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FILOGEOGRAFIA DE LAS POBLACIONES DEL CARPINTERO ARLEQUIN Melanerpes
Sformicivorus (AVES: PICIDAE)

INTRODUCCION

La variacion geografica es la diferenciacion fenotipica y genotipica presente entre las
poblaciones de una misma especie en relacion con su distribucion espacial (Futuyma 1998). La
variacion entre las poblaciones puede describir las asociaciones histéricas y los procesos de
reestructuracion genética que pueden conducir a la especiacion (Kirchman ef al. 2000) asi como
proporcionar informacion de la adaptacion en diferentes habitats, separacior de linajes y
aislamiento ecologico (Benitez-Diaz 1993). Esta variacion se aprecia en primera instancia y se
caracteriza a través de la observacion de la morfologia externa (Hillis ef al. 1996, Weir 1996). La
variacién que tenga bases genéticas es la base de los cambios evolutivos que puedan llevarse al
cabo asi como también los niveles actuales de variacion en diferentes poblaciones dan evidencia
de la existencia de diversos eventos evolutivos en el pasado (Weir 1996). Por ello la variacion,
que en un principio era objeto de una mera descripcion, recientemente ha sido objeto de analisis
estadisticos y multivariados con el fin de cuantificar las diferencias y relacionarlas con la
distribucion geografica, la taxonomia y la evolucion de las especies (Ibafiez-Hernandez 2000).

Con el fin de realizar analisis cada vez mas exactos dentro de la variacion geografica,
establecer una base genética para los aspectos de adecuacion (Zink 1997) y afinar los estudios de
limites de especies, actualmente se utilizan otros caracteres diferentes a los morfologicos, como
los etologicos, ecologicos y genéticos (moleculares). Estos ultimos son utilizados ampliamente
para hacer sistematica molecular o variacién genética debido a que los datos moleculares son mas
faciles de analizar cuantitativamente que los morfoldgicos y porque la informacion molecular es
muy abundante (Li 1997). En los ultimos treinta afios se ha desarrollado una gran variedad de
técnicas y teorias que permiten examinar la variacion genética entre poblaciones (Kirchman et al.
2000) utilizando diferentes marcadores moleculares.

Los primeros estudios de variacién geografica molecular de aves se realizaron con
aloenzimas. Sin embargo, se descubri6 que la evolucion de estas moléculas es lenta en
comparacién con otras regiones genomicas de las aves y proporcionan poca informacién acerca

de la historia reciente a nivel poblacional (Zink 1997). Después se recurrié al DN/y mitocondrial,



y mas recientemente, al nuclear, como macromolécula base para los estudios de variacién
intraespecifica y niveles taxonémicos mayores.

Las ventajas del DNA mitocondrial con respecto al nuclear o al uso de aloenzimas en aves
y en todos los vertebrados son ahora muy conocidas y claras (Avise 2000). Las mitocondrias
tienen un genoma propio (usualmente circular) que se replica independientemente y tiene un gran
nimero de copias por mitocondria. Ademas, se hereda Unicamente por via materna en una forma
completamente clonal y no hay evidencia directa de que se recombine con otras moléculas de
DNA mitocondrial o que sea objeto de una transferencia horizontal de genes. Debido a que
evoluciona mas rapido que el genoma nuclear, se ha propuesto un reloj molecular de
aproximadamente 2% de divergencia en las secuencias entre pares de linajes por millon de afios,
el cual depende mucho del gen que se utilice y del grupo taxondmico que se trate (Avise 2000).
Por otra parte, el DNA mitocondrial (mtDNA) carece de intrones y los espacios entre los genes
son pequefios, menores a 10 pares de bases. Sus genes son casi idénticos en todos los vertebrados,
asi como el orden de los mismos en el genoma; a excepcion de las aves, en que el orden de los
genes es unico (Desjardins y Morais 1990) y al parecer se conserva en varios Je los érdenes
actuales (Quinn 1997). Estos factores hacen que su purificacién y manipulaciéon sea mas sencilla
y al generar linajes uniparentales y tener una evolucion mas rapida, el mtDNA puede utilizarse
para estudios de variacion geografica, ya que es posible que una estructura geografica particular
haya evolucionado en poblaciones relativamente jovenes (Moore ef al. 1991). Por esto constituye
una molécula mas clara para la reconstruccion de la historia evolutiva de los seres vivos.

Al ser el DNA mitocondrial rico en informacion acerca de los procesos que ocurren a
nivel de poblacién, los patrones de variacion individuales pueden ser analizados
filogenéticamente (Zink 1997). Uno puede inferir la historia filogenética de los haplotipos en la
misma forma en que se infiere la filogenia de un género; es decir, los individuos se interpretan en
genotipos y son asignados a linajes maternos y la filogenia resultante estd rulacionada con
patrones de distribucion geograficos (Hillis er al. 1996), lo que actualmente se denomina
filogeografia (Zink 1997, Avise 2000).

La filogeografia es un campo de estudio relativamente nuevo que utiliza los principios y
procesos que rigen las distribuciones geograficas de linajes filogenéticos o geneal6gicos (Avise
2000) y se enfoca principalmente en especies relacionadas muy cercanamente o poblaciones

dentro de ellas. Asi, la filogeografia tiene dos componentes principales que son los de tipo



histérico y los de tipo geografico, sobre los cuales se realizan mapas particulares de los linajes de
los genes de interés.

Debido a que los andlisis filogeograficos se realizan dentro de las poblaciones de una
misma especie, es necesario introducir conceptos filogenéticos con el fin de explicar la evolucién
intraspecifica. En un principio se pensaba que la filogenia no tenia significado o no podia
aplicarse a nivel intraespecifico debido a que los organismos se reproducen sexualmente y sus
linajes conespecificos no resultan en arboles dicotomicos y jerarquicos. Sin embargo, desde el
punto de vista filogenético, el genoma completo del DNA mitocondrial constituye un locus tinico
porque los estados de caracter se ligan genealogicamente por el modo de transmision asexual de
la molécula (Avise 2000) y resultan en arboles resueltos y dicotémicos aun dentro de especies
con reproduccion sexual.

Las estimaciones filogeograficas tratan con la distribucién espacial de los alelos cuyas
relaciones filogenéticas se conocen o pueden ser estimadas (Avise 2000). Asi, una especie puede
tener un patron filogeogréfico, es decir, que las diferencias en el gen mitocondrial concuerdan
con las diferencias geogrificas de la especie. Los grupos que se forman a nivel de gen se
diferencian perfectamente y con una gran resolucion entre si; lo mismo ocurre con la distribucién
geografica de los individuos que portan estos genes.

La relacion entre los diferentes haplotipos y la ubicacion geografica de las poblaciones,
subespecies o morfos de la especie de interés, puede resultar en diferentes patrones
filogeograficos, que son variaciones del ideal antes descrito. Los patrones son los siguientes
(Avise 2000):

CATEGORIA I: arbol genético con divergencia antigua, linajes alopatridas. Presencia de
haplogrupos restringidos a un area geografica determinada, separados por distancias mutacionales
relativamente grandes. La subestructura espacial también puede estar presente entre los linajes
mas cercanamente relacionados dentro de las regiones. Esta categoria comiinmente aparece en las
investigaciones filogeograficas realizadas con mtDNA.

CATEGORIA II: 4rbol genético con divergencia antigua, linajes ampliamente simpatridas. Se
caracteriza por diferencias filogenéticas pronunciadas entre algunas ramas de un arbol genético y

sus linajes principales se encuentran codistribuidos sobre un area amplia.



CATEGORIA III: arbol genético con divergencia reciente, linajes alopatridas. La mayoria de los
haplotipos estin cercanamente relacionados y estn localizados geograficamente cada uno por
separado.

CATEGORIA IV: arbol genético con divergencia reciente, linajes simpétridas. Este patron se
espera en especies con alto flujo génico cuyas poblaciones no han sido divididas por barreras
biogeograficas antiguas.

CATEGORIA V: arbol genético con divergencia reciente, distribucién de linajes variada. Es
intermedio entre las Categorias IIl y IV, y consta de linajes comunes con amplia distribucion y de
linajes relacionados con distribucion restringida (cada uno confinado a uno o més linajes locales
cercanos).

Como resultado de la introduccién de los conceptos de filogeografia, ya se han
caracterizado los patrones genéticos de muchos grupos de organismos, incluidas las aves. Se han
realizado varios trabajos con diferentes 6rdenes y familias (Ball ef al. 1988, Quinn 1992, Baker et
al. 1994, Barrowclough er al. 1999, Bensch y Hasselquist, 1999, Arnaiz-Villena ez al. 2001),
comparando una o més especies (Zink 1996 y Zink 2001), en un solo continente (Degnan y
Moritz 1992, Lovette 1999, Omland ef al. 2000, Hughes et al. 2001) e in:luso a escala
transcontinental (Wenink et al. 1996, Zink ef al 2002). Estos patrones filogeograficos
encontrados en varios taxones de aves corresponden a diferentes categorias de las anteriormente
mencionadas, no se restringen a alguna en particular.

