UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

“Filogenia y variacion genética de Amazilia rutila
(Lesson, 1842) (Aves: Trochilidae)”

T E S [ S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
B I 0] L 0) G A
P R E S E N T A:

ALMA MELISA VAZQUEZ LOPEZ

DIRECTOR DE TESIS:
DRA.BLANCA ESTELA HERNANDEZ
BANOS

2012



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



El que no posee el don de maravillarse
ni de entusiarmarse mas le valdria estar muerto,
porque sus ojos estan cerrados.

Albert Einstein.

Si puedes mirar, ve. Si puedes ver, repara .

José Saramago.

El conocimiento es patrimonio de la humanidad,
no es solo tuyo,
transmitelo para beneficio de toda la humanidad.

Andnimo.



Amazilia rutila, morfotipo de las Islas Marias. Por Ana Herndndez Ramirez.
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RESUMEN

La variacion morfoldgica y etoldgica registrada entre las poblaciones de las especies ha sido
establecida a lo largo del tiempo por eventos histdricos relacionados al aislamiento vy
diferenciacidon de las mismas. Los avances en la sistematica molecular han permitido realizar
estudios filogenéticos en varias aves mesoamericanas, descubriéndose que factores como una
topografia compleja y fluctuaciones del clima han tenido como consecuencia el surgimiento de
linajes genéticamente independientes dentro de las especies. El colibri canelo Amazilia rutila es
residente de los bosques tropicales caducifolios a una altitud de 0-1600 msnm a lo largo de la
costa del Pacifico (incluidas las Islas Tres Marias) y la costa del Atlantico en México vy
Centroamérica, basdandose en su morfologia y distribucidon fragmentada han sido descritas cuatro
subespecies: diluta en el noroeste de México, en Nayarit y Sinaloa; graysoni residente de las Islas
Tres Marias; rutila desde Jalisco hasta Oaxaca, Yucatan hasta Honduras y oeste de Costa Rica y
corallirostris desde el Sur de Chiapas, Yucatan y hasta Centroamérica. El objetivo de este trabajo
fue determinar las relaciones filogenéticas y la variacidon genética de las poblaciones de A. rutila,
asi como las relaciones filogenéticas entre Amazilia rutila, Amazilia yucatanensis y Amazilia
tzacatl. Se obtuvieron un total de 61 secuencias para los genes ND2 y COI, con las cuales se
realizaron los siguientes andlisis: matriz de distancia, andlisis filogenéticos: maxima parsimonia,
maxima verosimilitud e inferencia bayesiana y de genética de poblaciones. Los analisis
filogenéticos revelan la presencia de cinco linajes dentro del complejo A. rutila: Pacifico Norte,
Pacifico Centro, Islas Marias, Chiapas y Peninsula de Yucatdn-Centroamérica, las poblaciones de
los linajes encontrados muestran poco flujo génico en los andlisis de genética de poblaciones. El
patron geografico encontrado es consistente con otros estudios filogeograficos de aves
mesoamericanas que habitan las tierras bajas y su estructura geografica estd asociada a barreras y
discontinuidades geograficas en las tierras bajas, por ejemplo las poblaciones de las Islas Tres
Marias muestran una divergencia genética respecto a sus congéneres continentales. El linaje
Pacifico Centro y Chiapas probablemente divergieron debido al surgimiento del Istmo de
Tehuantepec en el Plioceno medio y tardio y las regresiones-transgresiones marinas durante el
Plioceno, sin embargo al no obtenerse un reloj molecular no es posible asegurar la asociacion de
ciertos eventos histdrico-geoldgicos con la divergencia en las poblaciones del complejo. Por otra
parte falta completar el muestreo en Centroamérica para descartar la presencia de mas de un
linaje dentro de esa area. La distribucién geografica de los linajes no es del todo consistente con
las subespecies actualmente descritas para A. rutila, por lo que se sugiere la continuidad de este
estudio con genes nucleares y la calibraciéon de un reloj molecular, que permita un
reordenamiento taxondmico dentro del complejo. Por otra parte se reafirman las estrechas
relaciones filogenéticas de A. rutila, A. yucatanensis y A. tzacatl dentro del grupo “Esmeraldas”en
la familia Trochilidae.



I. INTRODUCCION

La existencia de variaciones morfoldgicas y etoldgicas entre las poblaciones de varias especies ha
sido establecida a lo largo del tiempo por varios eventos histdricos asociados al aislamiento de las
mismas y su posterior diferenciacion. En este sentido, el uso de marcadores moleculares como el
ADN (Acido desoxirrobonucleico) ha resultado una herramienta relevante para el entendimiento
de la estructura poblacional, de los procesos microevolutivos que actlan intra e
interpoblacionalmente y de los procesos histéricos-biogeograficos de los distintos linajes genéticos
(Avise et al. 1987, Zink y Barrowclough 2008). Lo anterior ha hecho posible plantear hipdtesis
sobre eventos comunes de vicarianza, dispersidon y mecanismos geoldgicos, ecoldgicos y etoldgicos
qgue pudieron haber actuado en los linajes, permitiendo no sdlo la comparacién de poblaciones de
la misma especie, sino la comparacidn entre linajes de distintas especies, incluso en aquellas que

no comparten un ancestro comun inmediato (Lanteriy Confalonieri 2002).

En las ultimas décadas el avance de la sistemdtica molecular, ha permitido analizar la variaciéon
genética entre las poblaciones y las relaciones filogenéticas entre ellas en varios grupos bioldgicos
(Boyce et al. 1994, Brow et al. 1994,Bond y Stockman 2008,Yang Liu et al. 2012). Un caso
particular es el estudio de las aves de tierras altas en Mesoamérica. En dichos estudios se ha
descubierto que factores como: una topografia compleja, varios tipos de vegetacion, restriccion de
habitat e incluso factores histdricos como las fluctuaciones del clima y las variaciones del nivel del
mar durante el Mioceno y Pleistoceno, han mantenido a las poblaciones de ciertas especies lo
suficientemente aisladas y con bajos niveles de flujo génico a través del tiempo, por lo que en la
actualidad algunas poblaciones representan linajes genéticos con una estructura genética definida
(Haffer y Prance 2001,Garcia-Moreno et al. 2004,Miller et al. 2005,Pérez-Eman 2005,Cortés-
Rodriguez et al. 2008, Navarro-Siglienza et al. 2008, Puebla-Olivares et al. 2008,Barber y Klicka
2010, Barrera-Guzman et al. 2012). Sin embargo, pocos son los estudios realizados en la avifauna
habitante de tierras bajas mesoamericanas, de los cuales se han logrado rescatar patrones
filogeograficos. En algunos de ellos existe una clara correspondencia del fenotipo y los linajes
genéticos con la distribucidén geogréfica de las especies. Un ejemplo de esto es el caso de las Islas
Marias donde residen varias subespecies endémicas. Estas subespecies comparten la caracteristica

comun de una diferenciacién morfoldgica clara respecto a sus congéneres continentales, ademas
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de una estructura genética poblacional y la presencia de un linaje genético insular (Cortés-
Rodriguez et al.2008,Smith et al. 2011,Montafio-Renddn 2011). Otro ejemplo es la Peninsula de
Yucatdn (Smith et al. 2011,Gonzalez et al. 2011) y poblaciones del sureste del Pacifico (Garcia-
Deras et al. 2007). En contraste, otros patrones filogeograficos no presentan dicha
correspondencia morfoldgica y genética en todas las especies actualmente estudiadas, y en
muchos casos no es posible obtener un patréon geogréfico claro en las poblaciones de las regiones
del norte y centro del Pacifico (Garcia-Deras et al. 2007,Gonzélez et al. 2011, Montafio-Renddn
2011). Por otro lado un estudio basado en secuencias de ADNmt mostré que las especies de
tierras bajas mesoamericanas, presentan una tasa de diversificacién baja y constante a través del
tiempo y dichas tasas de diversificacion al ser extrapoladas al presente reportan un nimero mayor
de linajes que los descritos actualmente (Weir 2006). Estos descubrimientos ademds de la
presencia de algunos linajes genéticamente independientes encontrados en las citas anteriores,
soportan la idea de que en las tierras bajas pueden encontrarse linajes cripticos dentro de las

especies (Zarza et al. 2008).

En este contexto el colibri canelo Amazilia rutila (Trochilidae) (Lesson 1892) representa un
modelo interesante para la busqueda de un patrén de variacidon genética y la presencia de mas de
un linaje genético en sus poblaciones a lo largo de su distribucién geografica, debido a sus
caracteristicas de habitat, distribucidn y variacién morfoldgica. A. rutila habita las tierras bajas a lo
largo de la costa del Pacifico (incluyendo las Islas Marias) desde Sinaloa hasta el centro de Costa
Rica, y en la costa del Atlantico la Peninsula de Yucatdn hasta Costa Rica lo que representa una
importante porcién del territorio mesoamericano (Véase Fig. 1). Tiene una variacion morfoldgica
moderada compuesta por una variacion morfométrica y de coloracién de plumaje en poblaciones
de las Islas Marias y solamente morfométrica en las poblaciones de la Peninsula de Yucatan.
Basandose en su fragmentada distribucion geografica se han descrito cuatro subespecies algunas
de ellas con una variacién morfolégica practicamente nula (Howell y Webb 1995, AOU 1998,
Schuchmann 1999). En este estudio se pretende dar un primer acercamiento a la informacion
filogenética y de variacidn genética entre las poblaciones del colibri canelo, contribuyendo al
esclarecimiento del estatus taxondmico de sus poblaciones, reconociendo similitudes con otros
patrones geograficos ya encontrados en otras aves de tierras bajas mesoamericanas y en el mejor

de los casos favoreciendo el reconocimiento de poblaciones importantes para la conservacioén.
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Amatzilia rutila pertenece al grupo de “Esmeraldas” de la familia Trochilidae, la monofilia de las
esmeraldas no ha sido descartada, sin embargo se ha propuesto la inclusién de otros géneros con
base a sus caracteristicas morfoldgicas (McGuire et al. 2008). En contraste es probable que el
género Amazilia no tenga un origen monofilético, del cual se han logrado rescatar ciertos grupos,
uno de ellos es el formado por las especies A. rutila, Amazilia yucatanensis y Amazilia tzacatl, con
registros de hibridacion en Centroamérica (Weller y Schuchmann 1999). Estas tres especies no
solo comparten una estrecha relacién filogenética, sino un importante sobrelapamiento de
distribucion geografica y de habitat (Fig.1), en este estudio se pretende contribuir al
esclarecimiento de las relaciones filogenéticas entre A. rutila, A. yucatanensis y A. tzacatl,

utilizando como grupo externo otras esmeraldas .
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Fig. 1 Relaciones espaciales de tres especies del género Amazilia. ' A. rutila, A. yucatanensis, y A. tzacatl  A. rutila-A. yucatanensis

