“m‘wuau NACIDNAL AUTONOMA g NEXiGy
) ». f—
. B =k

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

“VARIACION GENETICA EN EL COMPLEJO DEL BOLSERO
CASTANO (Icterus spurius): EVIDENCIA DE UNA
RECIENTE DIVERGENCIA”

T E S f S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

B I @) L @) G O
e R E S E N T A :

ESTEBAN LOPEZ MEDRANO

DIRECTOR DE TESIS: DR. KEVIN ERLING OMLAND

FACULTAD DE CIENCIAS
SECCION ESCOLAR




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



#STA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA



VMIVERADAD NACIONAL
AVENMA DI
Mezico

DRA. MARfA DE LOURDES ESTEVA PERALTA
Jefa de la Divisién de Estudios Profesionales de la
Facultad de Ciencias

Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo escrito: "variacisn Genética en el
Complejo del Bolsero Castafio (Icterus spurius): Evidencia de una Reciente Divergencia"

realizado por Esteban LSpez Medrano con numero de cuenta 94217795
quién cubrié los créditos de la carrera de Bioclogia

Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Atentamente
Director de Tesis : ) //%MA W
Propietario Dr. Kevin Erling Omland g
Propietario Dr. Adolfo Gerardo Navarro Siglienza
Propietario Dr. Juan Jose Morrone Lupi
Suplente Dra. Blanca Estela Hernindez Bafios (& 7/ d“-""f 73

Suplente M. en C. Pilar Gabriela Ibafiez Herndndez ‘M JI)Z

BNIDMD D By
DE n:om-am"m



A mi abuelita Martha §

y
A mis sobrinos Priscila, Adrian y Axel



El presente trabajo se elabor en el Laboratorio del Dr. Kevin E. Omland de la University of
Maryland, Baltimore County (UMBC). Asimismo, parte del presente trabajo y los contactos
necesarios para llevarlo a cabo, se generaron en el Museo de Zoologia “Alfonso L. Herrera” de la
Facultad de Ciencias, UNAM, como parte de las actividades del Taller de “Faunistica, Sistematica y
Biogeografia de Vertebrados Terrestres e Insectos de México” impartido por los profesores: Dr. Jorge
Llorente Bousquets, Dr. Adolfo Navarro Siguénza, Dr. Juan Jos¢ Morrone Lupi, Dr. Oscar Flores
Villela, Dr. Adrian Nieto Montes de Oca, Dr. Luis Medrano Gonzilez, M. en C. Armando Luis
Martinez, M. en C. Livia Le6n Paniagua, Biol. Alejandro Gordillo Martinez y Biél. Luis Canseco
Pc.ﬁrquez.

Asimismo, el trabajo de laboratorio y la esatancia inherente a este trabajo en la UMBC, fue
financiado por el Art and Science Department de la University of Maryland, Baltimore County y por
la National Science Foundation (NSF) Started Grant (DEB-0004400). Mientras que el apoyo
financiero en México para las actividades relacionadas con la carrera y el presente trabajo fue gracias
a los proyectos CONABIO E-018, CONACYT R-27961, DEGAPA-PAPIIT IN214200 e
IN233002.

Aulorizo a la Direccion General de Bibliotecas do 1z
UNAM 2 difundir en formato electrénico e impreso el
contenide de mi trabajo recepcional.

NOMBRE: _w&.ﬂ
Meprang
recHa: LR~ ENERD - 200

-7

FIRMA



AGRADECIMIENTOS

A Ernes y Arce por el amor, la confianza y el apoyo que siempre me han dado y que en conjunto me
han servido para ser la persona que soy y para poder llegar hasta donde he llegado y también, por el
buen ejemplo que siempre me han inculcado. A Caro y Cris por su gran carifio y por darme tantas

alegrias.

A ti Adriana por darme la oportunidad de amarte, asi como por la gran confianza que me tienes y el
apoyo que me brindas a cada momento. También, por la forma y sinceridad con la que vives este
amor y por desper:ar en mi tantos y tantos suefnos. Asimismo, por todos tus comentarios que me
ayudan a esforzarme cada dia mis.

Al Dr. Adolfo Navarro por brindarme la oportunidad para desarrollarme tanto personal como
profesionalmente y por la confianza y el apoyo incondicional.

Al Dr. Kevin Omland por brindarme la oportunidad de demostrar mi potencial y por la confianza y
apoyo incondicional.

A mi estimado amigo Javier Salgado por todos los conocimientos que me proporciono y por todas
las buenas ambiciones que despertd en mi.

A Octavio, Ale Gordillo, Luis Antonio y Samuel por ser mis guias y mentores en el mundo de las
aves y de la sistematica.

A Jason Baker, Chris Feldman, Jeff Petters, Beatriz Kondo, Jeff Laeps y Joe Smith por toda la ayuda
y amistad que me brindaron durante mi estancia en el laboratorio y en general, en E. U. Asi como a
los Miller's por todo el carifio y apoyo incondicional.

A David (Kruger) por darle signiﬁcado a la palabra hermano y por la confianza y apoyo incondicional,
asi como por tener una hermosa familia que me ha dado tanto.

A Dafne, Abril y Diana por su gran amistad que me ha dado tanto.
A Isadora, Lupita Castillo, Aldo y Alonso por su carifio, ayuda y apoyo.

A mis amigos del Museo: Magali, Nanda, Gaby, Itzel, Chente, Hernan, Yosh, Cesar, Erick y toda la
demis gente que hizo de mi estancia el Museo una de mis mejores experiencias.

A mis sinodales el Dr. Juan Jose Morrone, la Dra. Blanca Hernindez y la M. en C. Gabriela Ibifiez
por su tiempo y por sus comentarios,

Y a toda la gente que durante toda mi vida me brindo su amistad y que me ayudaron a esforzarme
cada dia mas.



