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RESUMEN

Se analiz6 la variacion genética de Lepidocolaptes affinis en Mesoamérica a partir de la
secuenciacion de 1869pb de dos regiones del ADN mitocondrial (CytB y ND2) de 79 especimenes
de 34 localidades entre el noreste de México y Costa Rica. La diversidad y estructura genética fue
estudiada con métodos de genética de poblaciones y con el Anélisis de Clados Anidados. La historia
demogréfica se examind con distribuciones mismatch y métodos basados en coalescencia. Las
relaciones filogenéticas entre haplotipos fueron analizadas usando ML, MP, analisis bayesianos y
redes de haplotipos. L. affinis presentd una diversidad genética moderada (3.6% de sitios variables,
356 haplotipos unicos y diversidad nucleotidica= 0.005), una baja diferenciacion entre individuos
(divergencia media P-uncorrected = 1.8%) y una diferenciacion variable entre poblaciones (Fst =
0.16 — 0.96, p < 0.05). El patron filogeografico mostré a la depresion de Nicaragua como una barrera
geografica evidente. Las poblaciones a ambos lados del Istmo de Tehuantepec no mostraron una
diferenciacién marcada. En México las poblaciones de las montafias de Oaxaca y de la Sierra Madre
Oriental estuvieron relacionadas y compuestas por dos linajes diferentes. Las relaciones
filogenéticas entre varios haplotipos no se resolvieron completamente probablemente debido a una
diferenciacion reciente. En general los datos no apoyaron un escenario de expansion demogréfica y
la Unica poblacion que mostrd evidencia de un cuello de botella genético fue la de Costa Rica. Se
comentan algunos aspectos de las relaciones filogenéticas entre esta especie y otras del mismo

género.



ABSTRACT

The genetic variation of Lepidocolaptes affinis in Mesoamerica was analyzed by sequencing 1869bp
of mtDNA regions (CytB and ND2) of 79 specimens of 34 localities from northeastern México to
Costa Rica. The genetic diversity and structure was studied with population genetics methods and a
Nested Clade Analysys. Demographic history was examined with mismatch distributions and
coalescent based methods. The phylogenetic relationships between haplotypes were analyzed using
ML, MP, Bayesian approaches and haplotype networks. L. affinis presented a moderate genetic
diversity (3.6% variable sites, 36 unique haplotipes, nucleotide diversity=0.005), low differentiation
among individuals (mean p-uncorrected divergence= 1.8%) and a variable differentiation among
populations (Fst = 0.16 — 0.96, p < 0.05). The phylogeographic pattern suggests that the Nicaragua
depression acts as an important geographic barrier. Populations on the two sides of Tehuantepec
isthmus did not show strong differentiation. In Mexico, the Oaxaca mountains and the Sierra Madre
Oriental populations were related and composed of two different lineages. Relationships among
many haplotypes were not fully resolved likely due to recent differentiation. In general, the data didn’t
support a scenario of demographic expansion and the only population that showed evidence of a
genetic bottleneck was Costa Rica. Some aspects about phylogenetic relationships among this

species and others of the same genus are commented.



INTRODUCCION

La biologia evolutiva busca responder dos preguntas bésicas: ¢cuales son las causas de la
evolucion? y ¢cudl es la historia de la vida en la Tierra? (Futuyma 1998). La gran diversidad
biolégica del Neotropico representa un buen sistema para poner a prueba hipétesis relacionadas con
esas preguntas. La mayoria de modelos de diversificacion de varios grupos taxonémicos en esta
zona invocan el aislamiento geografico como el modo principal de diferenciacion (Haffer 1969, Nores
1999) a diferentes escalas. En el grupo de las aves, las diferencias entre habitats y el efecto de los
cambios geoldgicos y/o climaticos se han incluido en las explicaciones de su diversificacion en el
Neotropico (e.g., Garcia-Moreno & Cardoso da Silva 1996, Aleixo 2002, 2004, Brumfield & Edwards
2007, Cabanne et al. 2008). El conocimiento de los procesos evolutivos que dieron forma a la biota
es importante tanto para propdésitos académicos como de conservacion (Moritz 2002). En afios
recientes, la posibilidad de poner a prueba hipdtesis sobre la historia de especies individuales se ha
enriquecido por la generalizacion del uso de marcadores moleculares y el desarrollo de nuevas

teorias y métodos analiticos (e.g., filogeografia, genética de poblaciones).

El presente estudio analiza la variacion genética de una especie de ave (Lepidocolaptes
affinis) de Bosque Montano en Mesoamérica, utilizando informacion de sus secuencias de ADN.
Con el fin de sugerir algunas explicaciones sobre la historia evolutiva de este linaje, se
implementaron diferentes métodos y analisis que describen los patrones de relaciones histéricas y
de distribucion geogréfica de los haplotipos de L. affinis. También se utilizan andlisis para detectar
evidencia de fluctuaciones demograficas de las poblaciones de L. affinis. La variacion genética de L.
affinis se compara con la de otras especies tanto de Bosques Montanos Mesoamericanos como con
especies de la subfamilia Dendrocolaptinae para poner los resultados en un contexto biogeogréafico y
filogenético. Se exploran, ademas, las relaciones filogenéticas entre L. affinis y otras especies del

género.
Filogeografia

La filogeografia pretende dilucidar los patrones espaciales de la variacion genetica de las especies y
proponer los procesos implicados (Avise 2000). Este campo surge gracias a desarrollos en las
técnicas de andlisis de la diversidad genética a nivel molecular, el mejoramiento de los analisis

filogenéticos y el establecimiento de la teoria de coalescencia (Avise 2000). EI ADN mitocondrial



(ADNmt) se ha utilizado como base en la mayoria de estudios filogeogréaficos ya que en animales
evoluciona rapidamente y usualmente es transmitido maternalmente sin recombinacion (Avise 1998)
lo cual permite encontrar una gran diversidad interindividual y hacer reconstrucciones filogenéticas.
El que la filogeografia implique informacion filogenética le da una dimension histérica de la que

carece la genética de poblaciones (Avise 2000).

Los métodos filogenéticos mas usados en filogeografia son los basados en los criterios de
Maxima Parsimonia y de Maxima Verosimilitud, asi como las reconstrucciones basadas en Inferencia
Bayesiana (IB). Los andlisis con MP usan un criterio de seleccion de hipotesis en donde la solucion
méas simple es la mejor, minimizando asi el niumero de hipdtesis ad hoc (e. g., homoplasias) sobre
una filogenia (Egan & Crandall 2006). Para MP existen poderosas estrategias de busqueda (Goloboff
et al. 2003) que han disminuido el tiempo computacional de los analisis. El anélisis con MP funciona
bien para secuencias de ADN con divergencia moderada, pero puede ser poco preciso cuando las
secuencias presentan una gran divergencia, ya que si algunas ramas en una filogenia han
evolucionado a una tasa mayor que otras es posible que acumulen varias homoplasias y MP tiende
a agrupar esas ramas (atraccion de ramas largas) rindiendo inferencias filogenéticas erroneas (Egan
& Crandall 2006). En el caso de los datos moleculares, los métodos que tienen en cuenta
caracteristicas especificas de esos datos o de los procesos implicados rinden estimadores mas

precisos de las filogenias (Huelsenbeck 1995).

Cuando se cuenta con modelos de evolucion de los caracteres, se pueden usar métodos
estadisticos estandar para estimar la filogenia (Felsenstein 2004). EI método méas aplicado es la
Méxima Verosimilitud (ML), que bas&ndose en un arbol con longitudes de rama y un modelo
evolutivo que permite calcular probabilidades de cambio de los estados de caracter a lo largo de ese
arbol, busca la topologia que muestre el mejor ajuste entre los datos y el modelo (Felsenstein 2004).
La verosimilitud tiene varias propiedades que la hacen un buen método estadistico, entre ellas la
consistencia (Felsenstein 2004). En sistematica filogenética, la consistencia significa que el método
converge en la filogenia correcta conforme los datos disponibles tienden al infinito (Hillis 1995, Sober
2004). A pesar de usar criterios diferentes para elegir una hipdtesis filogenética, la MP y ML usan las
mismas estrategias de busqueda (e.g., heuristica) y los mismos métodos de reordenamiento de

ramas (e.g., TBR) para explorar el espacio de topologias posibles.



Otro método estadistico para el anlisis filogenético es la Inferencia Bayesiana, que tiene
varias diferencias con los otros métodos, en cuanto a sus bases tedricas e implementacion. Los
métodos bayesianos estan relacionados con los métodos de verosimilitud, difiriendo por el uso de
una distribucion prior del pardmetro que va a ser inferido, que tipicamente es el arbol (Felsenstein
2004). En la perspectiva Bayesiana no hay distincion ldgica entre los pardmetros del modelo usado y
los datos, siendo considerados como variables aleatorias con una distribucion de probabilidad
conjunta que es el producto de la verosimilitud por el prior (Beaumont & Rannala 2004). El prior
encapsula informacion, en forma de una distribucion de probabilidad, acerca de los valores de un
parametro antes de examinar los datos, y por su parte la verosimilitud es una distribucién condicional
que especifica la probabilidad de los datos observados dado cualquier valor particular de los
parametros (Beaumont & Rannala 2004). En conjunto, esas dos funciones combinan toda la
informacion disponible sobre los pardmetros (Beaumont & Rannala 2004). Algunos calculos dificiles
de computar son aproximados utilizando una estrategia de blsqueda iterativa conocida como el
método de cadenas Markov Monte Carlo (MCMC) (Egan & Crandall 2006) que despliega una
muestra aleatoria de los arboles (hipdtesis de la distribucion a posteriori), permitiendo hacer

propuestas probabilisticas acerca del arbol verdadero (Felsenstein 2004).

Dado que las reconstrucciones filogenéticas basadas en los métodos comentados pueden
presentan ciertos problemas al establecer relaciones entre haplotipos de una especie (e.g.,
ocurrencia de reticulacion), se han desarrollado las redes de haplotipos (Posada & Crandall 2001).
Este método, basado en diferentes algoritmos, es otra forma de presentar las relaciones entre un
conjunto de haplotipos en donde éstos no se ubican solo en los terminales sino también en los
nodos, formando una red que une los haplotipos por sus distancias mutacionales (Posada & Crandall
2001).

Ahora bien, en su forma basica los métodos filogeogréficos superponen una hipotesis de
relaciones entre haplotipos a la distribucion geografica (mapa) de los mismos y sobre esto se
desarrollan las interpretaciones de la historia del linaje estudiado. Sin embargo, en muchos casos
este método puede resultar subjetivo. Por esta razon se desarrolld un método conocido como
Anélisis de Clados Anidados (NCA 0 NCPA, por sus siglas en inglés) (Templeton et al. 1995,
Templeton 2004) que mediante la aleatorizacion de la informacion geogréafica y filogenética pone a

prueba estadisticamente la hipdtesis de no-asociacion geogréfica de los haplotipos. Ademas, segun



los proponentes del método (Templeton et al. 1995, Templeton 2004) los resultados del anlisis
pueden ser sometidos a una clave de inferencia (serie de preguntas verbales sobre los valores
obtenidos del analisis) para proponer diferentes procesos historicos (e.g., vicarianza, aislamiento por
distancia) implicados en la distribucion geogréfica de los haplotipos. A pesar de su amplia utilizacion,
el NCA ha sido muy criticado especialmente por el aparente exceso de falsos positivos que reporta
en pruebas con simulaciones computacionales (e.g., Knowles & Maddison 2002, Petit 2007, Knowles

2008), pero existen réplicas a tales criticas (Templeton 2004, 2008).