A. rutila-A.tzacatl  A. tzacatl-A. yucatanensis™ A. rutila " A. yucatanensis  A. tzacatl.



1.1 Antecedentes

1.1.1 Trochilidae
La familia Trochilidae, mejor conocida como la familia de los colibries (Apodiformes: Apodidae,

Hemiprocnidae, Trochilidae), es endémica del continente americano y es considerada la segunda
familia mas diversa de América y la cuarta del mundo (Ornelas 1996). Varios estudios han sido
enfocados en describir las causas de esta diversidad asi como las relaciones filogenéticas de los
distintos grupos (Bleiweis 1997,1998,McGuire et. al 2007,2008). Mediante el uso de caracteres
moleculares y datos paleontolégicos, se ha propuesto que la familia surgié en el Mioceno, periodo
en el cual los colibries tuvieron una amplia radiacién debido a diversas causas, entre las cuales
destacan: los cambios de clima, la formacién de nuevas orogenias en Norte y Sudamérica y la
coadaptacion con las plantas debido a sus habitos nectarivoros. Lo que resulté en el aislamiento
de muchas poblaciones de colibries, favoreciendo la especiacidn y la coexistencia entre elllas. Los
puntos mas importantes de distintos autores que han realizado estudios en taxonomia e historia

biogeografica de la familia Trochilidae son los siguientes:

a) Divisiones informales con base en caracteres morfoldgicos, conductuales y moleculares:
mangos, coquetas, esmeraldas, gemas de montaia, brillantes, abejas, topazas, ermitafios

y Patagona (Bleiweiss et al.1994, 1997,Schuchmann 1999 y McGuire et al. 2007).

b) Oficialmente se reconocen dos subfamilias en las que se ha dividido la familia Trochilidae:
Trochilinae (no-ermitafios) y Phaethornithinae (Ermitafios) (Gould 1861, Ridgway 1911,
AQOU 1998), aunque la monofilia de familia Trochilidae estd comprobada, se ha sugerido
que probablemente las subfamilias sean polifiléticas (Bleiweiss et al. 1994, 1997 y McGuire
et al. 2007), por lo que algunos autores han hecho propuestas de clasificacion de las
subfamilias de Trochilidae, dichas propuestas se citan a continuacién: Schuchmann (1999)
propone agregar dos subfamilias Doryferinae (género Androdon y Doryfera) con base en
musculatura del cuello y estructura del canto, y Lophonitinae (Coquetas y Thorntails) por
el desarrollo del opérculo nasal y las primarias. McGuire et al. (2007) con caracteres de
genes mitocondriales y nucleares sostiene que el uso de la subfamilia Trochilinae es
inadecuado, debido a que probablemente se trate de un grupo polifilético, pues las

especies Florisuga mellivora (Jacobino cuello blanco) y Topaza pella (Topacio carmesi) se



encontraron en un clado basal que sostiene a los Ermitafios, y a los demas clados que
pertenecen a la subfamilia Trochilinae. En 2008 (McGuire) basandose en sus estudios
anteriores propone una taxonomia filogenética flexible a futuras aportaciones, ya que,
varias relaciones filogenéticas estan aun sin resolver, en primera instancia propone
cambiar el nombre de la familia a Pantrochilidae el cual sefala como un nombre mas
inclusivo, pues contendria a los registros fésiles de colibries y a las especies vivas que
actualmente pertenecen a la familia Trochilidae. En segundo lugar propone mantener a la
subfamilia Phaetornithinae, pero reserva el uso de la subfamilia Trochilinae, ya que, su
monofilia adn no esta comprobada. Tercero sugiere ocho grupos que pueden ser tratados

como tribus bajo el sistema del clasificiacidn Linneano (Tabla 1)

Tabla. 1 Propuesta taxonomica filogenética (McGuire 2008)

Tribus Descripcion

Florisugini Géneros: Florisuga y Topozae asi como, las especies hermanas que
se descubran a las descritas actualmente.

Polytmini Incluye a las especies agrupadas informalmente como “Mangos”.

Lesbiini Incluye a las especies agrupadas informalmente como “Coquetas”.

Coeligenini Incluye a las especies agrupadas informalmente como “Brillantes”.

Patagonini Incluye a la especie Patagona gigas peruviana.

Lampornithini Incluye a las especies agrupadas informalmente como “Gemas de
montafia”.

Mellisugini Incluye a las especies agrupadas informalmente como “Abejas”.

Trochilini Incluye a las especies agrupadas informalmente como “Esmeraldas”.

c) Los colibries se originaron en tierras bajas de Sudamérica (Bleiweis 1998, McGuire et al.

2007) afirmacién sustentada por: siete de los nueve clados de colibries incluyendo seis
basales se originaron en Tierras Bajas de Sudamérica, el ancestro comun de los tres clados
mas basales de colibries Topazas, Ermitafios (Hermits) y Mangos (Mangoes),

probablemente tenia una distribucidn de tierras bajas. Posiblemente sélo Gemas de



Montafia (Mountain Gems) y Abejas (Bees) surgieron en tierras altas (McGuire et al.

2007).

d) La radiacién de especies de colibries en su mayoria fue por una invasion de Sur a Norte en
el continente americano, por lo que los taxa de Centroamérica, Norteamérica y el Caribe
tienen una colonizacion reciente (Bleiweis 1998 y McGuire et al. 2007). Sin embargo, los
estudios de McGuire se contrastan con los de Bleiweis, debido a que el clado formado por

Coquetas y Brillantes comparten un ancestro comun que habria surgido en tierras altas.

e) A pesar de su origen en Tierras bajas la mayor parte de la diversidad de la familia esta
relacionada con la distribucion de tierras altas (alrededor de los 2000 msnm) (Bleiweis

1998, Altshuler et al. 2004, McGuire et al. 2007, Parra et al. 2011).

1.1.2 Género Amazilia

El género Amazilia se encuentra dentro del grupo de colibries “Esmeraldas” el cual fue
postulado con base en caracteristicas del musculo cervical, patrones de vuelo Unicos en machos,
patrones de coloraciéon del plumaje y estructura del nido, y ha sido sustentado por analisis
genéticos incluso proponiéndole una subfamilia (McGuire et al. 2008). El género Amazilia cuenta
con 30 a 32 especies (AOU 1998) y existen fuertes evidencias de que se trata de un género
polifilético, Weller (1998, 2000) y Schuchmann (1999), recuperan algunos grupos y proponen una
clasificacidon en cuatro géneros menos inclusivos: Agyrtria (Reichenbach 1854), Amazilia (Lesson
1843), Polyerata (Heine 1863) y Saucerottia (Bonaporte, 1850). El reordenamiento hecho
basandose en caracteristicas morfoldgicas como coloracion del plumaje y analisis biogeograficos

se encuentra en la Tabla 2.



Tabla 2. Reordenamiento del género Amazilia (Weller 1998, 2000 y Schuchmann

1999)
Género Agyrtria: Género Amazilia:
A. leucogaster A. versicolor A. tzacatl A. rutila
A. rondoniae A. brevirostris A. yucatanensis  A. castaneiventris
A. franciae A. candida A. amazilia A. alticola
A. cyanocephala A. violiceps
A. viridifrons
Género Polyerata: Género Saucerottia:
P. fimbriata P. lactea S. saucerrottei S. cyanifrons
P. amabilis P. rosenbergi S. edward S. cyanura
P. boucardi P. luciae S. beryllina S. viridigaster
S. cupreicauda S. tobaci

McGuireet al. (2007, 2008) secuencido 151 especies de colibries, entre ellas 10 pertenecen al
género Amazilia. Con base en sus resultados realiza una pequefia critica a la clasificacion formal
del género y a la descrita anteriormente con los siguientes argumentos: en sentido sensu estricto
Amazilia no es monofilético. Las especies Chysuronia onenone, Damophila julie ademds de tres
especies de Hylocharis (H. cyanus, H. grayi y H. sapphirina) y Lepidopyga caeruleocauda, forman
parte del grupo formado por las especies de Amazilia. Sin embargo, no hace una propuesta
taxondmica por las siguientes razones: la primera es que los ejemplares de hembras del género
Amatzilia son dificiles de identificar, lo cual probablemente esté modificando resultados, aunque
los ejemplares fueron confirmados morfoldgicamente y molecularmente. Segundo es probable
gue exista hibridacion, la cual es muy comun en colibries incluso entre diferentes géneros. Tercero
el problema de la taxonomia de Amazilia es mas grande que el presentado en dicho articulo por lo
qgue se considera irresponsable pasar todas las especies a los demas géneros por lo que la

reconstruccion del género necesita mas estudios morfoldgicos y genéticos.

En dicho estudio se recupera el grupo formado por A. rutila y A. tzacatl a su vez este clado es basal
del clado formado por las demds especies de Amazilia grupo en el que se integran las especies de
otros géneros (Fig.2), esto coincide con otros estudios donde se sugiere una relacién filogenética

estrecha entre A. rutila, A. tzacatl y A. yucatanensis (Schuchmann 1999).



Debido al problema taxondmico y filogenético dentro del género, en este estudio se pretende
establecer las relaciones filogenéticas entre Amazilia rutila, Amazilia yucatanensis y Amazilia
tzacatl, pues como se menciond anteriormente se ha postulado que presentan una relacién
filogenética estrecha, utilizando como grupo externo Amazilia versicolor, Amazilia franciae y

Aphantochroa cirrochloris.
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Fig. 2. Clado de “Esmeraldas” y del género Amazilia tomado de McGuire et al. 2007.

1.1.3 Generalidades de Amaczilia rutila

Amatzilia rutila (colibri canelo) habita en los bosques tropical caducifolio a una altitud de 0
a 1600 msnm (Howell y Web 1995). Es una especie residente de México desde Sinaloa, a lo largo
de la Costa del Pacifico (incluyendo las Islas Tres Marias) hasta Chiapas y en la Peninsula de

Yucatan (incluyendo las Islas Holbox, Contoy, Mujeres, e Islas Cancun y Cayo Culebra) en lo que
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respecta a Centroamérica desde Belice (incluyendo “offshore cays”), en los dridos Valles interiores
de Guatemala y Honduras, y en Mosquitia en el Este de Honduras a la Costa Mosquitos del
Noroeste de Nicaragua y hasta el Centro de Costa Rica (Fig. 3). No se han documentado
movimientos migratorios (Howell 1995, AOU 1998). Como se ha mencionado, actualmente se han
descrito cuatro subespecies, con base en su morfologia y biogeografia (Schuchmann 1999).

A continuacidn se describen las cuatro subespecies:

- A.r. diluta (Van Rossem 1938): En el noroeste de México, en Nayarit y Sinaloa. El plumaje
inferior presenta una coloracién mds opaca.

- A.r. graysoni (Lawrence, 1866): Residente de las Islas Marias (Nayarit, México). Coloracion
mas opaca y mayor tamano en todos los caracteres morfométricos.

- A.r. rutila (Lesson, 1842): Desde Jalisco hasta Oaxaca, Yucatan hasta Honduras y oeste de
Costa Rica.