INFRODUCEION cciicivivisnimivmismon i s s e e i e 1
ANTECEDENTES...iiisiiiiivivsivinnsivsransnssinsssmnnanvessonissevsorsssbivasmiisseiivainsiosibossommss 4
MOTEOl OB cocrstonmnmnmrarsassne mevsnsssssssnseonsosmsssssssssnssprsssssainsnstsstsnnms anonsransns on ss0s8 4
DV SEIDEIDIN S, oo s A e e A ST T b s e NI 6
HABIEAT, -vcmmymenmsvssbmesss s sisssssamss s s s koA F s B3 S NS H s P E DR AN TN SR 5 e pis el 6
OBJETIVOS. .1ttt ettt e e e e ss s s sasas e s s s e et eeeeeeeeeseseeee et easesnenennssenen 9
BB TODIOIS Lo i 05 3 RS S s 10
MUCSIAS. ciiiivaissiinini v i s s v s e s e s n s S saeR s es s aa ek 10
Marcadores moleculares.........vvueeruiiiiiiine e 10
Procedimientos de Laboratorio......c.cueeeiiireisiiiieeisiinsnseieesiccscsissessssss e ss e nes 11
AnAHNE FHOGENAC08, «ossvsmvsnsssmmmnapasssinsmasssinassss ssntnsnisnsssanes 18svanssseassEaTsRanestss 11
Andlisis de Genética Poblacional. ... s v uississassssiesissvensssrassssverseaiasisasvsosssssissarain 12
RESULTADOS csvansisisisinnsisimiiiitansssimn s i iaissaie s s wsmsat it 13
S o A s s T S R T R S R R 13
Aralinis Filogentioos. i ieisisimiimesinivsiorivm iy sesuioss iriss s sois ssavinsssamy s svsrosbs 14
Anilisis de Genética Poblacional..........ccoveveviiiiiiininininininis i ceeees s e e 15
1] 64 € - (8 RSO 21
Reciente DIVErgencia. v c s sitiiwinssosicasmarsssssns soobissiosssaesss svaisaansasssovpassinsise 21
Tiempo de DIVErgenciai.ivisiuiimisiiviiiaiaiaiiinasasisivsssesiosserissisissnssaion 21
Limites de: Esperies: i i s de s nilus v 22
CONCEUSIONES s ssismmminiinamnisisaiseniinainnmsimne 24
LITERATURA CITADA icoiivicniision sini soisnmisssavansnas som ianamvssinssssanvbssmsssaessoniaancos vive 25

APENDICE 1. Informacion de cada MUEStra.....c.v.e..eeeveseeseressesessssessessessessessssssssesssesensss30
APENDICE 2. Secuencias de la Regidn Controli .. v isvsrssseaserasaosasnsnennernsusnsinsvansssesssurnssans 32
APENDICE 3. Secuencias del e CIEOTrOMO:E: s iusmsssasvusevainsisivs s S s vy 36



iNDICE DE TABLAS Y FIGURAS

CUADRO 1. Criterios para definir a las especies con base en su nivel de divergencia.................2
CUADRO 2. Intervalos de medidas del ala, cola y el culmen expuesto para las dos subespecies del
complejo Jerbtusspuriisy o v icissisianassinseviss s ek ssrn e se b A 5e S RRANEEAE SRR AN RV s 6
CUADRO 3. Distancias genéticas dentro y entre subespecies que componen el complejo
Icterus spurius, usando secuencias de DNA mitocondrial de la Regi(')n Control y el gen
L 113 T T —— 13
CUADRO 4. Resultados de la AMOVA (Excoffier et al., 1992). Indices de fijacion (F,;) para . .
spurius e I s fuertesi basados en las secuencias correspondientes a la  Region
Control.ciiiaimsviisiias s sriiasiieresesriessvavensvesse el sab v sath e e s aeR AR s 16
CUADRO 5. Valores de F; para el “Grupo Estadounidense” y el “Grupo Mexicano” basados en las

secuencias correspondientes a la Region Control........oooviiiiiiiiiiiiiiiinne e 16
FIGURA 1. Ejemplificacién del proceso de especiacion.........cueuviiiiinieiiiniceinieieninisanninnn 3

FIGURA 2. Complejo JCrerus SPUFIUS. . .. cvieiiainasrasiiorinssasasanmsrssnsnssnssnasnsrssausssesaarasensaneninns 5
FIGURA 3. Mapa de distribucion correspondiente al complejo Icterus spurius.........oooveieieieiennnenns 7
FIGURA 4. Sitios de COLeCTA. .. uurniniieieitiiiesisiiiisessesssssaasssssnasssrassessnssassessssssnssasssnssnsen 10

FIGURA 5. Red de relaciones filogenéticas sin raiz para la secuencias correspondientes a la Region
Control (RC), obtenido del anilisis en PAUP* usando Méaxima Parsimonia.........ccecevurunurnranann 17
FIGURA 6. Arbol Filogenético correspondiente a las secuencias de Citocromo b (Cit-b), obtenido
del anlisis en PAUP* usando Maxima Parsimonia.........vevureereneennenanenencnseneneereennin 18
FIGURA 7. Arbol Filogenético correspondiente a la combinacion de las secuencias de RC y Cit-b,
obtenido del andlisis en PAUP* usando Mdxima Verosimilitud..........c.vovviiiiiierinnininiian 19
FIGURA 8. Arbol Filogenético correspondiente a la combinacién de las secuencias de RC y Cit-b,

obtenido del andlisis en PAUP* usando Consenso EStricto. ....oovveeeieiiieiiintieiiieiaiianeeaninns 20



INTRODUCCION

El proceso de especiacion ha sido y es tema central de muchas de las discusiones que atn prevalecen
entre los bidlogos y filbsofos modernos. El término especiacion fue empleado por primera vez en
1906 por el entomélogo Orator F. Cook y describia el proceso en el cual hubo un originen o
multiplicacién de especies por subdivision, frecuentemente, si no siempre, como resultado de
incidentes ambientales (Cook, 1906). Pese a esto, y de acuerdo con Berlocher (1998), fue hasta
1940 que el término fue aceptado después de haber aparecido en el titulo de un simposio (Cole,
1940) y después de 34 afios de haber sido usado constantemente.

Actualmente, la especiacion se define como el proceso mediante el cual aparecen nuevas
especies (Harrison, 1998) o el proceso mediante el cual nuevas especies comienzan a existir
(de Queiroz, 1998). No obstante, la gran polémica que ha despertado este proceso desde sus inicios
es en si sobre el establecimiento de cuil es el evento que induce dicha divergencia, ya que hasta
nuestros dias se han descrito varios tipos de especiacion que resaltan distintos eventos como los
responsables de esta divergencia (Ruiz, 1999; Morrone, 2003). En ornitologia, el tipo de
especiacion con mayor aceptacion es la especiacion alopatrida (Mayr, 1963), la cual estd basada en el
mismo incidente ambiental al que Cook (1906) hizo referencia y que postula la formacién de nuevas
especies como consecuencia del aislamiento geogrifico. Asimismo, este evento al cual hace hincapié
este tipo de especiacion podria considerarse como uno de los eventos que comprende el proceso de
especiacion (de Queiroz, 1998) y que para la mayoria de los casos, éste podria ser considerado como
el iniciador de la divergencia en las poblaciones (Mayr, 1963; de Queiroz, 1998).