Para poner a prueba hipétesis sobre los procesos responsables de la distribucion espacial
de los haplotipos existen procedimientos basados en la teoria de coalescencia. La teoria de
coalescencia considera que toda la diversidad genética actual de un linaje coalesce en un solo
haplotipo en el pasado (Avise 2000). Considerando que las hembras de una poblacién producen
hijas de acuerdo con una distribucion de frecuencia particular, con media y varianza definida, es
posible calcular la probabilidad recursiva de extincion de una linea materna después de n
generaciones (Avise 2000) y del mismo modo se puede calcular la probabilidad de que los

haplotipos presentes en una poblacion coalescan n generaciones en el pasado a uno solo.

El tiempo de coalescencia de los haplotipos de una poblacion se relaciona directamente con
el tamafio historico de la poblacion. Por esta razon los eventos demogréficos impactan el proceso de
ramificacion de los linajes y la distribucién actual de los haplotipos (Avise 2000). La utilizacion de
modelos basados en coalescencia permite poner a prueba hipétesis particulares sobre la historia de
los linajes al comparar estadisticamente el patron de los datos observados con el patron propuesto
por el modelo (para una discusion al respecto véase: Knowles & Maddison 2002). Actualmente
existen procedimientos automatizados que permiten estimar diferentes pardmetros poblacionales
(e.g., LAMARC, Kuhner 2006) que unidos a célculos tradicionales de genética de poblaciones (Fsr,
AMOVA, mismatch distributions, entre otros) hacen posible completar el entendimiento de la
distribucion de la diversidad genética de las especies en el espacio y en el tiempo (Hey & Machado
2003, Kuhner 2009).



El Bosque Montano

El Bosque Montano Himedo (Bosque Montano de aqui en adelante) se define como el bosque
tropical de elevaciones medias y altas que recibe una gran cantidad de humedad de la lluvia, de la
niebla y de las nubes (Hernandez-Bafios et al. 1995). Estos bosques se encuentran desde el este y
sureste de México hacia el sur hasta el Noroeste de Argentina, en parches de diferente tamafio a lo
largo de las pendientes montafiosas desde los 600 a los 3000 msnm (Brown & Kapelle 2001). En el
norte de Mesoamérica, este bosque se encuentra por parches de distribucion reducida mientras que

en Costa Rica, Panama y Sur América constituye un cinturén casi continuo (Terborgh 1971).

Este bosque ha sido testigo de la evolucion de una impresionante diversidad bioldgica
(Herndndez-Bafios et al. 1995, Gentry 1995, Navarro et al. 2001, Sanchez-Gonzalez et al.. 2007).
Tal diversidad se ha explicado mediante hipétesis que consideran el efecto del cambio climatico
pasado sobre este habitat que propicid periodos de aislamiento y periodos de relativa continuidad
entre los fragmentos del Bosque Montano (Wijninga 1995). A pesar de su amplia distribucion, el
Bosque Montano, requiere de condiciones ecoldgicas especificas para su presencia, como
pendientes pronunciadas y una gran cantidad de humedad (Foster 2001). Lo anterior ocasiona una

distribucion geogréfica altamente fragmentada, anéloga a un archipiélago (Luna et al. 1988).

Por lo tanto, los estudios de la variacion geogréfica y filogenética de los elementos hiéticos
asociados al Bosque Montano son claves para el entendimiento de sus procesos de diferenciacion y
especiacion (Garcia-Moreno et al. 2004). La divergencia de las poblaciones de aves en estos
bosques ha mostrado ser considerable en términos de caracteres tanto morfologicos (Navarro et al.
2001, Sanchez-Gonzélez et al. 2007) como genéticos (Peterson et al. 1992, Garcia-Moreno et al.
2004, Cortés-Rodriguez et al. 2008, Navarro-Sigiienza et al. 2008, Puebla-Olivares et al. 2008), lo
cual hace que la avifauna del Bosque Montano sea un caso de gran interés para estudios

filogeogréficos que exploran la historia de la diversidad intraespecifica.
Filogeografia de aves del Bosque Montano en Mesoamérica

Estudios desarrollados con dos especies de aves de Bosque Montano en Mesoamerica
(Aulacorhynchus prasinus y Chlorospingus ophthalmicus) muestran una separacion morfolégica
discreta y marcada entre diferentes poblaciones (Navarro et al. 2001, Sanchez-Gonzalez et al.
2007). Del mismo modo, algunos trabajos usando una aproximacion filogenética basada en datos
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moleculares (Garcia-Moreno et al. 2004, Bonaccorso et al. 2008, Cortés-Rodriguez et al. 2008,
Navarro-Sigiienza et al. 2008, Puebla-Olivares et al. 2008) indican que la variacion genética de las
poblaciones de aves (Lampornis amethystinus, C. ophthalmicus, Buarremon brunneinucha y A.
prasinus) de distintas zonas del bosque montano de Mesoamérica se estructura a diferentes niveles

geograficos.

Estos estudios coinciden en sefalar diferentes zonas montafiosas en México (e.g., Sierra
Madre Oriental, Sierra Madre del Sur, Sierra de los Tuxtlas), algunas en el Sur de México (e.g., Sur
de Chiapas) y otras del norte de Centro América (e.g., EI Salvador) como zonas con poblaciones
genéticamente separadas. Dos de dichos estudios (Navarro-Sigiienza et al. 2008, Puebla-Olivares et
al. 2008), muestran que también hay una gran diferencia entre el Sur de Centroamérica, la zona
media de Centroamérica Yy el norte de Centroamérica y México, aunque los limites geograficos
exactos varian. Vale la pena anotar que separaciones semejantes también se han encontrado
mediante analisis biogeograficos tradicionales con especies de aves (Hernandez-Bafios et al. 1995,
Sanchez-Gonzaélez et al. 2008). Estas diferencias y separaciones entre las poblaciones y especies
del bosque montano de Mesoamérica han sido relacionadas con la presencia de barreras

geograficas.

En Mesoamérica las principales barreras para las especies montanas son el Istmo de
Tehuantepec y la depresion de Nicaragua, asi como las tierras altas y secas del interior de México
(Sanchez-Gonzélez et al. 2007). Pero también, algunos accidentes geograficos menores (e.g., la
cuenca del Rio Verde entre Guerrero y Oaxaca) han tenido una influencia local en la separacion de
algunas poblaciones (Hernandez-Bafios et al. 1995, Puebla-Olivares et al. 2008). A pesar de las
similitudes en el patron de distribucion y de aislamiento de los taxa estudiados, los datos indican que
las poblaciones de algunas especies (C. ophthalmicus y posiblemente B. brunneinucha) han tenido
una larga historia de aislamiento o0 una rapida evolucion tras la separacion de su ancestro comdn
(Garcia-Moreno et al. 2004, Navarro-Sigiienza et al. 2008), mientras que otras especies (L.
amethystinus, A. prasinus) posiblemente tuvieron una diversificacion relativamente reciente (Cortés-
Rodriguez et al. 2008, Puebla-Olivares et al. 2008). Esto resalta la naturaleza singular de la historia

de cada linaje.

Patrones similares a los encontrados con aves se han identificado en otros vertebrados tales

como mamiferos (Eizirik et al. 1998, Cortés-Ortiz et al. 2003, Ledn-Paniagua 2007) y reptiles (Castoe
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et al. 2009). A pesar de que las escalas geogréficas y el nivel taxondmico de estos trabajos no son
iguales, sus resultados parecen indicar que diversos grupos han compartido parte de su historia

evolutiva en la zona.
Lepidocolaptes affinis

Lepidocolaptes affinis es una especie de la familia Furnariidae (Banks et al. 2006), subfamilia
Dendrocolaptinae (Irestedt et al. 2002, Banks et al. 2008). En el género Lepidocolaptes se agrupan 8
especies, 5 de las cuales se encuentran en Suramerica, 2 en México y Centroamérica y una en
Centro y Suramérica (del Hoyo et al. 2003). La subfamilia Dendrocolaptinae es un grupo
relativamente homogéneo de aves trepadoras y forrajeadoras de corteza, conocidas como
trepatroncos, que habitan desde el norte de México hasta Argentina (Hilty 2003, del Hoyo et al.
2003). L. affinis es una especie insectivora relativamente pequefia (19-22cm), comin vy
moderadamente sensible a la intervencién humana (del Hoyo et al. 2003) que habita en el Bosque
Montano de México y Centroamérica (Fig. 1). Esta especie se encuentra dividida en 3 subespecies:
[) L. a. lignicida del noreste de México; Il) L. a. affinis del este y sur de México hasta el norte de
Nicaragua y Ill) L. a. neglectus de las montafias de Costa Rica y del oeste de Panamé (del Hoyo et
al. 2003, Dickinson 2003) (Fig. 1).

Para el caso de L. affinis, resulta muy interesante la baja variacion morfoldgica que exhibe a
lo largo de toda su distribucion geografica (3 subespecies) en comparacion con la variacion que
muestran otras especies comunes de Bosque Montano como: A. prasinus, Xiphocolaptes
promeropirhynchus, Henicorhina leucophrys, C. ophthalmicus y B. brunneinucha; que tienen 7, 5, 7,
10 y 8 subespecies, respectivamente, a lo largo de Mesoamérica (Dickinson 2003). La baja
variabilidad de L. affinis contrasta, también, con el gran nimero de subespecies reconocidas para L.
lacrymiger en Sur América (9) (Dickinson 2003) una especie con una historia natural semejante (del
Hoyo et al. 2003) que en el pasado fue considerada conespecifica con L. affinis (e.g., Hilty & Brown
1986).

Dentro de las aproximaciones filogenéticas con datos moleculares para aves del Neotropico
existen al menos seis estudios que incluyen especies de la subfamilia Dendrocolaptinae. De estos
trabajos, tres abordan algunas preguntas sobre la diversificacion de dos géneros en Sur América

(Xiphorhynchus y Lepidocolaptes) en relacion con los habitats en que se encuentran sus especies
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(Garcia-Moreno & Cardoso da Silva 1997, Aleixo 2002, 2004). Los otros tres se centran en el
analisis genético y filogeografico de Glyphorhynchus spirurus (Marks et al. 2002) y X. fuscus
(Cabanne et al. 2007, 2008). Para G. spirurus, una especie ampliamente distribuida en tierras bajas
del Neotrdpico, se analizé si la distribucion de sus haplotipos coincide con las &reas de endemismo
sefialadas para la zona. Para X. fuscus, una especie del Bosque Atlantico Suramericano se pusieron

a prueba diferentes hipotesis sobre las causas de su divergencia genética.

Figura 1. A. Mapa con la distribucion geogréafica de Lepidocolaptes affinis en México y Centroamérica. Se
indica la distribucién de cada una de las tres subespecies. B. llustracion de L. affinis (Del Hoyo et al. 2003).

De acuerdo con la distribucion de los bosques montanos en que habita L. affinis, se espera
que exista cierto grado de estructura genética y filogeografica entre sus poblaciones que coincida
con el patron encontrado para otras especies. Sin embargo, dada su baja divergencia morfoldgica en
comparacion con la de otras aves de bosques montanos, su variacion genética puede ser baja. Dado
que los bosques montanos han sido afectados por cambios climaticos en el pasado es posible que L.

affinis presente indicios de fluctuaciones demograficas historicas.
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METODOS
Obtencién de datos

Se utilizaron 79 muestras de tejido de individuos de L. affinis procedentes de cinco colecciones
zoologicas: Museo de Zoologia de la Facultad de Ciencias de la UNAM (47), Natural History Museum
University of Kansas (15), Marjorie Barrick Museum University of Nevada (5), Museum of Natural
History Louisiana State University (10) y Field Museum of Natural History (2). Adicionalmente, como
grupo externo se utilizaron muestras de L. lacrymiger (2), L. souleyetii (2), L. leucogaster (1), L.
angustirostris (1) y Xiphorhynchus flavigaster (1) provenientes algunas de estas instituciones, mas
una secuencia de Sittasomus griseicapillus publicada en el GenBank que fue usado para enraizar los
arboles. Las muestras representan 34 localidades a lo largo de la distribucion de L. affinis (Fig. 2,
Tabla 1, Anexo 1).

