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RESUMEN

La avifauna montana de Mesoamérica constituye un buen modelo para el estudio de los
procesos evolutivos. Analizando sus complejos patrones de variacion geografica es posible
la evaluacion de diferentes hipotesis de diversificacion en la region. El complejo Ergaticus
representa un grupo de aves endémico a los sistemas montafiosos de Mesoamérica.
Tradicionalmente se reconocen dos especies: E. ruber y E. versicolor. Las poblaciones de
E. ruber se dividen en tres subespecies circunscritas por sutiles diferencias morfoldogicas.
Se emplearon tres marcadores mitocondriales (ND2, citocromo b y ATPasas) para
examinar los patrones de variacion geografica, las relaciones filogenéticas, la historia
demografica y los tiempos de divergencia en el género. Los resultados muestran altos
niveles de diferenciacion genética y una marcada estructura genética que se corresponde
con los limites geograficos de las poblaciones. Las poblaciones de cada regién no
presentaron sefales de expansion demografica con excepcion de aquellas restringidas al Eje
Neovolcanico Transversal. Los niveles de diferenciacion genética observados pueden
explicarse como resultado del aislamiento de las poblaciones de cada region montafiosa,
separadas por zonas de tierras bajas que actian como barreras geograficas. Se distinguen
cuatro linajes independientes como producto de este aislamiento. Se propone un evento
geologico acontecido a finales del Plioceno y una serie de eventos climaticos ocurridos
durante el Pleistoceno como los agentes causales de las divergencias dentro del complejo.

ABSTRACT

Montane avifauna of Mesoamerica constitutes a good model for the study of evolutionary
processes. By analyzing its complex patterns of geographic variation it is possible the
assessment of the different diversification hypothesis in the region. The Ergaticus complex
represents a group of endemic birds of the montane systems of Mesoamerica. Traditionally
two species are recognized within the complex: E. ruber and E. versicolor. Populations of
E. ruber are divided in three subspecies, which are identified in the base of subtle
morphological differences. Three mitochondrial markers (ND2, cytochrome b and
ATPases) were used to evaluate the patterns of geographic variation, the phylogenetic
relationships, the demographic history and the divergence times in the genus. The results
show high levels of genetic differentiation and remarkable genetic structure that are in
correspondence with the geographic limits of the populations. The populations of each
region did not show signals of demographic expansion, with the exception of the ones
restricted to the Transvolcanic Belt Mountains. The levels of genetic differentiation
observed can be explained as a consequence of the isolation of the populations in each
montane region, separated by lowland zones acting as geographic barriers. Four
independent lineages are recognized as a result of this isolation. We propose a geologic
event happened at the end of the Pliocene and a series of climatic events occurred during
the Pleistocene as the causal agents of the divergences within the complex.



INTRODUCCION

Los bosques montanos de Mesoamérica constituyen un interesante caso para el
estudio de los procesos evolutivos. Esto por ciertas caracteristicas que los distinguen de los
bosques montanos presentes en otras latitudes. Debido a las particulares condiciones
ambientales que requieren (Rzedowski, 1986; Hernandez-Bafios et al., 1995; Kapelle,
2006) y a la complejidad topografica de la region (Ferrusquia-Villafranca, 1998; Marshall,
2007) se presentan en un alto grado de fragmentacion, lo que les confiere una condicion
similar a islas (Acosta, 2004; Baker, 2008). Las especies de aves habitando estas “islas
terrestres” también suelen presentar distribuciones fragmentadas, ademas de rangos de
altitud limitados y requerimientos ecoldgicos especificos, siendo estos factores potenciales
para la generacion de nuevas especies (Graves, 1985, 1988). Lo anterior cobra importancia
si se considera que en la mayoria de los casos las especies se generan por especiacion
alopatrica (Coyne & Orr, 1994; Helbig et al., 2002). En consecuencia, los bosques
montanos de Mesoamérica presentan una gran diversidad biologica, reflejada en su
considerable riqueza avifaunistica y en un alto nimero de endemismos (Hernandez-Bafios

et al., 1995; Sanchez-Gonzalez et al., 2008).

El desarrollo de un creciente interés por la avifauna montana de Mesoamérica se ha
visto proyectado en numerosos estudios de caso que analizan relaciones filogenéticas y/o
patrones de variacion geografica (Navarro-Sigiienza et al., 2001; Garcia-Moreno et al.,
2004; Garcia-Moreno et al., 2006; Mila et al., 2006; Pérez-Eman, 2005; Cadena et al.,
2007; Mila et al., 2007a, 2007b; Sanchez-Gonzalez et al., 2007; Spellman & Klicka, 2007;
Bonacorsso et al., 2008; Cortés-Rodriguez et al., 2008; Navarro-Sigiienza et al., 2008;
McCormack et al., 2008b; Mila et al., 2008; Puebla-Olivares et al., 2008; Weir et al., 2008;
Bonacorsso, 2009). Dichos estudios documentan diversos grupos de aves con diferentes
grados de diferenciacion y proporcionan indicios de la naturaleza de los procesos

evolutivos y de los factores que tienen influencia en su accion.

Las conclusiones de los estudios para la region (y en general para el resto del
continente) sugieren diferentes hipdtesis acerca del origen y los mecanismos de

diversificacion de la avifauna. Algunos autores proponen que glaciaciones de caracter
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ciclico acontecidas en el pasado fueron el principal factor promotor de la diversificacion de
las aves y otros grupos de organismos (Mengel 1964; Webb & Bartlein, 1992; Hewitt,
1996; Weir & Schluter, 2004; Weir, 2006). Sin embargo, otros autores han propuesto
procesos geologicos (formacion de istmos, depresiones y cadenas montafiosas, actividad
volcénica, etc.) como el principal agente de diversificacion (Cracraft & Prum, 1988;
Morrone., 2005; Sanchez-Gonzalez et al., 2008; Castoe et al., 2009). Aunque a menudo
ambas explicaciones se invocan por separado no necesariamente son excluyentes entre si,
como han sugerido algunos estudios (Garcia-Moreno et al., 2004; Pérez-Eman, 2005; Ribas

et al., 2007; Barber & Klicka, 2010).

Cabe mencionar que dentro del contexto de la primera de las propuestas
mencionadas existe una fuerte discusion respecto a la ubicacion en el tiempo para la
diversificacion de los grupos de aves mas recientes. La idea ampliamente difundida de que
los ciclos glaciares acontecidos a finales del Pleistoceno fueron cruciales para dicho evento
(Hubbard 1973; Avise & Walker, 1998; Johnson & Cicero, 2004) ha sido fuertemente
cuestionada por varios estudios que sostienen que el origen de la mayoria de los grupos se
remonta mas atras en el tiempo (Klicka & Zink, 1997, 1999; Zink, et al., 2004; Zink &
Klicka, 2006). De lo anterior, se desprende la importancia de realizar mas estudios de
variacion geografica con grupos de aves poco conocidos, puesto que permiten inferir la
importancia de eventos del pasado como agentes causales de los patrones de divergencia

entre linajes.

Las aves del género Ergaticus, pertenecientes a la familia Parulidae, constituyen un
buen modelo para evaluar las diferentes hipotesis de diversificacion en la region. Esto por
su peculiar distribucién casi restringida a los bosques montanos humedos de México y a la
aparente baja variabilidad morfoldgica de sus poblaciones. Dadas estas caracteristicas es
muy probable la existencia de aislamiento genético entre las poblaciones presentes en

diferentes cadenas montafiosas.

Tradicionalmente se ha reconocido la existencia de solo dos especies distribuidas

desde el Norte de México hasta Guatemala (Baird, 1865; Ridgway, 1902; Howell & Webb,



1995; Curson et al., 1995; Wilson & Will, 1997; AOU, 1998) (Figura 1). Algunos tratados
taxondmicos agrupan a ambas especies como una superespecie, lo que sugiere una
divergencia muy reciente (Sibley & Monroe, 1990). La especie monotipica E. versicolor
esta restringida al Centro y Sureste de Chiapas en México y al Oeste de Guatemala. Por
otra parte, E. ruber, de mas amplia distribucion, se encuentra s6lo en México y sus
poblaciones estan divididas en tres subespecies circunscritas por diferencias morfologicas
aparentemente sutiles: E. r. ruber en ¢l Eje Neovolcanico Transversal, E. r. melanauris en

la Sierra Madre Occidental y E. r. rowleyi en la Sierra Madre del Sur (Curson et al., 1995).

Los individuos de ruber presentan una coloracion rojo vivo en casi todo el cuerpo y
un parche auricular color plateado aperlado (Swainson, 1827); los de melanauris se
distinguen por poseer un parche auricular color gris plomo y las partes superiores
ligeramente mas brillantes con un rojo mas escarlata (Moore, 1937); por tultimo, los
individuos de rowleyi tienen un parche auricular similar a ruber pero poseen una coloracion
en las partes superiores de un rojo rubi atin mas brillante que las otras dos formas (Orr &
Webster, 1968). A pesar de estas diferencias, no se ha hecho una revision del género que
incluya todas las formas descritas anteriormente. Hasta la fecha, solo existe una propuesta
que considera la separacion de ruber y melanauris bajo el concepto de especie evolutiva

(Navarro-Sigiienza & Peterson, 2004).