Esta polémica se vuelve mds compleja al involucrar los conceptos y definiciones de especie,
debido a que, como en los tipos de especiacién, cada concepto y/o definicién de especie tiene su
propio énfasis (de Queiroz, 1998; Harrison, 1998). Pese a esto, y de acuerdo con de Queiroz
(1998), los varios eventos o fenbmenos que éstos y éstas enfatizan son todos los aspectos o
propiedades de un solo concepto llamado Concepto de Linaje General de Especie (CLGE). El cual,
considera a los eventos o fenémenos como los criterios que se deben considerar a la hora de definir a
las especies (Cuadro 1). No obstante y asi como en los demis conceptos y definiciones, el CLGE
parece tener un “pero”, el cual podria radicar en que no todos los eventos ocurren al mismo tiempo
¥, por lo tanto, no todos los criterios se pueden aplicar conjuntamente. Sin embargo, este “pero” no

cabe dentro del CLGE, ya que debido a que el proceso de especiacion es un “proceso



temporalmente extendido” (Figura 1) puede o no existir en ¢l un desfase en los eventos encargados
de la divergencia y por lo tanto, los criterios que se aplican para definir a las poblaciones o a las
especies dependen de la relacion que pueda existir entre ellos y del “nivel de divergencia” en el que
las poblaciones se encuentren y no, del nimero de criterios que éstas hayan acumulado (de Queiroz,

1998).

Cuadro 1. Criterios para definir a las especies con base en su nivel de divergencia, tomado de de
Queiroz (1998).

Separacién inicial
Cohesion
Entrecruzamiento (aislamiento reproductivo)
Entrecruzamiento activo (aislamiento intrinseco o extrinseco)
Entrecruzamiento potencial (capacidad de cruzamiento/aislamiento intrinseco)
Reconocimiento (aislamiento precigético)
Viabilidad
} Aislamiento poscigotico
Fertilidad
Zona adaptativa (habitat)
Monofilia
Apomorfia
Coalescencia de irboles genéticos
Capacidad distintiva
Diagnosticabilidad (Fijacion de diferencias)
Agrupacién fenética
Agrupacion genética

A\ris:e (1987 y 1994) destaca el uso de marcadores moleculares y mis especificamente del
DNA mitocondrial (mtDNA), para inferir la historia evolutiva de las especies o de las poblaciones.
Esto, a partir del registro de los cambios evolutivos que este tipo de marcador puede ser capaz de
albergar gracias a su muy particular tipo de herencia y al conjunto de otras caracteristicas que hacen
que el mtDNA sea uno de los genomas mis usados actualmente para entender y, en algunos casos,

para aclarar las relaciones inter- e intraespecificas.



Figura 1. Ejemplificacin del proceso de especiacion y criterios para
definir a las especies. En si, el p de especiacibn pucde esquematizarse
mmhom#nwuhyhmm
esta divergencia que a su vez alos , S P
mhwmhﬂ'uu::hhmhmdm
caracterizan 2 la diferenciacion genética. Tomado de de Queiroz, 1998.

Asimismo, y con base en los marcadores moleculares, la teoria de coalescencia establece que
durante el proceso de especiacién hay un reordenamiento de los alelos, o mejor dicho, de las
secuencias haplotipo y/o de los sitios de restriccién y que todos los haplotipos persistentes
pertenecen a una sola matrilinea (Avise, 2001). Este reordenamiento estd dado por una distribucién
azarosa de los haplotipos en el linaje, que a su vez permite presenciar patrones filogenéticos de
polifilia y parafilia en estadios tempranos de la divergencia, mientras que al completarse dicha
distribucién se espera que las poblaciones involucradas manifiesten reciproca monofilia (Neigel y
Avise, 1986; Hudson, 1990). De aqui que el estudiar la distribucién de los alelos o de los haplotipos
para obtener una filogenia con base en la distribucion de las frecuencias de éstos, sirva para generar
inferencias sobre la estructural poblacional (Harrison, 1998) y para cuantificar la divergencia
genética entre las poblaciones (Powell, 1994).

Por dltimo, cabe mencionar que tanto el CLGE como la distribucién azarosa de los
haplotipos a la que la teoria de coalescencia hace referencia, evocan conjuntamente todos los eventos
por los cuales se forman las especies, o mejor dicho, los eventos que caracterizan al proceso de
especiacién.



ANTECEDENTES

Actualmente, el complejo Icterus spurius esta constituido por dos subespecies, el bolsero
castano (lcterus spurius spurius Linnaeus 1766) y el bolsero canelo (leterus spurius fuertesi Chapman
1911), las cuales fueron descritas originalmente como especies distintas (Miller, 1957), hasta que
Blake et al. (1968) y la A. O. U. (1983) consideraron que ambas subespecies conformaban la misma
especie. Lawrence (1852), posteriormente apoyado por Amadon y Phillips (1947) y Graber y
Graber (1954), denomind una tercera subespecic (I 5. affinis) para Texas, basandose en diferencias
en la longitud del ala y el color del plumaje. No obstante, esta subespecie no fue registrada por
Miller et al. (1957), Blake et al. (1968) y la A.O.U. (1983). Posteriormente, Dickerman y Warner
(1962) describieron una cuarta subespecie (I. s. phillipsi) basados en un promedio mayor en las
medidas del ala y cola, pero Monroe (1968) encontré que esta subespecie es indistinguible de 1. s.

spurius.

Morfologia

El plumaje de los machos para ambas subespecies es claramente distinto (Figura 2). Mientras
que en [. s. spurius los flancos, el pecho, el vientre, la rabadilla, las cobertoras inferiores y superiores
de la cola y las escapulares son de color marrén, en /. s. fuertesi todas estas partes son de color canela
o naranja medio (Howell y Webb, 1995; Jaramillo y Burke, 1999). Las hembras son similares en la
coloracién del plumaje, pero las hembras de 1 s. fuertesi son menores en talla que las hembras de [ .
spurius (Chapman, 1911).