México es una zona geografica importante, porque cuenta con sistemas templados y
tropicales muy diversos y han sido pocos los trabajos donde se utilizan técnicas moleculares
(mucho menos filogeograficas) para estudiar taxones con distribuciones disyuntas ubicadas en
zonas tropicales (Peterson ef al. 1992). Algunos autores sugieren que existen diferencias
fundamentales entre los sistemas templados y tropicales y que la variacion genética se ve
afectada, tanto por estos factores, como por la vagilidad de las especies y la escala geografica
(Kirchman ef al. 2000). Debido a que el aislamiento geografico es la unidad clave en los procesos
de especiacion geografica y tiene como principio la variacion genética, se tiene un gran potencial
de estudios historicos al realizar comparaciones entre poblaciones aisladas de especies politipicas
(Mayr 1963, en Kirchman ef al. 2000).

El carpintero arlequin, Melanerpes formicivorus (Swainson), es un ejemplo de especie

politipica con distribucién disyunta en zonas subtropicales y templadas de Meéxico,



principalmente y de Estados Unidos y Centro y Sudamérica. Por ello es un exce.ente objeto de
estudio para conocer los patrones filogeograficos de sus poblaciones y compararlos con los

obtenidos de estudios morfologicos previos.



ANTECEDENTES

El carpintero arlequin es un complejo de subespecies polimorficas aisladas
geograficamente, que se distribuye en regiones tropicales, subtropicales y templadas de Norte,
Centro y Sudamérica (Figura 1). Se lo encuentra desde el centro y sur de Washington y noreste
de Oregon hacia el sur a través de California (incluyendo las islas Santa Catalina y Santa Cruz)
hasta el norte de Baja California y en un area aislada en el sur de Baja California. Desde el sur de
Utah, norte de Arizona, norte de Nuevo México, oeste y centro de Texas, Nuevo Leodn, suroeste
de Tamaulipas hacia el sur a través de las cadenas montafiosas de México y Centroamérica
(incluyendo tierras bajas del sureste de México, Belice y el este de Honduras y noreste de
Nicaragua) hasta el extremo oeste de Panama y en Sudamérica en los Andes de Colombia (AOU
1998). Estas poblaciones tienen una gran variacion geografica en coloracién y tamafio del pico y
alas.

Varios autores han descrito varias subespecies para Melanerpes formicivorus, las cuales
coinciden ampliamente entre si en las 4reas de distribucion. Destacan las descritas por Ridgway
(1914), Peters (1948) y Miller et al. (1957).

Ridgway reconoci6 siete subespecies:

SUBESPECIE DISTRIBUCION

M.f. formicivorus |Centro y sur de Texas y este y sureste de México, en Tamaulipas, Nuevo
Leon, San Luis Potosi, Guanajuato, Puebla, Veracruz, México, Hidalgo,
Morelos, Zacatecas, Jalisco, Sinaloa, Tepic, Michoacan, Guerrero, Oaxaca,

Chiapas y Guatemala.

M. f. aculeatus Arizona, Nuevo Meéxico y oeste de Texas hacia el sur por el noroeste de
Meéxico, en Sonora, Chihuahua y Durango
M. f. bairdi Costa del Pacifico de Estados Unidos, desde el noroeste de Oregon al sur

hasta el norte de Baja California

M. f. angustifrons | Confinada al Distrito de Cabo San Lucas en Baja California.

M. f. albeolus Confinada al norte de Belice y sur de Quintana Roo
M. f. striatipectus | En el sureste de Honduras, a través de Nicaragua y Costa Rica y oeste de

Panama

M. f. flavigula Confinada al centro de Colombia.




Figura 1. Distribucién general de Melanerpes formicivorus. Se muestran los siete grupos morfolégicos encontrados
por Benitez-Diaz (1993): bairdi, angustifrons, formicivorus, albeolus, lineatus, striatipectusy flavigula.
(modificado de Benitez-Diaz 1993).



Peters (1948) reconoce las subespecies M. f. angustifrons, M. f. striatipectus y M. f.
Sflavigula, descrita por Ridgway (1914). Sin embargo, considera a M. f. formicivorus y M. f.
aculeatus como una sola, agrupandolas bajo el nombre de la primera; y ademas, considera a la
poblacién de M. f. formicivorus que se distribuye en Chiapas y Guatemala como una posible
subespecie nueva, M. f. lineatus, y amplia su rango de distribucion hasta el oeste de Belice,
Honduras, El Salvador y norte de Nicaragua. A pesar de que distingue esta subespecie de M. f.
Jormicivorus, sostiene que es dudosa su separacién respecto a M. f albeolus, ya que
morfolégicamente son casi indistinguibles. En cuanto a M. f. bairdi, considera que su distribucion
llega hasta el sur de California, y que la poblacién que se encuentra en la Sierra Sai. Pedro Martir,
al norte de Baja California, es M. f. martirensis, a diferencia de Ridgway (1914) que consideraba
a ambas como M. f. bairdi. Miller et al. (1957) reconocieron en su totalidad las subespecies que
Peters publico previamente y las mencionan con el mismo nombre y distribucién.

A pesar de las descripciones de las diferentes poblaciones del carpintero arlequin, Short
(1982) afirma que estas diferencias son muy pequefias como para hablar de variacion geografica.
Incluso Sibley y Monroe (1990), en su lista taxonémica de las aves del mundo, no la consideran
como especie politipica ni como superespecie. Howell y Webb (1995), en cambio, consideran la
presencia de algunos grupos geograficos dentro de Melanerpes formicivorus (angustifrons y
lineatus), pero no realizan una descripcion detallada de ninguno de ellos.

Por su parte, Benitez-Diaz (1990), después de un exhaustivo estudio de variacion
morfoldgica de la especie, identifica siete grupos geograficos (Figura 1): el grupo formicivorus,
que incluye la subespecie M. f. formicivorus de Peters; el grupo bairdi, que equivale a la
subespecie M. f. bairdi de Ridgway (incluye las subespecies M. f. bairdi y M. f. martirensis de
Peters); y los grupos angustifrons (Ridgway), lineatus (Peters), albeolus, striatipectus'y flavigula
(Ridgway), que corresponden a la distribucion de las mismas subespecies antes mencionadas.

A pesar de los estudios que muestran una gran variacién morfologica entre las
poblaciones del carpintero arlequin, la American Ornithologist’s Union (1998) la sigue
considerando como una sola especie.

A raiz del estudio de Benitez-Diaz (1993), Navarro y Peterson (inéd.) proponen que dos
subespecies de Melanerpes formicivorus que se encuentran distribuidas en Meéxico, sean elevadas

a la categoria de especie: M. bairdi, que incluye a la subespecie martirensis, M. an ustifrons, que



incluye a la subespecie angustifrons (la cual seria endémica para el pais), ademas de M.
Jformicivorus, con las subespecies formicivorus, lineatus y albeolus.

Hasta la fecha no se han realizado otros estudios de variacion morfologica de esta especie
de carpintero. La literatura cientifica disponible de los estudios realizados sobre el carpintero
arlequin, se centran en su estado de conservacion (Koenig y Williams 1979) y en su ecologia, por
ejemplo estudios de conducta de la reproduccion (Hooge ef al. 1999, Haydock y Koenig 2002),
territorialidad (Du Plessis ef al. 1994, Stanback 1994, Stanback 1998, Koenig ef al. 2000),
forrajeo (Stacey 1981) y demografia (Koenig ef al. 1999, Koenig et al. 2001).

En cuanto a los estudios moleculares, solamente se han realizado investigaciones de
filogenias moleculares a nivel de familia (Picidae) con diferentes tipos de genes (citocromo 5,
DNA satelital y el intron 7 del B-fibrinbgeno), con el fin de obtener filogenias mas robustas que
proporcionen mayor informacioén para construir mejores arboles de especies y no sélo arboles de
genes. Estos estudios no incluyen a la especie Melanerpes formicivorus, aunque si a otras de ese
mismo género (e.g. Prychitko y Moore 1997, DeFilippis y Moore 2000 y Prychitko y Moore
2000). Mas recientemente, en este afio surgié un estudio de filogenia molecular realizado con un
pajaro carpintero de género Picoides, con el fin de obtener mejor resolucion para su filogenia y
realizar comparaciones con la informacién morfolégica disponible, asi como probar su monofilia
y la evolucion del género en el continente americano (Weibel y Moore 2002a). Ademas, se
prueba la eficacia de este estudio realizado con genes mitocondriales al compararlo con arboles
filogenéticos surgidos de DNA nuclear (intron 7 del gen del B-fibrindgeno), como se hizo
previamente en el estudio de la familia Picidae (Weibel y Moore 2002b).

