia, como era hipotetizado por filogenias basadas en morfologia
tradicional (ver Figura 1). De esta manera, nuestros resultados contribuyen a resolver la

incongruencia morfoldgico-molecular.

Con respecto a los tiempos de divergencia, estimamos que la edad estimada para el
origen del clado Crocodylia, es de 101 Ma (limite entre Albiense y el Cenomaniense
durante el Cretaceo). Esta estimacion promedio es consistente con las estimaciones de
Roos [44] y Lee & Yates [27] y sugiere que el tiempo de divergencia de los cocodrilianos
ocurrio antes de lo estimado por andlisis basados en datos moleculares (~87 Ma) [14,22]

y otros analisis de evidencia total (95 Ma) [45]. Nuestros analisis de tip-dating también
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es congruente con el registro fdsil, considerando que los registros mas antiguos para el
clado Crocodylia son del Campaniense-Maastrichtiense en Norte América [46]. El
registro mas antiguo en Europa ha sido el de Portugalosuchus azenhae, que se ha
propuesto como el taxdn mas antiguo dentro de Crocodylia y su edad (95 Ma) sugiere
que el origen del clado Crocodylia fue previo al Cenomaniense o durante el
Cenomaniense [46], lo que coincide con nuestros resultados. Darlim et al. [45] sugiere
que, si Portugalosuchus se considera parte del clado Crocodylia, podria incrementar
substancialmente la edad estimada del clado. Sin embargo, al no haber sido considerado
en este andlisis no se enfrenta este problema. La posicion filogenética de
Portugalosuchus se debate como taxdn hermano de todos los cocodrilianos no
gavialoideos o dentro del clado Gavialoidea [45]. Su posicién dentro de Gavialoidea no
seria estratigraficamente congruente con nuestros resultados y, en este caso,
incrementaria la edad estimada clado. La ubicacién taxonémica de Portugalosuchus
debe continuar explorandose en futuros estudios, puesto que su posicién dentro del
clado Crocodylia carece de respaldo y no se puede descartar que sea un eusuquio no

cocodriliano [45,46].

La edad estimada para el clado Longirostres (Gavialoidea + Crocodyloidea) es de 69 Ma,
mas antigua que la estimacién de Lee & Yates, 2018 (~60 Ma), basada en una matriz
combinada de datos morfoldgicos y moleculares [27]. La edad estimada para el crown-
clade Gavialidae (el ultimo ancestro comun de Gavialis gangeticus, Tomistoma schlegelii
y todos sus descendientes [21]), es de 56 Ma, al menos 20 Ma mas antigua que las
estimaciones de Oaks (2011) y Pan et al. (2021) (20-23 Ma); y 16 Ma mas antigua que
las estimaciones de Lee & Yates, 2018 (40 Ma) [27]. Es coherente que, tanto en los
analisis de Oaks [22] y Pan [14], la edad estimada del clado Gavialidae sea tan reciente,
debido a que ambos estudios proveen hipdtesis evolutivas para especies actuales, en las
gue Unicamente se consideran a dos taxones dentro de este clado. Es por ello que se
sugiere que futuros estudios consideren integrar evidencia paleontoldgica,
paleoclimatoldgica y estudios moleculares adicionales [14]. Por otro lado, Lee & Yates
[27], al igual que este estudio, realizan un andlisis de tip-dating que incluye datos
moleculares, morfoldgicos y estratigraficos. Proponemos que nuestros resultados son

diferentes por dos posibles razones. (1) A diferencia de este estudio, ellos usaron solo
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informacién de la edad de los taxones (tips); mientras que, aqui adicionamos la
calibracion de cada taxdn utilizando las edades estratigraficas mas recientes (LAD) y
antiguas (FAD) para cada especie en nuestros parametros de analisis. (2) Sus andlisis
incluyen informacién de 19 especies de gavialoideos, de los cuales 14 forman parte del
crown-clade Gavialidae y el taxdn mds antiguo para este clado tiene una edad de 18 Ma.
En contraste, este analisis toma en cuenta 30 especies de gavialoideos, de los cuales 27
forman parte del crown-clade Gavialidae, definiendo a Tomistoma cairense como el
taxdn mas antiguo de este clado (con 45 Ma). De los 27 crown Gavialidae, mas de la
mitad son gaviales americanos y la edad mds antigua entre ellos la tiene un nuevo gavial
sudamericano de Perd aun no descrito: MUSM 1513, con una edad estimada en 36 Ma.
El incluir estos taxones incrementa considerablemente la edad estimada de Gavialidae
de 40 Ma [27] a 56 Ma (el presente estudio). Ello evidencia la necesidad de incluir la
mayor cantidad de taxones que sea posible para hacer inferencias robustas sobre la
edad estimada de un clado y se sugiere que futuros estudios incluyan mads taxones de
gaviales para generar estimaciones mas exactas sobre la edad del clado Gavialidae, lo
gue a su vez permitiria nuevas estimaciones de la edad del emblematico clado

Longirostres.