Respecto a la comparacion de los especimenes con base en medidas del ala, la cola y el
culmen expuesto se ha observado que . s. fuertesi tiene intervalos de medidas menores que I s.
spurius (Cuadro 2), los cuales podrian sustentar la diferenciacién en la talla entre estas dos

subespecies.



b

Figura 2. Complejo Iaerus spurias. a) macho correspondicnte a faerus spurius spurius y b) macho correspondiente a
Icterus spurius fuertesi. Tomado de Jaramillo y Burke, 1999.



Cuadro 2. Intervalos de medidas del ala, cola y culmen expuesto para las dos subespecies del
L:t{mplcjp_:fc!fzm.s spurius (Chpman, 1911 ; Grab?r y Gr_a_b.r_er‘, ]954, ]ari{mi[lo y Bur]_cq-, 1999)

Subespecies Sexo Rangos
Ala (mm) Cola (mm) Culmen expuesto (mm)
1. fuertest & Ad. (68.5-78) (63.5-73) ' (13-17)
I 5. spurius 4 Ad. (73-82) (65-75) (15-17.5)
I 5. fuertesi Q Ad. (68-73) (63.5-70) (14.5)
I. 5. spurius 2 Ad. (69-81) {63-74) (15.2-17.3)
Distribucion

Ambas subespecies tambi¢n difieren en su distribucién correspondiente a la temporada
reproductiva y de invierno, pues /. s. spurius (Figura 3a) anida y se reproduce en el sureste de Canada,
el este y centro de los Estados Unidos de América y en la p]anjcie central de México (Sharf y Kren,
1996), mientras que durante el invierno su distribuciéon es a lo [argn de la costa del padﬁco
mexicano, desde el sur de Sinaloa hasta Chiapas, en el Istmo de Tehuantepec y en la Peninsula de
Yucatan, en las Islas del Caribe y en Centro América hasta el norte de Colombia y el noroeste de
Venezuela (A.O.U., 1983; Sharf y Kren, 1996; A.O.U., 1998).

En contraste, I s. fuertesi (Figura 3b) anida y se reproduce a lo largo de la costa del Golfo de
México, desde el sur de Tamaulipas hasta la parte central de Veracruz, México (A.O.U., 1983;
Howell y Webb, 1995; Sharf y Kren, 1996; A.O.U., 1998). Se picnsa que . s. fuertesi puede tener
migracion de distancia corta y que su distribucién durante el invierno es a lo largo de la costa del

Pacifico desde Guerrero hasta Chiapas (Jaramillo y Burke, 1999).

Habitat

Lo;s tipos de habitat que /. s. spurius ocupa durante la temporada reproductiva y/o durante el
verano abarcan bosques abiertos, sabanas, ireas arbustivas, mezquitales, areas de cultivo y dreas de
vegetacion secundaria (A.O.U., 1998, Jaramillo y Burke, 1999). Durante la migracion se puede
encontrar en cualquier tipo de habitat, no obstante, I. 5. spurius parece evitar bosques con doseles
muy cerrados y bosques de coniferas (Jaramillo y Burke, 1999). En las zonas de invierno prefiere
bosques muy iluminados, bosques secos, matorrales, dreas arbustivas, dreas suburbanas y en los

bordes de bosques tropicales (Jaramillo y Burke, 1999).



Figura 3. Mapa de distribucién correspondiente al complejo foterus sparias (Sharf y Kren, 1996; Jaramillo y Burke, 1999).

a) distribucién de kaerus sporius spurius y b) distribucién de laerus spurius fuertesi.



En cambio, el hibitat que /. s. fuertesi ocupa durante la temporada reproductiva es
tipicamente en dreas con alta densidad de matorrales y arbustos caracteristicos de dunas costeras, no
obstante, también puede ser encontrado en las cercanias de dreas de agricultura, dreas urbanas y
particularmente en los matorrales de potreros. Durante la migraci()n y durante el invierno, I. s.
fuertesi ocupa éstos tipos de hibitat pero en las zonas de la costa este de México desde el sur de
Tamaulipas hasta el sur de Veracruz y en la costa del Pacifico desde Guerrero hasta Chiapas (Graber
y Graber, 1954; Jaramillo y Burke, 1999).



OBJETIVOS

General

Establecer la relacion filogenética actual entre Icterus spurius spurius e Icterus spurius fuertesi,

bas correspondi al complejo laerus spurius, con base en fragmentos especificos de DNA

mitocondrial propios del dominio I de la Region Control y el gen Citocromo b.

Particulares
® Identificar el patrén filogenético que presenta el complejo.
®  Generar una nueva hipétesis sobre la situacién taxondmica actual del complejo.
® Discutir la hipétesis resultante de este trabajo con la informacion referente a la
diferenciacion del plumaje de los machos, en tallas, en las areas de distribucion y en

el habitat.



Muestras

Se obtuvieron muestras de tejido muscular y epitelial de individuos que representan las dos
subespecies mencionadas por la A.O.U. (1998). De las 30 muestras obtenidas, 23 corresponden a la
distribucién de I s. spurius durante su temporada reproductiva (Figura 4), mientras que las 7
muestras restantes corresponden a los dos extremos, norte y sur, de la distribucién que tiene I. s.
Juertesi durante la temporada reproductiva (Figura 4). Todas estas muestras representan la variacibn
que tiene el complejo leterus spurius (ver Apéndice 1).

Con base en el trabajo de Omland et al. (1999) sobre la filogenia molecular del género
lcterus, se eligieron los grupos externos, los cuales fueron las subespecies Jaerus dominicensis
dominicensis ¢ Icterus dominicensis prosthemelas, que segiin ese trabajo son los taxones més cercanamente
relacionados con el complejo Jeterus spurius.

Figura 4. Sitios a los que corresponden las muestra de DNA y nitmero de muestras correspondiente a cada sitio.

Marcadores moleculares

El fragmento correspondiente al dominio I de la Regién Control (RC) fue elegido debido a
que frecuentemente muestra grandes evidencias en la sustitucién de nucledtidos y un alto nivel de
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polimorfismo intraespecifico (McMillan y Palumbi, 1997; Lunt et al., 1998). Por otra parte, se
eligio el fragmento de Citocromo b (Cit-b) debido a que es eficaz en trabajos de filogenia y su uso

fue comprobado en otros grupos de aves (Moore y DeFilippis, 1997; Omland e al., 1999).