De los estudios filogeograficos, existen numerosos realizados con aves pertenecientes a
diversos ordenes y familias. Dentro de éstos, varios fueron realizados con pajaros carpinteros.
Moore et al. (1991) estudiaron la variacion del DNA mitocondrial en el carpintero collarejo
(Colaptes auratus) con tres diferentes enzimas de restriccion y hallaron ocho haplotipos
diferentes. Encontraron que hay una gran variacion en las frecuencias de los haplotipos a lo largo
de la zona de distribucion de la especie, sobre todo en la zona de hibridizacion de las subespecies.
Al hacer un analisis con UPGMA, obtuvieron dos agrupaciones al noreste y suroeste de Estados
Unidos, que corresponden en cierto grado a la distribucion de dos de las tres subespecies, aunque
no se define nada acerca de la zona donde hibridizan. Mas recientemente, Zink ef al. (2002)

realizaron la filogeografia de Picoides tridactylus cuya distribucién abarca el hemisferio norte del



planeta. Compararon las secuencias de DNA mitocondrial de tres genes diferentes (ND2, ND3 y
parte del citocromo b) y obtuvieron arboles filogenéticos que indicaron que los grupos en cada
continente son monofiléticos, pero no hubo evidencia de una estructura filogeografica para cada
uno. Esto sugiere que debe tratarse de dos especies diferentes (una por cada continente) y que
debe de realizarse una revisién taxonémica exhaustiva en esta especie. Sin embargo, no hay
investigaciones moleculares o genéticas realizadas con el carpintero arlequin ni dentro del género
Melanerpes hasta la fecha.

Por tanto, se hace necesario el estudio filogeografico de Melanerpes formicivorus para

resolver las dudas de los grupos geograficos existentes y los posibles limites de especies que

pudieran surgir.



OBJETIVOS
General:
* Obtener el patron filogeogréfico de la especie Melanerpes formicivorus mediante el gen
mitocondrial ND2

Particulares:
o Establecer el patron de distribucion geografica del gen
» Establecer las relaciones filogenéticas entre las poblaciones de la especie
¢ Realizar una comparacion de la filogenia obtenida con la morfologia y la distribucién

geografica de la especie

HIPOTESIS
Al ser el carpintero arlequin un complejo de subespecies polimérficas y tener una

distribucion disyunta en diferentes sistemas montafiosos de América, se espera que cada una de
estas areas de distribucion, que corresponden a los siete grupos hallados por Benitez-Diaz (1993),
se encuentren aisladas y tengan su propia identidad genética, ademas de que su relacidn
filogenética sea clara debido al aislamiento geografico, siempre y cuando no hayan existido

fenomenos de sorteo de linajes.



DESCRIPCION DE LA ESPECIE

El carpintero arlequin se encuentra en climas subtropicales a templados, aunque
localmente también lo esta en zonas tropicales (AOU 1998). Su hébitat son encinares abiertos o
bosques de pino-encino, pero también puede encontrarse en otros tipos de bosques donde haya
troncos muertos en abundancia (Benitez-Diaz 1993). Pertenece al orden Piciformes, que consta
de seis familias: Galbulidae, Bucconidae, Capitonidae, Indicatoridae, Ramphastidae y Picidae
(Peters 1948), que se encuentran distribuidas en las areas boscosas del mundo, excepto en
Australia, Nueva Zelanda y Madagascar.

La familia Picidae estd constituida por 209 especies, distribuidas en todo el mundo,
excepto las regiones polares, Australia, Nueva Zelanda y Madagascar. Habitan en bosques de
todos tipos, hay pocas especies en sabanas abiertas. La mayoria no son migratorias. Son aves de
tamafio medio, que se caracterizan por tener un pico recto y puntiagudo, una lei gua extensible
tubular, patas zigodactilas, y plumas de la cola firmes y rigidas (Wetmore 1968).

El carpintero arlequin es un ave de tamafio mediano (21-23.5cm) que presenta dimorfismo
sexual en cuanto a su coloracién y tamafio. El macho tiene, por lo general, ojos blancuzcos o
rosaceos. La frente es de color crema y se encuentra unida a la parte baja de la garganta por una
banda blanca que pasa a través de los lores (Howell y Webb 1995). La garganta tiene diversas
tonalidades de color, que van desde el blanco amarillento al amarillo fuerte. Tiene la corona y la
nuca rojas y el resto de la cabeza y el dorso son negro-azulosos o negro-verdosos (Ridgway
1914). El pecho es blancuzco, y una banda negra lo cruza, la cual varia en grosor y va de rayado
finamente a densamente rayado (Benitez 1990); el resto del vientre es blanco, con rayas negras en
los flancos (Howell y Webb 1995). Las alas son de color negro o café negruzco. Cuando vuela se
distingue un parche ancho de color blanco que cruza la base de las primarias. La rabadilla y las
cobertoras superiores de la cola son de color blanco y la cola es totalmente negra. Su pico es de
color negro. La hembra es ligeramente mas pequefia que el macho y se distingue en que la parte
anterior de la corona es de color negro. El macho juvenil es muy similar al adulto, pero el color
del plumaje es mas opaco, asi como el color del iris, que puede ser gris o café. (Ridgway 1914,
Benitez 1990).

Esta especie es residente de invierno y se caracteriza por formar grupos que acumulan
semillas (sobretodo bellotas y nueces) en arboles, troncos, postes y otras estructuras de madera

que utilizan como almacenes. Estos grupos comunales estan formados desde dos hasta mis de
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dieciséis individuos y estan compuestos por dos o mas adultos reproductores (Hooge ef al. 1999),
sus crias de anidamientos previos y algunos primos. Los agrupamientos suelen formarse en las
estaciones de otofio e invierno, durante las cuales se dedican al almacenamiento de comida, al
cuidado de las crias y a la defensa de las semillas acumuladas del robo por parte de otras especies
y de individuos de la misma especie (Ehrlich ef al. 1988). Esta especie se caracteriza por tener un
tipo de reproduccion poliginica y polidndrica a la vez, es decir que hay hembras con muchas
parejas reproductoras machos; y éstos, a su vez, tienen varias hembras como parejas
reproductoras (Haydock y Koenig 2002). Esta condicion de dominancia de las parejas
reproductoras se hereda a los hijos cuando éstas mueren. Los individuos del resto del grupo
ayudan a cuidar y alimentar a los polluelos de la pareja reproductora y permanecen en el grupo
toda su vida o durante cierto tiempo, hasta que se dispersan y forman su propio grupo (Koenig et
al. 2000). Mas de un individuo del grupo construye un nido independientemente del tamafio del
grupo y del nimero de parejas reproductoras en €l (Hooge ef al. 1999). El nido es cavado dentro
del tronco de un arbol y se forra con astillas. La hembra pone de 3 a 7 huevos blancos de 25 mm,
que son incubados por ambos padres, aunque sélo llega a darse una cria y rara vez, dos. Ademas
de comer bellotas durante el invierno, el resto del afio se alimentan de insectos que atrapan al

vuelo (Stacey 1981), frutas, maiz y savia (Ehrlich ef al. 1988).



METODOS

1. Obtencion de las muestras

1.1 Trabajo de campo

Las muestras de tejidos de musculo, corazén e higado para cuatro de las siete poblaciones
(Baja California Sur, Baja California Norte, Costa Rica y centro de México) se obtuvieron en
varias salidas al campo realizadas entre diciembre de 1988 y febrero de 1990 por personal del
Museo de Zoologia del area de ornitologia, para un proyecto de variacién geogréfica a nivel
morfologico de esta misma especie, Melanerpes formicivorus. En total se muestrearon diecisiete
localidades en diez diferentes estados de la Republica Mexicana y una provincia en Costa Rica
(Benitez Diaz 1990). Estas muestras fueron guardadas en el Field Museum of Natural History de
Chicago en ultracongelador (-80°C). Para la realizacion de esta tesis, se solicitaron a este museo
las muestras en préstamo en el afio 2001. Otras muestras de esta especie, asi como las del grupo
externo (M. aurifrons, M. uropygialis, M. grateloupensis, M. pucherani, M. pygmaeus) fueron
obtenidas de la Coleccion de Tejidos de Aves del Museo de Zoologia “Alfonso L. Herrera” de la
Facultad de Ciencias, que provienen de salidas al campo de otros proyectos. Las muestras
pertenecientes a la poblacion de Chiapas se solicitaron al Museo de Historia Natural de San
Cristébal de las Casas, directamente a través del M. en C. Eduardo Morales.

1.2 Trabajo de laboratorio.

Todos los tejidos se almacenaron en amortiguador de lisis (SOmL Tris HCL 2M pH=8,
200mL EDTA 0.5M pH=8, 2mL NaCl 5M, 25mL de SDS 20%, agua destilada) para facilitar la
extraccion del DNA.