En general, todas las estimaciones promedio de tiempos de divergencia en este estudio
son mds antiguas que en investigaciones previas. La Unica excepcion es para el joven
clado Crocodylidae, que tiene una edad estimada de 23 Ma, mas reciente que lo
estimado por Pan et al. 2021 (31 Ma), pero acorde a lo estimado por Oaks, 2011 (22 Ma)
[14,22]. Estimamos que Crocodylus, el género mas diverso de este clado, surgio hace 11
Ma. Este resultado coincide con estimaciones previas que proponen que su origen
ocurrié en el rango de 12.3 y 7.8 Ma [22]. En congruencia con estas estimaciones
temporales, se observa que los representantes de Crocodylus aparecieron en el registro
fésil recientemente y la mayoria continlan como especies vivientes [22]. La mayoria de
especies extintas clasificadas como Crocodylus han sido recuperadas fuera del género al
momento de realizar analisis filogenéticos [22] y se sugiere que multiples especies
fésiles asignadas Crocodylus no pertenecen a este género [47], lo que se observa en el

caso de Crocodylus affinis y C. acer en este estudio.
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ii. Transiciones de habitat en el clado Crocodylia

Las transiciones de habitat dentro del clado Crocodylia han sido poco exploradas. El
Unico estudio que busca esclarecer el patrén y tiempo de las transiciones de habitat
dentro de diversos clados de Crocodylomorpha, incluyendo al clado Crocodylia, es el de
Wilberg et al. (2019) [25]. El descubrimiento de nuevos fdsiles de cocodrilianos durante
los ultimos afios [19,28,48,49] requiere nuevas hipotesis filogenéticas, lo que puede
alterar los puntos en los que ocurrieron las transiciones de habitat previamente
estimadas. En esta investigacién se reconstruye la secuencia evolutiva de cambios
dentro del crown-group Crocodylia a partir de una hipétesis filogenética basada en datos
morfoldgicos, moleculares y estratigraficos junto con datos de distribucion en

ecosistemas marinos y no marinos.

El andlisis de reconstruccién de estados ancestrales revela la ocurrencia de multiples
transiciones de habitat dentro del clado Crocodylia y recupera un origen no marino para
este clado, lo que coincide con estudios previos [25]. El estudio de Wilberg et al. (2019)
reporta dos transiciones independientes desde habitats de agua dulce a marinos dentro
del clado Crocodylia: uno en la base del clado Gavialoidea durante el Cretaceo tardio
(~94 Ma) y otro en la base del clado Tomistominae (sensu Brochu 2003) en el Eoceno
(~66 Ma). Estos resultados suponen que ambos grupos de gaviales adquirieron de
manera convergente adaptaciones anatémicas y fisioldgicas que les permitieron invadir
el ambiente marino y que Unicamente hubo reversiones hacia ambientes de agua dulce
en las ramas que dan origen a las especies vivientes Gavialis gangeticus y Tomistoma
schlegelii durante el Mioceno [25]. Es importante resaltar que las relaciones
filogenéticas estimadas por Wilberg et al. (2019) coinciden con la hipdtesis de
morfologia tradicional, en la que G. gangeticus se ubica como especie hermana al resto
de cocodrilianos y a T. schlegelii mas cercanamente emaparentado a los cocodriloideos

gue a los aligatoroideos.

Por el contrario, nuestro analisis filogenético recupera al clado Longirostres en el que
ocurren multiples transiciones independientes de habitat. La reconstruccién de estados
ancestrales indica que la condicidon ancestral mas probable de Longirostres es la de

habitar ecosistemas marino costeros. Ello implica que la transicién al ecosistema marino
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marino para los cocodrilianos ocurrié con el origen de este clado, hace 69 Ma durante

del Cretaceo tardio.