En el presente trabajo se realizé un analisis de las diferentes poblaciones empleando
caracteres moleculares para examinar los patrones de variacion geografica, las relaciones
filogenéticas, la historia demografica y los tiempos de divergencia en el género. De esta
manera, se pretende establecer un primer marco sobre las relaciones evolutivas, la historia
biogeografica y la situacion taxonomica del complejo Ergaticus, evaluando los resultados

dentro del contexto de las hipotesis de diversificacion de la avifauna en Mesoamérica.
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Figura 1.- Mapa de distribucion del complejo Ergaticus y localidades de muestreo. Las areas delineadas sefialan la
distribucion aproximada para E. ruber (rojo) y E. versicolor (verde). Los simbolos con sus respectivas letras
representan las localidades de muestreo, mientras que el color y la forma de cada simbolo indican la zona geografica
a la que pertenece la localidad, asi como las especies 0 subespecies: (asterisco verde)= montafias de Chiapas y
Guatemala, E. versicolor; (circulo rojo)= Eje Neovolcénico Transversal, E. r. ruber; (triangulo amarillo)= Sierra
Madre del Sur, E .r. rowleyi; (cruz azul)= Sierra Madre Occidental, E. r. melanauris. Las areas mas oscuras indican
una mayor elevacion.



METODOS

Obtencidn de especimenes

Se colectaron especimenes de Ergaticus provenientes de distintas localidades a lo
largo de su érea de distribucion (Figura 1). Dichos especimenes fueron conservados en
forma de piel de estudio y se les extrajo muestras de tejidos (musculo, corazén e higado),
los cuales fueron preservados en nitrogeno liquido y/o etanol al 96%. Estos especimenes se
encuentran depositados en el Museo de Zoologia ‘“Alfonso L. Herrera” de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional Auténoma de México. Asimismo, se recurrio a
muestras de tejido, sangre y plumas donadas de especimenes depositados en colecciones de

Estados Unidos (ver Apéndice 1).

Procedimientos de laboratorio

Se extrajo el ADN mitocondrial (ADNmt) de las muestras obtenidas para cada
espécimen utilizando el kit de extraccion QIA-GEN DNEasy (Qiagen) usando los
protocolos del fabricante. Se empled la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para
amplificar tres fragmentos de diferentes regiones del genoma mitocondrial: 849 pares de
bases (pb) de la subunidad 2 del dinucle6tido de nicotidamina adenina hidrogenasa (ND2)
empleando los primers L5215 (Hackett, 1996) y H6313 (Johnson & Sorenson, 1998), asi
como los pares de primers L5216-H6313, L5219-H5766 y L5758-H6313 (Sorenson et al.,
1999); 848 pb para el citocromo b empleando los primers L14841 (Kocher et al., 1989) y
Thrl (Johanson et al., 2002) y también el par de primers L14990-H16064 (Sorenson et al.,
1999); y un fragmento de 673 pb que incluye la ATP sintasa 8 completa y parcialmente la
ATP sintasa 6 (ATPasas) mediante los primers L8950 (Garcia-Moreno et al., 2004) y
H9855 (Sorenson et al., 1999). Se amplificaron los fragmentos correspondientes mediante
una modificacion del protocolo Touchdown (Korbie & Mattick, 2008) para mayor
especificidad de los primers. Dicho protocolo siguid los siguientes pasos: Un periodo
inicial de desnaturalizacion a 95 °C por 2 minutos; seguido por 35 ciclos con

desnaturalizacién a 95 °C por 45 segundos, alineamiento a 53 °C por 40 segundos y



extension a 74 °C por 45 segundos; y un periodo final de extension a 74 °C por 7 minutos.
Las amplificaciones se llevaron a cabo en reacciones de 50 pl que incluyeron: Buffer de
PCR a 1x, cloruro de magnesio a una concentracion de 2.4 mM, dNTP a 0.2 mM, primers
a 1 uM cada uno, 2 unidades de ADN polimerasa y 100 ng de ADN aproximadamente. Los
productos de PCR fueron verificados en geles de agarosa al 1% con bromuro de etidio y
purificados empleando el kit de purificacion EXOSAP-IT (Usb) o mediante columnas de

purificacion Millipore (Millipore) siguiendo los protocolos de los fabricantes.

Posteriormente se llevaron a cabo reacciones de secuenciacion mediante el kit
BigDye 3.1 en el ciclo recomendado (Applied Biosystems) y los productos fueron
purificados mediante filtracion en gel usando columnas de Sephadex G50 (Sigma) o
mediante precipitacion en etanol. Finalmente los productos purificados fueron sometidos a
un secuenciador automatico ABI prism 377 (Applied Biosystems). Para los analisis
filogenéticos se incluyeron como grupo externo secuencias de otras especies obtenidas de
Genbank, de acuerdo a hipdtesis filogenéticas previas de la familia Parulidae (Lovette &
Bermingham, 2002): Cardellina rubrifrons (AF383142, AF383026, AF382987), Wilsonia
canadensis (AF383132, AF383016, AF382977) y Myioborus pictus (AF383127,
AF383011, AF382972). Todas las secuencias obtenidas fueron ensambladas, editadas y
alineadas a ojo mediante los programas BioEdit 4.8.10 (Hall, 1999) y SEQUENCHER
4.1.4 (Genecodes). Las secuencias fueron verificadas mediante su traduccidon sin
ambigiiedad a su correspondiente secuencia de aminoacidos mediante el programa DNAsp
5.1 (Librado & Rozas, 2009). Debido a que las ATPasas 8 y 6 tienen una superposicion de
10 pb en diferentes marcos de lectura, se consideré un fragmento de 683 pb cuando los

analisis requirieron el uso de codones.

Analisis filogenéticos

Se consideraron los fragmentos de ADNmt para cada region por separado y
combindndolos para obtener un total de 2370 pb (2380 pb cuando se consideraron
codones). Se crearon redes de haplotipos mediante el programa Networks 4.5.1.6

(http://www .fluxus-technology.com) empleando el algoritmo de union de medianas



(Bandelt et al., 1999). Se construyeron arboles mediante el criterio de maxima parsimonia
con TNT 1.1 (Goloboff et al., 2008) mediante busquedas heuristicas con el algoritmo TBR
(division de arboles y reconexion) y 100 réplicas. Se elaboraron arboles de consenso del
50% de mayoria con las topologias mas parsimoniosas. El soporte de los nodos se obtuvo
mediante 1000 réplicas de bootstrap con las mismas configuraciones que las busquedas

heuristicas.

Para la obtencion de los arboles bajo los criterios de maxima verosimilitud e
inferencia Bayesiana se estimaron los modelos més apropiados de evolucion molecular para
las secuencias obtenidas mediante el criterio de informacion de Akaike (AIC) con
Jmodeltest 0.1.1 (Posada, 2008). Se obtuvieron arboles con el criterio de maxima
verosimilitud mediante busquedas heuristicas para 100 réplicas con el algoritmo TBR con
PAUP 4.0 (Swofford, 2002). El soporte de los nodos se obtuvo mediante 100 réplicas de
bootstrap con 10 réplicas con el programa GARLI 1.0 (Zwick, 2006), el cual proporciona
una busqueda mds rapida usando un algoritmo genético. Tanto para el criterio de mdxima
verosimilitud, como para el de méxima parsimonia, los valores de bootstrap igual o
mayores al 70% se consideraron robustos (Hillis & Bull, 1993). También se llevo a cabo
una prueba de razon de verosimilitud en PAUP con las mejores topologias para determinar
si las tasas de substitucion se ajustan a un modelo de reloj molecular estricto (Felsenstein,

1981).

Se construyeron arboles mediante inferencia bayesiana con el programa Mr. Bayes 3.1.2
(Huelsenbeck & Ronquist, 2001) realizando un analisis sin particiéon y uno con particiones
por posicion de codon en cada regiéon mitocondrial (nueve particiones) asignando a cada
una el mejor modelo obtenido por Jmodeltest. Los parametros entre particiones fueron
desligados, excepto el largo de las ramas y la topologia. Se realizaron simultaneamente dos
corridas con cuatro cadenas de Markov Montecarlo por 10 millones de generaciones con
una frecuencia de muestreo de cada 500 generaciones para obtener 20,000 arboles
muestreados por corrida. Se evalud que las corridas hayan alcanzado un estado estacionario
graficando los valores de —InL por cada generacion con el programa Tracer 1.5 (Rambaut &

Drummond, 2009). Las corridas se estabilizaron al primer millon de generaciones y se



descartaron los primeros 2000 arboles de cada una para construir, a partir de los arboles
restantes, un arbol de consenso de 50% de mayoria con las probabilidades posteriores para
cada nodo (Huelsenbeck et al., 2002). Valores de probabilidad posterior mayores o iguales
a 0.95 se consideraron robustos (Larget & Simon, 1999). Finalmente se evaluaron las
topologias obtenidas de los datos particionados y sin particionar con los factores Bayes a
partir las medias harmodnicas para poder determinar cudl es la mas informativa (Kass &

Raftery, 1995; Nylander et al., 2004).

Diferenciacion genética, estructura poblacional e historia demografica.