Procedimientos de laboratorio

La extraccion del DNA de tejido muscular y de piel se realizo con los Qiaamp Tissue
Extraction Kits (Qiagen). Fragmentos especificos de 344 pares de bases (pb) de la RC y 925 pb del
gen Cit-b correspondientes al genoma mitocondrial fueron amplificados mediante el proceso de
PCR (Polymerasa Chain Reaction) y usando los siguientes seis oligos (primers): el LGL2 y el H417 (Tarr,
1995) para los fragmentos de la RC y el L14990/LB1 (Kocher et al., 1989), el H15424 /HSH
(Hackett, 1996), el L15350/LCBA (Klicka, com. pers.), y el H15916/HB4 (Lanyon, 1994) para los
fragmentos del gen Cit-b. Dicha amplificacion constd de un ciclo inicial de 4 min a 95°C, 1 min a
50°C y de 45 sa 72°C, seguido por 35 ciclos de 1 mina 95°C, 1 mina 50°C yde 45s5a72°Cyde
una extension final de 10 min a 72°C. Los productos obtenidos del proceso de amplificacion fueron
purificados usando los QIAquick Kits (Qiagen). Posteriormente, se realizd una secuenciacion de los
segmentos de la RC y de Cit-b en ambas direcciones usando los oligos arriba mencionados y el Big
Dye Chemestry [version 2, Applied Biosystems, Inc. (ABI)], esto siguiendo los protocolos de ABI
Icorﬂ:spondiemes para el ciclo de secuenciacién. Los productos obtenidos del ciclo de secuenciacién
fueron purificados usando el protocolo recomendado por ABI de precipitaciéon con base en etanol.
Por (ltimo, estos productos fueron secuenciados en el Secuenciador Automatico ABI 3100 (ABI) y
los cromatogramas obtenidos mediante dicho aparato fueron alineados y confirmados usando

SEQUENCHER (Sequencher Sequence Analysis Sofware version 4.1; Gene Codes Corp., Inc).

Analisis filogenéticos

El agrupamiento de todas las secuencias fue importado al programa PAUP* (beta-test
version 4.0b8; Swofford, 1999) para realizar los andlisis filogenéticos. En este programa se
calcularon los valores de las distancias genéticas para ambos fragmentos de DNA, para lo cual, cada
conjunto de secuencias correspondientes a la RC y al gen Cit-b se analizaron de forma separada
usando el andlisis de maxima parsimonia (MP). Los andlisis de MP se realizaron usando el algoritmo
heuristico de bﬁsqueda con 1000 adiciones al azar. Posteriormente, y con base en la prueba de

particion homogénea en PAUP*, se determind si el conjunto de secuencias de la RC y de Cit-b era
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significativamente incongruente. Esto con el propésito de combinar ambos conjuntos de secuencias
y realizar un nuevo anilisis de MP y de maxima verosimilitud (MV). Asimismo, no hubo inserciones
o deleciones en los conjuntos de secuencias, lo cual no se presenté y todos los caracteres tuvieron el
mismo peso. Simultineamente, se realizé una prueba de proporcion de probabilidad jerirquica en el
ModelTests (version 3.04; Posada y Crandall, 1998) para establecer cuil era el mejor modelo de
substituciones en el DNA. De aqui que el modelo que se determind como el mejor al cual se
ajustaba la combinacién de secuencias fue el HKY85 + [ (Hasegawa et al., 1985; Yang, 1994). No
obstante, también se uso el algoritmo heuristico de busqueda con 1000 adiciones al azar para
construir el arbol filogenético de MV y para estimar, sucesivamente, los parametros del drbol
filogenético antes de que cualquier topologia estable fuese encontrada.

Ademis, esta combinacion de secuencias fue sometida a una prueba de consenso estricto con
la finalidad de obtener para las agrupaciones que se formaron, los porcentajes que se consideran
como indices de soporte para dichas agrupaciones (Felsenstein, 1985; Li y Zharkikh, 1994). Esta
prueba se realizé en el programa de PAUP* utilizando 100 y 1000 repeticiones.

Analisis de genética poblacional

Usando anilisis jerdrquicos de varianza molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992), se
analizaron los haplotipos de la RC para probar lo signiﬁcativo de la estructura poblacional. Ademds,
se calculé por parejas y empleando ARLEQUIN (versién 2.0; Schneider et al., 2000), el indice de
fijacion (Fg;) para poblaciones en distintos niveles jerarquicos. Los valores de Fy; indican cuanta
variacion molecular es asignada entre los niveles jerdrquicos y provee un limite superior en los
niveles relativos al flujo génico que ocurre entre individuos en cada nivel. Para el propésito de este
analisis, las dos subespecies del complejo Ieterus spurius se subdividieron en dos grupos cada una. La
subespecie éorreq)ondiente a I s. spurius, se dividié en: el “Grupo Estadounidense” que abarcaba
poblaciones del este {Pensilvania (PA), Virginia (VA) y Carolina del Norte (NC)}, del centro
{lllinois (IL)}, del sur {Louisiana (LA)} y del oeste {Colorado (CO) y Kansas (KS)} y el “Grupo
Mexicano” que a su vez, abarcaba la distribuci6n reproductiva de I. s. phillipsi en Guanajuato (Gua).
Mientras que, la subespecie correspondiente a L s. fuertesi, se dividi6 en el “Grupo del Norte”
(NVer) y el “Grupo del Sur” (SVer), ambas haciendo referencia a los dos extremos de la distribucién

reproductiva en Veracruz.
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RESULTADOS

Secuencias

De las secuencias correspondientes a la RC de 344 pb, 9 sitios equivalentes al 2.62 % [ueron
variables y 3 equivalentes al 0.87 % [ueron parsimoniosamente informativos. Por otra parte, de las
secuencias correspondientes a Cit-b de 925 pb, 10 sitios equiva]entes al 1.08 % fueron variables y 3
equivalentes al 0.32 % fueron parsimoniosamente informativos. Las distancias genéticas minima y
maxima y el porcentaje que se encontraron dentro y entre I. 5. spurius e I. 5. fuertesi se muestran en el

Cuadro 3.