- A..r. corallirostris (Bourcier y Mulsant, 1846): Desde el Sur de Chiapas, Yucatdn y hasta
Centroamérica. Plumaje inferior con coloracién mads intensa y en el cuello manchas
blancas mas conspicuas, en algunos individuos la cola presenta una coloracién castafo-

rojiza mas intensa.

La taxonomia de Amazilia rutila ha cambiado a través del tiempo (Tabla 3) desde que fue
descrita por primera vez por Lesson (1842) bajo el nombre de Ornysmia cinnamomea,
posteriormente De Lattre (1843) nombra a la especie bajo el nombre de O. rutila, con una
distribucidn de Jalisco a Oaxaca, Yucatan hasta Honduras y Costa Rica. En 1843 Lesson describe al
género Amazilia adjudicando a Ornysmia como sindnimo y reconociendo como sindénimo el
nombre Amazilia cinnamomea que actualmente se considera invalido. Algunas de las subespecies
reconocidas en la actualidad han sido consideradas en el pasado como especies separadas: en
1846 Bourcier y Mulsant describe a Trochilus corallisrostris, por medio de ejemplares colectados
en Escuintla, Guatemala. Posteriormente Gould (1861) nombra dicha especie como Amazilia
corallirostris haciendo alusidon a los mismos ejemplares, se describe un patron de plumaje muy
similar al de A. rutila pero con una intensidad de color mayor, dichas descripciones son
reconocidas como un sindnimo de la subespecie A. r. corallirostris. Las poblaciones de las Islas

Marias son descritas como una especie diferente Amazilia graysoni (Lawrence 1866) con
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caracteristicas morfolégicas muy similares a A. rutila pero de mayor tamafio. Nelson en 1898

limita a la subespecie Amazilia cinnamomea saturata basandose en la intensidad del color rojizo

en la parte inferior del cuerpo descrito en un ejemplar de Huehuetdn, Chiapas. En 1910 Ridway

describe una nueva especie Amazilia bangsi que corresponde a un individuo hibrido de A. rutila y

A. tzacatl encontrado en el Volcdn de Miravalle, Costa Rica.

Dichas variaciones taxondmicas basadas en las sutiles diferencias morfoldgicas, la

fragmentada distribucidn geografica, asi como la presencia de cuatro subespecies descritas,

remontan a la necesidad de esclarecer las relaciones filogenéticas de las poblaciones de Amazilia

rutila, para lo que resulta adecuado el uso de los caracteres moleculares especificamente el ADN

mitocondrial, pues se ha comprobado su eficacia en los limites de especies de diversos taxones.

Tabla 3. Historia taxondmica de Amazilia rutila (Lesson, 1842)

Aportacidn taxondmica y autor

Descripcion

Ornysmia cinnamomea (Lesson,1842)

Primera descripcién de Amazilia rutila
ejemplar tipo colectado en Acapulco,
Guerrero. Rev. Zool. Paris, 5, p. 175
(Acapulco, Guerrero).

Ornysmia rutila (De Lattre, 1843)

Sindnimo

Amazilia (Lesson, 1843)

Se implementa el género Amazilia y se
establece como sindnimo de Amazilia rutila
Ornysmia cinnamomea y Ornysmia rutila

Trochilus corallirostris (Bourcier y Mulsant,
1846) Sindnimo de A. r. corallirostris

Nombre de especie descrita para ejemplares
de Amazilia rutila colectados en Escuintla,
Guatemala.

Amatzilia graysoni (Lawrence, 1866)

Nombre de especie asignada a ejemplares de
A. rutila colectados en las Islas Marias.

Amazilia cinnamomea saturata (Nelson,
1898)

Huehuetan, Chiapas (sindnimo A. r.
corallirostris)

Amazilia bangsi (Ridway, 1910)

Hibrido entre Amazilia rutila y Amazilia
tzacatl, colectado en el Volcan de Miravalles,
Costa Rica.
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Fig.3 Distribucidon geografica de Amazilia rutila. a)Morfotipo de Islas Tres Marias. b)Morfotipo continental. c)Morfotipo de la Peninsula de Yucatan.
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Il. OBJETIVO GENERAL

Proponer una hipdtesis acerca de las relaciones filogenéticas y la variacion genética dentro de las

poblaciones del colibri canelo (Amazilia rutila) empleando marcadores moleculares.

c)

Objetivos particulares

Generar una hipodtesis a de las relaciones filogenéticas entre las poblaciones de A. rutila,
utilizando los genes mitocondriales: NADH deshidrogenasa subunidad 2 (ND2) y Citocromo
oxidasa | (COl).

Analizar la variacién y estructura genética dentro y entre las poblaciones de A. rutila.

Determinar las distancias genéticas entre los diferentes grupos obtenidos con los genes

ND2 y COl.

Determinar la relacion entre A. rutila, A. yucatanensis y A. tzacatl utilizando los genes

mitocondriales ND2 y COl.

12



I11.METODOS
3.1Trabajo de laboratorio

Obtenciéon de muestras. En este trabajo se utilizaron muestras de tejido (higado, corazén vy
musculo) de un total de 69 individuos, de los cuales 57 pertenecen a la especie Amazilia rutila y
12 a la especie Amazilia yucatanensis y una de Amazilia tzacatl, las muestras de tejido provienen

de la Coleccion de Tejidos del Museo de Zoologia Alfonso L. Herrera, Facultad de Ciencias, UNAM.

La posicion geografica de las localidades muestreadas para ambas especies se encuentran

en el siguiente mapa:

w \}/ E
-
:7} |
\

0 190 380 760 1,140 1,520
N T a——

Kilometers Q

Fig. 4. Localidades muestreadas para A. rutila en puntos rojos y A. yucatanensis puntos negros.

13



De cada una de las muestras originales de la coleccién se tomé una pequefia porcidn la cual se

colocé en tubos de 1.5 mL, para su procesamiento en el laboratorio.

Extraccion de ADN. Fue realizada mediante el Kit de extraccién DNeasy de Qiagen

(siguiendo las especificaciones del fabricante).

También se utilizé el protocolo de extraccion de ADN NaCl-Cloroformo que a continuacién

se detalla:

Se colocd una pequefa porcidn (aprox. 50mg) de tejido en un microtubo de 1.5 6 2.0 mL
adicionando 40uL de buffer de lisis y 90uL de SDS al 10%, se homogenizé el tejido en
particulas finas, apoyandose de un mortero o pistilo, se afiadié 20uL de proteinasa K,
incubdandose a 65°C de una a tres horas, o toda la noche. Se afiadié 200uL de NaCl
saturado (6M). Se agitd vigorosamente por inversion durante 5 minutos (No vértex). Se
incubd en bano de hielo por 10 minutos. Se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 minutos

transfiriendo 500uL de de sobrenadante en un tubo limpio.

Posteriormente se adiciond al tubo, 350 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1),
agitando vigorosamente por inversién durante 5 minutos (No vortex) para centrifugar a
14,000 rpm durante 20 minutos, por ultimo se transfirieron 400 a 600 upL del

sobrenadante a un tubo limpio.

Después se adiciondé 1000puL de etanol al 100% frio, mezclando por inversidn. Se centrifugd
a 14,000 rpm durante 10 minutos, y se decantd el etanol se adicionaron 500uL de etanol, y
se agitd por inversiéon durante 5 minutos. Para después centrifugar a 14,000 rpm durante 5
minutos, decantar, por ultimo se seco el etanol (con una secadora) y disolvié el ADN con

100puL de agua o TE agitando con vortex.

Para registrar la presencia de ADN en las extracciones se realizé una electroforesis en gel

de agarosa. El gel de agarosa se prepard colocando 50ul de Buffer TBE 1X (Tris acido bdrico y

EDTA), 0.5 g de agarosa, se cargd cada una de las celdas del gel con 5ul de ADN y 5ul del

colorante azul de bromofenol 5X, posteriormente se aplicaron 80 voltios por 50 minutos,
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concluido el tiempo, el gel fue tefiido durante 20 minutos en una solucién de bromuro de etidio y

agua, al término de dicho tiempo se observé en Transilumindor.

Amplificaciéon de ADN. Para amplificar el ADN se realizé la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa
(PCR por sus siglas en inglés), con el siguiente protocolo: 12.5ulL de agua inyectable estéril, 2.5uL
de buffer [500mM KCI, 100 mM Tris — HCI (pH 9.1) y 0.1 % Triton X-100], 2.5uL de deoxinucleédtidos
10X (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2.5uL de oligonucledtido 1 (10mM), 2.5 pL de oligonucledtido 2
(10mM), 2.0pL de 5mM MgCl,, 0.2pL de amplificasa (5u/uL) y 2uL de ADN.

También se utilizé la amplificasaRedTaq” (Sigma-Aldrich) usando el siguiente protocolo:
13.75uL de agua inyectable estéril,2.5uL Buffer 10X con MgCl,, 0.5uL de deoxinucledtidos 10X
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2.5uL de oligonucledtido 1 (10mM, 2.5uL de oligonucleétido 2(10mM),
1.25uL RedTaq® (DNA polimerasa- red dye) y 2 uL de ADN.

Las secuencias de los oligonucledtidos que se utilizaron se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Secuencias de los oligonucledtidos utilizados en las amplificaciones por PCR.

Oligonucleétido Gen Secuencia Referencias

L5219 ND2 CCCATACCCCGAAAATGATG Sorenson et al. 1999.
H6313 ND2 CTCTTATTTAAGGCTTTGAAGGC Sorenson et al. 1999.
L5758 ND2 GGCTGAATRGGMCTNAAYCARAC Sorenson et al. 1999.
H5766 ND2 GGATGAGAAGGCTAGGATTTTKCG Sorenson et al. 1999.
F1 col TTCTCCAACCACAAAGACATTGGCAC Chaves et al. 2008.
R2 col ACTACATGTGAGATGATTCCGAATCCAG Chaves et al. 2008

La amplificacion se llevé a cabo en los termocicladores (GeneAmp PCR System 9700) con

los siguientes programas:

- ND2 L5219-H6313. Se desnaturalizé 94°C por 10 minutos, 30 ciclos con una
desnaturalizacion de 94°C por 30 segundos, alineamiento 54°C por 45 segundos,
extensidn de oligonucledtidos 72°C durante 10 minutos, cada ciclo con una extension final

de 72°C por 10 minutos.

- ND2 internos. Desnaturalizacion de 94°C durante 5 minutos, 5 ciclos con una

desnaturalizacidon de 94°C durante 20 segundos, alineamientos de 55°C por 10 segundos,
15



extensién de oligonucledtidos 72°C por 1 minuto y 10 segundos. 10 ciclos con una
desnaturalizacion de 94°C por 20 segundos, alineamiento 55°C durante 10 segundos,
extensién de oligonucledtidos 72°C por 1 minuto y 10 segundos. 30 ciclos con una
desnaturalizacion de 94°C durante 20 segundos, alineamiento 54° por 10 segundos,
extensién de oligonucleétidos 72°C durante 1 minuto y 10 segundos, por ultimo una

extension final de 72°C durante 7 minutos.