La extraccion de DNA se realiz mediante la técnica de Chelex diluido en agua destilada
al 5% (Walsh et al. 1991). Se colocaron 350pL de esta solucion en un tubo eppendorf de 0.6 mL
etiquetado con el nimero de catalogo de la muestra de interés. En €l se colocé un fragmento muy
pequefio de tejido (aproximadamente 2mm?®) y se macer6 directamente en el tubo con la ayuda de
pinzas. Se colocd en el vortex por algunos segundos y se incubd a 95°C por 10 minutos en un
calentador. Transcurrido ese tiempo, se le agité en vortex nuevamente y se incubo otros 10
minutos. Se centrifugé la muestra a 14000 revoluciones por minuto (rpm) durante un minuto y el
DNA se obtuvo de la parte superior del sobrenadante.

Para la amplificacién del gen ND2 mitocondrial, se realizo la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR). Para ello se etiqueté un tubo eppendorf de 0.2mL con el namero de catalogo



correspondiente a la extracciéon de DNA deseada. Se le agregaron 25uL de agua, 5 pL de
amortiguador de reaccion (10x), SpL de solucion (2mM, 10x) con todos los
desoxirribonucléotidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), SuL de cada primer (2 primers en total, a
una concentracion de 10pmol/uL), 4uL de cloruro de magnesio (20x, 30mM), 0.1uL de enzima
tag-polimerasa (SU/uL) y 2.0uL del DNA de la muestra de interés. Las muestras se colocaron en
el termociclador GeneAmp 9700 de Applied Biosystems y para el gen ND2 se utilizd el siguiente
programa: 95°C 1 minuto, 48° 2 minutos y 72° 3 minutos, durante 30 ciclos, y los siguientes
primers: L5215 (TAT CGG GCC CAT ACC CCG AAA AT) y H5578 (CCT TGA AGC ACT
TCT GGG AAT CAG A).

Una vez terminado el programa, la muestra pasd por una electroforesis en gel de agarosa
al 1% a 100 ampers durante 30 minutos para verificar que se hizo la amplificacion del gen
deseado. Se cargd cada pozo del gel con 2uL de agua, 3L de colorante azul y SuL de producto
de PCR. Se visualiz6 en un transiluminador y se tomaron fotografias del gel.

Si el resultado fue el esperado, se procedid a hacerle una purificacién con el fin de
eliminar los primers y fragmentos de DNA no deseados y obtener tinicamente el gen amplificado.
El proceso de purificacion se realizo con el paquete QIAquick PCR Purification Kit de QTAGEN
y el protocolo fue el siguiente: se etiquetaron los tubos filtradores con el nimero de catalogo
correspondiente a la muestra PCR obtenido. Se le colocaron 25uL de esta muestra mas 125uL del
buffer PB. Se centrifugé a 13000 rpm durante un minuto. Se deseché el liquido filtrado y se le
colocaron 750pL del buffer PE. Se centrifugd a la misma velocidad durante un minuto y se
desechd nuevamente el filtrado. Se volvid a centrifugar a 14 000 rpm durante un minuto; se tir6
el filtrado. El tubo filtrador se colocé sobre un tubo eppendorf de 1.5mL etiquetado y sin tapa. Se
le agregaron SOuL de buffer EB y se centrifugé a 13000 rpm durante un minuto. Se desecho el
tubo filtrador y el liquido obtenido se traspasé a un tubo de 0.6 mL etiquetado donde quedd

finalmente la muestra completamente purificada.
Las muestras purificadas se enviaron a secuenciar en una sola direccion con la M. en C.

Laura Marquez, encargada del secuenciador automatico del Posgrado en Ciencias Biologicas
ubicado en el Instituto de Biologia.

2. Andlisis de las secuencias
Las secuencias obtenidas del gen ND2 mitocondrial en forma de cromatograma se

corrigieron y limpiaron directamente en el programa Chromas 2.22 y posteriormente se alinearon
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con el programa ClustalX 1.81. Se obtuvo la matriz de distancia con el método de sustitucién de
2 parametros de Kimura, se identificaron los haplotipos y se eliminaron los idénticos. Después
con el programa Mega 2.0 (Kumar ef al. 1993) se construyeron arboles de distancia con tres
métodos diferentes: UPGMA, neighbor-joining y minimum evolution. Con cada uno de estos
métodos se utilizaron diferentes algoritmos de sustitucion de nucléotidos: Jukes & Cantor, 2-
parametros de Kimura y Tamura Nei.

Se construyeron éarboles filogenéticos con analisis de parsimonia con el programa PAUP
versién 4 (Swofford 1999) con la opcidn de busqueda heuristica.

A todos los arboles obtenidos se les hizo una prueba de bootstrap con mil réplicas para los
que se generaron con el programa MEGA; y con 100 réplicas para los del programa PAUP.
Ademés se obtuvo un arbol con el método de méxima verosimilitud con el fin de comprobar la
robustez obtenida de los arboles de parsimonia.

Para los anélisis de diversidad nucleotidica (1) y endogamia (¢sr) entre las localidades se

utilizé el programa Arlequin ver. 2000 (Schneider ez al. 2000)
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RESULTADOS Bil

Se obtuvo un total de 59 secuencias, de las cuales 49 corresponden ;.Mefaﬂem

Sformicivorus y diez a los grupos externos: dos de M. pygmaeus y de M. uropygialis,
respectivamente, dos de M. aurifrons aurifrons, tres de M. aurifrons grateloupensis y una de M.
pucherani (los nimeros de catalogo y sus correspondencia con las localidades y las especies se
encuentran en los Apéndices 1 y 2). Los haplotipos que se encontraron dentro del grupo de M.
Jformicivorus fueron en total catorce (Tabla 1), mientras que en el grupo externo se encontraron
nueve haplotipos diferentes, lo que da como resultado 23 haplotipos para todo el grupo estudiado.

Las secuencias obtenidas del carpintero arlequin corresponden localidades ubicadas
dentro de la distribucion de cinco de las siete poblaciones propuestas por Benitez-Diaz (1993):
Baja California Sur, oeste de Estados Unidos y Baja California Norte, centro y norte de México,
Chiapas y Costa Rica.

1. Composicion nucleotidica
Todos los haplotipos obtenidos del gen ND2 mitocondrial tienen una longitud de 360 pares de
bases. De las frecuencias de pares de bases se obtuvo que en promedio 342 sor idénticas, con
trece transiciones y tres transversiones, dando una relacién de 4.3 (TT=77, TC=6, TA=0, TG=0,
CT=5, CC=114, CA=1, CG=0, AT=1, AC=0, AA=109, AG=1, GT=0, GC=0, GA=1, GG=43).
En cuanto a la composicion nucleotidica, se observa que 23.2% corresponde a timina, 33.6% a
citosina, 31.0% para adenina y 12.2% de guanina (Figura 2). Del total de los haplotipos, se

obtuvieron 274 sitios conservados, 86 sitios variables y 66 sitios filogenéticamente informativos.

Composicién de nucleétidos

Porcentaje

Timina Citosina Adenina Guanina
Bases

Figura 2. Porcentaje de la composicién fucleotidica de las 59 secuencias utilizadas para este estudio.
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El valor obtenido de ¢sr para todas las poblaciones fue de 0.5811 lo que idica un grado
de endogamia entre las poblaciones relativamente alto, lo que sugiere la presencia de poco flujo
génico entre las mismas. Los valores de la diversidad nucleotidica, es decir, el valor promedio de
numero de nucledtidos diferentes entre dos secuencias por cada poblacién, se calcularon para
cada localidad escogida: Baja California Sur (BCS), Chiapas, Costa Rica, Baja California Norte
(BCN), Sierra Madre Occidental (SMC), Sierra de Manantlan (SM), Sierra Madre del Sur (SMS),
Eje Neovolcanico (EN) y Sierra Madre Oriental (SMR). Los valores para cada localidad se

muestran a continuacion:

Centro de México
Localidad BCS Chiapas | Costa Rica BCN SMC SM SMS | EN | SMR
T 0.3562 0 1.0709 0.3342 1.0038 | 0.6685 0 0 2.0145

Los valores de cero indican una diversidad nucleotidica nula en Chiapas, SMS y EN y los valores

mas altos se presentaron en Costa Rica y SMR.

Tabla 1. Localidades obtenidas para este estudio y el nimero de haplotipo que presentan de los catorce hallados para
M. formicivorus. Entre paréntesis aparece la abreviatura del estado al que corresponden y el niimero de secuencias
provenientes de esa localidad (49 en total). En negritas se muestra el haplotipo seleccionado para los andlisis.

Localidad Haplotipo

SM (Jal) (2), EN (Mich) (3), SMS (Gro) (2), SMC (Dgo) (2), SMS (Oax) (2), SMC (Nay), SMR 1
(Hgo), SMC (Qro) (2), SMC (Zac), BCN (5)

SMC (Zac) 2
SMC (Dgo) 3
SMR (Hgo) 4
BCN 5
SM (Jal) 6
SMR (Hgo) 7
San José (7) 8
San José 9
San José 10
San José 11
Chiapas (2) 12
BCS (2) 13
BCS (8) 14
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2. Andlisis de distancia

Se obtuvo la matriz de distancia para todas las secuencias. De esta matriz se obtuvo 23
haplotipos (Tabla 1), reconociéndose para el grupo Chiapas un solo haplotipo, p:ra el grupo de
BCS dos y para el grupo de Costa Rica cuatro diferentes. Para las localidades SMR, SMC, SMS,
SM y el EN se encontraron un total de siete diferentes. En cuanto al grupo de BCN se encontrd
que cinco haplotipos son idénticos a uno de los haplotipos de SM y solamente uno es diferente
del resto. Dentro del grupo externo se hallaron nueve en total, ya que ambas secuencias de M.
pygmaeus son idénticas.