La extraccion de ADN genomico total se hizo utilizando el kit de extraccion DNeasy Tissue
Kit (Qiagen), siguiendo los protocolos recomendados por los fabricantes. Se amplificaron, mediante
PCR en un termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems) dos regiones
mitocondriales, ND2 y CytB, utilizando los iniciadores H6313-L5212 y H16065-L14841
respectivamente. Ambas secuencias completas suman aproximadamente 2170pb. La amplificacion
del ND2 se realizd en 10 ciclos de: 94°C por 15 seg, 55°C por 30 seg y 72°C por 30 seg; seguidos
por 35 ciclos de: 94°C por 15 seg, 50°C por 15 seg y 72°C por 30 seg finalizando con 72°C por 3
min. La amplificacion del CytB se realiz6 en 27 ciclos de: 95°C por 1 min, 50°C por 1 min'y 72°C por
2 min; finalizando con 72°C por 7min. Los productos amplificados fueron visualizados en geles de
agarosa para confirmar su presencia, determinar que el tamafio del amplificado correspondiera con
el del fragmento esperado y determinar la presencia de una sola banda. En todas las amplificaciones

se usaron controles negativos con agua para descartar la ocurrencia de contaminacion por ADN.

Los productos amplificados por PCR fueron sometidos a un proceso de purificacion en
placas del Kit de Purificacion (Millipore), diluidos a un volumen final de 20 pL y visualizados en geles
de agarosa para determinar la concentracion de ADN de cada muestra. Cuando fue necesario, las
muestras se diluyeron a una concentracion de 20 a 40 ng/uL para optimizar los resultados de la
secuenciacion. Las reacciones de secuencia se realizaron utilizando el protocolo BigDye Terminator

(Applied Biosystems). Los productos de esta reaccion fueron purificados mediante columnas de
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Sephadex. Las secuencias fueron obtenidas en un ABI prism 377 DNA automatic sequencer (Perkin-

Elmer), éstas fueron editadas y alineadas manualmente utilizando el programa Bioedit (Hall 1999).

Analisis de datos

Reconstruccion de relaciones filogenéticas. Para todos los andlisis presentados a continuacion se
usaron en conjunto los datos obtenidos para las dos regiones evaluadas del ADNmt (ND2 y CytB).
Se propuso una hipétesis de relacion filogenética entre los haplotipos Unicos de L. affinis mediante
busquedas heuristicas utilizando el criterio de parsimonia (MP) y de maxima verosimilitud (ML) asi
como una reconstruccion filogenética basada en inferencia Bayesiana (IB). Para MP se realizaron
varias busquedas heuristicas utilizando el reordenamiento de ramas TBR utilizando el programa
Winclada 1.00.08 (Nixon 2002): 1) 5000 replicas, 1000 puntos de partida; 10 000 arboles en
memoria, I1) 8000 repeticiones, 2000 puntos de partida 25 000 arboles en memoria y 1ll) 20 000
repeticiones, 5000 puntos de partida, 100 000 &rboles en memoria. Esto se hizo con el fin de tener

mas certeza sobre el arbol con MP encontrado.

Se utilizd Modeltest 3.7 (Posada & Crandall 1998) para calcular empiricamente los
parametros del modelo evolutivo y determinar el modelo apropiado de evolucién de las secuencias, a
ser usado con ML, bajo el Criterio de Informacion de Akaike. La busqueda de la hipGtesis de
relaciones segun el criterio de ML se realiz6 en PAUP* 4.0 (Swofford 2002) (250 repeticiones con

TBR). La medida de apoyo de los clados se asigné mediante un bootstrap con 250 repeticiones.

El programa Mr. Bayes 3.1 (Ronquist & Huelsenbeck 2003) se usé para realizar una
aproximacion bayesiana a la filogenia (IB). Se usaron 4 cadenas MCMC (una fria y tres calientes)
que corrieron simultaneamente por 1 000 000 generaciones, muestreando arboles cada 200
generaciones, el 25% de los arboles iniciales se consider6 como burn-in, siendo eliminados del
andlisis. Esta estrategia de busqueda fue repetida dos veces. Mediante IB se calculd la probabilidad
a posteriori de los clados que fue usada como medida de soporte. Adicionalmente, se construyd una
red de haplotipos mediante el algoritmo median joining implementado en Network 4.5.1.0 (Bandelt et

al. 1999, www.fluxus-engineering.com) utilizando solo individuos de L. affinis.
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Diversidad y estructura genética. De acuerdo con criterios de cercania geogréfica y
continuidad ecoldgica (Challenger 1998) se definieron, a priori, 11 poblaciones de L. affinis (Fig. 2,
Tabla 1). Para definir las poblaciones se tuvo en cuenta que en su mayoria incluyeran localidades
separadas entre si por menos de 70 km y que correspondieran con una zona orografica definida. Las
poblaciones incluyeron 3 0 mas individuos. Las localidades con un solo individuo como: los Tuxtlas,
SMS-Oaxaca y Nicaragua no se consideraron como poblaciones en los andlisis. Ademas, se
definieron tres grupos regionales de poblaciones: 1) México al norte del Istmo, Il) norte de Centro
America (incluye México al sur del Istmo) y Ill) Costa Rica; separados por barreras geogréficas
putativas (Istmo de Tehuantepec y Depresion de Nicaragua) reconocidas en estudios previos (e.g.,
Castoe et al. 2009, Navarro-Siglienza et al. 2008). Con base en la informacion derivada de los
andlisis, se definio un grupo poblacional adicional a posteriori (ver resultados) que junto a algunas de
las poblaciones definidas a priori y al cual se le hicieron sélo algunos de los analisis aplicados a las

demas poblaciones.

Figura 2. Mapa de la zona de estudio indicando las localidades de colecta de L. affinis (puntos rojos) asf
como las poblaciones definidas para los andlisis (circulos azules). Ver tabla 1 para interpretacion de las
abreviaturas.

16



Tabla 1. Localidades de colecta de L. affinis y poblaciones definidas para el estudio

Poblacién / Clave (n) Pais Estado Localidad (N) Clave  Coordenadas
México San L. Potosi  Xilitla (3) SPXil +21.40-99.04
México Querétaro Laguna de la Cruz (1) QRLag  +21.36-99.51
México Querétaro Tres Lagunas (1) QRTre +21.33-99.21
SMO-N México Querétaro El Pemoche (1) QRPem  +21.23-99.11
Norte de la Sierra Madre México Querétaro Santa Inés (1) QRSan  +21.18-99.13
Oriental (14) México Querétaro Jalpan (1) QRJal +21.17-99.4
México Hidalgo Chilijapa (2) HIChi +21.01 -98.87
México Hidalgo Tlanchinol (2) HITla +20.99 -98.7
México Hidalgo Cerro Jarros (1) HiCer +20.99 -99.14
México Hidalgo El Coyol (1) HICoy +21.06 -99.99
SMO-Eje México Hidalgo Tenango de Doria, El Gosco (3) HITenA  +20.34 -99.23
Sierra Madre Orientalala ~ México Hidalgo Tenango de Doria, El Potrero (2) HITenB  +20.33 -98.22
Altura del Eje Neovolcanico  México Puebla Xocoyolo (1) PUXoc  +19.98-97.55
(M México Puebla Zacapoaxtlo (1) PUZac  +19.83-97.57
SHu México Oaxaca Sierra de Huautla (2) OAShu  +18.17-97.00
Sierra de Huautla (3) México Oaxaca San Martin Caballero (1) OAMca  +18.11-96.64
SJu México Oaxaca Yaguila (6) OAYag  +17.49-96.37
Sierra de Juérez (8) México Oaxaca San Juan Bautista (2) OABau  +17.54-96.74
CPL México Oaxaca Cerro Piedra Larga (6) OAPie +16.61 -95.80
Cerro Piedra Larga (6)
SMS-Oa
Sierra Madre del Sur- México Oaxaca Reyes Llano Grande (1) OARey  +17.03 -97.8
Oaxaca (1)
Tux
Los Tuxtlas (1) México Veracruz Sierra de Santa Marta (1) VETux  +18.32-94.83
SMS-Gu México Guerrero Atoyac (1) GUAto +17.48 -100.20
Sierra Madre del Sur - México Guerrero Carrizal (1) GUCar  +17.82-99.97
Guerrero (4) México Guerrero Nueva Delhi (1) GUNud  +17.42-100.20
México Guerrero Yextla (1) GUYex  +17.602-99.85
SN-Ch
Sierra Norte de Chiapas (6) México Chiapas Coapilla (6) CHCoa  +17.17-93.15
Gu-Tac México Chiapas Volcan Tacana (1) CHVta +15.01-92.10
Vol. Tacand- Guatemala (3) Guatemala Quezaltenango Santa Maria de Jesus(2) GUATE  +14.72-91.53
Sal-SN
Sierra Norte de El Salvador ~ El Salvador Chalatenanago La Laguna (4) SALCh  +14.13-88.92
(8) El Salvador Santa Ana Metapan (4) SALSa  +14.41-89.36
Sal-Sv
El Salvador, Volcan SV (7)  El Salvador  San Vicente N. Tepetitan (7) SALSv  +13.60-88.84
NIC
Nicaragua (1) Nicaragua  Matagalpa Matagalpa (1) NIC +13.00 -85.92
CR
Costa Rica (10) CostaRica San José (3) CRS] +9.56 -84.05
Costa Rica Cajamarca (7) CRCa +9.52 -83.55
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Para explorar la variacion genética entre los individuos de L. affinis y de éstos con individuos
de las especies usadas como grupo externo, se realizé una matriz de distancias (P uncorrected) en
PAUP* 4.0 (Swofford 2002) y se contabilizé el nimero de sitios variables. Ademas se identific el
numero de haplotipos totales y Unicos por poblacion. La diversidad haplotipica fue calculada en
DnaSP v5 (Librado & Rozas 2009). También, se calculd el indice de diversidad nucleotidica 7, que
es el nimero promedio de diferencias por sitio entre secuencias homoélogas (Nei 1987), para cada
poblacion con mas de un individuo y més de un haplotipo usando como distancia molecular las
diferencias pareadas (pairwise differences) y un pardmetro de forma de la distribucion gamma de
0.262 en Arlequin v 3.1 (Excoffier 2006).

La estructura genética de L. affinis se evalu6 de tres maneras para poblaciones con tres o
mas individuos, usando Arlequin v 3.1 (Excoffier 2006). Primero, se gener6 una matriz de Fst entre
pares de poblaciones usando las distancias genéticas entre haplotipos (pairwise differences) y un
parametro de forma de la distribucion gamma de 0.262. La significancia de éstos valores se
determind mediante 25 000 permutaciones aleatorias de los haplotipos entre las poblaciones. El Fst
es una medida comUn de la estructura poblacional porque mide la proporcion de variacion genética
entre individuos de todas las poblaciones que es debida a diferencias genéticas entre las
poblaciones (Templeton 2006). En la interpretacion de los Fst se tuvo en cuenta que para el ADNmt
se espera que éstos valores sean cuatro veces mayores que para regiones nucleares ya que el
ADNmt tiene un tamafio poblacional menor (Page & Holmes 1998). Para representar graficamente
las diferencias genéticas entre poblaciones se usaron los valores de Fst para construir un &rbol con
el método UPGMA en Mega v4.0 (Tamura et al. 2007).