- COl. Desnaturalizacion de 94°C por 1 minuto, 5 ciclos con una desnaturalizacién de 94°C
durante 30 segundos, alineamiento de 45°C por 1 minuto con 30 segundos, extensién de
oligonucledtidos 72°C durante 1 minuto. 30 ciclos 94°C durante 30 segundos, alineamiento

de 51°C por 1 minuto y 30 segundos, por ultimo una extensién final de 72°C por 5 minutos.

Realizada la amplificacidn se realizd una electroforesis en gel de agarosa de los productos
obtenidos para corroborar que esta haya sido exitosa. El gel de agarosa se preparé colocando 50l
de Buffer TBE 1X (Tris acido bérico y EDTA), 0.5 g de agarosa; se cargd cada una de las celdas del
gel con 5ul de producto PCR y 2ul del colorante azul de bromofenol 5X; posteriormente se
aplicaron 80 voltios por 50 minutos, concluido el tiempo, el gel fue tefido durante 20 minutos en
una solucién de bromuro de etidio y agua, concluido dicho tiempo se observd en una camara de

rayos UV.

La mayor parte de los productos de PCR fueron enviados a secuenciar a la Institucién High-
Throughput Sequencing Solutions administrada por la Universidad de Washington, en el
Departamento de Ciencias Gendmicas.

Las muestras que no fueron enviadas a dicha Institucion tuvieron el siguiente tratamiento:
Purificacién. Se realizé mediante la técnica del kit de purificacion Vivid Violet (precipitante visible,

marca CHIMEREX).

Secuenciacién. Primero se realizd la reaccion de secuencia, con el siguiente protocolo: 2L de Big
dye, 2uL de Buffer, 0.5uL de oligonucledtido, 2.5uL de agua inyectable estéril y 3uL de la
purificacién de productos de PCR. La amplificacién se realizé en los termocicladores(GeneAmp PCR
System 9700),debido a que sdlo algunos productos de PCR de ND2 recibieron este tratamiento, se

utilizé el programa descrito anteriormente para oligonucledtido internos de ND2.
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Una vez que se obtuvo la amplificacion, la limpieza se hizo utilizando el siguiente
protocolo: en un tubo de 1.5uL mezclar 1uL de 3mNaOAc, 25uL ETOH y 10uL de reaccion de
secuencia, incubar durante 20 minutos a -20°C, centrifugar 20 minutos a 13,000rpm, enjuagar con
etanol al 70% (100uL) mezclar por inversion, centrifugar a 13,000rpm por 10 minutos, decantar
sobrenadante y secar. Las muestras purificadas se secuenciaron con un secuenciador modelo 310

AppliedBiosystems (Instituto de Biologia UNAM).

3.2 Analisis de secuencias

Las secuencias obtenidas de Amazilia rutila, A. yucatanensis y A. tzacatl se alinearon y editaron en
el programa SEQUENCHER 4.8. Utilizando como referencia las siguientes secuencias Amazilia rutila
ND2 (EU042522) y Amazilia rutila COl (EU442323). Una vez alineadas se convirtieron en formato
fasta en un documento de texto, para poder introducirlas al programa Clustal X 2.1 (Larkin, 2007)

donde se realizd un alineamiento multiple progresivo y se guardaron en formato NEXUS.
Se crearon tres matrices que se detallan a continuacion:

A) Una para el gen COI, con una secuencia de Amazilia versicolor (F1027049) como grupo

externo.

B) Una para el gen ND2, con las siguientes secuencias como grupo externo: Amazilia
versicolor (EU042525), Amazilia franciae (EU042521) y Aphantochroa cirrochloris
(EU042528).

C) Una matriz de genes concatenados (COI-ND2), donde se agregd a Amazilia versicolor

(EU042525 - FJ027049) como grupo externo.

Las secuencias que se agregaron a las matrices y no fueron obtenidas en el laboratorio se

obtuvieron de la base de secuencias GENBANK® y se muestran en la tabla 5:
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Tabla 5. Secuencias obtenidas de la base de datos del GENBANK®

Nombre de especie Gen Clave de acceso Bibliografia
Amazilia rutila ND2 EU042522 McGuire et al. 2007
Amazilia rutila col EU442323 Kent et al. 2008
Amazilia tzacatl ND2 EU983391 McGuire et al. 2007
Amazilia versicolor ND2 FJ027049 McGuire et al. 2007
Amazilia versicolor col FJ027049 Kerr et al. 2009
Amazilia franciae ND2 EU042521 McGuire et al. 2007
Aphantochroa cirrochloris ND2 EU042528 McGuire et al. 2007

Se calcularon el nimero de sitios variables y no variables para cada una de las matrices en
el programa PAUP version 4.0 (Swofford 1999), la composicién nucleotidica y la tasa promedio de

transicidon y transversion se calculd en el programa MEGA 5.1 (Tamura et al. 2011).

Por medio del programa Network 4.6.0 y el algoritmo Median Joining se calculé la red de
haplotipos (Bandeltet al. 1999), el nUmero de haplotipos y sus frecuencias, para cada uno de los

genes mitocondriales y los concatenados, utilizando sdlo las especies A. rutila y A. yucatanensis.

Para obtener la distancia genética entre las secuencias se calculd la matriz de distancia genética en

el programa PAUP versién 4.0 (Swofford 1999).

3.2.1 Andlisis filogenéticos

Para las reconstrucciones filogenéticas se utilizaron tres métodos Maxima Parsimonia, Mdxima
Verosimilitud e Inferencia Bayesiana.

El andlisis de Parsimonia se realizd en el programa PAUP version 4.0 (Swofford 1999), para
cada una de las matrices, implementando las siguientes caracteristicas: con un numero de
bootstrap de 100 y bajo el criterio de busqueda heuristica, al final de los arboles obtenidos se
indico al programa obtener un arbol consenso. Los analisis de Maxima parsimonia seleccionan una
hipdtesis filogenética usando el criterio de parsimonia, es decir, el menor nimero de pasos para
obtener una hipdtesis. La parsimonia es util para secuencias de ADN de divergencia moderada, sin

embargo, en el caso de secuencias con una mayor divergencia, en las cuales algunas ramas pueden
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evolucionar a una tasa mayor que otras lo que hace posible que se acumulen varias homoplasias,
al coincidir sustitucién de nucleétidos que no tienen el mismo origen evolutivo, dando como
resultado que dichas ramas se agrupen formando inferencias filogenéticas erréneas (Egan y

Crandall 2006).

Dichas homoplasias pueden disminuirse en las filogenias al calcularse modelos de evolucidn
(sustitucion de nucledtidos), estos modelos tienen como idea fundamental que ciertas
sustituciones son mas frecuentes que otras. Para obtener los modelos de evolucion de cada una
de las matrices, estas fueron introducidas al programa jModeltest 0.1 (Posada, 2008), mediante el

criterio de informacion de Akaike (AIC: Akaike 1973).

Los modelos de evolucidon de nucledtidos, son utiles para el uso de estadisticos que estiman
filogenias, uno de estos estadisticos es el de Maxima Verosimilitud (ML) en el cual con base a un
arbol con longitudes de rama y un modelo evolutivo obtiene los cdlculos de probabilidades de
cambio en los estados de caracter y busca la topologia que muestre el mejor ajuste entre los datos
y el modelo (Felsenstein 2004). Dichos analisis se realizaron en el programa Garli version 0.951
(Zwickl 2006), con 100 réplicas de bootstrap, posteriormente se hizo el consenso de los 100

arboles en el programa PAUP 4.0 (Swofford 1999).

Otro analisis que hace uso de los modelos de evolucidn, es la inferencia Bayesiana, este analisis se
basa en la probabilidad posterior de un arbol, es decir, la filogenia con la maxima probabilidad
dado un modelo de sustitucion y el alineamiento. Este analisis se realizd en el programa Mr. Bayes
version 3.0 (Huelsenbeck y Ronquist 2002), con las siguientes caracteristicas: tres cadenas, una fria
y dos calientes en el andlisis de Cadenas de Monte Carlo Markov Metropolis (MCMC), durante diez
millones de generaciones, y se muestreé cada 250 generaciones, el numero de darboles

descartados (burnin) fue del 25%.
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3.2.2 Estructura y variacion genética

El andlisis de variacién molecular (AMOVA) es util para observar la estructura poblacional, estima
la diferenciacion poblacional directamente de datos moleculares, probando la hipdtesis de
diferenciacion (Excoffier et al. 1992) este analisis se realizé para cada gen obtenido y para ambos
genes solo para las secuencias de A. rutila en el programa Arlequin (Excoffier et al. 2006). Para
estimar el grado de diferenciacién entre las poblaciones, se calcularon las Fst de las poblaciones y
las diferencias pareadas, por medio del programa Arlequin v. 3.1 (Excoffier et al. 2006), para las
poblaciones de A. rutila. Con el programa DnaSP v. 5 (Librado y Rozas 2009) se calculd la
diversidad haplotidica (Hd), el indice diversidad nucleotidica (Pi), adicionalmente se calcularon los
valores de la D de Tajima. Con el fin de obtener informaciéon demografica del complejo A. rutila se
obtuvieron distribuciones de las diferencias entre pares de secuencias (distribuciones mismatch),
junto con las distribuciones se calculd el indice de raggedness (Harpeding 1994) en el programa

Arlequin v 3.1 (Excoffier et al. 2006).
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IV. RESULTADOS

Para el gen mitocondrial ND2 se obtuvd un total de 69 secuencias, de las cuales 56 pertenecen a
Amazilia rutila, 12 a Amazilia yucatanensis y 1 para Amazilia tzacatl. Para el gen COl se obtuvieron

61 secuencias, 51 pertenecen a Amazilia rutila, 9 a Amazilia yucatanensis y 1 a Amazilia tzacatl.

La composicién nucleotidica promedio corresponde a los siguientes porcentajes T: 25.05%,
C: 33.11%, A: 28.7% y G: 13.15%. La tasa promedio de transicién es 22.689, y la de transversién
1.15.

Se obtuvieron 11 haplotipos para ND2 de los cuales 7 pertenecen a A. rutilay 4 a A.
yucatanensis. 14 haplotipos para COIl, 10 pertenecen a A. rutila y 4 a A. yucatanensis y 17 para
genes concatenados 12 pertenecen a A. rutila y 5 a A. yucatanensis. En la figura 5 se observa la red

de haplotipos obtenida para los dos genes mitocondriales y sus concatenados.

El calculo de los sitios variables y no variables en los caracteres proporciond los siguientes
resultados: para el gen mitocondrial ND2 se obtuvo un total de 1031 caracteres, de los cuales 844
son constantes mientras que 187 son variables de estos 170 son filogenéticamente informativos.
Para el gen mitocondrial COl el numero total de caracteres es 570 de los cuales 465 son
constantes y 105 son variables de los cuales 74 filogenéticamente informativos. Para los genes
concatenados (COI-ND2) se obtuvo un total de 1601 caracteres, de los cuales 1285 son constantes

y 316 variables de los cuales 224 son filogenéticamente informativos.