Dado que los valores de distancia se repitieron para las secuencias que presentan el mismo
haplotipo y debido a que se obtuvieron muchos resultados de cero, se presenta la matriz de
distancia unicamente con los 23 haplotipos diferentes (Tabla 1). Los valores de distancia mas
bajos se observan entre los individuos de las localidades del centro de México (0.006 para SMR
(Hgo) y SMC (Zac), 0.003 para ambos haplotipos de SM). Es interesante notar que los valores
aumentan (0.026, 0.023, 0.017) cuando se comparan individuos de estas localidades con el grupo
BCS y Chiapas lo que indica que existe una separacion entre estos grupos. Como era de
esperarse, los valores mas altos se presentan en los grupos externos (0.193 para M. aurifrons
grateloupensis, 0.177 para M. a. aurifrons, 0.145 para otro M. a. grateloupensis) al compararse
con todo Melanerpes formicivorus. Asimismo, los haplotipos del grupo externo que tuvieron la
menor distancia con respecto a este Gltimo, fueron los de M. pucherani y M. pygmaeus (0.126).

Dentro del grupo externo, los haplotipos que se encuentran mas cercanos entre ellos son
los tres que corresponden a M. grateloupensis, ya que tienen valores de distancia muy bajos (0.00

3 y 0.006), asi como los dos que corresponden a M. uropygialis (0.003).

2.1 Anailisis de agrupamiento no ponderado (UPGMA)

Se obtuvieron tres arboles idénticos por este método, utilizando tres diferentes algoritmos
de sustitucion de nucledtidos (Figura 3). En el arbol resultante, de arriba hacia abajo, se observa
un grupo que incluye al haplotipo tinico de BCN y a todos los haplotipos del centro de México:
SMC (Dgo), SMC (Zac), dos de SMR (Hgo) y dos de SM (Jal) y puede apreciarse que entre ellos
la distancia genética es muy pequefia. Debido a que por lo general esta agrupacion es constante
en los analisis obtenidos, de ahora en adelante se denominara a este conjunto como Centro de

Meéxico. Por otro lado se observa la formacion de otros tres grupos, uno que incluye a los
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haplotipos de Costa Rica, otro que une los dos haplotipos de BCS con el de Chiapas y por ultimo,
todas las especies del grupo externo juntas. Al aplicarle la prueba estadistica “bootstrap”a esta
topologia, se observa que las ramas que estan fuertemente apoyadas son las de los tres wltimos
grupos antes mencionados. La rama de Costa Rica tuvo un valor por debajo del 59%, por lo que

esta rama no esta fuertemente apoyada.

2.2 Neighbor joining (NJ)

Con este analisis se obtuvieron tres arboles con la misma topologia al utilizar los tres
algoritmos diferentes (Figura 4). Los grupos que se forman son parecidos a los obtenidos por el
UPGMA, es decir, se distingue el grupo externo (el clado basal), el grupo que incluye a Chiapas
y BCS juntos, el grupo de Costa Rica y también el grupo denominado como Centro de México.
En este tltimo grupo la topologia difiere con respecto al método anterior porque dentro de éste el
haplotipo basal al grupo son otros. Al aplicar la prueba estadistica “bootstrap”, las ramas que
estan fuertemente apoyadas son las mismas que las de los arboles del método UPGMA, ademaés

del clado que contiene a Costa Rica que en este caso se encuentra apoyado por encima del 50%.

2.3 Minimum evolution (ME)

Los tres arboles obtenidos por “evolucién minima” son idénticos entre si pero difieren del
NI y UPGMA en que los haplotipos de Chiapas son basales para toda la especie M. formicivorus,
mientras que en NJ y UPGMA esta localidad se une con BCS (Figura 5), aunque esta rama no se
sostiene mediante el “bootstrap”. Se pueden reconocer cuatro grupos, uno integrado por el grupo
externo, otro formado por los haplotipos de BCS, el tercero integrado por Costa Rica y el tltimo
que incluye al grupo denominado Centro de México. Estos grupos grandes se apoyan mediante la
prueba “bootstrap” a excepcién de éste ultimo. Cabe mencionar que un haplotipo de SM (Jal)
aparece como una rama separada inmediatamente después de la rama de Chiapas. Esta secuencia
tiene una distancia pequeiia respecto de los haplotipos de Chiapas y de BCS a diferencia de las
demas secuencias del grupo Centro de México, aunque la distancia con respecto a este grupo es

aan menor, por lo que puede suponerse que su ubicacion en el arbol puede cambiar ya que

tampoco se apoya estadisticamente.
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Tabla 2. Tabla de distancias entre los catorce haplotipos que resultaron diferentes de M. formicivorus y los nueve del grupo externo. El niimero entre paréntesis indica el

haplotipo asignado en la Tabla 1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
1| SMC (Zac) (2)
2| BCN (©)] 0.006
3 | SMR (Hgo) (4) 0.014| 0.014
4[SM@a) (1) 0.003 | 0.003 | 0.011
§ | SMR (Hgo) (7) 0.006 | 0.006 | 0.014 | 0.003
6 | San José (8) 0.012 0.011 | 0.020 | 0.008 | 0.008
7 |SanJosé (9) 0.012 0.011 | 0.020 | 0.008 | 0.008 | 0.006
8 | San José (10) 0.012] 0.011 | 0.020 | 0.008 | 0.008 | 0.006 | 0.006
9 | San José (11) 0.011 | 0.011 | 0.017 | 0.008 | 0.008 | 0.006 | 0.006 | 0.006
10 | BCS (13) 0.017 | 0.017 | 0.026 | 0.014 | 0.011 | 0.014 | 0.014 | 0.014| 0.014
11| BCS (14) 0.014|0.014 | 0.023 | 0.012| 0.011 | 0.014| 0.014 | 0.014 | 0.014 | 0.008
12|SM(Jal) (6) 0.006 | 0.006 | 0.014 | 0.003 | 0.006 | 0.011 { 0.011 | 0.011 | 0.011 | 0.011 | 0.008
13 | Chiapas (12) 0.017 | 0.017 | 0.026 | 0.014 | 0.011 | 0.014| 0.014 | 0.014| 0.014 | 0.011 | 0.014 | 0.011
14 | SMC (Dgo) (3) 0.009 | 0.008 | 0.017 | 0.006 | 0.008 | 0.014 | 0.014 | 0.014 | 0.014 | 0.020 | 0.017 | 0.008 | 0.017
15 | M. pucherani 0.133]0.130| 0.141 | 0.127 { 0.126 | 0.128 | 0.130| 0.130 | 0.130 { 0.134 | 0.134| 0.123 | 0.126 | 0.128
16 | M. pygmaeus 0.134]0.131 [ 0.141 | 0.127 | 0.127 | 0.132 | 0.131 | 0.131 | 0.130 | 0.134| 0.134| 0.124 | 0.134 ) 0.128 | 0.079
17 | M. uropygialis 0.149) 0.149 | 0.160 | 0.146 | 0.145) 0.151 | 0.149 | 0.142| 0.149 | 0.153 | 0.153 | 0.142 | 0.145 | 0.147 | 0.089 | 0.069
18 | M. uropygialis 0.145] 0.145 [ 0.156 | 0.141 | 0.141 | 0.147 | 0.145| 0.138 | 0.145 | 0.149 | 0.149 | 0.138 | 0.141 | 0.139 | 0.085 | 0.065 | 0.003
19 | M. a. grateloupensis | 0.189 | 0.188 | 0.193 | 0.184| 0.184 | 0.186 | 0.188 | 0.181 | 0.184 | 0.193 | 0.192 | 0.181 | 0.184 | 0.186 | 0.128 | 0.102 | 0.073 | 0.069
20 | M. a. grateloupensis | 0.174 | 0.174 | 0.181 | 0.170| 0.169 | 0.175| 0.174| 0.166 | 0.173 | 0.178 | 0.177 | 0.166 | 0.169 | 0.171 | 0.116 | 0.087 | 0.059 | 0.056 | 0.011
21 | M. a. grateloupensis | 0.171 | 0.170 | 0.177 | 0.166 | 0.166 | 0.172 | 0.170 | 0.162 | 0.169 | 0.174 | 0.174 | 0.162 | 0.166 | 0.167 | 0.112 | 0.084 | 0.056 | 0.053 | 0.014 | 0.003
22 | M. a. aurifrons 0.173)0.173|0.184| 0.169 | 0.168 | 0.174 | 0.173 ) 0.165| 0.172 | 0.176 | 0.176 | 0.165 | 0.168 | 0.170 | 0.114 | 0.085 | 0.056 | 0.053 | 0.014 | 0.003 | 0.006
23 | M. a. aurifrons 0.144)0.144 | 0.155| 0.140 | 0.140 | 0.145] 0.144 | 0.137 | 0.144 | 0.148 | 0.147 | 0.137 | 0.140 | 0.141 | 0.085 | 0.086 | 0.040 | 0.037 | 0.075 | 0.061 | 0.058 | 0.059