En esta seccion, se consideraron nuevamente los datos concatenados y los
fragmentos de ADNmt por separado. Se calcul6 la diversidad haplotipica y nucleotidica
empleando el programa ARLEQUIN version 3.01 (Excoffier et al., 2005). En este mismo
programa se calcularon las distancias genéticas corregidas entre grupos de secuencias
(segun el modelo de evolucion TrN, siendo el mas aproximado a los sugeridos por
Jmodeltest de los disponibles en las configuraciones de ARLEQUIN), usando los cambios
de nucleotidos entre haplotipos al tomar en cuenta la variacion intrapoblacional (Nei & Li,
1979). Se analizé la estructura de las poblaciones mediante un analisis de varianza
molecular (AMOVA) a través de estimaciones de los componentes de la varianza en forma
de estadisticos ¢ (Excoffier et al., 1992) con ARLEQUIN. Para poder detectar grupos de
poblaciones de acuerdo a sus diferencias genéticas, se realizaron varios arreglos de las
localidades de colecta con base a las diferentes cadenas montafiosas tratando de maximizar
el componente de varianza intragrupal (dct). Para tratar de dilucidar la historia
demografica, nuevamente con ARLEQUIN, se calcularon las distribuciones “Mismatch”
(Rogers & Harpending, 1992) y se pusieron a prueba contra un modelo de expansion
poblacional, evaluando su significancia estadistica mediante 1000 réplicas de bootstrap.
También se realizé la prueba de neutralidad de Fu (Fu, 1997) para evaluar la posible
existencia de eventos de expansion demografica (empleando ARLEQUIN una vez mas),
con 1000 muestras simuladas para determinar la significancia estadistica. Finalmente, como
complemento a los analisis demograficos, se calculo el estadistico R2 (Ramos-Onsins &

Rozas, 2002) con DNAsp y se evaluo su significancia mediante 10,000 réplicas simuladas.
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Estimacion de tiempos de divergencia.

Se estimaron los tiempos de divergencia de los grupos estudiados mediante
inferencia bayesiana en el programa BEAST 1.5.4 (Drummond & Rambaut, 2007). Para
este método se aplicé un modelo de reloj molecular relajado sin autocorrelacion en las tasas
de substitucion siguiendo una distribucion lognormal (Drummond et al., 2006). Todos los
criterios y configuraciones que se describiran fueron ajustados con la interfaz BEAUti
incorporada en BEAST. Unicamente se emplearon los datos concatenados puesto que son
mas apropiados para este tipo de andlisis y producen mejores estimados de los tiempos de
divergencia. Lo anterior se debe a la reduccion en la varianza asociada al uso de una mayor
cantidad de datos y a la homogeneizacion de diferentes tasas de substitucion de las
diferentes regiones mitocondriales cuando estas son combinadas (Battistuzzi et al., 2010).
Los estimados se realizaron bajo el mejor modelo sugerido por jmodeltest y asumiendo un
prior de tamano poblacional constante, basado en los resultados de los analisis de historia

demografica.

Se introdujo en el programa una de las mejores topologias obtenidas de los analisis
filogenéticos previos (la mejor obtenida mediante maxima verosimilitud) como prior para
proporcionar un punto de inicio para la busqueda de las cadenas de Markov Montecarlo. Se
calibré el reloj mediante un prior en el nodo que contiene la separacion de Ergaticus y
Cardellina. Dicha calibracion esta basada en la formacion del Istmo de Tehuantepec
acontecida hace 6 millones de afos aproximadamente (Barrier et al., 1998). La eleccion de
este punto de calibracion se debe a la importancia del Istmo como barrera geografica para
muchos grupos de aves montanas (Pérez Eman, 2005; Cadena et al., 2007; Cortés-
Rodriguez et al., 2008; Sanchez-Gonzalez et al., 2008; Weir et al., 2008; Bonaccorso,
2009; Barber & Klicka, 2010) y a la ausencia de fosiles para los grupos estudiados. Otro
motivo para la eleccion de este evento tiene que ver con las sugerencias de un origen
Mesoamericano para varios grupos de la familia Parulidae que cuentan con poblaciones
sedentarias distribuidas en el extremo Este del Istmo (Curson et al., 1995; Lovette &
Bermingham, 2001; Lovette, 2004; Pérez-Emam, 2005; Mila et al., 2007a; Escalante et al.,
2009; Torres-Vilaga & Rodrigues dos Santos, 2010). En relacion a lo anterior, la
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distribucion de Cardellina es muy similar a la de Ergaticus, pero con la diferencia de que el
primero en gran parte de su distribucion, incluyendo al Oeste del Istmo, cuenta con
poblaciones migratorias visitantes de invierno (Curson et al., 1995; Howell & Webb,
1995). Considerando la posibilidad de un ancestro comun de habitos migratorios (también
sugerido por el hecho de que W. canadensis presenta habitos migratorios), para la
calibracion se asumid el supuesto de que la formacion del Istmo de Tehuantepec llevo a la
expansion del ancestro comun y a la posterior divergencia Ergaticus-Cardellina. El prior
para la calibracion fue ajustado siguiendo una distribucién normal, que es la mas apropiada
para eventos biogeograficos (Ho, 2007), con una desviacion estandar de 0.5 millones de

anos.

Las distribuciones de probabilidad posterior de las fechas estimadas fueron
obtenidas con un muestreo cada 5000 generaciones de un ciclo de 50 millones de
generaciones. Se evalud con Tracer que los pardmetros estimados hubieran alcanzado la
convergencia verificando que los tamanos efectivos de muestra fueran mayores de 200
(Drummond et al., 2006). Las primeras 1000 generaciones fueron descartadas y las
restantes fueron compiladas en un arbol final con los tiempos de divergencia y sus

intervalos de confianza del 95% con TreeAnnotator, también incorporado en BEAST.

Revision taxondmica: ldentificacion de linajes independientes.

Tomando como referencia las diferencias morfologicas circunscritas para las
especies y subespecies en conjunto con los resultados de los andlisis filogenéticos se realizo
una identificacion de posibles linajes independientes. Para este fin, se evalu6 la presencia
de grupos monofiléticos, parafiléticos o polifiléticos considerando aquellos grupos que
recibieron buen soporte de bootstrap o probabilidad posterior. Aquellas agrupaciones con
un buen soporte, y respaldadas por valores significativos para la AMOVA vy las distancias
genéticas, fueron consideradas con mas probabilidad de representar linajes independientes

en concordancia con las recomendaciones de Helbig et al. (2002).
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RESULTADOS

Analisis filogenéticos

Se secuenciaron 82 individuos para el fragmento de ND2, 86 para el segmento de
citocromo b y 81 para la region de las ATPasas. Unicamente se utilizaron los individuos
para los cuales se contaba con secuencias para las tres regiones por lo que al final se usaron
79 individuos para cada fragmento. Puede notarse al observar las Tablas 1 y 2 que a pesar
de que los fragmentos de ND2 y ATPasas fueron mas variables y/o presentaron mas

haplotipos, el citocromo b fue el mas informativo de las tres regiones mitocondriales.

Tabla 1.- Valores de diversidad genética para las tres regiones secuenciadas.

ND2 Citb ATPasas concatenadas
Sitios variables 41 38 34 113
Sitios informativos 26 30 24 80
No. Haplotipos 22 19 26 48
Diversidad 0.775 0.844 0.827 0.969
haplotipica (+/-0.041) (+/-0.029) (+/-0.042) (+/-0.011)
Diversidad 0.00599 0.00531 0.00480 0.00541
Nucleotidica (+/-0.00599) (+/-0.00097)  (+/-0.00070) (+/-0.00082)

En las redes de haplotipos (Figura 2) también se observan mas haplotipos para ND2
y ATPasas, no obstante, muchos ellos se presentan en bajas frecuencias sugiriendo una
mayor tasa de mutacion en estas regiones (Tabla 2). Todas las redes de haplotipos muestran
agrupamientos similares, aunque existieron algunas diferencias principalmente en las
conexiones de algunos grupos de haplotipos y el nimero de pasos mutacionales entre ellos.
Notablemente, estas agrupaciones coinciden con las distribuciones de los individuos
colectados y sugieren un alto nivel de estructuracion en las poblaciones de este complejo.
Asi, es posible observar cuatro agrupamientos principales: uno perteneciente al centro de

Meéxico y Guerrero (ENG), otro que contiene a todos los individuos de Oaxaca y tres de
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Guerrero (OQG), el perteneciente a la Sierra Madre Occidental (SMO) y el que corresponde

a los individuos de E. versicolor (CG) (ver Figuras 2 y 3).

Tabla 2.- Haplotipos por cada regiéon de ADNmt. Cada haplotipo es identificado por un nimero (ND2, Citb,
ATP, haplotipos concatenados en Apéndice 2). (#) =Numero de individuos para ese haplotipo. Las letras

corresponden a las localidades identificadas en la Figura 1 donde se encontré el haplotipo determinado.