El clado Gavialoidea tiene una probabilidad de origen 100% marino, por lo que se asume
que heredé la capacidad de habitar ecosistemas marinos del ancestro comun de
Longirostres. Estudios previos han propuesto que, ancestralmente, los gavialoideos
ocupaban ecosistemas marinos, lo que coincide con nuestros resultados [25,28]. Las
hipdtesis biogeograficas, proponen que los gavialoideos se dispersaron a través de las
barreras marinas y se expandieron hacia ecosistemas de agua dulce en multiples
ocasiones en diferentes masas terrestres [21,28]. Nuestros analisis se alinean con ese
planteamiento, al detectar siete eventos de transicion de hdabitat a ecosistemas no
marinos. Estos resultados son consistentes con la presencia de glandulas de sal y cloaca
gueratinizada en los Longirostres vivientes. Estos eventos incluyen las transiciones de
habitat independientes de los actuales Gavialis gangeticus y Tomistoma schlegelii, que
transicionan desde ecosistemas marino costeros hacia ecosistemas de agua dulce. Lo
gue coincide con la reconstruccion de estados ancestrales obtenida usando una

hipotesis filogenética basada en morfoldgica tradicional [25].

El estado ancestral no marino del clado Crocodylidae sugiere que hubo una transicién
de habitats desde ecosistemas marinos, ocupados por el ancestro de los Longirostres,
hacia ecosistemas de agua dulce. Dentro del clado Crocodylidae, se detecta un evento
de retorno al ecosistema marino por el cocodrilo de agua salada, Crocodylus porosus.
Esta especie fue el Unico cocodriliano actual que se clasificé como marino costero en la
matriz de habitats utilizada en este analisis [28]. Por el contrario, Wilberg et al. (2019)
clasifica a C. porosus como una especie de ambientes de agua dulce [25]. Crocodylus es
el Unico género viviente con poblaciones que ingresan dreas marino costeras y se conoce
gue este taxon ha experimentado dispersidn a través de barreras marinas en el pasado
[28]. Sin embargo, la mayor parte de su registro fosil se ha recuperado de depdsitos
fluviales y lacustres (no marinos), incluso fésiles del cocodrilo de agua salada [28]. La
condicidn marino costera de C. porosus implicaria una reversién en el caracter de habitat
Yy necesita mas investigacion, por lo que estos resultados deben interpretarse con

cautela.
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El retorno al mar implica una de las transiciones morfoldgicas mejor entendidas en la
evolucién de los vertebrados [50]. La capacidad de habitar marinos esta basada en las
adaptaciones para la tolerancia a agua salada y todos los cocodrilianos no aligatoroideos
las presentan [21,25]. La reducida tolerancia a la salinidad de los aligatoroideos es
consistente con su biogeografia histdrica, la que muestra un menor nimero de eventos
de dispersién a través de barreras marinas [21]. En contraste, se han popuesto varios
eventos de dispersion transocednicos asociados a la radiacién de Crocodylus. Los
cocodrilos verdaderos presentan glandulas de sal en la lengua, epitelio bucal
queratinizado y una cloaca osmoregulatoria para tolerar ambientes hiperosmoéticos
[22]. A pesar de ello, se encuentran principalmente asociados a ecosistemas de agua
dulce [51]. Incluso C. porosus y C. acutus que ingresan a entornos costeros [28], son
principalmente estuarinos [51]. Las adaptaciones del clado Crocodylidae a condiciones
salinas sugieren que derivaron de un ancestro marino [51], que en nuestros analisis se
ubica en el nodo que da origen al clado Longirostres. A pesar de estar restringidos a
ecosistemas de algua dulce, T. schlegelii y G. gangeticus también presentan
adaptaciones para tolerar la salinidad [21,28,52]. Sin embargo, en G. gangeticus las
glandulas de sal son escasas y se encuentran bastante reducidas [52], lo que puede ser
interpretado como la retencion vestigial de un caracter ancestral [21]. La presencia de
estas glandulas en Gavialis y Tomistoma es consistente con su presencia en
cocodriloideos, pues estas adaptaciones para tolerar la salinidad ya estaban presentes
en el nodo que da origen al clado Longirostres (~68 Ma). En consecuencia, se sugiere
que dichas adaptaciones aparecieron en el crown-group Crocodylia finalizando el

Cretaceo tardio, posiblemente durante el Maastrichtiense.