Las distancias genéticas obtenidas por medio de la matriz de distancia genética (Apéndice
4) se describen a continuacién: se forman cinco grupos dentro de los cuales la distancia genética
es equivalente al 0.0%. Estos grupos son Pacifico-Norte, Islas Marias, Pacifico-Centro, Chiapas,
Peninsula de Yucatan-Centroamérica. Los promedios de distancia entre los grupos son los
siguientes: Pacifico-Norte 2.67%, Islas Marias 1.80%, Pacifico-Centro 2.58%, Chiapas 3.52428%,

Peninsula de Yucatan-Centroamérica 5.58%.
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Fig. 5. Redes de haplotipos obtenidas para COIl, ND2 y concatenados. COI. I:Sinaloa, Nayarit, Jalisco y Colima. Il; Islas Marias. IlI:
Guerrero y Oaxaca. IV:Chiapas. V: Peninsula de Yucatdn y Centroamérica. a) Hidalgo. b) Tamaulipas. c) Hidalgo y Querétaro. d)
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4.1 Analisis filogenéticos

El andlisis filogenético de Maxima parsimonia (Apéndice 1) se obtuvo para las tres matrices, en las
tres topologias se comparten los siguientes resultados: el grupo A. rutila es monofilético, A.
yucatanensis y A. tzacat! forman un grupo hermano de A. rutila, dicho grupo es monofilético
respecto a las secuencias de las demds esmeraldas. A continuacidn se describen los resultados
obtenidos para el complejo A. rutila de las tres topologias obtenidas por el criterio de Maxima

Parsimonia:

a) En la topologia obtenida para el gen COI dentro del complejo A. rutila se obtienen tres
clados “mayores”: Pacifico Norte-Centro (bootstrap=100), Chiapas (bootstrap=100) vy
Peninsula de Yucatan-Centroamérica (bootstrap=94.5). Dentro del grupo Pacifico Norte-
Centro se forman dos grupos “menores” uno que agrupa a las poblaciones de Sinaloa,
Nayarit, Colima y Jalisco en un solo clado y tiene como grupo hermano a las poblaciones
de las Islas Marias. El segundo grupo “menor” agrupa en un solo clado las poblaciones de

los estados Guerreo y Oaxaca.

b) Para ND2 se forman dos clados “mayores”, uno que contiene toda la region del Pacifico
(bootstrap=100), y otro que contiene la region de la Peninsula de Yucatan-Centroamérica
(bootstrap=100). Dentro del clado de la region del Pacifico se forman dos grupos
“menores”, el primero soporta los clados de todas las poblaciones de Pacifico Norte-
Centro a la vez este se subdivide en los siguientes 4 clados: un clado contiene a las
poblaciones de Sinaloa y Jalisco, las poblaciones de las Islas Marias, las poblaciones de
Guerrero, y las poblaciones de Nayarit, Colima y Oaxaca. El segundo grupo “menor” del

Pacifico contiene a las poblaciones del estado de Chiapas.

c) La topologia de genes concatenados bajo el criterio de Maxima Parsimonia agrupa dos
clados “mayores”, Pacifico (bootstrap=99) y Peninsula de Yucatan-Centroamérica
(bootstrap=100). Dentro del grupo “mayor” Pacifico se forman dos clados Pacifico Norte-
Centro y Chiapas, en el clado del Pacifico Norte-Centro, se divide en tres clados: Pacifico

Norte (Sinaloa, Jalisco, Nayarit y Colima), Islas Marias y Guerrero-Oaxaca.
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Los resultados de los modelos evolutivos para poder realizar los andlisis de Maxima
Verosimilitud e Inferencia Bayesiana, calculados mediante el criterio de informaciéon de Akaike

(AIC: Akaike 1973) son los siguientes (Tabla 6):

Tabla 6. Modelos evolutivos de sustitucion nucleétidos

Gen Modelo evolutivo
COl TPM2uf + 1|

ND2 TIM1+G
Concatenados (COI-ND2) TIM2 + 1 4G

Una vez obtenidos los modelos evolutivos se realizaron los analisis filogenéticos de
Maxima Verosimilitud (Apéndice 2): se obtuvieron practicamente las mismas topologias que las
realizadas bajo el criterio de Mdxima Parsimonia con valores de bootstrap mayores a 95 en la
mayoria de los clados mayores obtenidos y los grupos menores que los forman.

En los analisis filogenéticos obtenidos por medio de Inferencia Bayesiana (Fig. 6 y Apéndice 3) se
encontré que A. rutila es un grupo monofilético, que tiene como grupo hermano el clado formado
por A. yucatanensis y A. tzacatl. A continuacion se describen las tres topologias obtenidas por

Inferencia Bayesina:

a) En la topologia obtenida para el gen COI (Apéndice 3) presenta dos clados “mayores” uno
contiene a las poblaciones del Pacifico Norte, Centro y las Islas Marias y el otro grupo las
poblaciones de Chiapas y Peninsula de Yucatan-Centroamérica. El grupo Pacifico Norte-
Centro e Islas Marias, estd formado por tres grupos “menores”, el primero representado
por las poblaciones de Sinaloa, Nayarit, Jalisco y Colima, el segundo por las Islas Marias y
el tercero por Guerrero y Oaxaca. El clado “mayor” Peninsula-Centroamérica y Chiapas,

esta formado por dos grupos “menores”, Peninsula de Centroamérica y Chiapas.

b) En la topologia obtenida para el gen ND2 (Apéndice 3) se presentan dos clados “mayores”
Pacifico y Peninsula de Yucatan-Centroamérica. El clado Pacifico se divide en tres grupos
“menores”, el primero formado por las poblaciones de Sinaloa y Jalisco, el segundo por las

poblaciones de las Islas Marias y el tercero por las poblaciones de Guerrero y Oaxaca, sin
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c)

embargo, con el gen ND2 no se definen en forma clara las relaciones que hay entre las

poblaciones de los estados de Oaxaca, Colima y Nayarit.

En la topologia obtenida para genes concatenados (COI-ND2) se muestra en la figura 6 se
observan dos clados “mayores” Pacifico y Peninsula de Yucatan-Centroamérica. El clado
Pacifico estd formado por dos grupos “menores” el primero formado por las poblaciones
de Sinaloa, Jalisco, Nayarit y Colima, el segundo formado por las poblaciones de las Islas
Marias, el tercero por Guerrero y Oaxaca. De igual forma que las demas topologias el
segundo clado “mayor” agrupa a las poblaciones de Centroamérica y la Peninsula de

Yucatan.
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4.2 Estructura y variacion genética

En lo que respecta a los andlisis de varianza molecular (AMOVA) disponibles en la tabla 7 el analisis
se obtuvo para las tres matrices y en las tres se encontrd que el porcentaje de variacién genética
es mucho mayor entre las poblaciones que dentro de las poblaciones donde es casi nulo, esto
indica que las distintas poblaciones tienen poco intercambio genético entre ellas. La FST obtenida
en la AMOVA es alta, pues rebasa el valor de 0.90 estos resultados indican un nivel de

estructuracion y diferenciacidon genética alta entre las poblaciones.

Tabla. 7 Analisis de Varianza Molecular AMOVA

Fuente Grados de Suma de Componentes Porcentaje de
variacion libertad cuadrados de varianza variacion
Entre 10 662.067 19.870 98.72
poblaciones
Dentro de 26 6.717 0.258 1.28
poblaciones
Total 36 668.784 20.128
indice de fijacién FST: 0.98717 Concatenados rutila

Las distancias pareadas de FST (Tabla 8) muestran una clara diferenciacién genética entre
algunas poblaciones, pero en otras una diferenciacion muy baja, esto coincide con las topologias
obtenidas por medio de los distintos métodos filogenéticos.Poblaciones que forman un solo clado
como es el caso de Colima-Jalisco, Nayarit y Sinaloa, tienen una FST entre ellas de 0.00, mientras
que al compararse con otras poblaciones como Guerrero e Islas Marias, presentan valores de
1.0000 y con las demas poblaciones valores mayores a 0.9. Las poblaciones de Yucatan-Campeche
y Centroamérica tienen un valor entre ellas de FST de 0.16088 y al compararse con mas
poblaciones presentan valores mayores a 0.9. En el caso de las poblaciones de Guerrero y Oaxaca
comparten entre ellas un valor de FST de 0.03448, mientras que al compararse con otras
poblaciones presentan valores que van de 0.9 a 1.0. Chiapas y las Islas Marias tienen valores de 0.9

a 1.0 al compararse con todas las poblaciones.

27



Tabla 8. Distancias pareadas FST (genes concatenados)

*Numeros en rojo: valores de FST mas altos.

Chiapas
1 0.0000
2 09781
3 0.9802
4 0.9868
5 0.9779
6 0.9889
7 0.9778
8 0.97585
9 0.9827

Colima —

Jalisco

0.0000

0.9431

0.9416

0.8750

0.9947

0.9851

-0.2631

0.0000

Guerrero

0.0000

1.0000

0.7647

0.9967

0.9863

1.0000

1.0000

Islas Marias ~ Oaxaca Yucatan —
Campeche

0.0000
0.9602 0.0000
0.9977 0.9946 0.0000
0.9921 0.9847 0.1130
1.0000 0.9012 0.9963
1.0000 0.9333 0.9972

Centroamérica

0.0000

0.9820

0.9891

Nayarit

0.0000

0.0000

Sinaloa

0.0000

En la prueba de diferencias pareadas (pairwise differences) para ambos genes (Tabla 9), se

observa que la diferencia genética entre algunas poblaciones es alta, en contraste a las diferencias

dentro de las poblaciones que es baja.

Tabla 9. Distancias pareadas de poblaciones (genes concatenados)

Arriba de la diagonal: promedio de distancias pareadas entre poblaciones (PiXY). Elementos de diagonal: promedio de
distancias pareadas dentro de poblaciones (PiX). Debajo de la diagonal: distancias corregidas de distancias pareadas
(PiXY-(PiX+PiY)/2).