ND2 # VLocalidad Citb # Localidad ATP # Localidad
1 34 B,C,D,E,GH,IJ K 23 26 C,B,D,E FG,H,IJ K 42 32 B,CDEG,H,IJ K
2 16 C,D,E1) 24 13 B,C,D,EH,I) 43 5 D,EH
3 1 E 25 4 E) 4 2 D,E
4 2 CG 26 3 (CGE 45 1 J
5 1 E 27 3 D, E K 46 3 CEG
6 1 B 28 1 E 47 3 B,CE
7 1 C 29 1 I 48 4 C,EF
8 1 F 30 3 D 49 2 |
9 1 K 31 1 D 50 1 J
10 1 A 32 1 C 51 1 D
11 1 A 33 1 E 52 3 D,E
12 2 N 34 1 C 53 1 C
13 1 L 35 11 K L M,N 54 4 L,M,N
14 1 N 36 2 N 55 1 N
15 3 M,N 37 1 A 56 2 N
16 1 L 38 1 A 57 1 L
17 1 L 39 4 P,Q 58 3 K
18 3 KL 40 1 Q 59 1 L
19 1 K 41 1 O 60 1 L
20 2 Q 61 1 A
21 3 P,Q 62 1 A
22 1 O 63 1 O

64 1 Q
65 2 Q
66 1 Q
67 1 P
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Figura 2.- Redes de haplotipos para cada regiéon mitocondrial por separado. Los cuadros representan los
agrupamientos descritos en el texto. Los nimeros de cada haplotipo corresponden a los mismos de la Tabla 2
Los colores dentro de cada haplotipo representan la proporcion de individuos provenientes de las siguientes
zonas geograficas: Eje Neovolcanico Transversal (rojo), Sierra Madre Occidental (azul), Oaxaca (café),

Guerrero (negro), y Chiapas-Guatemala (verde).
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Figura 3.- Red de haplotipos para los fragmentos concatenados. Los cuadros representan los agrupamientos
descritos en el texto. Los numeros de cada haplotipo corresponden a descritos en el Apéndice 2. Los colores
dentro de cada haplotipo representan la proporciéon de individuos provenientes de las siguientes zonas
geograficas: Eje Neovolcanico Transversal (rojo), Sierra Madre Occidental (azul), Oaxaca (café), Guerrero
(negro), y Chiapas-Guatemala (verde).

Para ND2 el mejor modelo evolutivo que se ajustd a los datos segin el AIC fue el
TrN; para el citocromo b fue el TPM3uf+G; para las ATPasas fue el TrN+G; mientras que
para los tres genes concatenados fue el TIM3+G. Las topologias obtenidas por los tres
criterios de reconstruccion filogenética fueron virtualmente idénticas, aunque se observaron
algunas diferencias entre las que fueron obtenidas para cada region mitocondrial por
separado, principalmente respecto al soporte de los nodos y en la presencia/ausencia de
algunos clados (ver Apéndice 3). Estas diferencias se observaron principalmente en el arbol
de las ATPasas ya que presento un arreglo poco claro con nodos con muy pobre soporte. En
esta seccion se presenta Unicamente la mejor hipotesis filogenética obtenida con los datos
combinados mediante inferencia bayesiana (Figura 4) (para los resultados por segmentos

separados ver Apéndice 3).
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Asimismo, las topologias obtenidas con el andlisis particionado y sin particion

fueron idénticas. El factor bayes indico que el arbol obtenido con los datos particionados

fue ligeramente superior (logB,o= 0.94), aunque por una diferencia nada significativa; este

es el arbol bayesiano que se muestra en la Figura 4. En general, se observaron los mismos

agrupamientos que en la red de haplotipos, con cuatro clados principales (ENG, SMO, OG

y CQG) con soportes muy significativos, aunque su valor varié dependiendo del criterio de

reconstruccion filogenética. El arreglo entre estos clados principales es ambiguo debido al

pobre soporte obtenido para el nodo que los contiene. El modelo de reloj molecular fue

rechazado para todas las topologias, indicando heterogeneidad en las tasas de substitucion

para todas las regiones (Tabla 3).

Tabla 3.- Resultados de la prueba de razon de verosimilitud. (-InL) = valor de log verosimilitud de los arboles

obtenidos, (G.L.) = grados de libertad, (+)= valores significativos.

ND2 Citb ATP concatenadas
- InL Sin reloj 2081.57 1942.26229 1621.84199 5701.85499
-InLConreloj 2126.16744 1979.50978 1687.67267 5755.99955
G.L. 49 49 49 49
Estadistico LR 89.19488 74.49498 131.66136 108.28912
p 0.00039444+ 0.01089939+  1.6955E-09+ 2.29614E-06+
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Figura 4.- Mejor hipétesis filogenética obtenida mediante inferencia bayesiana. Los ndmeros cercanos a los nodos
corresponden a los valores de soporte (bootstrap parsimonia/bootstrap maxima verosimilitud/probabilidad posterior).
ENG= Centro de Meéxico-Guerrero, OG= Oaxaca-Guerrero, SMO= Sierra Madre Occidental, CG= Chiapas-
Guatemala.
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Diferenciacion genética, estructura poblacional e historia demografica.

Los resultados de la AMOVA se presentan en la Tabla 4. Puede observarse una
estructura geografica significativa tanto para los datos concatenados como para los genes
considerados por separado. Mas de la mitad de la variacion es explicada por el componente
de variacion entre grupos (¢ct), representado por las diferentes cadenas montafiosas. Es de
notar que el arreglo que divide a la Sierra Madre del Sur en dos porciones (Guerrero y
Oaxaca) presenta valores de ¢ct ligeramente superiores. En base a estos resultados, se
decidi6 agrupar las localidades en regiones para los andlisis poblacionales: Eje
Neovolcanico Transversal (ENT), Sierra Madre Occidental (SMO), Oaxaca (OAX),
Guerrero (GUE) y Chiapas-Guatemala (CG, poblaciones de E. versicolor).

Como puede observarse por las distancias genéticas, existe una divergencia muy
marcada para varios de los grupos considerados (Tabla 5). Puede notarse por las distancias
corregidas que las poblaciones de E. versicolor fueron las mas divergentes. La mayor
divergencia se presenta entre los individuos de melanauris (SMO) y los de E. versicolor
(mas de 44% para los datos concatenados), mientras que la menor fue entre las poblaciones
del Eje Neovolcéanico y Guerrero (casi 1 % para los datos concatenados). La diferencias
entre melanauris respecto a los demas grupos también fueron considerables (entre 14.99%
y 19.61% con los fragmentos concatenados). Considerando a Oaxaca, el porcentaje de
divergencia respecto a las poblaciones de Eje Neovolcanico fueron bastantes altas (12.07%
datos concatenados) aunque menores con respecto a Guerrero (5.96% datos concatenados).
Notablemente, al considerar las regiones mitocondriales por separado, el citocromo b

mostro la mayor divergencia y las ATPasas la menor.

En general, puede observarse una predominancia de estabilidad demografica en las
poblaciones estudiadas, a juzgar por la alta diversidad genética y los valores de Fs y R2 no
significativos (Tabla 6), asi como por las graficas de “Mismatch” que no se ajustan a un
modelo de expansion poblacional (Figuras 5 y 6). Una excepcion la constituyen las
poblaciones de ENT, que al parecer han experimentado expansion demografica, como lo

sugieren de forma recurrente las pruebas de neutralidad (Tabla 6) y las curvas unimodales

19



de las distribuciones “Mismatch” (Figuras 5 y 6). Debe mencionarse que los valores para

SMO estan sesgados debido a un tamafio de muestra de dos individuos.

Tabla 4.- Resultados de la AMOVA. Las agrupaciones se refieren a las siguientes zonas:(ENT)= Eje
Neovolcanico Transversal, (OAX)= Oaxaca, (GUE)= Guerrero, (SMO)=Sierra Madre Occidental, (CG)=

Chiapas-Guatemala. (G.L.) = grados de libertad, (+)= valores significativos.

Suma de Componentes Porcentaje
Agrupacion Fuente de Variacion G.L. Cuadrados de Varianza de Variacion
(ENT)(OAX)(GUE) Concatenadas
(SMO)(CG) Entre grupos (¢ct) 4 348.882 7.64492 77.64+
Entre poblaciones ($sc) 12 37.033 0.25438 2.58+
Dentro de Poblaciones (¢st) 62 120.712 1.94697 19.77+
ND2
Entre grupos (¢ct) 4 145.718 3.20618 80.39+
Entre poblaciones ($sc) 12 13.727 0.10408 2.61+
Dentro de Poblaciones (¢st) 62 42.026 0.67784 17.00+
Citocromo b
Entre grupos (dct) 4 132.349 2.93365 82.33+
Entre poblaciones ($sc) 12 9.483 0.04619 1.3
Dentro de Poblaciones (dst) 62 36.174 0.58344 16.37+
ATPasas
Entre grupos (¢ct) 4 70.959 1.50794 65.54+
Entre poblaciones ($sc) 12 13.879 0.10458 4.55+
Dentro de Poblaciones (¢st) 62 42.673 0.68828 29.91+
(ENT)(OAX+GUE)  Concatenadas
(smoj)(ca) Entre grupos (¢ct) 3 314.298 7.24146 72.57+
Entre poblaciones ($sc) 13 71.617 0.79055 7.92+
Dentro de Poblaciones (dst) 62 120.712 1.94697 19.51+
ND2
Entre grupos (dct) 3 126.698 2.90037 72.75+
Entre poblaciones ($sc) 13 32.746 0.40861 10.25+
Dentro de Poblaciones (dst) 62 42.026 0.67784 17+
Citocromo b
Entre grupos (dct) 3 123.26 2.88918 78.93+
Entre poblaciones ($sc) 13 18.572 0.18758 5.12+
Dentro de Poblaciones (dst) 62 36.174 0.58344 15.94+
ATPasas
Entre grupos (dct) 3 64.451 1.45416 62.2+
Entre poblaciones ($sc) 13 20.386 0.19529 8.35+
Dentro de Poblaciones (dst) 62 42.673 0.68828 29.44+
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Tabla 5.- Distancias genéticas. Los valores debajo de la diagonal sefialan el porcentaje de distancias pareadas

promedio corregidas; los valores arriba de la diagonal indican el porcentaje de distancias pareadas promedio

sin correccion; los valores situados en la diagonal muestran el porcentaje de divergencia promedio dentro de

las poblaciones del grupo. Las agrupaciones son las mismas de la Tabla 4.