Cuadro 3. Distancias genéticas dentro y entre subespecies que componen el complejo Icterus spurius,
usando secuencias de DNA mitocondrial de la Region Control y el gen Citocromo b.

Region Citocromo
Control b
Minsawo (o) Maximo (°s) Promedio (%) Minimo (a) Mdximo (%) Promedio (%)
Dentro de [. s. spurius 0.00 0.87 0.30 0.00 0.43 0.19
Dentro de /. 5. fuertesi 0.00 0.87 0.27 0.00 0.22 0.12
0.43 0.20

Entre subespecies 0.00 1.16 0.77 0.00

Los aspectos que son importantes resaltar de los resultados representados en el Cuadro 3, es
que se puede observar perfectamente una “minima” diferenciacién genética para el caso del gen Cit-b
y una “evidente” diferenciacién genética para el caso de la RC. Curiosamente, esta variacién no solo
resalta una diferenciacién genética, sino que apoya la idea inicial de una diferenciacién poblacional o
entre subespecies.

Asimismo, estos resultados también evidencian la diferenciacién que puede haber entre los
marcadores moleculares que se estén usando, ya que como es bien sabido, cada gen o parte del
genoma mitocondrial (y del genoma nuclear) tiene su propia tasa de mutacién y/o sus propias
caracteristicas que a su vez pueden proporcionar distinta informacion (Avise, 1994; McMillan y
Palumbi, 1997; Lunt et al., 1998). No obstante, la utilizacién de més de un gen o de una region del

genoma permite tener una vision mas amplia del estado de las relaciones filogenéticas.
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Analisis filogenéticos

De la blisqueda con ponderacién indistinta usando el andlisis de MP para ¢l conjunto de
secuencias correspondientes a la RC, se obtuvo una sola topologia que se preﬁrié presentarla en la
modalidad de red de relaciones filogenéticas sin raiz (Figura 5). Esto, debido a que se aprecian mejor
las agrupaciones que forman los haplotipos y la mezcla que existe entre ellos y también, por que se
puede resaltar la “polarizacién” de los dos grandes grupos que se formaron sin desmeritar la mezcla
de haplotipos. También, se obtuvo de forma separada un irbol filogenético para cada uno de los
conjuntos de secuencias de la RC y del gen Cit-b (Figura 6), realizando nuevamente una bisqueda
con ponderac:ién indistinta usando el analisis de MP. Al mismo tiempo, no se detecto incongruencia
significativa entre los dos conjuntos de secuencias (P = 0.092), después de haber aplicado la prueba
de particion homogénea en PAUP*.

Es evidente que en la red de relaciones filogenéticas para la RC (Figura 5) y en el arbol
filogenético de MP para el gen Cit-b (Figura 6), hay ciertos haplotipos que caracterizan a cada una de
las subespecies. Sin embargo, hay otros haplotipos de ciertos individuos que corresponden a una de
las subespecies [esto con base en caracteres morfologicos (Howell y Webb, 1995) y su ubicacién en
el momento de colecta, ver Apéndice 1], que se agrupan con los haplotipos que conforman el
“yacimiento” de variacion genética de la subespecie opuesta.

Del analisis de blisqueda con ponderacion indistinta usando MP a los que fue sometida la
combinacién de secuencias (RC y Cit-b), se obtuvieron cuatro irboles filogenéticos que mostraban a
ambos taxones como grupos polifiléticos y que resultaron ser los arboles filogenéticos més
parsimoniosos con 92 pasos de largo. No obstante, se forzé una bisqueda con ponderacién indistinta
usando MP para generar arboles filogenéticos que mostraran a I. s spurius 0 a . s. fuertesi como grupos
monofiléticos y el resultado fueron ocho arboles filogenéticos de 93 pasos de largo. Una
comparacion de ambas hipotesis (polilifilia versus monofilia) usando la prueba de “Wilcoxon signed-
ranks” (Ternplenton, 1983) de dos colas en PAUP*, no pudo excluir la monofilia para cualquiera de
los dos taxones (P > 0.5) y mostrar a un tax6n parafilético con respecto al otro, pero lo que si fue
posible fue excluir la monofilia para ambos (P < 0.0001).

La bisqueda para la combinacién de secuencias usando MV encontré un dnico érbol
filogenético (-Inl = 2119.52) con los siguientes parametros: proporcion de
transiciones/tranversiones (ti/tv) = 7.2539; forma de la distribucién gama (a) = 0.1574 y

frecuencia empirica de bases (Figura 7). No obstante, éste arbol filogenético es similar a los irboles



filogenéticos generados de los andlisis de bisqueda con ponderacién indistinta usando MP que se les
aplico a cada uno de los conjuntos de secuencias y representa que los haplotipos estan
intermezclados, aunque una de las cosas que vale la pena resaltar, es que en este arbol filogenético
hay una mejor vision de la “tendencia” que la evolucion esta llevando a cabo para estas dos
subespecies.

Del doble anilisis estadistico de consenso estricto hecho en PAUP* para la combinacion de
ambos conjuntos de secuencias, se obtuvo el mismo arbol filogenético (Figura 8) que muestra el
mayor indice de soporte estadistico para una de las agrupaciones correspondiente a . s. fuertesi, la
cual ha sido constante en todas las representaciones graficas. No obstante, el haplotipo NVer-2
correspondiente también a I. 5. fuertesi se mantuvo agrupado en todas las representaciones graficas
con los haplotipos correspondientes a I. s. spurius, lo cual evidencia una incompleta distribucion de

los haplotipos en el linaje.

Analisis de genética poblacional

Los anilisis sobre la estructura geogrifica usando ARLEQUIN revelan una significativa
diferenciacion genética entre I. s. spurius e I s. fuertesi (F; = 0.608, P < 0.00001) (Cuadro 4).
Asimismo, no se encontro evidencia de una diferenciacion genétim dentro de las poblaciones para
ambas subespecies (P > 0.75), incluyendo la comparacién entre el Grupo Estadounidense y el
Grupo Mexicano (P > 0.5) que sugiere que I. s. spurius es una sola poblacién (Cuadros 4 y 5).