Chiapas

1.400

1

2 45.500
3 46.500
4 46.500
5 45.000
6 72.333
7 70.500
8 45.500
9

45.500

Colima —

Jalisco
46.450

0.500
5.000
3.000
3.500
74.833
73.000
0.000

0.000

Guerrero Islas Oaxaca Yucatdn —

Marias Campeche
47.200 47.200 45.950 73.200
5.250 3.250 4.000 75.250
0.000 6.000 1.250 74.000
6.000 0.000 4.750 74.000
1.000 4.500 0.500 73.250
73.833 73.833 72.830 0.333
72.000 72.000 71.000 -0.055
5.000 3.000 3.500 74.833
5.000 3.000 3.500 74.833

Centroa
mérica
72.200
74.250
73.000
73.000
72.250

1.111

2.000

73.000

Nayarit

46.200
0.250
5.000
3.000
3.750

75.000

74.000

0.000

0.000

Sinaloa

46.200
0.250
5.000
3.000
3.750

75.000

74.000
0.000

0.000
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En los valores obtenidos de diversidad haplotidica (Hd) y diversidad nucleotidica (Pi), se encontré
poca o nula variacién en las poblaciones de A. rutila para genes concatenados (Tabla 10). Las
poblaciones que mostraron valores mas altos de diversidad (Hd y Pi) fueron Centroamérica,
Chiapas, Jalisco-Colima y Oaxaca. Por otra parte el valor de Tajima’s D sélo pudo calcularse en
cinco poblaciones, la poblacidon de Yucatan-Campeche presenta un valor de Tajima’s D negativo
indicando una posible expansion poblacional después de un cuello de botella, los demas valores
de Tajima’s D obtenidos presentan valores positivos y bajos de Tajima’s D asociado a niveles bajos
de polimorfismo, probablemente por una disminucidon de poblacién. Los valores de diversidad
haplotidica (Hd) y diversidad nucleotidica (Pi) y Tajima’s D fueron mayores en todo el conjunto de
poblaciones, que dentro de cada una de las poblaciones, por lo tanto los niveles de polimorfismo

son mayores en todo el complejo de A. rutila que dentro de las poblaciones.

Tabla 10. Parametros de diversidad genética calculados para las poblaciones de Amazilia

rutila (genes concatenados)

Varianza de

. Num. de Num. de Hd(diversidad Pi (diversidad ) . L, p (valor de
Localidad i . . e diversidad Tajima’s D o .
secuencias  haplotipos haplotipica) nucletidica) L significancia)
haplotipica
Chiapas 10 3 0.622 0.00094 0.01913 0.62422 >0.10
Jalisco-Colima 8 2 0.429 0.00032  0.02846  0.33350 >0.10
Guerrero 6 1 0.000 0.00000 0.00000 - -
Islas Marias 12 1 0.000 0.00000 0.00000 - -
Yucatan-
12 3 0.439 0.00036 0.02498 -0.84971 >0.10
Campeche
Centroamérica 6 2 0.533 000121 002963  1.1214 >0.10
Oaxaca 8 0.429 0.00032 0.02846 0.33350 >0.10
Sinaloa 8 1 0.000 0.00000 0.00000 - -
Nayarit 4 0.000 0.00000 0.00000 - -
Todas las
. 96 20 0.917 0.04723 0.00017 0.82192 >0.10
localidades

La grafica de distribuciones mismatch del complejo A. rutila (fig. 7) presenta una
distribucion multimodal, asociada a poblaciones en equilibrio demografico y que no han
presentado una reciente expansiéon demografica (Rogers y Harpending 1992, Hudson y Slatkin,
1991), el indice de raggednes puede indicar una poblaciéon en equilibrio demografico y sin
expansién demogrifica.
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Fig. 7. Distribuciones mismatch obtenidas con genes concatenados en el complejo A. rutila. Linea continua corresponde

a los valores observados, en puntos valores esperados. Hr= indice de raggedness. p= valor de significancia.
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V. DISCUSION

Los analisis de distancia genética, filogenéticos y de genética de poblaciones revelan la existencia
de cinco grupos divergentes dentro del complejo Amazilia rutila, los cuales son consistentes con
otros estudios de aves habitantes de tierra bajas mesoamericanas (Cortés et al. 2008, Garcia-Deras
et al. 2008, Vazquez-Miranda et al. 2009, Gonzélez et al. 2011, Miller et al. 2011, Montafio 2011,
Smith et al. 2011) y con otros vertebrados (Mulcahy et al. 2006, Zarza et al. 2008). Estos grupos
divergentes muestran un patrén geografico en la red de haplotipos obtenida (Fig. 5), este tipo de
patrén se ha asociado al aislamiento por distancia debido a niveles bajos de flujo génico y a la
fragmentacion historica de las poblaciones (Avise et al. 1987, Templeton 1995,Avise 2000). En los
arboles filogenéticos se localiza a A. rutila como el grupo hermano del clado formado por A.
yucatanensis y A. tzacatl.Las tres especies representan un grupo monofilético respecto a las demas
esmeraldas utilizadas en este analisis, coincidiendo con la sistematica basada en caracteres
morfoldgicos (Schuchmann 1999) y la filogenia molecular de la familia Trochilidae (McGuire et al.

2007).

La estructura geogréfica y genética de las poblaciones de A. rutila se puede explicar con
base a las barreras o discontinuidades geograficas, tal es el caso del grupo Islas Marias, este grupo
presentd una distancia genética de 1.80%, con un haplotipo Unico ausente en todas las muestras
del continente, valores de FST, distancias pareadas (pairwisse differences) y diversidad
nucleotidica indican poco flujo génico con sus congéneres del continente. Estos resultados son
similares a otros estudios realizados en taxones con poblaciones en este archipiélago Icterus
pustulatus graysoni, Turdus rufopalliatus graysoni y Cardinalis cardinalis mariae (Cortés et al.
2008, Smith et al. 2011, Montafio 2011). Este uUltimo con una distancia genética de 1.65%, sin
embargo no se encuentra un tiempo de divergencia igual o parecido al surgimiento de las Islas
Marias, por lo que es probable que estos linajes sean temporalmente mas préximos a la
separacion geoldgica de las poblaciones. Las diferencias morfolégicas en las poblaciones de las
Islas Marias han sido histdricamente descritas e incluso se le ha llegado a considerar como una
especie distinta (Lawrence 1866, Navarro y Peterson 2004) y de acuerdo al AOU (1998) son una

subespecie endémica (A. r. graysoni), cuyas diferencias son: una coloracién del plumaje menos
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brillante y medidas morfométricas mayores en comparacion de las poblaciones continentales
(Lawrence 1866, Ridway 1882, Simon 1921, AOU 1998, Navarro-Siglienza y Peterson 2004) este
patrén morfolégico se ha observado en otras subespecies endémicas de aves que habitan las islas:
Turdus rufopalliatus, Thryothorus felix, Melanotis caerulescens, Cynanthus latirostris e Icterus
pustulatus (Grant 1965), y como se ha mencionado anteriormente algunos con una diferenciacion
genética importante. A diferencia de los complejos I. pustulatus y T. rufopalliatus la divergencia
genética de las poblaciones en el complejo A. rutila, no sélo se mantiene entre las poblaciones
insulares y continentales, sino también dentro de éstas ultimas, asi el grupo Pacifico Norte estd
formado por las poblaciones de Sinaloa, Nayarit y Colima-Jalisco, entre dichas poblaciones se
encontraron valores bajos de FST y distancias pareadas y al compararse con las demas poblaciones
los valores fueron altos lo que indica un grado de diferenciacidn alto en este linaje, presentd un
porcentaje de distancia genética de 2.67%. Sin embargo la distancia genética obtenida entre este
grupo divergente y los grupos Islas Marias y Pacifico Centro (Guerrero y Oaxaca) fue moderada:
0.23% y 0.33% respectivamente. El grupo Pacifico Centro se encuentra bien definido y esta
limitado por la provincia fisiografica Sierra Madre del Sur, de igual forma que los linajes anteriores
es posible encontrar una similitud de este grupo divergente en otros estudios de aves (Vazquez-
Miranda et al. 2009, Smith et al. 2011,). Los limites genéticos del grupo Chiapas presentaron
mayor correspondencia con los resultados y la posicién geografica de las muestras, con clados bien
definidos en todos los analisis filogenéticos, obteniéndose un clado monofilético con valores de
distancia genética de 3.52%, y una FST mayor a 0.9 para las muestras con localidades en el estado
de Chiapas. La historia geoldgica de esta area geografica se ha asociado a la presencia de linajes en
otros taxones de tierras altas (Sullivan et al. 2000, Garcia-Moreno et al. 2004, Cortés-Rodriguez et
al. 2008, Navarro-Sigiienza et al. 2008) y bajas (Mulcahy et al. 2006, Garcia-Deras et al. 2007),
principalmente por la formacién del Istmo de Tehuantepec entre el Plioceno medio y el tardio y las
regresiones-transgresiones marinas durante el Plioceno tardio (Barber y Klicka 2010). En el estudio
de filogeografia de Campylopterus rufinucha (Vazquez-Miranda et al. 2009) a pesar de la falta de
reloj molecular, se asocia la divergencia de las poblaciones que habitan el este y oeste (Chiapas y
Guerrero-Oaxaca respectivamente) del Istmo por medio de los valores de distancia genética 4.1%
obtenidas con ADNmt (ND2 especificamente) sugiriendo dicha divergencia en el Plioceno tardio
fecha relacionada con el surgimiento del Istmo de Tehuantepec, la similitud de los valores de

distancia genética del grupo Chiapas encontrado en A. rutila, asi como la coincidencia de
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distribucidon geografica y tipo de habitat en ambas especies exponen la probabilidad de una
asociacion entre el Istmo de Tehuantepec y la separacién de poblaciones de A. rutila que permitié
su diferenciacién genética y la formacién de un clado monofilético. La divergencia genética de
poblaciones encontrada en taxones de tierras bajas del sureste sugiere la necesidad de estudios
filogeograficos posteriores donde se obtenga el reloj molecular que pueda corroborar al Istmo de
Tehuantepec como una barrera geografica importante para las tierras bajas en Mesoamérica.

La mayor distancia genética se observé en el grupo Peninsula de Yucatan-Centroamérica con
5.58%, la presencia de un linaje en la Peninsula de Yucatan coincide con otros estudios de aves
como Campylopterus curvipennis pampa y Cardinalis cardinalis coccineus (Gonzalez et al. 2011,
Smith et al. 2011), sin embargo los valores de distancia genética de dichos estudios es moderada
(0.35 en coccineus) respecto al encontrado en A. rutila, por otro lado algunas otras similitudes se
comparten con algunos estudios por ejemplo los valores altos de distancia genética entre
poblaciones costeras este-oeste ha sido observada en aves norteamericanas (Kerr et al. 2007,
Toews e Irwin 2008), probablemente al poco intercambio genético provocado por la distancia
geografica y discontinuidades geoldgicas de las poblaciones al encontrarse en extremos del
continente, otra similitud son los valores altos de FST y distancias pareadas (pairwise differences)
ambos encontrados en A. rutila y C. c. pampa, dichos valores son caracteristicos de poblaciones
con estructura genética y bajo flujo génico con otras poblaciones. Las tres muestras de
Centroamérica se agrupan dentro de este clado en los analisis filogenéticos y presentan valores de
distancia genética, FST y diferencias pareadas (pairwise differences) similares. Esta afinidad
genética del sureste mexicano con las poblaciones centroamericanas fue también encontrada en
el estudio de filogeografia del colibri Amazilia tzacat! también habitante de las tierras bajas de
Mesoamérica (Miller et al. 2011). Las diferencias morfoldgicas descritas para las poblaciones
centroamericanas son una mayor intensidad de coloracidn del plumaje descrito en ejemplares de
Guatemala y que inicialmente se consideraron una especie aparte del complejo de A. rutila bajo el
nombre de Trochilus corallirostris (Bourcier y Mulsant 1846), no obstante en este estudio el
muestreo de Centroamérica es muy pequefio por lo que faltaria completarlo para poder definir su

estatus en los linajes encontrados o la probable existencia de mas de un linaje en Centroamérica.