Segundo, se puso a prueba la hipétesis de que la distribucion de los haplotipos entre pares
de poblaciones es aleatoria. Para esto, se usaron las frecuencias haplotipicas y una prueba exacta
de diferenciacion poblacional con una cadena de Markov de 100 000 pasos (20 000 de burn-in). Este
método (Raymond & Rousset 1995) se basa en el test exacto de Fisher que es un procedimiento no
paramétrico con tablas de contingencia, pero en vez de computar la probabilidad exacta de cada

tabla estima una probabilidad usando cadenas de Markov (Raymond & Rousset 1995).

Tercero, se hizo un analisis de varianza molecular (AMOVA), incluyendo las poblaciones con
mas de tres individuos y los 3 grupos regionales de poblaciones, usando la distancia molecular entre

haplotipos. Se utilizd el modelo de Tamura—Nei con una correccion de la distribucion gamma de
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0.262 obtenido empiricamente a partir de los datos, usando Modeltest 3.7 (Posada & Crandall 1998).
Los niveles de significancia de este analisis fueron obtenidos mediante 25 000 iteraciones. El
AMOVA permite analizar la particion de la variacion genética dentro y entre poblaciones mediante
estimados de los componentes de varianza y analogos de los estadisticos F, reflejando la
correlacion de la diversidad haplotipica a diferentes niveles de division jerérquica (Excoffier et al.
1992).

Por otro lado, se puso a prueba la hipétesis de que los haplotipos de L. affinis se distribuyen
aleatoriamente en el espacio geogréfico, mediante un analisis de clados anidados (NCA) (Templeton
et al. 1995). La red de haplotipos, construida en Network 4.5.1.0 (Bandelt et al. 1999, www.fluxus-
engineering.com), fue convertida manualmente en una serie jerarquica de clados anidados usando
las reglas de Templeton et al. (1987) asi como las indicaciones dadas en Posada & Templeton
(2006). Los célculos del NCA y las réplicas al azar fueron realizadas usando el programa GEODIS
2.5 (Posada et al. 2000). La significancia estadistica fue determinada usando 100 000 repeticiones.
La clave de inferencia (v.11 Nov.2005, Posada & Templeton 2006) fue utilizada para dilucidar los

procesos historico-demogréficos compatibles con la distribucion de haplotipos de L. affinis.

Demografia historica. Se realizaron distribuciones de las diferencias entre pares de
secuencias (distribuciones mismatch) (Rogers & Harpending 1992) de: I) todas las poblaciones con
seis 0 mas individuos, Il) la poblacion definida a posteriori de las Montafias de Oxaca-SMO, ll) los
tres grupos regionales de poblaciones y IV) todos los individuos de L. affinis. Estas distribuciones
mismatch fueron usadas como indicadores de cambios demogréficos recientes. También se
determino la distribucion de tales diferencias bajo un modelo de expansion demografica y se calculd
el indice de raggedness (Harpending 1994), que toma valores altos cuando las secuencias son
diversas y pocos individuos comparten los mismos haplotipos lo cual se espera para poblaciones
constantes con mismatch multimodales (Haring et al. 2007). En general, da valores menores a 0.04
para poblaciones en expansion y valores mayores para poblaciones estables (Harpending 1994).
Los célculos fueron realizados en Arlequin v 3.1 (Excoffier 2006) utilizando 500 réplicas de bootstrap.
Adicionalmente, se calculo el valor estadistico D de Tajima (Tajima 1989). Asumiendo neutralidad,
un exceso de mutaciones recientes con respecto al nimero de sitios segregantes esperados bajo
equilibrio lleva a valores significativamente negativos de la D de Tajima y a rechazar la estabilidad
demogréfica (Alexander & Burns 2006).
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Los parametros poblacionales 6 (tasa de mutacion poblacional) y G (relacionado con el
crecimiento poblacional) fueron estimados para todas las poblaciones con 7 0 mas individuos, los
tres grupos regionales de poblaciones y para todo L. affinis, usando el método de Maxima
Verosimilitud basado en coalescencia implementado en LAMARC v.2.1.3 (Kuhner 2006). Se uso el
modelo de evolucion F84 con tasas de transicion/transversion y frecuencias de nucleétidos
calculadas empiricamente. La estrategia de muestreo fue de una réplica con 10 cadenas iniciales
cortas (500 genealogias muestreadas cada 20 iteraciones con un burn-in de 1000) seguidas por dos

cadenas largas (10 000 genealogias muestreadas cada 20 iteraciones con un burn-in de 1000).

El parametro 6 describe la cantidad de variacion esperada para cada nucleotido de una
secuencia bajo un modelo de evolucion enteramente neutral (8 = 2Ney para haploides) (Page &
Holmes 1998). El parametro 6 refleja dos aspectos importantes de la historia de las poblaciones: 1) el
tamafio poblacional histérico (Ne), en la forma de su media armonica, que es afectada drasticamente
por los valores mas bajos (disminuciones poblacionales) por lo que un valor bajo de 6 podria indicar
la ocurrencia de un cuello de botella; Il) el tiempo de coalescencia en el pasado de los linajes
actuales, ya que bajo la teoria de coalescencia, éste es proporcional al tamafio historico de las
poblaciones (Avise 2000, Hein et al. 2005). Estos dos aspectos no son independientes, pero al

adicionar informacion derivada de otros analisis es posible diferenciar ciertos procesos.

El valor calculado para el parametro 6 fué utilizado para datar algunos eventos en la historia
de L. affinis en Mesoamérica, mediante la estimacion del tiempo de coalescencia de sus haplotipos.
Para ello se utilizd un valor de u = 8.72 x 10 cambios por nucledtido por generacion, utilizado por
Milot et al. (2000) para el anélisis del primer dominio de la region control del ADNmt en Dendroica
petechia y que ha sido usado también en otra especie de Dendrocolaptinae (Cabanne et al. 2007).
Este valor fue reemplazado en la formula del parametro 6 bajo el supuesto tedrico de que el tiempo
de coalescencia de todas las copias de un gen en una poblacion es de Ne generaciones para
secuencias de ADNmt (Freeland 2005) y se asumi6 un tiempo generacional para L. affinis de 1.5
afios que esta en el intervalo de entre 1y 2.5 afios utilizado en trabajos con aves paseriformes que
usan una aproximacion similar (Garcia-Moreno et al. 2004, Bowie et al.. 2006, Mil4 et al. 2006,
Cabanne et al. 2007) y es un valor promedio plausible dada la alta mortalidad que presentan las
aves en su primer afio (Mila et al. 2006). Esta datacion no pretende ser un estimado exacto de

tiempo, dado que no se conoce la tasa real de cambio evolutivo en el ADNmt de L. affinis. Sin
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embargo permite tener una idea de tiempos minimos de ocurrencia de eventos ya que la region
control del ADNmt evoluciona mas rapidamente que otras regiones del ADNmt (en cdrvidos, la

region control tiene 2.5 veces mas diversidad que el CytB; Omland et al. 2006).

El pardmetro G es el exponente de una formula de crecimiento exponencial que compara los
valores de 6 en el presente y en el pasado (6 =Hnowe ¢, donde 6w €S 6 €n el presente y 6 es el
valor de ese pardmetro ¢ unidades de tiempo atras) (Kuhner 2008). Un valor negativo de G indica
que la poblacién ha decrecido y un valor positivo de G indica crecimiento, los valores de cero indican
estabilidad (Kuhner 2008). Como el parametro G puede estar sesgado hacia valores altos,
especialmente cuando se usan pocos genes (Kuhner 2008) se tuvo en cuenta que en los intervalos
de confianza del 95% no estuvieran presentes valores negativos que significarian estabilidad, a
pesar de que G tuviera un valor elevado.
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RESULTADOS

Se obtuvieron secuencias de entre 900 y 1020pb para el ND2 y de entre 969 y 990pb para el CytB.
En total, se alinearon 1869pb, de ambas regiones, de 79 individuos de Lepidocolaptes affinis, mas 8
individuos de las especies usadas como grupo externo. Entre las secuencias de L. affinis, se
encontraron 36 haplotipos, 67 sitios variables (3.6%) y 42 sitios informativos para Parsimonia. Entre
las evidencias del origen mitocondrial de estas secuencias se cuentan: |) la baja tasa de Guanina (A:
0.305335, C: 0.319029, G: 0.112396, T: 0.263240); Il) una tasa de transiciones mucho mayor que de
transversiones (57 ts / 10 tv); Ill) las regiones de ADNmt fueron secuenciadas en ambas direcciones
y IV) las secuencias obtenidas fueron congruentes y pudieron ser alineadas facilmente con otras

muestras de ADN mitocondrial de aves previamente publicadas.

La matriz de distancias genéticas (p-uncorrected) mostré que el promedio de diferenciacion
entre individuos de L. affinis es de 0.0175, mientras que entre las especies de Lepidocolaptes
incluidas en este estudio es de 0.0508. La mayor distancia entre individuos de L. affinis (0.0177;
entre un individuo de Costa Rica y uno de la Sierra Madre Oriental-Norte), es menor que la menor
distancia entre individuos de L. affinis e individuos de otras especies de Lepidocolaptes (0.0487;
entre un individuo de L. leucogaster e individuos del Cerro Piedra Larga y de la Sierra de Juarez en
Oaxaca). La diversidad nucleotidica de L. affinis fué de 0.005, presentando valores entre 0y 0.0027
en las diferentes poblaciones (Tabla 2).

La busqueda heuristica bajo el criterio de MP encontr6 un arbol de 684 pasos (Ci=74; Ri=75)
(Anexo 2). De acuerdo con el Criterio de Infomacion de Akaike, los datos se ajustan al modelo
mutacional GTR+G con un pardmetro de forma de distribucién gamma de 0.26195. La busqueda
heuristica bajo ML encontr6 solo un arbol (-In L= 5780.12126) (Anexo 3). La topologia de los arboles
de MP y ML fue la misma que la del consenso de mayoria del analisis de IB (Figura 3). En todos los
analisis, L. affinis resultd monofilético con respecto a las demas especies de Lepidocolaptes
incluidas, siendo L. leucogaster su grupo hermano. Las relaciones entre haplotipos de L. affinis es
compleja y no se encuentra una correspondencia completa entre éstos y su procedencia geografica,
aunque hay cierto grado de estructuracion. El clado con los haplotipos de Costa Rica aparece
claramente diferenciado de todos los demas haplotipos de L. affinis. Los haplotipos de las
poblaciones del norte de Centro América y México forman clados con cierta coherencia geogréfica

pero sin relacion definida entre si.



Tabla 2. Valores estadisticos y parametros de diversidad genética y crecimiento poblacional, calculados para las diferentes poblaciones de L. affinis.