Tabla 3. Matriz de distancias (2 pardametros de Kimura) entre las diferentes localidades de

donde se obtuvieron muestras de Melanerpes formicivorus. El nimero entre paréntesis indica
los haplotipos diferentes para cada localidad.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1| Chiapas (1)
2| SMR (3) | 0.0127
| 31SMC (2) | 0.0136 | 0.0033 ]
4|SM (3) | 0.0111 | 0.0028 | 0.0025
§ | EN (1) | 0.0121 { 0.0018 | 0.0015 | 0.0011
6 | SMS (1) |0.0121 | 0.0018 | 0.0015 | 0.0011 0
7 |BCN (2) | 0.0126 | 0.0023 | 0.0021 | 0.0015 | 0.0005 | 0.0005
8 | Costa Rica (4) | 0.0099 | 0.0081 | 0.0085 | 0.0079 | 0.0069 | 0.0069 | 0.0074
9| BCS (2) |0.0084| 0.0112| 0.0112 | 0.0087 | 0.0097 | 0.0097 | 0.0102 | 0.0101
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Figura 3. Arbol obtenido mediante el método UPGMA y los tres algoritmos utilizados (2 pardmetros de Kimura, Jukes &
Cantor y Tamura Nei); todos los drboles resultaron idénticos. S6lo se muestran valores de bootstrap por encima del 50%.
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Figura 4. Arbol obtenido mediante el método Neighbor Joining y tres algoritmos utilizados (2 pardmetros de Kimura, Jukes
& Cantor y Tamura Nei). Los tres 4rboles resultaron idénticos. S6lo se muestran valores de bootstrap por encima del 50%.
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Figura 5. Arbol obtenido mediante el método de Minimum Evolution y tres algoritmos utilizados (2 pardmetros de Kimura,
Jukes & Cantor y Tamura Nei); todos resultaron idénticos. Solo se muestran valores de “bootstrap” por encima del 50%.
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3. Analisis de parsimonia

Del andlisis heuristico de parsimonia realizado con PAUP, se obtuvieron 28 igualmente
parsimoniosos muy poco variables entre si. Se presenta unicamente un arbol que tuvo una longitud de
119 pasos, con un indice de consistencia (CI) de 0.8235, un indice de homoplasia (HI) de 0.1765 y el
indice de retencion fue de 0.9418 (Figura 6). En este arbol se observa una agrupacién muy similar a los
arboles de distancia. Se presenta el grupo externo completamente separado de M. formicivorus, excepto
M. pucherani que se presenta al mismo nivel que éste Ultimo y aparte del resto del grupo externo.
Después se puede apreciar todo el grupo de M. formicivorus que se separa en tres ramas: una que
incluye a las localidades de Chiapas y BCS juntas, otra que solamente incluye los cuatro haplotipos de
Costa Rica y el ultimo que reune a los seis haplotipos de Centro de México. En este tltimo clado se
observa que un haplotipo de SM (Jal) se separa del resto, aunque este clado no se apoya mediante el
“bootstrap”. En el arbol obtenido mediante ME este mismo haplotipo también se coiaporté de manera
similar.

Al considerar el valor de la prueba estadistica, se notan varias ramas fuertemente apoyadas
como la que soporta a toda la especie M. formicivorus, la que sostiene al grupo externo (excepto M.
pucherani), la que separa a Costa Rica y BCS del resto de los haplotipos y las que soportan a las
diferentes especies dentro del grupo externo, como M. uropygialis, M. aurifrons y M. grateloupensis.
Las ramas apoyadas se pueden apreciar mejor en el arbol de consenso estricto presente en la figura 6.

Al compararse este arbol con el descrito previamente, se aprecia que su topologia es muy similar.
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Figura 6. Arboles de parsimonia obtenidos para los catorce haplotipos diferentes de Melanerpes formicivorus y los nueve
obtenidos para el grupo externo. Se presenta uno de los 28 resultantes (A) y el drbol consenso (B). Se muestran los valores
estadisticos de la prueba “bootstrap” obtenidos por arriba del 50%.
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Figura 7. Arbol de parsimonia escogido de los 28 resultantes comparado con la distribucién de las localidades de donde se obtuvieron las muestras. Las
localidades que no presentan clados tuvieron haplotipos iguales a uno de los representados para el estado de Jalisco. Incluidas los otros cinco haplotipos
obtenidos para BCN, como se muestra en la Tabla 1.
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DISCUSION

Arboles de distancia

De los arboles de distancia obtenidos se observa que los individuos que se utilizaron como
grupos externos se agruparon formando una unidad aparte de Melanerpes formicivorus, es decir,
ésta especie se puede considerar como un grupo consistente de acuerdo a la distancia genética del
gen.

De la unidad formada por los grupos externos (Figura 3, 4 y 5) es importante resaltar que
todos los individuos pertenecientes a M. aurifrons grateloupensis quedan unidos en la misma
rama junto con uno de los haplotipos de M. a. aurifrons; esta rama se une con los dos individuos
de M. uropygialis y a esta rama se une el segundo haplotipo de M. a. aurifrons. Es decir, ambos
haplotipos de M. a. aurifrons quedan separados. M. pygmaeus conforma otro grupo muy cercano
a la especie basal que es M. pucherani, y la topologia de los arboles esta fuertemente apoyada
segun las pruebas de “bootstrap” que alcanzan valores por arriba del 50%. La union de este gran
grupo formado por todos los grupos externos propuestos se puede asumir que la secuencia parcial
de ND2 es muy util para esclarecer las relaciones de distancia entre las diferentes especies del
género Melanerpes. Es importante restaltar que en todos los arboles de distancia el grupo mas
cercano a M. formicivorus es M. pucherani, lo que podria sugerirnos que se trata del grupo
hermano.

En la unidad formada por todos los haplotipos de M. formicivorus para todos los arboles
se distinguen claramente cuatro grupos que coinciden con la distribucion geografica de algunos
de los grupos propuestos por Benitez-Diaz (1993): uno formado por los individuos que se
distribuyen en Baja California Sur (M. f. angustifrons), otro que contiene los que se distribuyen
en Chiapas (M. f. lineatus) que generalmente se encuentra unido al primero, el tercero formado
por los que se distribuyen en Costa Rica (M. f. striatipectus) y los que conforman el grupo Centro
de México que tienen distribucion en Baja California Norte (M. £. bairdi) y los estados del centro
de México (M. f. formicivorus) (Figura 3 y 4).

El grupo formado por los individuos provenientes de Costa Rica se ve apc yado mediante
la prueba estadistica “bootstrap” tanto en NJ como en ME (Figuras 4 y 5, respectivamente),
mientras que en UPGMA esto no sucede. A pesar de esto, por la distribucion general de M.
formicivorus se esperaria que los individuos de M. f. lineatus formen una unidad aparte porque se

encuentran aislados geogréaficamente. Esto apoya lo propuesto por varios autores, como se
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Tabla 4. Se muestran las diferentes subespecies para Melanerpes formicivorus que han propuesto varios autores a lo
largo de la historia y las obtenidas por este estudio. El asterisco indica falta de informacién debido a la falta de

muestras.
Ridgway (1914) | Peters (1948) Miller ef al. (1957) |Benitez (1993) | Esta Tesis
Mf. lineatus Mf. lineatus Mf. lineatus M. f. lineatus
M. f. formicivorus |M. f. formicivorus |M. f. formicivorus |M. f. formicivorus |M. f. formicivorus
M. f. aculeatus
M. f. bairdi M. f. bairdi M. f. bairdi M. f. bairdi
M. f. martirensis  |M. f. martirensis
M. f. angustifrons |M. f. angustifrons |M. f. angustifrons | M. f. angustifrons | M. f. angustifrons
M. f. albeolus M. f. albeolus M. 1. albeolus M. f. albeolus #*
M. f. striatipectus |M. f. striatipectus | M. f. striatipectus |M. f. striatipectus | M. f. striatipectus
M. f. flavigula M. f. flavigula M. f. flavigula M. 1. flavigula *

observa en la Tabla 4 (Ridgway 1914, Peters 1948, Miller ef al. 1957, Benitez-Diaz 1993). Es
importante notar que en todas las topologias este grupo siempre aparece como el mas cercano al
grupo M. f. formicivorus

Los haplotipos que provienen de individuos que se distribuyen en Baja California Sur
conforman una unidad aparte que coincide con M. f. angustifrons, lo que apoya a Ridgway
(1914), Peters (1957) y Benitez-Diaz (1993) en los tres juegos de arboles de distancia que se
obtuvieron (Figuras 3, 4 y 5). Esto podria apoyar lo propuesto por Navarro y Peterson (en
revision) que define a M. f. angustifrons como una especie diferente de M. formicivorus. Este
grupo solamente en el UPGMA (Figura 3) y el NJ (Figura 4) se une con el grupo M. f. lineatus,
mientras que esto no sucede en el ME (Figura 5). En las tres figuras (3, 4 y 5) se observa que el
grupo M. f. angustifrons esta fuertemente apoyada por la prueba estadistica “bootstrap”, mientras
que la unién con M. f. lineatus no esta apoyada, lo que sugiere que lineatus pocria cambiar de
lugar como lo hace en el arbol de ME y que en realidad los datos no son suficientes para proponer

un grupo mayor formado por M. f. angustifrons y M. f. lineatus.