Dentro de este tipo de estudios y muy particularmente en este estudio que presenta una
mezcla poblacional de haplotipos (Figuras 3, 4, 5 y 6), uno de los aspectos mis preocupantes era
probar la estructura genética poblacional con el fin de evidenciar el grado de flujo génico entre las
poblaciones. Esto se infiri6 a través de un analisis de varianza molecular (AMOVA, Excoffier et al.,
1992) y los resultados obtenidos (Cuadro 4) sugieren fuertemente que hay una pequefia probabilidad
o nula de intercambio génico entre las poblaciones de ambas subespecies con un estimado de 0.3
migrantes por generacion.

Por otra parte, los resultados obtenidos (Cuadro 5) sugieren que las poblaciones
correspondientes a I s. spurius no presentan una diferenciacién genética y que dentro de todo el
rango de distribucion hay un intenso intercambio de genes. Esto es compatible con lo hallado por
Monroe (1968) que descarta a I. s. phillipsi como una tercera subespecie para el complejo y que

establece que /. s. spurius es una sola poblacion.
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Cuadro 4. Resultados de la AMOVA (Excoffier et al., 1992). fndices de fjacién (Fgp) para I s. spurius
e I 5. fuertesi basados en las secuencias correspondientes a la Region Control.

Componentes de

Fuente de variacion

discrepancia
Entre subespecies 0.78589
Entre poblaciones / Dentro de las  -0.02338
subespecies
Entre individuos / Dentro de las  0.53054

poblaciones

Porcentaje

Fir P
de variacion
60.75 0.608 < 0.000001
-1.81 0.046 0.75269
41.03 0.590 0.0019

Cuadro 5. Valores de F; para el “Grupo Estadounidense” y el “Grupo Mexicano” basados en las

secuencias correspondientes s 1 Regién Control.

Fuente de variacién o 9 Patete Fo P
discrepancia de variacion

Entre grupos 001238 240 0024  0.22581

Entre poblaciones / Dentro de los grupos -0.01204 -0.024 0.024 0.46432
0.51587 0.56403

Entre individuos / Dentro de los grupos

99.93 0.00066
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NVer-1, NVer-3, NVer+4

SVer-1, SVer-2

B 1 pwtes gt
O £ spurtus faersast

—————— Cambio cn un par de bases

Figura 5. Red de relaciones filogenéticas sin rafz para la secuencias correspondientes a la Regién Control (RC), obtenido
del anilisis en PAUP* usando Méxima Parsimonia. El largo de las ramas corresponde a un cambio en un par de bases y
las frecuencias de los haplotipos esta indicada por el érea de los circulos.
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Figura 6. Arbol filogenético correspondiente a las secuencias de Citocromo b (Cit-b), obtenido del anilisis en PAUP*
usando Maxima Parsimonia.
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Figura 7. Arbol ﬁ.logenéﬁco corresp liente a la combmacion de las secuencias de RC y Cit-b, obtenido del analisis en
PAUP* usando Mixima Verosimilitud.



Mixima: Parsimon m paralla:
Combinacién de Datos
(Consenso Estricto)

76

Ls. fuertesi (NVer-1 ,"S\r'er- 1 ,:SVer-Z}_'
I s. fuertesi (N\"er-i’»);

Ls. fuertesi (N\"er—tt):

I 5. spurius (IL-6)

5. spurius (LA-3)

I.s. spurius (IL-5)

Ls. spurius (LA-1)

L s. spurius (LA-2)

5. spurius (KS)

I.s. spurius (LA-4)

L& spurius (LA-6), L. s. fuertesi (NVer-2)
I.s. spurius (LA-S)

5. spurius (PA-1)

1. 5. spurius (VA)

I, dominicensis dominicensis (1)

I. dominicensis dominicensis (2)

Figura 8. Arbol filogenético correspondiente a la combinacion de las secuencias de RC y Cit-b, obtenido del anilisis en

PAUP* usando Consenso Estricto.
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DISCUSION

Reciente divergencia

Con base en los resultados obtenidos, el patrén filogenético que presentan y que
actualmente predomina entre las dos grandes poblaciones de este complejo, es un patrén de polifilia
(Figuras 5, 6 y 7). Dicho patron es pronosticado para estadios tempranos de divergencia por parte
de la teoria de coalescencia (Neigel y Avise, 1986; Hudson, 1990). No obstante, existen propuestas
muy respetadas que argumentan que el {nico patron filogenético que representa una “verdadera
divergencia”, es el de monofilia (Rosen, 1979; Mishler y Brandon, 1987; Nixon y Wheeler, 1990;
Smith, 1994; Baum y Shaw, 1995). Sin embargo, el 17 % de todas las aves y el 23 % de todas las
especies de animales no presentan patrones de monofilia para el mtDNA (Funk y Omland, 2003).

Esta disputa por querer establecer un solo patron filogenético que funcione para definir a las
especies oculta la verdadera disputa, la cual debe ser centrada en la idea de que las poblaciones pasan
por distintos patrones ﬁlugenéticos durante el proceso de divergencia (Neigel y Avise, 1986,
Hudson, 1990). Sin embargo, hay que tener cuidado debido a que dependiendo de la “agresividad”
que pucdan manifestar los eventos encargados de la divergencia, se pueden o no presentar todos los
patrones filogenéticos en las poblaciones involucradas.

Asimismo, cada especie tiene su propia historia evolutiva, la cual es determinada por la
manifestacién de los eventos encargados de la especiacién, dando como resultado especies con
distinto grado de divergencia (Avise et al., 1987; Avise 2001). Esto, puede ejemplificarse mejor si
recordamos la Figura 1, en la cual las especies o en este caso las poblaciones, pueden con base en los
eventos encargados de la divergencia acomodarse en distintos niveles de la “Y”. Por lo que, en este
caso, las dos grandes poblaciones del complejo de Icterus spurius, se acomodan en la base de la
bifurcacion. Esto, con base en el patrén de polifilia resultante de todos los analisis a los que fueron
sometidos los fragmentos especificos de mtDNA (Figuras 5, 6 y 7).