ENT SMO GUE OAX CG
ND2
ENT 0.73331 7.92542 3.11387 8.281 16.06898
SMO 5.54707 4.02339 8.182 8.39414 16.16902
GUE 0.50104 3.92413 4.49236 6.68701 15.71939
OAX 6.78763 5.25573 3.31411 2.25343 14.41673
CG 15.06776 13.52275 12.83864 12.65545 1.26914
Citocromo b
ENT 1.18684 9.32692 1.8491 3.94675 17.71537
SMO 7.22773 3.01153 9.33849 9.82204 21.7351
GUE 0.20455 6.7816 2.10225 2.8543 17.76915
OAX 3.17519 8.13813 1.62503 0.35629 18.27644
CG 16.52065 19.62803 16.11672 17.497 1.2026
ATP
ENT 1.12648 5.66271 1.95561 3.78425 8.93931
SMO 4.09565 2.00765 6.44686 8.32187 13.82471
GUE 0.23805 4.28872 2.30864 3.27871 10.03339
OAX 2.1244 6.22144 1.02778 2.19322 11.89575
CG 7.06873 11.51354 7.57173 9.4918 2.61468
Concatenadas
ENT 3.04186 22.90102 6.90704 15.98783  42.65858
SMO 16.86054 9.0391 23.9518 26.52301  51.65802
GUE 0.94243 14.98858 8.88735 12.79859  43.46681
OAX 12.07085 19.60742 5.95887 4.79209 44.55299
CG 38.59794 44.59876  36.48343 39.61724 5.07941
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Tabla 6.- indices de diversidad genética y pruebas de neutralidad por region. (n)= Tamafio de muestra,

(#hap)= namero de haplotipos, (h)= diversidad haplotipica, (Pi)= diversidad nucleotidica, (Fs)= prueba de Fu,

(R2)= prueba R2, (p)= valor de significancia para las pruebas de neutralidad, (+)= valores significativos. Las

agrupaciones son las mismas de la Tabla 4.

Regidn n #hap h Pi Fs 4] R2 p
ND2

ENT 50 8 0.5804 +/- 0.0628 0.000864 +/- 0.000725 -4.39469 0.02+ 0.0567 0.04+
GUE 11 5 0.8182 +/- 0.0826 0.005291 +/- 0.003183 1.55951 0.81 0.1701 0.60
CG 6 3 0.7333 +/- 0.1552 0.001495 +/- 0.001252 0.20897 0.41 0.2678 0.67
SMO 2 1.0000 +/- 0.5000 0.004739 +/- 0.005295 1.38629 0.45 0.5 1
OAX 10 7 0.9111 +/-0.0773  0.002654 +/- 0.001800  -2.90554 0+  0.1345 0.085
Citocromo b

ENT 50 12 0.7510 +/- 0.0500  0.001398 +/- 0.001012 -7.10051 0+ 0.0644 0.098
GUE 11 5 0.8182 +/- 0.0826 0.002475 +/- 0.001685 -0.29292 0.44 0.1892 0.62
CG 3 0.6000 +/- 0.2152  0.001418 +/- 0.001204 0.11694 0.51 0.2639 048
SMO 2 1.0000 +/- 0.5000  0.003550 +/- 0.004098 1.09861 0.47 0.5 1
OAX 10 2 0.3556 +/- 0.1591 0.000420 +/- 0.000501 0.4167 0.35 0.1778 0.24
ATPasas

ENT 50 10 0.7127 +/- 0.0651  0.001674 +/- 0.001229 -4.76112 0.01+ 0.0556 0.04+
GUE 11 4 0.6727 +/- 0.1232  0.003430 +/- 0.002291 1.08919 0.76 0.1527 0.29
CG 5 0.9333 +/- 0.1217 0.003885 +/- 0.002779 -1.5652 0.1 0.1572 0.06
SMO 2 1.0000 +/- 0.5000 0.002983 +/- 0.003651 0.69315 0.35 0.5 1
OAX 10 6 0.8444 +/- 0.1029 0.003259 +/- 0.002222 -1.61059 0.06 0.1116 0.01+
Concatenadas

ENT 50 27 0.9527 +/- 0.0161 0.001283 +/- 0.000755 -21.91362 0+ 0.0504 0.02+
GUE 11 8 0.9273 +/- 0.0665 0.003750 +/- 0.002114 -0.03884 0.52 0.1576 0.52
CG 6 6 1.0000 +/- 0.0962  0.002143 +/- 0.001398 -2.13455  0.02+ 0.1865 0.29
SMO 2 1.0000 +/- 0.5000 0.003814 +/- 0.004019 2.19722 0.66 0.5 1
OAX 10 8 0.9556 +/- 0.0594  0.002022 +/- 0.001220 -2.11372 0.13 0.1133 0.039
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Figura 5.- Distribuciones “Mismatch” para ND2 (primera columna), citocromo b (segunda columna) y
ATPasas (tercera columna). Las lineas solidas corresponden a las frecuencias observadas de diferencias
nucleotidicas pareadas y las lineas punteadas a las frecuencias simuladas de acuerdo a un modelo de

expansion. (RI)=Indice de “Raggedness”. Las agrupaciones son las mismas de la Tabla 4.
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Figura 6.- Distribuciones ‘“Mismatch” para los fragmentos concatenados. Las lineas s6lidas corresponden a

las frecuencias observadas de diferencias nucleotidicas pareadas y las punteadas a las frecuencias simuladas

de acuerdo a un modelo de expansion. (RI)=Indice de “Raggedness”. Las agrupaciones son las mismas de la

Tabla 4.

Estimacion de tiempos de divergencia.

Las estimaciones de tiempos de divergencia obtenidas con BEAST senalan que la

separacion entre el clado CG y el resto del complejo ocurrio hace alrededor de 2.28
millones de afnos (M.A.) (intervalo de confianza del 95% de 1.15 a 3.02 M.A.). La
divergencia entre el clado SMO y el resto de Ergaticus sucedié alrededor de 1.13 M.A

(intervalo de confianza del 95% de 572, 000 afios a 1.67 M.A). La divergencia entre el
clado OG y el clado ENG se estima en 748, 000 afios (intervalo de confianza del 95% de
471, 000 anos a 1.39 M.A). Por ultimo la consolidacién del clado ENG esta estimada en
348, 000 afios (intervalo de confianza del 95% de 184, 000 afios a 660, 000 afios).
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DISCUSION

Patrones de variacion geografica e historia demograéfica.

Los resultados obtenidos muestran la existencia de una marcada estructura genética
en las poblaciones de Ergaticus, la cual corresponde geograficamente con los sistemas
montafosos en los que se encuentran. Estos resultados observados son similares a los
obtenidos para otros grupos de aves montanas distribuidas en Mesoamérica (Garcia-
Moreno et al., 2004; Mila et al., 2006; Cadena et al., 2007; Mila et al., 2007a, 2007b;
Bonacorsso et al., 2008; Navarro-Sigiienza et al., 2008; McCormack et al., 2008b; Puebla-
Olivares et al., 2008; Weir et al., 2008). En principio pueden distinguirse cuatro grupos

bien diferenciados que contienen a las poblaciones de cada region montafiosa.

Aunque los agrupamientos fueron consistentes, hay que sefialar que existen ciertas
discrepancias observadas entre las hipdtesis filogenéticas obtenidas para cada uno de los
tres genes por separado. La pobre resolucioén presentada por el arbol de las ATPasas es
indicio de que este marcador no es el adecuado para este tipo de analisis debido a su
aparentemente alta tasa de cambio. La tasa a la que evoluciona determinada region
mitocondrial puede afectar su sefial filogenética (Mueller, 2006), y es sabido que la region
que codifica para la ATPasa 8 se encuentra entre las que tienen una mayor tasa de cambio
en todo el genoma mitocondrial. Segun Zardoya & Meyer (1996), las ATPasas no se
caracterizan por poseer una buena sefial filogenética, no obstante, para especies de
divergencia muy reciente se esperaria que fueran apropiados (Hewitt, 2001; Mueller, 2006;
MacCormack et al., 2008a). Al parecer en este caso, la region en cuestion evoluciona tan
rapido que experimenta saturaciones en sitios informativos causadas por mutaciones
recurrentes que aparecen en un periodo de tiempo muy corto, lo que puede llevar a
estimaciones incorrectas o inconsistentes por la convergencia de caracteres provocada por
dichas saturaciones (Felsenstein ,1978; Mueller, 2006). Las menores distancias genéticas
observadas para las ATPasas también sugieren una mayor tasa de cambio (Tabla 5). Genes
con una tasa de cambio menor son adecuados para exploraciones filogenéticas mas

profundas (Hewitt, 2001; Mueller, 2006), lo que se observa en este estudio por la mejor
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resolucion obtenida para los fragmentos de ND2 y citocromo b. Esto sugiere que las
divergencias dentro del complejo Ergaticus no son tan recientes como podria esperarse en
una superespecie (sensu Sibley & Monroe, 1990). Si las discrepancias entre arboles
obtenidos de genes diferentes son menores y no tienen buen soporte (como en este caso) es
mejor considerar las hipdtesis filogenéticas obtenidas a partir de los datos combinados,

puesto que son mas precisas, y por tanto, mas informativas (Wiens, 1998).