Otro grupo que se distingue en todos los arboles, es el de Chiapas que coincide con la
subespecie M. f. lineatus y aunque las pruebas estadisticas de “bootstrap” no apoyan la
separacion de esta rama, en la matriz de distancias (Tabla 2) se aprecia una distancia mayor entre
este grupo y el grupo formicivorus, por lo que al parecer existe una separacion entre M. f.
Sformicivorus y M. f. lineatus como se dijo que ocurre a nivel morfoldgico, segiin lo propuesto por
Peters (1948) seguido de Miller ef al. (1957) y lo mas recientemente encontrado por Benitez-Diaz
(1993).

Es importante observar que este estudio no apoya en su totalidad la hipotesis de Peters
(1948), Miller et al. (1957) ni Benitez-Diaz (1993) que afirman que se puede (listinguir tanto
geografica como morfologicamente al grupo M. f. formicivorus. Este grupo es interesante, ya que
presenta la mayor area de distribucién geografica de la especie en la que se encontro cierto grado
de variacién, como se esperaba, ya que de 22 individuos resultaron en siete haplotipos en total.
Hubo tal grado de variacion, que ninguno de los analisis de distancia pudo agruparlo en una sola
rama definida para esta poblacién con este tipo de marcador molecular (ND2). Benitez-Diaz
(1993) encontré que la morfologia del grupo formicivorus varia de acuerdo con clinas
latitudinales, lo que resulta que los individuos del norte de México (que Ridgway denomind
aculeatus) sean ligeramente diferentes de los del sur (formicivorus); esto se asemeja a lo que se
encontrd en este estudio respecto a la gran cantidad de variacion genética dentro de este grupo.
Con base en los resultados obtenidos, no se puede confirmar la presencia del grupo M. f.
aculeatus debido a que no se obtuvieron muestras procedentes de Arizona y Texas como para
hacer una comparacion y tampoco puede confirmarse la clina morfolégica propuesta por Benitez-
Diaz (1993).

Ademés, a diferencia de Benitez-Diaz (1993) y el resto de los autores, en este estudio no
se observa la separacion de los individuos de Baja California Norte, M. f. bairdi, del grupo M. f.
formicivorus. Cabe aclarar que en este estudio no se incluyeron individuos de California (E.U.) lo
que puede ser una posible explicacion al respecto, ya que una vez que se puedan incluir estas
muestras se esperaria que los haplotipos de Baja California Norte se agrupen con los de
California (E. U.) y conformen al grupo bairdi y pueda distinguirse también (si es que existe) el
grupo martirensis que es el que se encuentra en Baja California Norte.

De la misma forma en que se separaron los grupos angustifrons y lineatr s, se esperaria

que los haplotipos provenientes de Colombia sean distintos a los de Costa Rica (que es la
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poblacion més cercana) y al resto de M. formicivorus, debido al aislamiento geogrifico y
conformar el grupo M. f. flavigula (Ridgway 1914, Peters 1948, Miller et al. 1957, Benitez 1993).
Desafortunadamente no se tuvo acceso a las muestras de Colombia. Lo mismo ocurrié con la
poblacion de Belice, M. £ albeolus la cual también se esperaria fuera un grupo diferente del resto
debido al aislamiento, aunque morfolégicamente sea muy similar a M. f. lineatus.

Los resultados de los anilisis realizados no apoyan la hipétesis de Short (1982) quien
plantea que dentro de M. formicivorus no existe suficiente variacién como para distinguir
diversos grupos y que por lo tanto debe de ser considerada como una sola especie.

Asimismo, de acuerdo con los arboles de distancia obtenidos, no se pueden distinguir las
siete unidades que Benitez-Diaz (1993) apoya con datos métricos, sino que de acuerdo a los
haplotipos encontrados solamente podemos distinguir tres grupos como antes se menciona
(tomando en cuenta que solamente se utilizaron cinco de las siete unidades propuestas por

Benitez-Diaz 1993).

Arboles de parsimonia
Los arboles de parsimonia obtenidos apoyan fuertemente lo encontrado en los arboles de

distancia, aunque en estos analisis se observan tres clados generales en vez de dos, uno formado
por todos los grupos externos, con excepcion de Melanerpes pucherani que conforma un segundo
clado aparte. El tercer clado estd formado por todos los haplotipos encontrados en M.
Jformicivorus. Si se observa el cladograma (Figura 6) las relaciones del grupo externo estan
fuertemente apoyadas por la prueba estadistica “bootstrap” y se resuelven de manera similar a las
relaciones de distancia obtenidas previamente. Ademas, la posicién de este grupo dentro su clado
permanece casi sin variacion tanto en los arboles de distancia como en el de parsimonia; por
ejemplo, M. pygmaeus siempre aparece basal al grupo externo (si se coloca a M. pucherani en
otro grupo aparte). Por esto se puede asumir una vez mas que a nivel genérico la porcién
secuenciada del gen mitocondrial ND2 es una herramienta util para resolver la filogenia a este
nivel.

En cuanto a la ubicacién no definida de M. pucherani con respecto a M. formicivorus y al
resto de las especies del grupo externo (Figura 6), se puede decir que se debe a que Uinicamente se
contd con un solo individuo y que si se obtuvieran muestras de mas individuos de esta especie, tal

vez podria encontrarse cierta resolucion en cuanto a sus relaciones con estas especies de
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Melanerpes. Cabe destacar que en M. aurifrons se identificaron dos haplotipos diferentes que se
ubican en clados diferentes separados por la especie M. uropygialis. Esto sugiere que dentro de la
especie puede haber haplotipos muy diferentes entre si que pueden corresponder a subespecies
tan distintas que podrian ser especies diferentes no reconocidas debido a los problemas
taxonémicos en este grupo.

Cuando uno define el grupo externo en el programa PAUP* (Swofford 1999), Ia
monofilia del grupo interno se da automaticamente, pero esto sucede cuando solamente se cuenta
con un solo grupo externo, en este caso se utilizaron cuatro especies. Con el fin de probar la
monofilia de M. formicivorus, las cuatro especies del grupo externo (M. pucherani, M. pygmaeus,
M. uropygialis y M. aurifrons) se seleccionaron como grupo externo funcional una por una
independientemente y no en conjunto como se realizé en.los analisis de parsimonia. En los cuatro
arboles obtenidos, el clado de M. formicivorus siempre se unifica como uno solo e independiente
del resto y se encuentra apoyado por un 100% de las réplicas de la prueba “bootstrap”. Ademas
cuando se realizaron los analisis del grupo externo funcional una por una, en todos los casos se
determin6 a M. pucherani como el grupo hermano, como se habia sugerido en los resultados de
los anélisis de distancia.

En el caso de M. formicivorus se detectaron catorce haplotipos diferentes al secuenciarse
un total de 49 individuos. Esto muestra una gran variacion genética producto, posiblemente, de
una- historia de divergencia parecida a la que se observa a nivel genérico, es de:ir, cuando M.
Jformicivorus se separa como una unidad de historia independiente, empieza un proceso de
divergencia muy rapido o al mismo nivel que todo el género Melanerpes. De acuerdo al arbol
obtenido (Figura 6), observamos que el clado formado por todos los individuos de M.
formicivorus esta fuertemente apoyado por la prueba estadistica “bootstrap” (100%), lo que
sugiere que se trata de un clado natural. Dentro de este clado se observan los mismos cuatro
grupos obtenidos en los arboles de distancia: M. f. angustifrons (con un valor “bootstrap” de
75%), unido a M. f. lineatus, M. f. striatipectus (“bootstrap” de 60%) y el grupo Centro de
Meéxico formado por los individuos de M. f. formicivorus y M. f. bairdi. Los grupos cuyo valor
estadistico fue menor al 50% de las réplicas, no tienen una posicién definida en el arbol y pueden

cambiar sus posiciones o resoluciones en el arbol.
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Consideraciones filogeogrificas

De acuerdo a los resultados obtenidos, tanto en los arboles de distancia como en los de
parsimonia, se determiné que los individuos o los haplotipos que conforman a la especie M.
Jormicivorus son un grupo natural que ha divergido al mismo tiempo que lo hizo el género. Al
sobreponer el arbol de parsimonia (sin incluir al grupo externo) sobre la distribucion geografica
de la especie (Figura 7) se reconocen cuatro unidades de historia. Al observar el patron de
variacion genética, de los arboles de distancia y de parsimonia, y compararla con la distribucién
geografica de los distintos grupos que conforman M. formicivorus, se identifica el patrén
filogeografico de la categoria V (Avise 2000) que consta de linajes comunes con amplia
distribucion (M. f. formicivorus y M. f. bairdi) y de linajes relacionados con distribucion
restringida confinados a uno o mas locales cercanos (M. f angustifrons, M. f. lineatus y M. f.
striatipectus).