Tiempo de divergencia

Klicka et al. (2001) sugieren que una interpretacién temporal de la filogenia con base en
marcadores moleculares requiere de una “brusca” y constante tasa de sustituciones de bases entre los
taxones. Asumiendo la tasa de divergencia de un millon de afios por cada 1.6 % de divergencia entre

las secuencias (Fleischer et al., 1998), se estim6 con base en la méxima distancia génica de 0.43 %
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en las secuencias de Cit-b, que I s. spurius e I s. fuertesi comenzaron su proceso de divergencia a
partir de un ancestro comin hace 200,000 afios atrds. Esta estimacion coincide con la Gltima
glaciacion del Pleistoceno que al parecer fue una de las principales protagonistas que propicio la
radiacion de los vertebrados en Norte América (Avise y Walter, 1998; Avise et al., 1998; Mila er al.,
2000) y muy en especial, la de los Passeriformes (Klicka y Zink, 1997 y 1999).

Cabe mencionar que los factores que pueden incrementar el grado de divergencia entre las
poblaciones dependen de grandes periodos de tiempo en la interrupcion del flujo génico y con un

tamaiio pequefio de la poblacion efectiva (Hudson, 1990).

Limites de especies

Lo complicado que puede ser establecer los limites de especies, radica en la controversial
indecision que genera el no estar seguro cual concepto y/o definicion de especie escoger que se
ajuste mejor o que sirva mds para establecer y explicar estos limites. No obstante, la posible solucion
para este conflicto y que ademis tiene un gran sustento tedrico, es la propuesta que considera que
todos los eventos o fenémenos en los que estos conceptos y definiciones estin fundamentados, hacen
referencia a un solo concepto, el CLGE (de Queiroz, 1998). Y es justamente este trabajo, el que
proporciona un excelente ejemplo para aplicar esta propuesta, ya que con base en los resultados
obtenidos y con la previa informacion, se pueden resaltar los criterios que ambas poblaciones
cumplen para establecer los limites de especie y que a su vez, evidencian la divergencia que ha
ocurrido entre ellas.

El criterio que necesita ser aplicado a primera vista es el de capacidad distintiva, ya que es
evidente que cada una de las dos poblaciones presenta una fijacién de caracteres en lo que
corresponde a la coloracion de los machos adultos (Howell y Webb, 1995; Jaramillo y Burke, 1999).
Este caricter proporciona distinguibilidad a cada una de las poblaciones (Cracraft, 1983),
manifestando al mismo tiempo una agrupacion fenética (Sokal y Crovello, 1970). De igual modo,
trabajos anteriores resaltan una posible agrupacion fenética para cada poblacion con base en
caracteres meristicos (Chapman, 1911; Graber y Graber, 1954; Jaramillo y Burke, 1999).

El segundo criterio que puede ser aplicado con base en informacién muy general es el de
cohesién, ya que tanto los hibitos migratorios y la distribucién de las poblaciones durante la
temporada reproductiva (Jaramillo y Burke, 1999), permiten un posible aislamiento reproductivo,

que a su vez permite que haya un entrecruzamiento activo entre los individuos de cada poblacion y
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no entre los individuos de poblaciones distintas. Asimismo y con base en los resultados del analisis
de genética poblacional, existe una minima o nula posibilidad de que pueda haber actividad de
intercambio génico entre las dos poblaciones. No obstante, se ha comprobado que pueden existir
poblaciones o especies diferenciadas genéticamente y/o morfologicamente que mantienen un
limitado flujo génico como evidencia de una cercana relacién filogenética y que dicha habilidad no
deberia ser tomada en cuenta a la hora de establecer los criterios para definir a las especies (Zink y
McKitrick, 1995; Burns, 1998). Incluso, hay especies reconocidas con extensas zonas de hibridacién,
en las cuales las especies involucradas no estan cercanamente relacionadas (Zink, 1994; Freeman y
Zink, 1995). Otro aspecto importante que esta relacionado con el criterio de cohesion, es el
relacionado con la zona adaptativa (Van Valen, 1976), ya que los tipos de habitat resultan ser
contrastantes para ambas poblaciones (Graber y Graber, 1954; A.O.U., 1998, Jaramillo y Burke,
1999), al igual que el tamario del drea que cada poblacion ocupa y la abundancia de cada una de estas.

El siguiente criterio que cumple este complejo y que evidencia la diferenciacion genética
presente entre sus dos poblaciones es el de coalescencia, no obstante, de Queiroz (1998) sugiere que
este criterio es exclusivo para poblaciones que manifiesten patrones de monofilia y por lo tanto, asi
deberia llamarse. Sin embargo, con base en la teorfa de coalescencia (Neigel y Avise, 1986, Hudson,
1990) las poblaciones pueden presentar patrones filogenéticos de polifilia o parafilia en estadios
tempranos de la divergencia y que el alcanzar patrones que manifiesten una reciproca monofilia esta
completamente relacionado con los otros criterios y con el tiempo (Neigel y Avise, 1986, Avise,
2001), por lo que, se recomienda cambiar el criterio de monofilia por el criterio de coalescencia
debido a que este si hace referencia a la transicién de los haplotipos por los distintos patrones
filogenéticos al igual que a la coalescencia de arboles genéticos.

Por dltimo, parece ser que tanto los cambios en la coloracion del plumaje como habitos
migratorios se desarrollan dentro de periodos de tiempo relativamente cortos. Para el caso de I. s.
spurius, se sabe que la coloracién del plumaje es importante en la blisqueda de pareja, por lo que la
seleccion sexual podria estar jugando un papel trascendental en la fijacién de nuevos caracteres de
coloracién en el plumaje (Enstrom, 1993), asimismo, como una ripida adaptacién a un hibitat
determinado (Van Valen, 1976). No obstante, también se requiere de mids trabajo de campo que

ayude a encontrar nuevas evidencias que sirvan para reforzar las ya contempladas.
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CONCLUSIONES

Los patrones de polifilia que presentaron todos los anilisis de este trabajo evidencian una
distribucion incompleta de los haplotipos en el linaje.

La monofilia no es el Gnico patrén filogenético que pueden presentar las poblaciones
durante su proceso de divergencia.

El flujo génico debe de ser considerado como un indicador del grado de la divergencia y no
€OMO requisito para que la divergencia ocurra.

La combinacion de mas de un conjunto de secuencias correspondientes a genes distintos,
permite tener una vision mas amplia de la filogenia de las especies.

La conjuncion de la variacion genética resultante de es trabajo con los datos ya existentes
sobre morfologia, ecologia y habitos migratorios, permiten reconocer a Icterus spurius e

Icterus fuerreei como especies distintas que presentan un reciente proceso de divergencia.
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