Los gavialoideos presentan una forma craneal longirrostra (rostrum largo y esbelto),
una condicién que presenta una mayor eficiencia hidrodindmica al morder en el agua y
un area de mordida relativamente incrementada para capturar presas pequefias y de
movimientos rapidos [18]. El clado Gavialoidea comparte la longirrostria como una
adaptacion convergente con otros grupos de cocodrilomorfos que también transitaron
de habitat de forma independiente al ecosistema marino, como los “toracosaurios”,
Thalattosuchia, Dyrosauridae y Pholidosauridae [18,25,53]. Algunos de estos grupos han

sido caracterizados como formas semiacuaticas costeras, mientras que otros eran linajes
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posiblemente mds pelagicos [54]. En contraste, se ha propuesto que los cocodrilianos
marinos eran habitantes de zonas costeras someras y todos eran formas longirrostras
[28]. Ningun miembro del género Crocodylus presenta la condicion longirostra [28], por
lo que se sugiere que en futuros analisis se categorice a C. porosus como un taxén no
marino. Los patrones de longirostria no son exclusivos de taxones marinos y también se
observan en gavialoideos de agua dulce, junto con otras morfologias 6seas

exclusivamente asociadas a ecologias de agua dulce [28].

También es importante tener en cuenta el patrén de las transiciones de habitat y los
cambios ambientales asociados a ellas. Las primeras transiciones en ocurrir fueron las
de Dollosuchoides densmorei y Maomingosuchus petrolica durante el Eoceno, época en
la que los cetaceos vy sirénios invadieron el ambiente marino [50,55]. Esta época y el
Oligoceno se caracterizaron por una baja diversidad de cocodrilianos en ambientes
marinos, incluyendo un vacio en los gavialoideos después de un pico de diversidad
posterior a su origen en el Paleoceno [21,28]. En la misma época, hubo un declive de
otros cocodrilomorfos marinos, como los toracosaurios, asociado a cambios eustaticos

del nivel del mar [20].

Posteriormente, ocurrieron las transiciones de Tomistoma coppensi, Dadagavialis gunai
y la del género Gryposuchus en el Mioceno. Durante el Mioceno hubo una elevada tasa
de especiacion, lo que conllevé al pico mas alto de riqueza de formas marinas en la
historia de los cocodrilianos [28]. Este pico de diversidad coincidié con el Optimo
climdtico del Mioceno medio (~15 Ma) [20] y un enfriamiento global progresivo con
pequefias fluctuaciones del nivel del mar, a comparacién del Oligoceno y Plio-
Pleistoceno [28]. La gran radiacion adaptativa de los gavialoideos en masas de tierra en
las Américas y Peri-Tetis [28] que se dio en esta época puede estar asociada a las
transiciones de habitat hacia ecosistemas no marinos. El declive global de gavialoideos
marinos empezé en el Mioceno tardio y continud hasta su desaparicién durante el
Plioceno [20], época en la que se dio la transiciéon de Gavialis. La ultima transicién ocurre
en Tomistoma schelegelii a finales del Cuaternario. Este declive en la diversidad de
gavialoideos podria estar asociada a la extincién de la megafauna marina del Plio-

Pleistoceno, durante la que se documenta una reduccién global de los ecosistemas
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costeros y alteraciones oceanograficas a nivel de productividad y circulaciéon ocednica
[56]. El rapido declive de los cocodrilianos marinos en el Plioceno coinciden con una baja
temperatura superficial del mar, nivel del mar en disminucidn y una reduccion drastica

de los ecosistemas neriticos [28].

La restriccion de los cocodrilianos marinos a ambientes someros sugiere que sus
procesos de diversificacidon y extincion estaban ligados a la disponibilidad de
ecosistemas costeros y a los cambios en el nivel del mar [28]. Mannion et al. (2015)
encontraron asociaciones fuertes y significativas entre el conteo de géneros marinos y
el nivel del mar eustatico [20]. Sus resultados soportan estudios previos que indican que
inundaciones continentales a través del cambio eustatico del nivel del mar, moldearon
la evolucién de la biodiversidad de la plataforma marina, incluyendo la de los reptiles
marino costeros [20]. Es asi que las fluctuaciones en el nivel del mar se han identificado
como el principal conductor de la diversificacion de cocodrilomorfos en ecosistemas
marinos [28]. Por ello, proponemos que las transiciones de habitat detectadas en este
estudio, se encuentran asociadas a periodos en los que la fluctuacion del nivel del mar
era elevada. Esto podria implicar que los ecosistemas no marinos ofrecian un nicho de
mayor estabilidad para las especies, aunque esta hipdtesis aln requiere exploracion en

investigaciones futuras.