Por los demas, los cuatro clados obtenidos mediante los tres criterios de
reconstruccion filogenética presentan soportes significativos (valores de bootstrap y
probabilidad posterior). El clado de CG corresponde a la especie E. versicolor, el de SMO
contiene a las formas melanauris, mientras que OG contiene las formas rowleyi. No es muy
claro lo que sucede para el Eje Neovolcénico Transversal y la Sierra Madre del Sur, puesto
que haplotipos correspondientes a la forma rowleyi de Guerrero se agrupan en dos clados
diferentes: la mayoria de ellos conforman un clado junto con los haplotipos de la forma
ruber provenientes del Eje Neovolcanico (ENG), mientras que tres de ellos se agrupan

junto con los haplotipos de Oaxaca (OG).

De acuerdo a lo anterior, se podria decir que se presenta un gradiente Norte-Sur
desde las montanas del centro de México hasta Oaxaca, aunque de manera casi
imperceptible, dado que casi todos los haplotipos de Oaxaca son inicos y no se comparten
con otras regiones. Esto ultimo, aunado a que sus poblaciones parecen estables
demograficamente, sugiere un tiempo de aislamiento considerable para las montafias de
Oaxaca. El alto grado de diferenciacion para esta zona en particular es consistente con otros
estudios que sefialan la singularidad de la fauna montana de Oaxaca (Binford, 1989;
Garcia-Moreno et al., 2004; Cadena et al., 2007; Bonacorsso et al., 2008; Navarro-
Sigilienza et al., 2008; Ledn-Paniagua et al., 2006; Puebla-Olivares et al., 2008; Weir et al.,
2008). La presencia de barreras biogeograficas como el valle de Tehuacan-Cuicatlan y la
cuenca del Rio Santo Domingo al Norte, la cuenca del Rio Verde al Oeste y las tierras bajas
del Istmo de Tehuantepec al Este ha contribuido al aislamiento de muchas especies

montanas de esta zona (Binford, 1989; Puebla-Olivares et al., 2008).
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Es dificil proporcionar una explicacion para lo que sucede en las montafas de
Guerrero, ya que entre esta region y el Eje Neovolcanico se encuentra la depresion del
Balsas, que constituye una importante barrera para especies montanas (Marshall &
Liebherr, 2000; Sanchez-Gonzalez et al., 2008), mientras que la cuenca del Rio Verde, que
al parecer también es una barrera importante (Puebla-Olivares et al., 2008), la separa de las
montafias de Oaxaca. A este respecto, los resultados de las distribuciones “Mismatch” y las
pruebas de neutralidad para Guerrero sugieren estabilidad demogréafica. Una posibilidad
que hay que considerar es la existencia de flujo génico ocasional, aunque este no parece ser
el caso entre las poblaciones del Eje Neovolcanico y Guerrero. Para la region del Eje
Neovolcanico las distribuciones “Mismatch” y los valores de las pruebas de neutralidad
sugieren un evento de expansion demografica. De igual forma, la falta de estructura
genética y los relativamente bajos valores de diversidad genética observados para estas
poblaciones son un rasgo caracteristico de expansion demografica (Hewitt, 1996).
Entonces, una explicacion mas plausible es que las poblaciones del Eje Neovolcanico y las
de Guerrero se hayan separado entre si en tiempos relativamente recientes y lo que se
observa son haplotipos ancestrales coexistiendo en estas poblaciones debido a un fenémeno
de sorteo de linajes incompleto (Funk & Omland, 2003; McKay & Zink, 2010). De esta
forma, los diferentes linajes alélicos atin no han coalescido y debera transcurrir un tiempo
considerable antes de que estas poblaciones alcancen la monofilia reciproca. La
predominancia de haplotipos compartidos con Guerrero para el agrupamiento ENG en las
redes de haplotipos apoya también esta afirmacion. La cercana relacién entre las
poblaciones de Guerrero y el Eje Neovolcanico para aves del género Arremon (Cadena et
al., 2007; Navarro-Sigiienza et al., 2008) parece documentar un proceso de separacion

similar en esta region, aunque en un estado mas avanzado.

Los haplotipos de la Sierra Madre Occidental presentan un muy alto grado de
diferenciacion. La separacion observada en la red de haplotipos y los arboles, las distancias
genéticas y los valores obtenidos por las pruebas de neutralidad indican lo anterior. Esta
region también es caracteristica por presentar altos grados de endemismo para otros grupos
de aves, (Escalante-Pliego et al., 1998; Mila et al., 2007a; McCormack et al., 2008b;

Medina-Macias et al., 2010). Las tierras bajas de la depresion del Bajio constituyen una
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importante barrera biogeografica que separan esta zona de las montafias del Eje
Neovolcanico (Marshall & Liebherr, 2000). No hay que descartar la posibilidad de que el
reducido tamafio de muestra para esta zona pueda estar produciendo los patrones
observados (Garcia-Moreno et al. 2006). A pesar de esto, combinando los tres segmentos
secuenciados se puede obtener un estimado bastante confiable del grado de diferenciacion,

dada la clara separacion de estos individuos respecto a las demas poblaciones.

Por su parte, los haplotipos de E. versicolor mostraron el mayor grado de
diferenciacion y una aparente estabilidad demografica. Su separacion respecto de las otras
poblaciones de Ergaticus era de esperarse debido a que las poblaciones de esta especie solo
se distribuyen en las montafias al Este del Istmo de Tehuantepec. La importancia de las
tierras bajas del Istmo de Tehuantepec como una barrera biogeografica estd ampliamente
reconocida (Pérez Eman, 2005; Leon-Paniagua et al., 2006; Cortés-Rodriguez et al., 2008;
Sanchez-Gonzalez et al., 2008; Weir et al., 2008; Bonaccorso, 2009; Castoe et al., 2009;
Barber & Klicka, 2010) con numerosos casos de taxa montanos que presentan grupos

altamente divergentes en lados opuestos del Istmo.

Tiempos de divergencia e historia evolutiva.

Los tiempos de divergencia estimados sugieren que todos los grupos dentro del
complejo Ergaticus se originaron en un segmento de tiempo ubicado entre finales del
Plioceno y Mediados del Pleistoceno. En primer lugar, la divergencia estimada para E.
versicolor y el resto del complejo se sitia entre finales del Plioceno e inicios del
Pleistoceno. Dicha estimacién se encuentra muy cercana a un evento acontecido hace
aproximadamente 3 millones de afios, en el cual un corredor continuo de tierras altas en el
Istmo de Tehuantepec fue fragmentado debido a la actividad tectdnica relacionada a la
subduccion de la placa de Cocos (Barrier et al., 1998). Como resultado, las tierras altas al
Este y al Oeste del Istmo quedaron separadas, detonando la posterior diferenciacion de
ciertos taxa distribuidos en la zona (Castoe et al., 2009; Sanchez-Gonzalez et al., 2008;

Barber & Klicka, 2010). Dicho evento probablemente afectdé también al ancestro comun de
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todo el género Ergaticus provocando la primera divergencia en el complejo y configurando

su distribucion actual respecto al Istmo.

Las demés fechas estimadas abarcan un intervalo de tiempo que va de inicios a
mediados del Pleistoceno. Dicho intervalo cae dentro de un periodo que se caracterizd por
importantes oscilaciones climaticas, influenciadas por los ciclos de Milankovitch, con
ciclos glaciares e interglaciares de cierta periodicidad y de intensidades diferentes (Bennet,
1990; Webb & Bartlein, 1992; Hewitt, 1996; Zachos et al. 2001; EPICA, 2004). Sin
importar si los intervalos de confianza para las fechas de divergencia estimadas se
superponen entre si, se puede afirmar con seguridad que dichas fechas caen fuera del Gltimo
maximo glacial. Lo anterior contrasta con el modelo de “origen de finales del Pleistoceno”,
invocado frecuentemente para los eventos de diversificacion de muchos taxa de aves
(Hubbard 1973; Avise & Walker, 1998; Johnson & Cicero, 2004) y se adecua a un modelo
de diversificaciéon que se remonta a un periodo mds antiguo que las tultimas dos

glaciaciones (Klicka & Zink, 1997, 1999; Zink, et al., 2004; Zink & Klicka, 2006).

Las intensas fluctuaciones climaticas acontecidas a lo largo del Pleistoceno en el
hemisferio Norte también influenciaron los regimenes climaticos en el Neotropico;
concretamente en las regiones montafosas, cuya avifauna fue afectada por continuos
procesos de fragmentacion y reconexién de los hdbitats montanos, resultando en una
elevada tasa de diversificacion (Weir, 2006). De esta forma, fendmenos paralelos afectaron
tanto a la avifauna de las regiones boreales del Neartico como a la avifauna distribuida en
tierras altas mas hacia al Sur (Weir & Schluter, 2004; Weir, 2006). Para México en
particular, existen evidencias que sugieren la existencia de grandes bosques templados
anteriormente continuos que fueron fragmentados secuencialmente por los cambios
climaticos hasta alcanzar sus distribuciones actuales en los diferentes sistemas montafiosos
(McDonald, 1998; Luna et al., 1999; Kapelle, 2006). Probablemente ¢l ancestro comun de
todas las poblaciones de E. ruber contaba con una amplia distribucion a inicios del
Pleistoceno y fue fragmentindose consecutivamente durante los célidos periodos
interglaciares, originando los grupos presentes en la actualidad. Considerando en su

conjunto los estimados de tiempos de divergencia con otras evidencias ya mencionadas, es
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posible sugerir que las poblaciones mas jovenes del complejo Ergaticus son aquellas
restringidas al Eje Neovolcanico. Dichas poblaciones posiblemente se originaron a partir de
un ancestro comun proveniente de las montafias de Guerrero hace aproximadamente
348,000 afios, cuando ambas regiones fueron aisladas por el aumento de las temperaturas
durante un periodo interglacial acontecido en el intervalo de 450-300,000 afios antes del

presente (Webb & Bartlein, 1992; EPICA, 2004).