Poblaciones definidas a priori

Agrupamientos de poblaciones

Estimador
de Montafias México
arametro SMS- de norte Norte de L.
pal SMO-N SMO-E SJu CPL SN-Ch  Sal-N SalVsa CR Centro  affinis
6 valor Gu Oaxaca- del América  Total
estadistico SMO Istmo
poblacional
Tamario
poblacional 14 7 8 6 4 6 8 7 10 34 44 25 79
n
Numero de 10 5 3 3 2 5 3 5 3 16 21 12 36
Haplotipos
Diversidad
Haplotipica 0.923 0.905 0.733 0.667 0.5 0.933 0.679 0.905 0.378 0.912 0.94 0.893 0.962
Hd
Diversidad
Nucleotidica 0.0026 0.0019 0.0015 0.0012 0.0003 0.0011 0.0012  0.0016  0.0008 0.0016 0.0022 0.0014 0.0049
T
Parametro
poblacional 0.0132 0.0032 0.0035 - e e 0.0011 0.0036  0.0009 0.0117 0.0132 0.0072 0.0123
0
D de Tajima -0.079 0.569 0.025 1.387 -0.61 -1.367 0.588 0.345 -1.839 -1.289 -1.199 -1.14 -1.082
(valor de P) (0.52) (0.74) (0.53) (0.92) (0.37) (0.05) (0.76) (0.66) (0.02) 0.1 (0.19) (0.12) (0.13)
Parametro
de * * * * *
crecimiento 1594.42 1004.63 1795.82* - e e 3271 367 -361.82 2445 2049.28  2693.55*  257.15
G

* Estimados de G con valores negativos en el intervalo de confianza del 95%
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Figura 3. Hipotesis de relaciones filogenéticas entre haplotipos de L. affinis y de otras especies del género.
Topologia del arbol de consenso de mayoria de IB. La topologia es igual a la de las reconstrucciones con ML
y MP. Se indican los soportes de los clados (Boostrap ML / IB a posteriori). El asterisco (*) sefiala clados sin
soporte de bootstrap ML. En colores se presentan los linajes de las tres zonas geograficas: sur de Centro
América (Rojo), norte de Centroamérica al sur del Istmo de Tehuantepec (Azul) y Centroamérica al norte del

Istmo-México (Verde).
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Varios haplotipos de poblaciones Mexicanas se agrupan en un clado “mayor”. Este clado
tiene casi todos los haplotipos de las poblaciones de las montafias de Oaxaca y de la SMO (SMO-
Eje, SHu, SJu, CPL, SMS-Oa y una parte de los haplotipos de la SMO-N). Este clado fue definido a
posteriori como una poblacién mas, Montafias de Oaxaca-SMO (Mts Oax). Los demas haplotipos de
la SMO-N, curiosamente, son un linaje hermano del clado con los haplotipos de L. affinis del norte de
Centro América y México. Los clados con haplotipos de la SMS-Gu, el haplotipo de Tux y un
haplotipo de la SN-Ch junto con los clados que agrupan haplotipos de poblaciones del norte de
Centro América aparecen en una politomia en donde sus relaciones no estan definidas. La mayoria
de los clados recuperados para L. affinis presentan un soporte a posteriori alto (= 94%) aunque los
valores de boostrap fueron bajos en algunos casos (Figura 3). La relacion entre L. affinis y L.

leucogaster como taxa hermanos tuvo un soporte a posteriori (79%) y valor de bootstrap bajos (50).

Las comparaciones pareadas de Fsr y del test exacto de diferenciacion (Tabla 3, Fig. 4) no
coinciden, en la mayoria de los casos, en sefialar las mismas diferencias entre poblaciones. El test
exacto de diferenciacion detecté menos diferencias que el Fst. Dado que el Fst usa informacion de
la similitud entre secuencias y no solo frecuencia de haplotipos (como hace el test exacto), se
considera un mejor indice y por esto solo se discuten solo sus resultados. Las poblaciones que
presentaron diferenciacion con respecto a todas las demas fueron: CR (Fst >0.87), SMS-Gu (Fst
>0.43) y SN-Ch (Fst >0.32). Ninguna poblacién presentd Fst no significativos o significativos pero
bajos (<0.2) con respecto a otra de un grupo regional de poblaciones diferente. Todos los Fsr
calculados entre grupos regionales de poblaciones (datos no presentados) fueron significativos,
siendo el mas bajo el encontrado entre México al norte del istmo y norte de Centro América (Fst =
0.27). El AMOVA (Tabla 4) indicé que la mayor variacion genética (alrededor del 73%) se explica

por diferencias entre los 3 grupos regionales de poblaciones.

De los 36 haplotipos, 28 fueron Unicos y se diferenciaron de otros haplotipos por entre 1y 4
mutaciones. La red de haplotipos, recuperé un patrén similar al encontrado con los métodos
filogenéticos (Fig. 5). Los haplotipos més comunes fueron dos que se encontraron en 8 individuos
cada uno. Uno de éstos se presento en Costa Rica y el otro se encontr6 entre individuos de varias
poblaciones de México (SHu, CPL, SJu, SMO-Eje y SMO-N). Para las poblaciones del norte de
Centro América los dos haplotipos mas comunes aparecieron 6 veces cada uno, ambos en

individuos de las dos poblaciones de El Salvador. Como se indic6 para los haplotipos comunes, en
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algunos casos el mismo haplotipo aparecio en dos poblaciones diferentes pero geograficamente
cercanas (e.g., entre CPL y SJu y SMS-Oa y entre Gu-Tac y SAL-Sv). No se observé que el mismo

haplotipo se presentara entre poblaciones de diferentes grupos regionales de poblaciones.

De acuerdo con el anidamiento de clados sobre la red de haplotipos (Fig. 5) los 36
haplotipos de L. affinis se agrupan en 13 clados de nivel n+1, 5 clados n+2, 3 n+3y 2 n+4. EI NCA
indicé que los haplotipos no se distribuyen aleatoriamente con respecto a su ubicacién geografica a
nivel de 5 clados internos y del cladograma total (Tabla 5). La clave de inferencia sugiere que esta
estructuracion geografica es compatible con procesos de alopatria a nivel de los grupos regionales
de poblaciones y posiblemente, entre algunas poblaciones al interior de esos grupos, se haya
presentado fragmentacion poblacional en el pasado seguida por expansion de la distribucion o

colonizacion a larga distancia.

Las distribuciones mismatch (Fig. 6), el indice de raggedness, la D de Tajima y el parametro
G (Tabla 2) no muestran indicios claros de crecimiento demografico para la mayoria de poblaciones.
Aunque SMO-N present6 un indice de raggedness bajo, la probabilidad de que ese valor sea mayor
es muy alta (98%), ademas la distribucion bimodal de esta poblacion no es la tipica de una poblacion
en crecimiento, y puede estar indicando un evento de mezcla de linajes (ver mas adelante).
Unicamente cuando se agruparon varias poblaciones en: |) Montafias de Oaxaca-SMO y I1) México
al norte del Istmo, se presentaron distribuciones mismatch y valores de G que claramente indican
crecimiento. Por otro lado, el valor negativo de G obtenido para Costa Rica, asi como la forma
atipica de su distribucién mismatch, indican que la poblacion ha sufrido un decrecimiento

demogréfico pronunciado (cuello de botella genético).

Asumiendo una tasa mutacional de p = 8.72 x 10- cambios por nucleétido por generacion y
un tiempo generacional de 1.5 afios en L. affinis, el tiempo minimo de coalescencia de los haplotipos
esta alrededor de 110 000 afios (intervalo de confianza de acuerdo con los valores de 8 = 70 000 -
180 000 afos). Las poblaciones de SMO-N y de las Montafias de Oaxaca fueron las Unicas que
presentaron valores de 6 muy cercanos al estimado para L. affinis (Tabla 2), lo cual indica que los
haplotipos de estas poblaciones coalescen en un tiempo cercano al de todos los haplotipos de L.
affinis y por lo tanto se trata de poblaciones antiguas. Otra poblacidn, posiblemente antigua, es SMS-

Gu que presentd el valor mas elevado de m, pero la muestra fue muy baja para estimar 6 (Tabla 2).
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Tabla 3. Matriz de Fsr pareados (bajo la diagonal) y de significancia (+) del Test exacto de diferenciacion entre poblaciones (sobre la diagonal). Para

interpretacion de las abreviaturas ver Tabla 1

SMO-N  SMO-Eje SHu SJu CPL SMS-Gu SN-Ch Gu-Tac SALSN SALSV CR
SMO-N - - + + - - - + + +
SMO-Eje 0.155* - - - - - - + + +
SHu 0.074 0.032 - - - - - + - +
SJu 0.195* -0.005 0.036 - + + + + + +
CPL 0.202* 0.031 0.108 -0.039 + + + + + +
SMS-Gu 0.426* 0.571* 0.930* 0.613* 0.700* - - + - +
SN-Ch 0.325* 0.412* 0.634* 0.432* 0.503* 0.644* - + +
Gu-Tac 0.293* 0.451* 1 0.496* 0.616* 0.908* 0.508* + +
SAL-SN 0.326* 0.428* 0.574* 0.437* 0.505* 0.591* 0.320* 0.143 - +
SAL-SV 0.284* 0.369* 0.468* 0.376* 0.436* 0.498* 0.277* 0.061 -0.020 +
CR 0.870* 0.915* 0.957* 0.925* 0.936* 0.956* 0.936* 0.955* 0.932* 0.921*

*Indica valores significativos de Fst a =0.

SdeJuarez
CPiedLarg
SMO-Eje
SdeHuautla
SMO-Norte
ChiapasSN

| GuatTaca
SalvadNort
SalvaSur

GuerrsMSs

CostaRica

L Il Il I I
T T T 1

0.4 0.3 0.2 01 00

Figura 4. Arbol UPGMA que indica graficamente las diferencias genéticas (Fsr) entre poblaciones de L. affinis
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Tabla 4. Resultados del AMOVA.

Fuente de Sumade Componentes Porcentaje de ValordeP *
Variacion cuadrados  de varianza variacion

Entre grupos 227.451 4.891 72.857 <0.000
Entre Poblaciones

dentro de grupos 36.341 0.5 7.451 <0.000
Dentro de las

poblaciones 87.246 1.322 19.691 <0.000
Total 351.039 6.713

*a=0.05

Tabla 5. Resultados del NCA. Se indican los clados para los cuales se rechazo la hipotesis nula de
asociacion aleatoria entre las distribuciones de los haplotipos y su ubicacién geografica, asi como las
respuestas a las preguntas de la clave de inferencia (S=Si, N=No) y el proceso compatible con los resultados.

Clado Respuestas a la clave Proceso posible

1-3 1-N, 2-S, 3-S, 5-N, 6-N, 8-N Muestreo inadecuado

1.7 1-8, 19-5, 205, 2-N. 115, 12-, 13-S Fragmentacion pasada seguida por expansion de
distribucion

9.3 1N, 2-S, 3-S5, 5:N, 65, 13- F.rag.mer?t’acwn pasada seguida por expansion de
distribucion

4-2 1-S, 19N Fragmentacion alopatrica

Cladograma Total  1-N, 2-S, 3-S, 5-S, 15-S, 16-N Fragmentacion alopatrica
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Figura 6. Distribuciones mismatch de las diferentes poblaciones y grupos de L. affinis. Las barras muestran
las diferencias observadas, la linea roja indica lo esperado bajo un modelo de crecimiento demografico, r es el
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indice de raggedness de Harpending (1994). Valor P (r simulado > r simulado) > 0.05 en todos los
casos.
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DISCUSION

Las secuencias de ADNmt de L. affinis revelan niveles moderados de variacion genética (e.g., sitios
varibles, diversidad nucleotidica, distancias entre individuos) en comparacion con otras especies de
aves del Neotropico (ver Tabla 6). Este resultado contrasta con los de estudios previos de aves de
Bosques Montanos de Mesoamérica (Cortés-Rodriguez et al. 2008, Navarro-Sigiienza et al. 2008,
Garcia-Moreno et al. 2004) y de otros sitios del Tropico (Bowie et al. 2006, Cadena et al. 2007) en
donde se ha encontrado una mayor diversidad. Sin embargo, las especies de los trabajos citados, a
diferencia de L. affinis, exhiben amplia variacion morfoldgica. Por otra parte, la variacion genética de
L. affinis es, en cierto grado, semejante a la encontrada en otras especies de Dendrocolaptinae de
Suramérica (Marks et al. 2002, Aleixo 2004, Cabanne et al. 2008) y mayor a la de algunas especies
de zona templada (Alexander & Burns 2006, Hourlay et al. 2008) y de especies de islas oceanicas
(Bollmer et al. 2005). Sin embargo, una comparacion mas detallada no es posible dadas las
diferencias metodologicas entre los diferentes trabajos (e.g., tipo y tamafio de las secuencias,

tamafio de la muestra'y area geografica).