Una unidad de historia es la formada por los individuos que geograficamente se
encuentran en Chiapas y que conforman a la subespecie M. f lineatus Ain cuando se
secuenciaron dos individuos solamente se reconocié un solo haplotipo tinico, lo que sugiere que
esta poblacion estda evolucionando conjuntamente conformando una unidad de historia
independiente, sin presentar flujo génico con las poblaciones aledafias. Por lo tanto podria
considerarse como una especie aparte. El patron morfolégico hallado por Benitez-Diaz (1993)
muestra cierta diferenciacién principalmente en las rayas gruesas y motas rojas del pecho que
agrupan a toda la poblacién de Centroamérica (excepto Belice y Costa Rica), lo que sirve de
apoyo para ubicar a M. f. lineatus como una unidad de historia independiente teniendo como
barrera geografica el Istmo de Tehuantepec. El tnico autor que no apoya la existencia de M. f.
lineatus es Ridgway (1914), que la coloca como parte de M. f. formicivorus.

En el caso de M. f. angustifrons se puede reconocer como una unidad de historia y
biogeografica distinta de todos los demas individuos que conforman la especie M. formicivorus.
Esta poblacion que biogeograficamente es la més aislada, ha alcanzado una divergencia genética
muy marcada reconociéndose dos haplotipos diferentes para 11 individuos secuenciados (Figura
7) que no se presentan en otra poblacion, lo que sugiere que no hay evidencia de flujo génico con
la poblacion del norte de Baja California ni con las del continente. Esta divergencia también se
aprecia a nivel morfologico (tamafio general mas pequefio y alas mas cortas) segin lo obtenido
por Benitez-Diaz (1993) y esta apoyada por el hecho de que es el unico grupo que presenta iris
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color café y no blanco, como el resto. Este resultado confirma lo propuesto por otros autores
(Ridgway 1914, Peters 1948, Miller ef al. 1957) lo que sugiere que pudo haber sido una de las
primeras poblaciones que se separaron y que se ha mantenido aislada de las demés. Ademas, el
andlisis de parsimonia lo relaciona mas con M. f. lineatus y con M. f. striatipectus por lo que se
apoya la hipdtesis de que se encuentra mas relacionada con las poblaciones del continente que
con la de BCN y que la invasion a la Peninsula de Baja California se dio cuando se encontraba
unida al continente (Benitez Diaz 1990).

Con respecto a M. f. striatipectus, que incluye a los individuos de Costa Rica, se observa
que ya conforman una unidad de historia reciente ya que de un total de diez individuos se
reconocen cuatro haplotipos, y, aunque existe divergencia, se unen por una serie de caracteres
que conforman el clado (Figura 7). Esto, aunado a una evidente ausencia de flujo génico, sugiere
que posiblemente se trate de una especie diferente, ya que es una poblacién que ha estado lo
suficientemente aislada (se encuentra en las tierras altas de la cordillera central de ese pais) para
tener un camino evolutivo independiente de las demas poblaciones de M. formicivorus. Esto se
encuentra apoyado también por el patrén de coloracion que en esta localidad se distinguen como
garganta muy amarilla y espalda de tonalidad marcadamente azul (Benitez Diaz 1990). Ademas,
tanto en este grupo como en M. f lineatus las poblaciones no construyen almacenes de bellotas
como en las poblaciones del norte (BCN y norte y centro de México) lo que contribuye a pensar
en un aislamiento prolongado en estas dos subespecies.

En los 22 individuos de M. f. formicivorus (que se distribuye desde el sur de Arizona y
Texas al sur a través de las sierras y en el centro de México, hasta Oaxaca) que se secuenciaron
se obtuvieron siete haplotipos diferentes que en los analisis se agrupan con uno de los dos
haplotipos de la subespecie M. f. bairdi (seis individuos) aunque este clado no esta fuertemente
apoyado por el “bootstrap”. Con estos grupos la historia es mas complicada y aln con este
estudio no esta resuelta. Se obtuvo cierto grado de diversidad nucleotidica en el grupo M. f.
formicivorus pero no hubo un patrén que diferenciara varios grupos (por ejemplo, uno en cada
sierra). Esto mismo le sucedi6 a Benitez Diaz (1990) con la morfologia, encontré mucha
variacion pero sin poder hacer agrupaciones claras, por lo que se propuso a esta subespecie como
una sola unidad. En cuanto a M. £ bairdi se reconocieron dos haplotipos diferentes, pero uno
(presente en cinco individuos) fue idéntico a uno de los siete de M. f. formicivorus (Tabla 1). Esto

sugiere que algunos individuos de la poblacion y de la subespecie M. f. bairdi, se han mantenido
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con el mismo haplotipo que les dio lugar (M. f. formicivorus) o que posiblemente haya eventos de
flujo génico actual entre las poblaciones. Mientras que otros individuos de la misma poblacion
han divergido y posiblemente se relacionen mdis cercanamente con los individuos que se
encuentran en California (Estados Unidos), aunque esta hipotesis tiene que confirmarse. Esto
sugiere que la parte norte de Baja California tuvo una historia diferente por un lado, a la de Baja
California Sur, y por otro lado, al resto del pais. El resultado obtenido del analisis molecular
difiere del de Benitez Diaz (1990) ya que él encontr6 que el grupo M. f bairdi es
morfolégicamente distinguible por ser mas grande y por su patron de coloracion y lo propone
como un grupo natural. En este grupo se encuentra como una unidad junto con M. £ formicivorus
y no se caracteriza genéticamente. Este grupo se encuentra aislado del resto por el desierto del
Rio Colorado y el desierto de Baja California por lo que pueda suceder que sea incipiente cierto
fenomeno de diferenciacién genética con respecto al resto. Lo anterior podria sugerir que
actualmente se esté llevando a cabo un proceso de especiacion en esta poblacion,

Por dltimo, segin lo sugerido por Benitez-Diaz (1993) que se pueden reconocer siete
unidades morfolégicamente distintas, con este estudio solamente se apoya la existencia de cuatro
unidades de historia (M. f. formicivorus, M. f. striatipectus, M. f. angustifrons y M. f. lineatus)
esto se debid a que no se secuenciaron individuos de la subespecie M. f. albeolus (Belice), ni de

M. £, flavigula (Colombia) porque no se tuvo acceso a muestras de estas poblaciones.
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CONCLUSIONES
e De las secuencias obtenidas del gen mitocondrial ND2 se concluye que este gen es una
herramienta muy Wtil para resolver las relaciones tanto a nivel genérico como a nivel especifico
en el caso de la familia Picidae, por lo que se recomienda el uso de este marcador molecular para
estudios similares.

» La topologia obtenida en los analisis de distancia y de parsimonia son muy similares, lo que
sugiere que la distancia esta intimamente relacionada con los eventos de historia que se llevan a
cabo para esta especie.

e En este estudio se reconocen tres clados mayores, uno formado por M. pucherani, otro por
las demés especies consideradas como grupo externo (M. grateloupensis, M. aurifrons, M.
uropygialis y M. pygmaeus) y el formado por la especie M. formicivorus.
¢ Del clado formado por el grupo externo, la especie basal es M. pygmaeus, seguido por un
haplotipo de M. aurifrons, mientras que el otro haplotipo de M. aurifrons se une con M.
grateloupensis. Otro clado lo conforma M. wuropygialis. El grupo externo queda claramente
definido, a excepcion de M. pucherani, que forma otro clado.

e De acuerdo a los resultados obtenidos se define a M. formicivorus como un grupo natural,
siendo su grupo hermano M. pucherani.

e Dentro del grupo M. formicivorus se reconocen cuatro unidades de historia M. f.
formicivorus-M. f. bairdi, M. f. striatipectus, M.f. angustifrons y M. f. lineatus.

e Se recomienda el uso de otro marcador molecular mas conservado, como el gen mitocondrial
del citocromo b para confirmar lo hallado en este estudio y al mismo tiempo resolver las
relaciones entre las unidades de historia de M. formicivorus asi como definir los grupos de M. /.

formicivorus y M. f. bairdi.
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Apéndice 3. Secuencias completas para los 14 haplotipos obtenidos de Melanerpes formicivorus'y los 9 del grupo externo. Unicamente se
presentan los niimeros de catilogo de los haplotipos. Para consultar la especie y localidad correspondiente, referirse a Apéndice 1y 2.
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