Se debe recalcar que todas estas estimaciones estdn basadas en un modelo de reloj
molecular relajado sin autocorrelacion en las tasas de substitucion. Este método permite
estimar tiempos de divergencia cuando los linajes estudiados no presentan tasas de
substitucidon constantes (como revelaron las pruebas de razon de verosimilitud) asumiendo
que estas varian de manera aleatoria (Drummond et al., 2006). Sin embargo, hasta el
momento no existe método para saber con certeza si las tasas de substitucion varian de
manera aleatoria o evolucionan de manera autocorrelacionada entre linajes cercanos. A este
respecto, es recomendable combinar estas estimaciones con aquellas obtenidas mediante
métodos que asuman autocorrelacion de tasas de substitucion, a fin de obtener estimaciones

mas robustas (Battistuzzi et al., 2010).

Otro punto a destacar es el supuesto implicito en la calibraciéon empleada para el
reloj molecular. En dicho supuesto se asume que la formacion del Istmo de Tehuantepec
tuvo efecto en la divergencia del ancestro comtn de Cardellina y Ergaticus. No obstante,
las calibraciones basadas en eventos biogeograficos tienden a subestimar las fechas por la
incertidumbre inherente respecto al momento de colonizacion por el ancestro comtn (Ho,
2007; Weir & Schluter, 2008). De esta forma, el evento en cuestion no necesariamente tuvo
un rol funcional en la divergencia del hipotético ancestro comun, ya que éste pudo haber
colonizado nuevas areas antes o después de la datacion empleada en la calibracion. El uso
de una distribucion paramétrica normal en la calibracion permite incorporar y modelar la
naturaleza bidireccional de esta incertidumbre, aunque la especificacion del nivel de

incertidumbre es algo subjetiva (Ho, 2007).
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Implicaciones taxonémicas

Los resultados obtenidos ponen en evidencia la necesidad de una revision
taxondmica mas profunda del complejo a la luz de los marcados patrones de divergencia
genética encontrados. Helbig et al. (2002), siguiendo el concepto de linaje general de
especie, sefiala que las especies son linajes evolutivos que mantienen su integridad respecto
a otros linajes a través del tiempo y el espacio y son diagnosticados en base a multiples
criterios (De Queiroz, 1998; 2007). De acuerdo a lo anterior, varias lineas de evidencia
sugieren la presencia de cuatro linajes independientes dentro del complejo (Apéndice 4):
diferentes clados reconocidos por robustos soportes de bootstrap y de probabilidad
posterior; una marcada estructura genética de las poblaciones indicada por la AMOVA;
distancias genéticas con divergencias similares o incluso mas profundas que aquellas
observadas entre otras especies ya reconocidas de la misma familia (Mila et al., 2007a;
2008); por ultimo, diferenciacion morfologica reconocible (coloracion). Cabe mencionar
que la mayoria de estos criterios, estan basados en el andlisis de ADNmt. A pesar de las
criticas que ha recibido el uso de ADNmt para la delimitacion de especies (Edwards et al.,
2005; Edwards & Bensch, 2009), este marcador ha probado seguir siendo de gran utilidad
al proporcionar una evaluacion inicial de los limites de especies (Zink & Barrowclough,
2008; Barrowclough & Zink, 2009), que puede ser corroborada posteriormente mediante el
uso de otros caracteres. Se sugiere entonces que las poblaciones correspondientes a E. r.
melanauris de la Sierra Madre Occidental deben elevarse a categoria de especie de acuerdo
a la propuesta de Navarro-Sigiienza & Peterson (2004) (Apéndice 4). De igual forma, las
poblaciones de Oaxaca correspondientes a E. r. rowleyi también merecen esta distincion
(Apéndice 4). Las criterios empleados apuntan hacia la ausencia de flujo génico entre los
diferentes linajes (con una probable excepcion entre ciertas poblaciones de Guerrero y
Oaxaca), por lo que incluso serian especies validas bajo el concepto bioldgico de especie,
aunque esto debe confirmarse con el uso de marcadores nucleares. Asimismo, es necesario
corroborar la independencia evolutiva de los linajes encontrados mediante un analisis mas
riguroso de la morfologia, asi como analizando otros caracteres como vocalizaciones,
comportamiento, etc. Esto es mas importante para los individuos asignados a la subespecie

rowleyi bajo la taxonomia tradicional, que genéticamente se dividen en grupos distintos.

31



Debe mencionarse que el hecho de que las poblaciones de Guerrero no estén diferenciadas
genéticamente de las formas ruber del Eje Neovolcanico sugiere que el plumaje en este
grupo puede ser un caracter muy plastico, de rapida evolucion y propenso a la
convergencia, como ha sido propuesto para otros grupos de aves montanas (Pérez- Eman,
2005; Cortés-Rodriguez et al., 2008; Navarro-Sigiienza et al., 2008). Hasta no contar con
otros caracteres adicionales para analizar, la situacion taxondmica de estas poblaciones de

Guerrero permanecera incierta.

CONCLUSIONES

Los marcados niveles de divergencia genética, consistentes con otros estudios ya
mencionados, sugieren tiempos de aislamiento considerables para las poblaciones del
complejo Ergaticus, lo que ha resultado en la evolucion de cuatro linajes independientes.
Este aislamiento se ha mantenido gracias a las tierras bajas que separan a los diferentes
sistemas montafiosos donde se encuentran dichas poblaciones, las cuales actian como
barreras geograficas. La falta de diferenciacion genética entre las poblaciones de Guerrero y
aquellas limitadas al Eje Neovolcanico Transversal posiblemente se deba a un evento de
expansion demografica relativamente reciente. Los patrones de variacion geografica
observados probablemente son consecuencia de los efectos de diferentes eventos
geologicos y climaticos acontecidos durante los ultimos 3 millones de afios. Los resultados
de este trabajo sientan las bases para futuros estudios enfocados en otros aspectos de la
variacion geografica del complejo (vocalizaciones, nicho ecoldgico, comportamiento, etc.).
Estos estudios seran necesarios a fin de someter a prueba en otros niveles las conclusiones
inferidas en este primer marco de investigacion sobre las relaciones evolutivas, la historia
biogeografica y los limites de especies de dicho complejo. En este procedimiento se
encuentra implicita la idea de una “aproximacién iterativa” para los estudios de variacién
geografica con caracteres moleculares (filogeografia); en la que ciclos sucesivos de
investigacion van acumulando una linea de evidencia que puede ser consistente con un
conjunto de mecanismos causales (Buckley, 2009). Esta aproximacion difiere de la tipica
prueba de hipodtesis de los estudios frecuentistas, los cuales dificilmente pueden captar la

complejidad de los procesos historicos subyacentes en los patrones de variacion geografica.
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Apéndice 1.- Lista de especimenes empleados en este estudio. Se proporciona el lugar de colecta (ver Figural en el texto principal), la
clave de catalogo de la coleccidon correspondiente, y su respectivo haplotipo para cada fragmento de ADNmt y el fragmento
concatenado. Las abreviaciones de las colecciones son las siguientes: MZFC, Museo de Zoologia “Alfonso L. Herrera”, Facultad de
Ciencias, Universidad Nacional Auténoma de México; UNLV, Marjorie Barrick Museum, University of Nevada Las Vegas; FMNH,
Field Museum of Natural History; UCLA, Conservation Genetics Resource Center, University of California Los Angeles.

Catélogo Taxén Estado Localidad Clave ND2 Citocromob ATP concatenado Coleccidn
localidad

BMM870 Ergaticus versicolor Chiapas Volcén Tacan4, Papales (o] 22 41 63 c44 MZFC
gav2349 Ergaticus versicolor  Depto. Quezaltenango Quezaltenango, Xela, El Baul Q 20 39 65 c45 UNLV
gav2370 Ergaticus versicolor ~ Depto. Quezaltenango Quezaltenango, Xela, El Baul Q 20 40 64 c43 UNLV
jk02-050 Ergaticus versicolor  Depto. Quezaltenango Quezaltenango, Xela, El Baul Q 21 39 65 c46 UNLV
jk02-096 Ergaticus versicolor  Depto. Quezaltenango Quezaltenango, Xela, El Baul Q 21 39 66 c47 UNLV
03N1073  Ergaticus versicolor Depto. San Marcos Ixchiguan P 21 39 67 c48 UCLA
BIODF027 Ergaticus ruber Distrito Federal Cuajimalpa, San Lorenzo Acopilco D 1 30 43 cl4 MZFC
BIOD05 Ergaticus ruber Distrito Federal San Nicolas Totolapan D 23 42 cl MZFC
BIODF050 Ergaticus ruber Distrito Federal Santo Tomas Ajusco D 2 27 42 c27 MZFC
BIODF06 Ergaticus ruber Distrito Federal San Nicolas Totolapan D 1 24 43 c15 MZFC
BIODF07 Ergaticus ruber Distrito Federal San Nicolas Totolapan D 1 23 42 cl MZFC
BIODF26 Ergaticus ruber Distrito Federal San Lorenzo Acopilco D 1 30 44 c17 MZFC
BIODF28 Ergaticus ruber Distrito Federal San Lorenzo Acopilco D 1 24 42 c2 MZFC
BIODF29 Ergaticus ruber Distrito Federal Segundo Dinamo, Contreras D 2 31 52 c25 MZFC
MAG09 Ergaticus ruber Distrito Federal Cuarto Dinamo, Contreras D 1 30 51 c13 MZFC
MFOR221 Ergaticus ruber Distrito Federal Cuarto Dinamo, Contreras D 1 24 43 c15 MZFC
FD117 Ergaticus ruber Estado de México km 14 de la carretera Ocuilan-Cuernavaca E 1 24 42 c2 MZFC
jk08-322 Ergaticus ruber Estado de México cerca de Huitzilac E 2 33 48 c19 UNLV
MT409 Ergaticus ruber Estado de México km 14.5 de la carretera Ocuilan-Cuernavaca E 1 23 47 c7 MZFC
jk04-079 Ergaticus ruber Guerrero Carrizal de Bravo K 19 35 58 c37 UNLV
jk04-080 Ergaticus ruber Guerrero Carrizal de Bravo K 18 35 58 c39 UNLV
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JK04-156
JK04-167
JK04-171
JK04-206
JK04-207
jk04-349
jk04-351
jk04-353
jmd424
BMM510
ENT104
ENT105
394171
394172
jk06-450
jk06-508
jk06-509
mm445
mm451
mm494
mm500
mmb13
mm520
dhb5780
gms1455
gms1456
gms1457
gms1475
gms1490

Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
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Ergaticus ruber
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Hidalgo
Jalisco
Jalisco
Michoacan
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Morelos
Morelos
Morelos
Morelos
Morelos

Morelos

Carrizal de Bravo
Carrizal de Bravo
Carrizal de Bravo
Carrizal de Bravo
Carrizal de Bravo
Carrizal de Bravo
Carrizal de Bravo
Carrizal de Bravo
Yextla 17 km ENE, Los Otates
El Potrero
El Floripondio, Zapotitlan el Grande
El Floripondio, Zapotitlan el Grande
Zirimondiro, 3 km N, Cerro de Tancitaro
Zirimondiro, 3 km N, Cerro de Tancitaro
Nuevo San Juan, N San Juan 14 km O, Piedra del Molcajete
Nuevo San Juan, N. San Juan 14 km E, Piedra del Molcajete
Nuevo San Juan, N San Juan then 14 km O, Piedra del Molcajete
Nuevo San Juan, N. San Juan 11 km E
Nuevo San Juan, N. San Juan 12 km O
Nuevo San Juan, N. San Juan 14 km E, Piedra del Molcajete
Nuevo San Juan, N. San Juan 14 km E, Piedra del Molcajete
Nuevo San Juan, N San Juan 14 km O
Nuevo San Juan, N San Juan 14 km O
Huitzilac 11 km NE, Fierro del Toro
Huitzilac 11 km NE, Fierro del Toro
Huitzilac 11 km NE, Fierro del Toro
Huitzilac 11 km NE, Fierro del Toro
Huitzilac 11 km NE, Fierro del Toro

Huitzilac 11 km NE, Fierro del Toro
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50
42
45
42
42
42
42
58
48
47
42
53
42
48
42
46
42
42
47
42
42
42
52
42
44
42
42
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c26
c21
cl
c29
c2
cl
cl
c28
c39
c23
c7
cl2
c3
c4
cl8
cl
c6
c2
c9
c8
cl
cl
cl
c24
c26
cle
c2
c5
c26

MZFC
MZFC
MZFC
MZFC
MZFC
UNLV
UNLV
UNLV
UNLV
MZFC
MZFC
MZFC
FMNH
FMNH
UNLV
UNLV
UNLV
UNLV
UNLV
UNLV
UNLV
UNLV
UNLV
UNLV
UNLV
UNLV
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gms1491
gms1516
jk04-016
jk04-786
jmd456
jmd457
jmd474
OMVP0094
OMVP0119
OMVP0314
OMVP0357
OMVP 0358
OMVP0373
OMVP0415
OMVP0787
OMVP124
OMVP138
ENT09068
ENT09072
ENT09076
ENT09078
jk04-753
jk04-754
SEK115
SEK116
RCF2800
VGR1054
MALI04
MALIO11

Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber
Ergaticus ruber

Ergaticus ruber

Morelos
Morelos
Morelos
Morelos
Morelos
Morelos
Morelos
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Puebla
Puebla
Puebla
Puebla
Puebla
Puebla
Puebla
Puebla
Sinaloa
Sinaloa
Tlaxcala

Tlaxcala

Huitzilac 11 km NE, Fierro del Toro
Huitzilac 11 km NE, Fierro del Toro
Cuernavaca 20 km NO, Lagunas de Zempoala
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Apéndice 2.- Haplotipos para los datos concatenados. Cada haplotipo es identificado por un niimero que resulta de la combinacion de
los haplotipos mencionados en la Tabla 2, para cada region mitocondrial, como se muestra en los paréntesis (N=ND2, C=citocromo b,
A= ATPasas). (#)=Numero de individuos para ese haplotipo. Las letras corresponden a las localidades identificadas en la Figura 1.

517

Haplotipo # Localidad Haplotipo # Localidad
c1(N1C23A42) 11 C,D,H,I,J K c25(N2C31A52) 1 D
c2(N1C24A42) 7 C,D,E I,J c26(N2C25A42) 3 EJ
c3(N1C23A53) 1 C c27(N2C27A42) 2 D, E
c4(N1C32A42) 1 C c28(N9C27A42) 1 K
c5(N5C23A42) 1 E c29(N2C25A45) 1 J
c6(N1C23A46) 3 C,EG c30(N2C28A42) 1 E
c7(N1C23A47) 2 B,E c31(N15C35A55) 1 N
c8(N7C23A47) 1 C c32(N15C35A54) 2 M, N
c9(N4C26A42) 2 C,G c33(N16C35A54) 1 L
c10(N3C26A42) 1 E c34(N14C35A54) 1 N
c11(N1C29A42) 1 I c35(N13C35A57) 1 L
c12(N6C24A42) 1 B c36(N12C36A56) 2 N
c13(N1C30A51) 1 D c37(N19C35A58) 1 K
c14(N1C30A43) 1 D c38(N17C35A59) 1 L
c15(N1C24A43) 4 D,E,H c39(N18C35A58) 2 K
c16(N1C24A44) 1 E c40(N18C35A60) 1 L
c17(N1C30A44) 1 D c41(N11C38A62) 1 A
c18(N2C34A48) 1 C c42(N10C37A61) 1 A
c19(N2C33A48) 1 E c43(N20C40A64) 1 Q
c20(N2C23A48) 1 E c44(N22C41A63) 1 0]
c21(N2C23A50) 1 J c45(N20C39A65) 1 Q
c22(N2C23A49) 2 I c46(N21C39A65) 1 Q
c23(N8C23A48) 1 F c47(N21C39A66) 1 Q
c24(N2C23A52) 2 E c48(N21C39A67) 1 P
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Apéndice 3.- Hipotesis filogenéticas para ND2, Citocromo b y ATPasas. ENG= Centro de México-Guerrero, OG= Oaxaca-Guerrero,
SMO-= Sierra Madre Occidental, CG= Chiapas-Guatemala.

Arbol Bayesiano para ND2.



VA4

Arbol Bayesiano para Citocromo b.



seseq LV eied oueisokeq [0q1y

48



6Y

Apéndice 4.- Propuesta taxonomica para el complejo Ergaticus seghin los resultados de este estudio. Se presentan los resultados de las
distancias genéticas corregidas para las ATPasas a fin de poder hacerlas comparables con las distancias genéticas obtenidas por Mila
et al. (2007a). Taxonomia tradicional y descripciones de la coloracion tomados de Curson et al. (1995). ENG= Centro de México-
Guerrero, OG= Oaxaca-Guerrero, SMO= Sierra Madre Occidental, CG= Chiapas-Guatemala. (ENT)= Eje Neovolcanico Transversal,
(OAX)= Oaxaca, (SMO)= Sierra Madre Occidental, (CG)= Chiapas-Guatemala.

Taxonomia Tradicional Este estudio Clado Rasgos distintivos de Grupo Distancia Genéticas
coloracion AMOVA ATPasas

Ergaticus ruber ruber Ergaticus ruber ENG Cuerpo color rojo (ENT) (SMO)=4.09565
rosaceo distribuido (OAX)=2.1244
uniformemente y con un (CG)= 7.06873
parche auricular color
plateado aperlado.

Ergaticus ruber melanauris Ergaticus melanauris SMO  Parche auricular color (SMO) (ENT)=4.09565
gris plomo y partes (OAX)=6.22144
superiores de un color (CG)=11.51354
rojo escarlata mas
brillante que E. r. ruber

Ergaticus ruber rowleyi Ergaticus rowleyi OG  Coloracion similar a (OAX) (ENT)=2.1244
E.r. ruber pero con partes (SM0)=6.22144
superiores con una (CG)=9.4918
coloracién rojo rubi mas
brillante que E. r.ruber o
E. r. melanauris.

Ergaticus versicolor Ergaticus versicolor CG  Cabeza, garganta y pecho (CQ) (ENT)= 7.06873

de un color rosa
plateado, partes
superiores granate y
partes inferiores de una
coloracién rojo profunda

(SMO)= 11.51354
(OAX)=9.4918
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