Las subespecies actualmente descritas para A. rutila no coinciden en su totalidad con los

grupos genéticamente divergentes encontrados:
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El grupo Pacifico Norte contiene a las subespecies diluta y rutila, el grupo Pacifico centro: sélo
contiene a la subespecie rutila, el grupo Chiapas estad contenido en la subespecie corallirostris, el
grupo Peninsula de Yucatan-Centroamérica contiene a la subespecie corallirostris, el Gnico grupo
que coincide completamente con una subespecie es Islas Marias que contiene a la subespecie
graysoni. Las diferencias entre la taxonomia actual del complejo (basados en morfologia y
biogeografia) y los resultados de este estudio, revelan la necesidad de ampliar los datos genéticos
con genes nucleares para poder definir los linajes dentro del complejo A. rutila y hacer una
propuesta taxondmica nueva, asi como obtener un reloj molecular que ayude a interpretar la
relacion entre los linajes y su relacién con la historia geoldgica de las tierras bajas. Estos estudios
ayudarian a contribuir con la determinacién de regiones importantes para la conservacién de la

diversidad bioldgica en las tierras bajas.
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VI. CONLUSION

En este estudio se identificaron cinco grupos divergentes en el complejo Amazilia rutila, por medio
de los andlisis filogenéticos y de variacion genética en los genes mitocondriales ND2 y COI. Se
encontré un patrén geografico asociado a las discontinuidades geograficas a lo largo de Ia
distribucidn de A. rutila y el muestreo obtenido para este estudio. Al reconocerse similitudes con
otros patrones geograficos encontrados por medio de caracteres genéticos en aves
mesoamericanas de tierras bajas se logrd asociar ciertos eventos geoldgicos como la formacion del
Istmo de Tehuantepec y las regresiones-transgresiones marinas de esa drea con la existencia de
los grupos Pacifico Centro y Chiapas, sin embargo la falta de un reloj molecular no permite datar el
origen de ciertos grupos divergentes. La ausencia de un muestreo completo en Centroamérica
limita el esclarecimiento de mas linajes dentro de la distribucién de A. rutila en dicha zona. En esta
tesis se presenta el primer acercamiento a la filogenia y variacién genética de las poblaciones del
colibri canelo Amazilia rutila. Se sugiere la continuacion de este estudio con la obtencién de genes
nucleares y la escala temporal de la divergencia de los linajes obtenidos, estos datos contribuirdn a

una replantacion taxondmica basada en la historia evolutiva de las poblaciones del complejo.
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Apéndice 1.Arbol obtenido por medio del método Maxima Parsimonia, para el gen COI. I: Sinaloa, Jalisco,
Colima, Nayarit. Il: Islas Marias. ll: Guerrero y Oaxaca. IV: Campeche, Yucatan y Centroamérica. V: Chiapas.

En rojo se marcan los valores de bootstrap iguales a 100.Ramas verdes: A. rutila, azules: A. yucatanensis,

rojo: A. tzacatl, negro: grupo externo.
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Apéndice 1. Continuacién. Arbol obtenido por medio del método Maxima Parsimonia, para el gen ND2. I: Sinaloa y Jalisco.
II: Islas Marias. Ill: Guerrero, Oaxaca, Colima y Nayarit. IV: Campeche, Yucatan y Centroamérica. V: Chiapas. En rojo se
marcan los valores de bootstrap iguales a 100. Ramas verdes: A. rutila, azules: A. yucatanensis, rojo: A. tzacatl, negro:
grupo externo.
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Apéndice 1. Continuacién.Arbol obtenido por medio del método Méxima Parsimonia, genes concatenados. I: Sinaloa y
Jalisco. IlI: Islas Marias. Ill: Guerrero, Oaxaca, Colima y Nayarit. IV: Campeche, Yucatan y Centroamérica. V: Chiapas. En rojo
se marcan los valores de bootstrap iguales a 100. Ramas verdes: A. rutila, azules: A. yucatanensis, rojo: A. tzacatl, negro:

grupo externo.
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Apéndice 2.

Arbol obtenido por medio del método Maxima Verosimilitud para el gen COl. I: Sinaloa y Jalisco. II: Islas
Marias. lll: Guerrero, Oaxaca, Colima y Nayarit. IV: Campeche, Yucatan y Centroamérica. V: Chiapas. En rojo
se marcan los valores de bootstrap iguales a 100. Ramas verdes: A. rutila, azules: A. yucatanensis, rojo: A.

tzacatl, negro: grupo externo.
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Apéndice 2. Continuacién. Arbol obtenido por medio del método Maxima Verosimilitud para el gen ND2. I:
Sinaloa y Jalisco. ll: Islas Marias. Ill: Guerrero, Oaxaca, Colima y Nayarit. IV: Campeche, Yucatan y
Centroamérica. V: Chiapas. En rojo se marcan los valores de bootstrap iguales a 100. Ramas verdes: A. rutila,
azules: A. yucatanensis, rojo: A. tzacatl, negro: grupo externo.
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Apéndice 2. Continuacién. Arbol obtenido por medio del método Maxima Verosimilitud para genes

concatenados |: Sinaloa y Jalisco.ll: Islas Marias. lll: Guerrero, Oaxaca, Colima y Nayarit. IV: Campeche,

Yucatdn y Centroamérica. V: Chiapas. En rojo se marcan los valores de bootstrap iguales a 100. Ramas

verdes: A. rutila, azules: A. yucatanensis, rojo: A. tzacatl, negro: grupo externo.

76

T4 Chi 132

Chis 80 IAY

ss [~ El SaNador
Ccamp 18
€ Salvador
19 [ Yuc 600
- Yuc 596 Vv
Yuc 1883

Camp 21

CA

Camp 50
g2 [ Camp 132
Camp 73
54 e Camp 55

Hgo 604
Hgo 171

[l
Tam 1237

96 :0:0132
Qro 73

A tzacat!

oo

A.versicolor

47



Apéndice 3.

Arbol obtenido por medio del método de Inferencia Bayesiana para el gen COL. I: Sinaloa, Nayarit, Jalisco,
Colima. Il: Islas Marias. lll: Guerrero y Oaxaca. IV: Campeche, Yucatan y Centroamérica. V: Chiapas. En rojo
se marcan los valores de probabilidad iguales a 1. Ramas verdes: A. rutila, azules: A. yucatanensis, rojo: A.

tzacatl, negro: grupo externo.
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0.7

== Gro 1003

== Gro 1005

=

= Camp 21
= Camp 50
= Fl Salvador 582

098 = Chis 80
—E Chis 158
ais [V

=== Chis 10

== Chis 252

Yuc 600 I V

= Yuc 596
= Yuc 581

= Yuc 1183

e CA

0.98 (== Camp 132

Hgo 604
iEam 119
Tam 1256

—E Camp 73
Camp 55
= Hgo 171

== Qro 732
= Qro73

0.0080

A. versicolor
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Apéndice 3. Continuacién. Arbol obtenido por medio del método de Inferencia Bayesiana para el gen ND2. I:

Sinaloa y Jalisco. Il: Islas Marias. Ill: Guerrero, Oaxaca, Nayarit, Colima. IV: Chiapas. V: Campeche, Yucatan y

Centroamérica. En rojo se marcan los valores de probabilidad iguales a 1. Ramas verdes: A. rutila, azules: A.

yucatanensis, rojo: A. tzacatl, negro: grupo externo.

Sin 830
Sin 870
Sin 34
1 Sin 40
Sin 27
Sin 860
Jal 32
Jal 33
ITM17
ITM %
1 =107
IT™M 136 I
ITM 157
ITM174
ITM 262
- Gro 970
0.761— Gro 966
Gro 996
Oax 242
e Nt 06
0.84 Nat 50
= Nat 103
L Col849 1
— Col 868
— Dax 921
— Oax 114
— Dax 118
= Oax 119
— Dax 186
L — Oax 187
— Qax 335
Chis 354
Chis 157
Chis 158
Chis 132
Chis 206
| [ cnis2s2 |
[—— Chis 253
== Chis 10
0.71 —— Chis 80
b Chis 62
Yue 581
081 | yuc 506
Yue 600
Yuc 1883
— Yuc 41
= Yuc 105
—— Yuc 208
= Yuc 27
1 f—rca \V4
El Salvador 581
= Yuc 286
— Yuc 71
p—F1 Salvador 582
= Camp 21
p—= Camp 18
— Camyp 50
Qro 68
0.921- Qro 79
Qro 80
1 Qro 732
Tam 1194
Tam 1196
1 Tam 1237
b 1 — Fl Salvador 534
1 1 El Salvador 584
Camp 584
Camp 132
06 Camp 73
1 r— Amazilia tzacat]
L— Amazilia tzacatl (G)
1 T Amazilia franciae
L Amazilia versicolor
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Apéndice 4.Matriz de distancia. Las celdas sombreadas indican los grupos encontrados de acuerdo a los valores mas bajos de

0.00000

0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
(.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
0.07600 007600 0.07600 0.07600 0.07600 0.07600 0.07600 0.07600 0.07600

divergencia.
12 3

15IN870

25N 000000

3SINS30 000000 0.00000
45IN8E0  0.00000 0.00000 0.00000

SNATS9 000000 0.00000 0.00000

6 NAT 06

TR

8 AL

9.C0L849

10 COL868

1WIM%  0.22700 022700 022700
12TM97 022700 022700 022700
13MB6 022700 022700 0.22700
WIMI74 022700 022700 022700
15TM262  0.22700 0.22700 022700
16TM157 022700 022700 0.22700
176roC970  0.37800 037800 037800
18 GroC9%6 ~ 0.37800 037800 037800
19.GroC966  0.37800 037800 037800
20 0axPL118  0.30300 030300 030300
200axPLII4  0.30300 030300 030300
220axPL186  0.30300 030300 030300
23 0aPE2L  0.22700 022700 022700
24 CHIS132 355500 355500 355500
25CHIS158 355500 355500 355500
26 CHIS252  3:32800 332800 332800
27CHIS10  3.48000 348000 348000
28.CHIS8D  3,55500 355500 355500
29 CampD21 567300 5.67300 567300
0S8 567300 567300 567300
30YucB60D 567300 567300 567300
32 Campd018  5,60200 560200 5.60200
33YucBS%6 567300 567300 567300
34KuS8L 567300 567300 567300
35 YucBI883 567300 567300 567300
36CA 5.44600 544600 544600
37 Campd050 5.74900 5.74900 5.74300