Por otra parte, la identificacion de barreras potenciales al flujo génico entre poblaciones tiene
implicaciones importantes para las investigaciones sobre la ecologia, evolucion y conservacion de
las especies (Storfer et al. 2007). En L. affinis el patron filogeografico no es igual al de otras especies
de bosques montanos en Mesoamérica pero tiene algunos puntos en comun. Para L. affinis, los
andlisis de estructura genética coinciden en sefialar una ruptura marcada entre las poblaciones de
Costa Rica y el resto de Centro América y México, que coincide con la depresion de Nicaragua. El
impacto evolutivo de esta zona en aves de bosques montanos se ve reflejado por la evolucion de
subespecies y de especies hermanas en distintos taxones a ambos lados de la division (e.g.,
Aulacorhynchus; Lampornis y Chlorospingus; Navarro et al. 2001, Garcia-Moreno et al. 2004, 2006,
Sanchez-Gonzaélez et al. 2007, Puebla-Olivares et al. 2008 y en el quetzal Pharomachrus mocinno;
Soldrzano et al. 2004) y es un arreglo que se repite también en mamiferos como el ocelote
Leopardus pardalis y el tigrillo L. wiedii (Eizirik et al. 1998) y los monos aulladores del género
Alouatta (Cortés-Ortiz et al. 2003). La depresion de Nicaragua, también, se ha identificado como un
punto que marca cambios importantes en la composicion de la avifauna de los Bosques Montanos
de Mesoamérica (Patten & Smith-Patten 2008, Sanchez-Gonzalez et al. 2008, Sanchez-Gonzéalez &

Navarro-Sigiienza 2009).
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Tabla 6. Valores de estadisticos de diversidad genética basados en secuencias de ADNmt publicados para diferentes especies de aves. (N.R = No Reportado)

L, . Pares e Diversidad . . o
. Region Regiones : Sitios . Distancias D de Diversidad
Taxon - N Haplotipos ) Nucleotidica " .. Autor
axo Geografica  de ADN ggses PIOHPOS ™ variables - P-Unc Tajima haplotipica utores
. Smith et al.
Oceanodroma . 1000 Negativo, pero
castro Global, Marina ~ CR, ND6 Aprox. 386 170 139 (14%) 0.004-0.06 NR. o significativo 0.82-1.0 2007
Anas fulvigula ~ America de CR 665 219 57 55 (8.20%) 0.0035 - N.R -1.07 2 0.07 0.76-0.95 chrggléin
Norte e 0.0074 i P>0.1 SRS '
Buteo ~ \qas Galdpagos COLCR 911 122 7 9(%) 0.0018 0-0007  NR 0671 Bollmer et
galapagoensis al.2005
Lampornis MéXiC.O y Centro Cortés-R. et
amenthvstinus América. CytB, ND2 844 69 32 75 (8.9%) 0.0082 0.001-0.2 NR. 0.91 4. 2008 '
¥ Montafias '
CytB Puebla-
Aulacorhynchus ~ Neotrépico ! 1159 56 22 211 (18%) N.R. 0.001-0.086 N.R. N.R. Olivares et
ND2,3
al. 2008
Estados Unidos,
Picoides montafias del CytB, 0 _ Alexander &
albolarvatus Oeste ATPasa L 8 25 18 (1%) 0.002 0-0.0068 ~20(P=001)  NR. Burns 2006
. México y
Lepidocolaptes oo Am. cytB.ND2 1869 79 36 67(36% 0005 0-00177 08 0.962 Este
affinis N (P=0.13) Trabajo
Montafias
Xiphorhynchus ~ Brasil, Bosque  CytB, 0 Cabanne et
fuscus Atlantico ND2,3 2400 34 23 45 (18.5%) 0015 0.002-0.026 4 o) (P>0.05) NR. al. 2008
Xiphorhynchus 21/ 0 0.0052/ 0.79/ .
spixi/ elegans Amazonas CytB 928 17 7141 161 (19%) 0.0089 N.R. ?Ii%/()%)m 0.93 Aleixo 2004
Glyphorynchus — Neotrépico, o mnpo 5 179 72 NR.  344(204%)  NR. 0-0076  NR. N.R. Marks et al.
spirurus Tierras Bajas 2002
Schitfornis Neotrdpico CYBNDZ  oy75 g NR  839(339%)  NR 0.008-009 NR. N.R. NyAri 2007
turdina Tierras Bajas COl
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Tabla 6: (continuacion)

Thryothorus
nigrocapillus

Lepidothrix
coronata

Corvus
Aphelocoma

Pseudopodoce-
les humilis

Pogonocichla
stellata

Cinclus cinclus

Nectarina
olivacea /
obscura

Dendroica
petechia

Buarremon
brunneinucha

Buarremon
brunneinucha

Chlorospingus
ophthalmicus

Chlorospingus
ophthalmicus

Panama

Sury Centro
América, tierras
bajas

Europa y parte
de Asia

Norte América,
varios habitats
China -
Montafias
Meseta Tibetana

Africa, montafias

Europa

Africa, montafias
y tierras bajas

Alaskay
Canada

Neotrdpico,
Montafias

México-Centro
Am. Montafias

México yCentro
Am. Montafias

México yCentro
Am. Montafias

ATPasa 6,8
tRNA

CytB,
ND2,3

CR

CR

CR

NADH 3

CytB ND2
CR

ND 3
tRNA

CR

ND2

COll, tRNA
ATPasa6,8

ATPasa6,8
tRNA

coll
ATPasa6,8

842

1067

690

389

561

383

3096

395

344

1026

801

676

800

17

61

167

143

67

283

106

282

155

135

73

21

83

17

52

7

44

17

58

51

55

59

98

50

N.A.

61

74 (8,8%)

228 (21%)

N.R.

N.R.

27 (4.8)

41 (10.7%)

205 (6.6%)

33 (8.6%)

32 (9.3%)

N.R.

237 (29.6%)

100 (15%)

174 (21%)

N.R.

0.0015-0.01

0.0007 -
0.0065

0.0-0.005

22-191

0.0027

0.0013-0.014

0.013- 0.046

0.054

0.009 -

0.081 N-R.
0-0.055 N.R.
0.1-0.9 -2.18 (P<0.01)
en dif. sps. €n un grupo
N.R. N.R.

0.81
NR. P>0.1
N.R. N.R.
N.R. N.R.

-1.9
N-R. (P=0.003)
N.R N.R.
N.R N.R.

-0.26
NR. (P=0.53)
0.003-0.08 N.R.
N.R. N.R.

N.R.

N.R.

08-1

0.28 -
0.92

0-0.7

033-1

0.9

N.R.

0.44 -
0.96

N.R

0.99

N.R.

N.R.

Gonzalez et
al. 2003

Cheviron et al.
2005

Haring et al.2007

Delaney et al.
2008

Yang et al. 2006

Bowie et al. 2006

Hourlay et al.
2008

Bowie et al. 2004

Milot et al. 2000

Cadena et al.
2007

Navarro-
Sigilienza et al.
2008

Garcia-M et al.
2004

Bonaccorso et al.
2008
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Para L. affinis no se encontro la clara separacion entre haplotipos al norte y sur del Istmo de
Tehuantepec que se ha observado en otras especies de Bosque Montano estudiadas (Garcia-
Moreno et al. 2004, Cortés-Rodriguez et al. 2008, Navarro-Sigiienza et al. 2008). Al contrario, en L.
affinis hay relacion entre haplotipos de ambos lados del Istmo, un caso semejante al encontrado en
Aulacorhynchus (Puebla-Olivares et al. 2008). Los patrones como éste, en donde no existe monofilia
reciproca de los linajes, pueden indicar una separacion reciente (e.g., Baker et al. 2003). La
monofilia reciproca se desarrolla en el ADNmt como resultado de procesos estocasticos cuyo curso
temporal es cominmente impredecible (Hudson & Turelli 2003). Por esta razén, existe un continuo
de estados de divergencia entre poblaciones que van desde diferencias en las frecuencias alélicas
hasta especies bien diferenciadas y cada estado en este continuo es informativo (Omland et al.

2006) acerca del proceso de especiacion.

Algunas evidencias (ver Omland et al. 2006) indican, no obstante, que hay cierto grado de
divergencia en las poblaciones de L. affinis al norte y al sur del Istmo. Estas son: 1) ningin haplotipo
se comparte entre sus poblaciones y Il) casi todos los haplotipos tienen su haplotipo mas
relacionado en la misma zona (excepto el de los Tuxtlas). De acuerdo con esto, el Istmo de
Tehuantepec ha tenido cierto efecto como barrera entre las poblaciones de L. affinis (polifilia
intermedia de grado 3, sensu Omland et al. 2006) pero no lo suficiente como para ser evidenciado
en un andlisis filogenético tradicional. En coincidencia con lo reportado aqui, en un estudio
biogeogréfico, a gran escala, utilizando aves de Bosque Montano (Sanchez-Gonzélez et al. 2008)

tampoco resulta claro el papel del Istmo de Tehuantepec como barrera biogeogréfica.

Algunos accidentes geogréficos menores también han influido en la diversificacion de
poblaciones de los Bosques Montanos en Mesoamerica (Sanchez-Gonzalez et al. 2007). En este
trabajo, el unico individuo de la SMS-Oa presenta un haplotipo diferente (pero idéntico a uno de
CPL) de los encontrados en la misma cadena montafiosa més al norte (SMS-Gu). La separacion
geogréfica entre estas zonas de la SMS es la cuenca del Rio Verde (Ferrusquia 1998), que se ha
sugerido como barrera para poblaciones de otras especies de aves de Bosque Montano (Puebla-
Olivares et al. 2008, Garcia-Moreno et al. 2004, Hernandez-Bafios et al. 1995). Sin embargo, es
necesario un mayor muestreo en esta zona para definir las relaciones entre estas poblaciones, algo

importante dada la marcada diferenciacion de SMS-Gu.
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Para otras especies de aves de Bosque Montano (Garcia-Moreno et al. 2004, Navarro-
Siglienza et al. 2008, Puebla-Olivares et al. 2008), la serrania de los Tuxtlas ha demostrado tener
poblaciones aisladas con un grado marcado de diferenciacion. Para L. affinis, la Gnica muestra de
los Tuxtlas con que se contd no muestra asociacion con ninguna poblacion y su haplotipo, aunque
Unico, sélo tiene un cambio mutacional con respecto a otro haplotipo encontrado en la Sierra Norte

de Chiapas.

La baja estructura genética encontrada en L. affinis podria deberse en parte a la existencia
de flujo génico actual entre algunas poblaciones, como es sugerido por la ocurrencia del mismo
haplotipo en diferentes localidades. Aunque L. affinis es una especie comdn del Bosque Montano no
esta totalmente restringida a él, pudiendo ser encontrado en otros hébitat de montafia (Sanchez-
Gonzélez & Navarro-Sigiienza 2009). Ademds, se sabe que esta especie presenta ligeros
movimientos altitudinales durante ciertas épocas del afio y se ha documentado su presencia

ocasional en elevaciones muy bajas (400m) (Skutch 1969, Del Hoyo 2003).

Un hecho que llama la atencion del patron filogeogréfico de L. affinis es la asociacion
filogenética entre haplotipos que permitié definir a la poblacion de las Montafias de Oaxaca-SMO. El
hecho es notorio porque estos 15 haplotipos (42% del total de haplotipos encontrados) no aparecen
en otras poblaciones. Este hecho estd de acuerdo con que una parte importante de la variacion
encontrada en L. affinis se ha originado en los Bosques Montanos de esta parte de México. Dado
que un gran nimero de haplotipos en un area sugiere la persistencia de poblaciones en ella (Bowie
et al. 2004) y como el pardmetro 6 de esta poblacion fue similar al del total de L. affinis, Las
Montafias de Oaxaca-SMO podria ser una poblacion antigua, algo semejante a lo encontrado para

otros taxa de distribucion similar como Buarremon brunneinucha (Navarro-Siglienza et al. 2008).