VII. Conclusiones
Nuestros resultados proveen una hipdtesis filogenética, obtenida con evidencia total,
gue coincide con las relaciones filogenéticas recientes obtenidas, por un lado, con datos
molecular y, por otro lado, con datos morfolégicos. Por primera vez, se reporta una
congruencia temporal de las relaciones del clado Gavialoidea, incluyendo fésiles de
gaviales neotropicales. Asimismo, reportamos tiempos de divergencia mas antiguos que
los previamente calculados para el clado Crocodylia en base a datos moleculares. Este
es el primer estudio que explora las transiciones de habitat de los cocodrilianos desde
una hipdtesis de relaciones filogenéticas de evidencia total. Se provee de una nueva
interpretacion de la historia evolutiva del clado Crocodylia a nivel de sus transiciones
ecoldgicas a través de un modelo de transiciones multiples desde ecossitemas marino

costeros hacia ecosistemas no marinos. Estas multiples tranisiciones se dieron en el
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clado Gavialoidea durante el Eoceno, Mioceno, Plioceno y a finales del Cuaternario.
Estos eventos probablemente estuvieron asociados a fluctuaciones en el nivel del mar,
lo cual requiere ser explorado a profundidad en el futuro. De esta manera podemos usar
la paleodiversidad para hacer predicciones de las condiciones ambientales y climaticas

del planeta en el pasado.
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Anexos
Anexo 1: Cddigos de acceso a Genbank de 18 especies vivientes de cocodrilianos,

seleccionadas para el analisis de tip-dating.

Clado Especie Numero de acceso

1. Alligator sinensis AF511507
2. Alligator mississippiensis Y13113
3. Melanosuchus niger MT554039

) , 4. Caiman latirostris MT554051

Alligatoroidea ) i

5. Caiman crocodilus AJ404872
6. Caiman yacare MT554042

7. Paleosuchus palpebrosus AM493870
8. Paleosuchus trigonatus ~ AM493869
9. Crocodylus intermedius ~ JF502242
10. Crocodylus acutus JF502241
11. Crocodylus rhombifer ~ JF502247
12. Crocodylus moreletii HQ585889
13. Crocodylus niloticus DQ273697
14. Crocodylus porosus NC008143
15. Mecistops cataphractus NC010639
16. Osteolaemus tetraspis NC009728
17. Tomistoma schlegelii AJ810455
18. Gavialis gangeticus AJ810454

Crocodyloidea

Gavialoidea

Anexo 2: Priors para el andlisis de tip-dating.

Prior Distribucion Valorinicial Rango
Diversification rate  Uniforme 0.01 [0.0-0.02]
Frequence parameter Normal 0.25 [0.0-1.0]
Gamma shape Exponencial 1 [0.0-1000.0]
Kappa Log Normal 2 [0.0-100.0]
Origin Normal 160 [135.0-170.0]
Sampling proportion Uniforme 0.5 [0.0-1.0]
Turnover Uniforme 0.95 [0.9-0.98]
Ucld Mean Uniforme 0.001 [0.0-0.005]
Ucld Stdev Gamma 0.1 [0.0-2°]

Anexo 3: Likelihood ratio test

Modelo N° de parametros Log-Likelihod LRT (ARD)

ARD 2 -31.6946
SYM 1 -34.22452 0.024
ER 1 -34.22452 0.024
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Para determinar cudl es el modelo con mejor ajuste para la reconstruccién de estados
ancestrales, se estimé el valor de likelihood para cada modelo (ERD, ARD, SYM) [57]. Se
realizo el Likelihood ratio test (LRT) para comparar el modelo ARD con el modelo SYM y
el ER. No se realizé la comparacion entre los modelos SYM y ER debido a que tienen el
mismo nimero de parametros y el mismo nivel de complejidad. Para realizar el LRT se

utilizo la siguiente funcién en R:

1 - pchisq(2 * abs(fitERSloglik - fitARDloglik), df), donde df es la diferencia en el

numero de parametros entre los modelos.

El resultado del LRT es menor a 0.05, por lo que se considera que el modelo ARD tiene

un ajuste significativamente mejor.
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