0.22700
0.22700
0.22700
0.22700
0.22700
0.22700
0.37800

0.37800
0.37800
0.30300
0.30300
0.30300
0.22700
3.55500

3.55500
3.32800
3.48000
3.55500
5.67300
567300

567300
5.60200
567300
5.67300
5.67300
5.44600
5.74900

0.22700 0.22700
0.22700 0.22700
0.22700 0.22700
0.22700 0.22700
0.22700 0.22700
0.22700 0.22700
0.37800 0.37800

0.37800 0.37800
0.37800 0.37800
0.30300 0.30300
0.30300 0.30300
0.30300 0.30300
0.22700 0.22700
3.55500° 3.55500

3.55500 3.55500
332800 3.32800
3.48000 3.48000
3.55500 3.55500
567300 5.67300
5.67300 5.67300

5.67300 5.67300
5.60200 5.60200
5.67300 5.67300
567300 5.67300
5.67300 5.67300
5.44600 5.44600
5.74900 5.74900

Pacifico Norte

0.22700
0.22700
0.22700
0.22700
0.22700
0.22700
0.37800

0.37800
0.37800
0.30300
0.30300
0.30300
0.22700
3.55500

3.55500
3.32800
3.48000
3.55500
5.67300
567300

567300
5.60200
567300
5.67300
5.67300
5.44600
5.74900

0.22700 0.22700
0.22700 0.22700
0.22700 0.22700
0.22700 0.22700
0.22700 0.22700
0.22700 0.22700
0.37800 0.37800

0.37800 0.37800
0.37800 0.37800
0.30300 0.30300
0.30300 0.30300
0.30300 0.30300
0.22700 0.22700
3.55500 3.55500

3.55500 3.55500
332800 3.32800
3.48000 3.48000
3.55500 3.55500
567300 5.67300
5.67300 5.67300

5.67300 5.67300
5.60200 5.60200
5.67300 5.67300
567300 5.67300
5.67300 5.67300
5.44600 5.44600
5.74900 5.74900

10

0.30300
0.30300
0.30300
0.30300
0.30300
0.30300
0.45400

0.45400
0.45400
0.37800
0.37800
0.37800
0.30300
3.63100

3.63100
3.40400
3.55500
3.63100
5.74900
5.74900

5.74900
5.67800
5.74900
5.74900
5.74900
5.52200
5.82500

1 n
0.00000
0.00000 0.00000

0.00000 0.00000
0.00000 0.00000
0.00000 0.00000
0.45400 0.45400

0.45400 0.45400
0.45400 0.45400
0.37800 0.37800
0.37800 0.37800
0.37800 0.37800
0.30300 0.30300
363100 3.63100

363100 3.63100
340400 3.40400
3.55500 3.55500
363100 3.63100
559800 5.59800
5.59800 5.59800

5.59800 5.59800
552700 5.52700
5.59800 5.59800
559800 5.59800
5.59800 5.59800
537100 5.37100
567300 5.67300

3

i 15

Islas Marias

0.00000
0.00000
0.00000
0.45400

0.45400
0.45400
0.37800
0.37800
0.37800
0.30300
3.63100

3.63100
3.40400
3.55500
3.63100
5.59800
5.59800

5.59800
5.52700
5.59800
5.59800
5.59800
5.37100
5.67300

0.00000
0.00000 0.00000
0.45400 0.45400

0.45400 0.45400
0.45400 0.45400
0.37800 0.37800
0.37800 0.37800
0.37800 0.37800
0.30300 0.30300
3.63100 3.63100

3.63100 3.63100
340400 3.40400
3.55500° 3.55500
363100 3.63100
559800 5.59800
559800 5.59800

559800 5.59800
552700 5.52700
5.59800 5.59800
559800 5.59800
559800 5.59800
537100 5.37100
567300 5.67300

16

0.45400

0.45400
0.45400
0.37800
0.37800
0.37800
0.30300
3.63100

3.63100
3.40400
3.55500
3.63100
5.59800
5.59800

5.59800
5.52700
5.59800
5.59800
5.59800
5.37100
5.67300

17

0.00000
0.00000

18

0.00000

19 20 n

n

Pacifico-Centro

0.07600 0.07600 0.07600
0.07600 0.07600 0.07600 0.00000

0.07600
0.15100
3.63100

3.63100
340400
3.55500
3.63100
5.59800
5.59800

5.59800
5.52700
5.59800
5.59800
5.59800
537100
567300

0.07600
015100
3.63100

3.63100
3.40400
3.55500
363100
5.59800
5.59800

5.59800
5.52700
5.59800
5.59800
5.59800
5.37100
5.67300

0.07600 0.00000 0.00000
0.15100 0.07600 0.07600
3.63100 3.55500 3.55500

3.63100 3.55500 3.55500
340400 3.32800 3.32800
3.55500 3.48000 3.48000
363100 3.55500 3.55500
559800 5.52200 5.52200
5.59800 5.52200 552200

5.59800 5.52200 5.52200
552700 5.45100 545100
5.59800 5.52200 5.52200
559800 5.52200 5.52200
5.59800 5.52200 552200
537100 5.29500 5.29500
567300 5.59800 5.59800

0.07600
3.55500

3.55500
3.32800
3.48000
3.55500
552200
5.52200

5.52200
5.45100
5.52200
552200
5.52200
5.29500
5.59800

3

3.48000

3.48000
3.25300
3.40400
3.48000
5.59800
5.59800

5.59800
5.52700
5.59800
5.59800
5.59800
5.37100
5.67300

%

0.00000
0.22700
0.07600
0.00000
5.59800
5.59800

5.59800
5.52600
5.59800
5.59800
5.59800
5.37100
5.67300

25

0.22700
0.07600
0.00000
5.59800
5.59800

5.59800
5.52600
5.59800
5.59800
5.59800
5.37100
567300

%

0.15100
0.22700
5.37100
5.37100

5.37100
5.29900
5.37100
5.37100
5.37100
5.14400
5.44600

7

Chiapas

0.07600
5.52200
5.52200

5.52200
5.45100
5.52200
5.52200
5.52200
5.29500
5.59800

3 09 30 31 ) 3 34 35 36 37

5.59800
5.59800 0.00000

5.59800 0.00000 0.00000 - Peninsula de Yucatan-Centroamérica
5.52600 0.00000 0.00000 0.00000

5.59800 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000

5.59800 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000

5.59800 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000

537100 0.22700 0.22700 022700 0.15100 0.22700 0.22700 0.22700

5.67300 0.07600 0.07600 0.07600 0.07600 0.07600 007600 0.07600 030300 -
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Apéndice 5. Localidades muestreadas para A. rutila y A. yucatanensis

Catalogo
B 596
B 600
B 1883

CHAM 07 32
CHAM 07 33

CHIS 10
CHIS 62
CHIS 80
CHIS 132
CHIS 157
CHIS 158
CHIS 206
CHIS 252
CHIS 253
CHIS 354

CONACYT
CONACYT
CONACYT
CONACYT
CONACYT

849
868
966
996
970

CONACYT 1003
CONACYT 1005

DEUT 21

EAG 34
GMS 921

ITM 96
IT™M 97
ITM 136
ITM 157
ITM 262
JKO4 242
KU 581

KU 582
OMVP 184
OMVP 185
ORT 06
ORT 59
ORT 103

Localidad

Rancho Sinkahuel,é? Km E Dzilam de Bravo,
Yucatan.

Chamela (Centro Vacacional Secciéon 47
SENTE), Jalisco.

Mpio. Pjijiapan, Rancho Lluvia de Oro a 900m
NW de la Rancheria Las Guadalupes, Chiapas.

Mpio. Tonal3, Laguna La Joya, 1.7 km E del
Rancho El Vergel, Chiapas.

Mpio. Tuxtlachico, Rancho El Porvenir
Carretera Tapachula-Cd.Hidalgo Km 6.5,
Chiapas.

Mpio. Tonald, Laguna La Joya, 1.7 km E del
Rancho El Vergel, Chiapas.

Municipio Tepames, Las Cuevas, Colima.

Mpio. San Luis Acatlan 2km NE de El Carmen,
Guerrero.

Estacién Bioldgica Hampolol, 10 km N de
Campeche, Campeche.

El Limoén, Sinaloa.

San Gabriel Mixtepec, Puerto Escondido 5km,
Oaxaca.

Isla Maria Magdalena, Nayarit.

Isla Maria Madre, Nayarit.

Puerto Escondido a 5 Km N, Oaxaca.

El Salvador.

Mpio. Putla El Amate a 1IKm N del Amate

7.5Km SE de Putla, Oaxaca.
Mpio. San Blas 3.5 Km N de Syngaita, Nayarit.

Latitud
21.46

19.545

15.644

15.954

14.857

15.954

18.951

16.836

19.899

24.916
15.906

21.449

21.609

15.906

13.690

17.493

21.552

Longitud
-88.566

-105.083

-93.055

-93.716

-92.198

-93.716
-103.509

-98.747

-90.469

-107.516
-97.828

-106.428
-106.558
-97.828
-89.19
-97.378

-105.247
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PLU 114
PLU 118
PLU 119
PLU 186
PLU 187
SAR 7740
SINA 07 018
SINA 07 026
SINA 07 035
VGR 830
VGR 860
VGR 870
YUC 71
YUC 105
YUC174
YUC181
YUC 286

Y 408 18

Y 408 50

Mpio. Pluma Hidalgo, Finca El Carmen,
Oaxaca.

El Limoén, Sinaloa.
Mpio. Culiacédn Club de Caza Pichigtila,
Sinaloa.

Cosal3, Sinaloa.

Mpio. Progreso Castro, Saburas de Tzekel 16
km de Chuburna Puerto, Yucatan.

Mpio Campeche, Ejido Chulbac, La Sabana,
Campeche.

Amatzilia yucatanensis

Catalogo
Y 408 208
Y 408 218
BEHB 73
BEHB 80
BEHB 604
BMM 732

CONACYT 1194
CONACYT 1196
CONACYT 1256
HGO-SLP 132
HGO-SLP 171
KU 534

KU 584

Y 408 50

Y 408 73

Localidad

Anexa Chunkilin, Rancho San Salvador Mpio.
Rio Lagartos, Yucatan

8 Km SE de Jalpan, Querétaro.

Tenango de Doria, Hidalgo.

7 Km S de Tres Lagunas, Landa Matamoros,
Querétaro.

Rancho San Pablo 3 km W Vista Hermosa,
Soto la Marina, Tamaulipas.

Tachich a 15 Km W, Tenabd, Campeche
El Coyol, 1 Km al E, Pisaflores, Hidalgo
El Salvador

Mpio. Candelaria, Ejido el Pafiuelo,
Campeche

15.925

24.916
24.412

24.412

21.186

19.730

Latitud

21.509

21.1733

20.3383
21.276

24.616

20.088

21.075

13.690

19.727

-96.421

-107.516
-107.433

-106.690

-89.816

-90.580
Longitud
-88.029
-99.395

-98.226
-99.125

-99.350
-90.413
-98.955

-89.190

-90.577
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