Otro patrén interesante fue la existencia de dos linajes en el Norte de la Sierra Madre
Oriental. Esta poblaciéon, SMO-N, aparecié compuesta por haplotipos relacionados con los de
poblaciones vecinas (Montafias de Oaxaca-SMO) asi como por haplotipos de un linaje que resulto
ser hermano del clado Mexico/Norte de Centro America. Por su parte, la distribucion mismatch de
esta poblacion mostrd un patron claramente bimodal. Los perfiles multimodales de las mismatch,
ademas de por otros factores (e.g., una poblacién grande con un tamafio relativamente constante en

el tiempo), también pueden resultar por contacto secundario entre frentes que se expanden (Liebers
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et al. 2001). De acuerdo con lo anterior, la poblacion SMO-N tiene caracteristicas que son
compatibles con un proceso de retencion de un linaje antiguo y contacto secundario con otro linaje.
Este fenomeno no es raro en aves, y se ha reportado en estudios filogeogréficos para diferentes
especies de distintos habitats (McCracken et al. 2001, Bowie et al. 2004, Smith et al. 2007).
Adicionalmente, la evidencia de que la poblacion de las Montafias de Oaxaca-SMO ha
experimentado expansion demogréfica reciente puede relacionarse con una ampliacion en su

distribucion que permitié el contacto secundario mencionado.

Para otras especies de aves de Bosque Montano, el Norte de la Sierra Madre Oriental
(alrededor de los 21° de Latitud Norte), ha resultado diferente de las deméas poblaciones de esa
cadena montafiosa (Garcia-Moreno et al. 2004, Navarro-Sigiienza et al. 2008). Ademas, a nivel
biogeogréafico existe evidencia que indica que esta zona es un area de endemismo (Navarro et al.
2004, Sanchez-Gonzélez et al. 2008). Por otro lado, una subespecie de L. affinis (no incluida en este
estudio, ver mas adelante) habita en los Bosques Montanos de mas al norte de la SMO (Dickinson
2003) y podria representar un evento antiguo de division de linajes en L. affinis. Estos datos sugieren
que el Norte de la Sierra Madre Oriental ha sido otro lugar importante en la historia de L. affinis en

México.

Los procesos demogréficos recientes parecen haber influido poco en la configuracion
filogeogréafica de L. affinis, ya que en su mayoria las poblaciones y grupos definidos en el estudio no
mostraron evidencia de crecimiento poblacional reciente. Sin embargo, resalta el caso de
disminucién poblacional de Costa Rica que se discute mas adelante. Adicionalmente, la ocurrencia
de haplotipos idénticos entre poblaciones cercanas pero no entre poblaciones de grupos regionales
diferentes sugiere un flujo génico limitado. Este flujo génico podria estar dandose principalmente

entre poblaciones de Oaxaca Y entre poblaciones del Norte de Centroamérica.

Al igual que para Buarremon brunneinucha (Navarro-Sigiienza et al. 2008) en L. affinis el
crecimiento poblacional parece no ser un evento importante en la configuracion de sus poblaciones.
De ser éste un patron general entre especies de Bosques Montanos de Mesoamérica, seria posible
pensar en la estabilidad de dicho habitat en tiempos recientes. En un estudio con Cinclus cinclus en
Europa (Hourlay et al. 2008) un patron de estabilidad poblacional similar es interpretado como el

reflejo de zonas de refugio mantenidas desde la Ultima era glacial.
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Algo que es importante comentar ahora, es la utilidad del NCA. A pesar de varias criticas,
éste método ha sido aplicado en varios estudios con aves (Bowie et al. 2004, Cheviron et al. 2005,
Alexander & Burns 2006, Bowie et al 2006, Yang et al. 2006, Smith et al. 2007). Para L. affinis el
NCA rechazo la hipétesis de distribucion aleatoria de los haplotipos en algunos clados. Esta parte
del NCA es la menos criticada (Knowles & Maddison 2002) ya que pone a prueba explicitamente una
hipétesis de asociacion entre los terminales de los clados y su ubicacion geogréafica. La otra parte del
NCA, el uso de una clave de una inferencia que mediante las respuestas del investigador a
diferentes preguntas relacionadas con los resultados del analisis permite detectar procesos
compatibles con la distribucion geogréfica de los haplotipos, indicd dos procesos: fragmentacion
alopétrica y fragmentacion seguida de expansion. La fragmentacion alopétrica coincide con lo
encontrado con los Fsr, pero la expansion de distribucion no es apoyada por los andlisis de
crecimiento demografico. La clave de interpretacion ha sido la parte mas criticada del método por ser
subjetiva (Knowles & Maddison 2002) y tender a proponer el flujo génico con aislamiento por
distancia y expansion contigua de distribucion como el proceso predominante (Panchal & Beaumont

2007). En este caso, ese proceso no fue compatible con los datos de L. affinis.

Ahora bien, existen estudios basados en informacion del ADNmt que exploran diferentes
hipotesis sobre las causas de la diversificacion de linajes en la sub-familia Dendrocolaptinae (Garcia-
Moreno & Cardoso da Silva 1997, Aleixo 2002, 2004; Cabanne et al. 2007, 2008). Estos trabajos
presentan tres procesos implicados en esas diversificaciones: 1) divergencia por especializacion en
diferentes habitats (e.g., zonas boscosas vs zonas abiertas, varzea vs tierra firme) en los géneros
Lepidocolaptes y Xiphorhynchus (Garcia-Moreno & Cardoso da Silva 1997, Aleixo 2002); II) alopatria
causada por fragmentacion de habitat debido a eventos paleoecoldgicos en especies de
Xiphorhynchus (Aleixo 2004, Cabbane et al. 2007, 2008); Ill) barreras geogréficas (e.g., rios) en
especies de Xiphorhynchus (Aleixo 2004). En general todas las especies analizadas en estos
estudios son de tierras bajas. En L. affinis, la diversificacion de linajes aparece asociada a la

ocurrencia de barreras geogréficas entre las montafias Mesoamericanas.

De acuerdo con la datacion basada en el parametro 6, los haplotipos actuales de L. affinis
coalescen en el pasado hace alrededor de 130 000 afios. Como se dijo anteriormente, este es un
estimado del tiempo minimo por lo que el linaje probablemente ha estado en Mesoamérica desde

antes. Este tiempo es suficiente para que sus poblaciones se hayan visto afectadas por los cambios
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climéticos de los ultimos 90 000 afios que tan ampliamente han sido discutidos como modeladores
de la diversidad actual (para ejemplos de aves ver Newton 2003, Avise 2000). No obstante, dada la
ocurrencia ocasional de L. affinis en otros hébitats diferentes al Bosque Montano (Skutch 1969, Del
Hoyo et al. 2003, Sanchez-Gonzélez & Navarro-Siglienza 2009), su respuesta a los cambios en la

distribucion de este habitat pudo haber sido variada.

Por otra parte, la monofilia de L. affinis con respecto a las otras especies de Lepidocolaptes
analizadas es interesante ya que en tratamientos taxonémicos anteriores (e.g., Hilty & Brown 1986)
se le habia considerado conespecifico con L. lacrymiger de Sur América. Sin embargo, con base en
diferencias en tamafio y ciertos aspectos del canto, Ridgely & Tudor (1996) consideran a L. affinis
como la especie hermana de L. lacrymiger. No obstante, no existe un trabajo taxonémico formal
sobre las relaciones de estos taxones. De acuerdo con las reconstrucciones filogenéticas
presentadas aqui, L. affinis y la especie endémica de México, L. leucogaster, son hermanas. En un
trabajo filogenético basado en datos morfoldgicos (Raikow 1994) L. leucogaster habia sido
propuesto como la especie hermana de L. angustirostris, una especie Sur Americana, a pesar de ser
una hipétesis poco parsimoniosa desde una perspectiva biogeogréfica (Garcia-Moreno & Cardoso
da Silva 1997).

El resultado presentado aqui, L. affinis y L. leucogaster como especies hermanas, es de
suma importancia ya que insinta que la diversificacion de este grupo ha tenido lugar, posiblemente,
en las montafias de México. Esto resulta llamativo dada las diferencias en tamafio y coloracion entre
las dos especies. No obstante, debido al bajo soporte (ML Bootstrap = 50, IB a posteriori = 74)
obtenido para la relacion entre estos dos taxa es necesario contar con mayor evidencia (mas
muestras de L. leucogaster y de L. lacrymiger) para hacer pronunciamientos categoricos sobre este
particular. Por su parte, la clara separacion filogenética entre las subespecies: L. affinis affinis (del
Norte de Centro América y México) y L. a. neglectus (de Costa Rica), sumada con la diferenciacion
morfologica que permite su designacion como subespecies (Ridgway 1909) parece ser evidencia
para considerar al taxon L. a. neglectus como una especie. Sin embargo, las diferencias genéticas
entre estas dos subespecies es solo la mitad de la encontrada entre especies reconocidas de
Lepidocolaptes. La adicion de informacion de regiones del genoma nuclear podria dar soporte a esta

propuesta.
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Sobre L. a. neglectus de Costa Rica, llama la atencion su baja diversidad genética. Aunque
solo se contd con 10 muestras de dos localidades, la baja diversidad no debe ser un sesgo del
muestreo, ya que localidades mexicanas (e. g., Coapilla, Chiapas) con menos muestras presentaron
mayor diversidad. Por lo tanto, la evidencia demogréfica (valor negativo del parametro G, forma de la
distribucion mismatch) y filogenética (es un linaje cuya divergencia antecede la separacion de las
poblaciones de México) sefiala un evento de cuello de botella reciente como el responsable de tal
patrén. Considerando que la datacion basada en el parametro 8 permite una estimacion aproximada
de la ocurrencia del cuello de botella en esta poblacion, éste debié haber ocurrido hace un poco mas
de 8000 afios, lo cual es un periodo muy corto de tiempo, en el que ya se podrian considerar efectos
debidos a actividad antropogénica. Adicionalmente, vale la pena mencionar que la otra subespecie
de L. affinis, L. a. lignicida (Bangs & Penard 1919), que habita en las montafias del NE de México al
extremo norte de la Sierra Madre Oriental, presenta una variacion morfoldgica mas pronunciada con
respecto a las otras dos subespecies, que la observada entre L. a. affinis y L. a. neglectus. Por lo
tanto es posible que este taxdn sea un linaje independiente con diferente historia . No obstante esto
solo puede ser resuelto una vez se incluyan muestras de dicho taxén en un analisis filogenético

formal.

Los resultados del presente estudio ponen de manifiesto la singularidad historica reflejada en
los linajes bioldgicos. En este caso, L. affinis comparte solo parcialmente aspectos de su historia con
otras especies de los Boques Montanos de Mesoamérica. La evidencia presentada parece indicar
que al igual que otros taxa, L. affinis se ha visto afectado por procesos que han desembocado en su
diversificacion in situ. Un estudio comparativo que incluya la informacién disponible para diferentes
taxa de Bosques Montanos Mesoamericanos y que ponga a prueba hipétesis explicitas sobre el
modo de su diversificacion (e.g., dispersion vs. vicarianza) permitird complementar el cuadro de la
evolucion de la biota Neotropical. En el caso de L. affinis, la inclusion de muestras de la poblacion de
L. a. lignicida del noreste Mexicano y de algunas poblaciones intermedias (Honduras, Sierra Madre
de Sur-Oaxaca, Chimalapas-Chiapas) asi como la evaluacion de zonas del genoma nuclear y de
otras regiones del ADNmt con tasas mas altas de mutacion (e.g., ND3, COI), probablemente
mejorard la resolucion de los anélisis filogeograficos y disminuird el margen de error asociado con

las estimaciones basadas en coalescencia.
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CONCLUSION

Lepidocolaptes affinis es monofilético con respecto a las deméas especies de Lepidocolaptes. Su
diversidad genética es baja y su patron filogeografico es complejo. Este patron coincide solo en
ciertos puntos con el encontrado para otras especies de aves de Bosgques Montanos en
Mesoamérica. Aunque, en general, la estructura genética de L. affinis no es marcada, hay indicios
claros de que la diversidad genética no se distribuye aleatoriamente en el espacio geogréfico. La
depresion de Nicaragua se identificd como una barrera mas importante que el Istmo de Tehuantepec
en el rompimiento de linajes. Aparentemente, gran parte de la variacion genética de L. affinis se ha
originado en los Bosque Montanos de México. Existe evidencia de que la historia de L. affinis ha sido
modelada por diferentes procesos, tales como: I) alopatria por vicarianza a distintos niveles
geograficos, Il) mantenimiento de linajes ancestrales y contacto secundario, ) estabilidad
demogréfica con algunos casos puntuales de fluctuaciones marcadas y IV) flujo génico entre

poblaciones cercanas. Ademas, es posible que el taxén L. affinis incluya mas de una especie.
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ANEXO 1. Ejemplares utilizados en este estudio. Se indica el museo y la localidad de colecta.

Taxon Coleccién* Numero Clave Localidad Estado/Provincia Pais
Catalogo
L. affinis MZFC HUAS 78 SPXill  La Victoria, Xilitla San Luis Potosi  Mex
L. affinis MZFC HUAS 80 SPXil2  La Victoria, Xilitla San Luis Potosi  Mex
L. affinis MZFC HUAS 141 SPXil3  La Victoria, Xilitla San Luis Potosi  Mex
L. affinis MZFC QRO 195 QRLag Lagunade la Cruz Querétaro Mex
L. affinis MZFC BMM 736 QRTre  Tres Lagunas, 7Km S Querétaro Mex
L. affinis MZFC QRO 283 QRPem  El Pemoche Querétaro Mex
L. affinis MZFC QRO 095 QRSan  Santa Inés, 2Km W Querétaro Mex
L. affinis MZFC BEHB 064 QRJal  Jalpan, 8Km SE Querétaro Mex
L. affinis MZFC TEPE 26 HIChil  Chilijapa Hidalgo Mex
L. affinis MZFC TEPE 27 HIChi2  Chilijapa Hidalgo Mex
L. affinis MZFC BMM 669 HITlal  Tlalchinol, 5Km E Hidalgo Mex
L. affinis MZFC BMM 677 HITla2  Tlalchinol, 5Km E Hidalgo Mex
L. affinis MZFC HGO-SLP 096  HiCer Cerro Jarros. El Sétano 1Km E Hidalgo Mex
L. affinis MZFC HGO-SLP 156 HICoy  El Coyol, 1IKm E Hidalgo Mex
L. affinis MZFC Conacyt 1518  HITenAl Tenango de Doria, Rancho el Gosco Hidalgo Mex
L. affinis MZFC Conacyt 1534  HITenA2 Tenango de Doria, Rancho el Gosco Hidalgo Mex
L. affinis MZFC Conacyt 1558  HITenA3 Tenango de Doria, Rancho el Gosco Hidalgo Mex
L. affinis MZFC BMM 925 HITenB1 El Potrero, 5 km Tenango de Doria Hidalgo Mex
L. affinis MZFC TENAN 10 HITenB2 Tenango de Doria, El Potrero Hidalgo Mex
L. affinis MZFC CUET 05 PUXoc  Xocoyolo Puebla Mex
L. affinis UNLV MBM 620 PUZac  Zacapoaxtla. Instrituto Tecnoldgico Puebla Mex
L. affinis MZFC OMVP 034 OAShul Sierra de Huautla, Teotitidn, Pto Soledad ~ Oaxaca Mex
L. affinis MZFC Conacyt 788 OAShul Puerto Soledad Oaxaca Mex
L. affinis MZFC OMVP 1134 OAMca  San Martin Caballero Oaxaca Mex
L. affinis MZFC Yagila 15 OAYagl Yaguila, Ixtlan Oaxaca Mex
L. affinis MZFC Yagila 21 OAYag2 Yaguila, Ixtlan Oaxaca Mex
L. affinis MZFC Yagila 31 OAYag3 Yaguila, Ixtlan Oaxaca Mex
L. affinis MZFC Yagila 56 OAYag4 Yaguila, Ixtlan Oaxaca Mex
L. affinis MZFC Yagila 57 OAYag5 Yaguila, Ixtlan Oaxaca Mex
L. affinis MZFC Yagila 62 OAYag6 Yaguila, Ixtlan Oaxaca Mex
L. affinis MZFC OMVP 801 OABaul San Juan Bautista Atatlahuca Oaxaca Mex
L. affinis MZFC OMVP 800 OABau2 San Juan Bautista Oaxaca Mex
L. affinis MZFC OMVP 259 OAPiel  Cerro Piedra Larga, El Aguacate Oaxaca Mex
L. affinis MZFC OMVP 276 OAPie2  Cerro Piedra Larga Oaxaca Mex
L. affinis MZFC OMVP 355 OAPie3  Cerro Piedra Larga, El Aguacate Oaxaca Mex
L. affinis MZFC OMVP 370 OAPie4  Terraceria Aguacate a Sn Seb. Jilotepec  Oaxaca Mex
L. affinis MZFC OMVP 442 OAPie5  Terraceria Aguacate a Sn SeB. Jilotepec  Oaxaca Mex
L. affinis MZFC OMVP 253 OAPie6  Cerro Piedra Larga, El Aguacate Oaxaca Mex
L. affinis MZFC OMVP 239 OARey  Reyes Llano Grande Oaxaca Mex
L. affinis FMNH 343239 VETux  Sierra de Santa Marta, El Bastonal Veracuz Mex
L. affinis FMNH 394020 GUAto  Atoyac Guerrero Mex
L. affinis MZFC AMTO068 GUCar  Carrizar de Bravo Guerrero Mex
L. affinis MZFC SIT73 GUNud  Nueva Delhi Guerrero Mex
L. affinis UNLV MBM 801 GUYex  Yextla 17Km ENE, Los Otates Guerrero Mex
L. affinis MZFC SIT 121 CHCoal Coapilla Chiapas Mex
L. affinis MZFC SIT 140 CHCoa2 Coapilla Chiapas Mex
L. affinis MZFC SIT 150 CHCoa3 Coapilla Chiapas Mex
L. affinis MZFC SIT 153 CHCoa4 Coapilla Chiapas Mex
L. affinis MZFC SIT 154 CHCoa5 Coapilla Chiapas Mex
L. affinis MZFC SIT 106 CHCoa6 Coapilla Chiapas Mex
L. affinis MZFC BONA 46 CHVtac Volcan Tacana Chiapas Mex
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. lacrymiger
. angustirostris
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rrr—rrr—Lrrrrr—r-r-rrr—-r—r—-r—r—-r—rrr "~~~ rrr-r-

UNLV
UNLV
KU
KU
KU

KU

KU

KU

KU

KU

KU

KU

KU

KU

KU

KU

KU
UNLV
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
MZFC
MZFC
MZFC
CORBIDI
FMNH
UWBM

MZFC

MBM 10552
MBM 10553
9014
9018
9022

9082
8276
9397
9402
9434
6454
6482
7676
7677
7771
7772
7790
MBM 4379
B19853
B19778
B19899
B19839
B19875
B19834
B19878
B19877
B19835
B19862
Yach 155
Chima 473
BMM 470

429952
UWBM77383

BMM 861

GUATE1L
GUATE2
SALChl
SALCh2
SALCh3

SALCh4
SALSal
SALSa?
SALSa3
SALSa4
SALSv1
SALSV2
SALSv3
SALSv4
SALSV5
SALSv6
SALSv7
NIC
CRSj1
CRSj2
CRSj3
CRCal
CRCa2
CRCa3
CRCa4
CRCab5
CRCab
CRCa7

Santa Marfa de Jests 5Km SSW
Santa Maria de Jesus 5Km SSW
La Laguna, La Montafiona
La Laguna, La Montafiona
La Laguna, La Montafiona

La Laguna, La Montafiona

Metpan, Parque Nacional Monte Cristo
Metpan, Parque Nacional Monte Cristo
Metpan, Parque Nacional Monte Cristo
Metpéan, Parque Nacional Monte Cristo
Nuevo Tepetitan, Volcan San Vicente
Nuevo Tepetitan, Volcan San Vicente
Nuevo Tepetitan, Volcan San Vicente
Nuevo Tepetitan, Volcan San Vicente
Nuevo Tepetitan, Volcan San Vicente
Nuevo Tepetitan, Volcan San Vicente
Nuevo Tepetitan, Volcan San Vicente
Matagalpa

2 km SW Ojos Agun km 77 Pan Am Hwy
Villa Mills km 95 Pan American Hwy

Ca 2km S Villa Mills km 96 Pan Am Hwy
3 km ENE Villa Mills

Ca 2km S Villa Mills km 96 Pan Am Hwy
3 km ENE Villa Mills

Ca 2km S Villa Mills km 96 Pan Am Hwy
Ca2kmsS

Ca 2km S Villa Mills km 96 Pan Am Hwy
3 km ENE Villa Mills km 98 Pan Am Hwy
Zona Arqueoldgica, Yaxchilan
Chalchijapa, 2.3Km Pblo. Galeras

El batel

Tutumbaro

Pillahuta, Pautarcambo

Lag. Caucaya. Gutierrez. Prov. Cordillera

9km NO Car. Tehuatlan-Huaztzalingo

Quezaltenango
Quezaltenango

Chalatenango
Chalatenango
Chalatenango

Chalatenango
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
San Vicente
San Vicente
San Vicente
San Vicente
San Vicente
San Vicente
San Vicente
Matagalpa
San José
San José
San José
Cajamarca
Cajamarca
Cajamarca
Cajamarca
Cajamarca
Cajamarca
Cajamarca
Chiapas
Oaxaca
Sinaloa
Ayacucho
Cuzco

Sta. Cruz.

Hidalgo

Guat
Guat
Sal
Sal
Sal

Sal
Sal
Sal
Sal
Sal
Sal
Sal
Sal
Sal
Sal
Sal
Sal
Nic
CR
CR
CR
CR
CR
CR
CR
CR
CR
CR
Mex
Mex
Mex
Per
Ecu
Bol

Mex

* MZFC = Museo de Zoologia de la Facultad de Ciencias de la UNAM; KU = Natural History Museum University of

Kansas; UNLV = Marjorie Barrick Museum University of Nevada; LSU = Museum of Natural History Louisiana State
University; FMNH = Field Museum of Natural History; UWBM = Burke Museum University of Washington. CORBIDI:
Centro de Ornitologia y Biodiversidad, Lima. Perd.
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ANEXO 2. Hipdtesis filogenética bajo Maxima Parsimonia (Topologia idéntica al arbol de Maxima
Verosimilitud ver Anexo 3). Arbol de 684 pasos (Ci= 74; Ri=75). Para el significado de las abreviaturas ver
Anexo 1.
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ANEXO 3. Hipétesis filogenética bajo el criterio de Maxima Verosimilitud (—In L= 5780.12126). Para el
significado de las abreviaturas ver Anexo 1.
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