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Resumen

Se estudio la variacidn genética de las poblaciones del picaflor ventricanelo (Diglossa baritula), un
complejo endémico de los bosques montanos de Mesoamérica, analizando secuencias de DNA.
Actualmente se reconocen tres subespecies delimitadas de acuerdo a los patrones de coloraciéon
y a su distribucion. Los resultados indican la presencia de dos grupos genéticos de mtDNA, uno
correspondiente a la subespecie D. b. baritula distribuido desde Jalisco a Oaxaca en México y el
otro correspondiente a las subespecies D. b. montana - D. b. parva distribuidas desde Chiapas en
México hasta Nicaragua. La divisién puede ser explicada como consecuencia del aislamiento de
las poblaciones por parte del Istmo de Tehuantepec y hay una correspondencia con las
diferencias en coloracion. El Istmo de Tehuantepec es una barrera que ha tenido un importante
rol en moldear la diversidad de aves de Mesoamérica y asi como del resto del continente
americano. D. baritula estd conformado por dos clados filogeograficamente estructurados que
divergieron hace aproximadamente 785 000 afios. Por lo tanto, la historia de D. baritula fue
moldeada por la fragmentacién del habitat debido a las fluctuaciones condiciones ambientales en
el Pleistoceno. Los presentes resultados reflejan la importancia del Istmo de Tehuantepec vy los

eventos climaticos del Pleistoceno en generar aislamiento y divergencia poblacional.



Abstract

We investigate genetic variation of populations of the cinnamon-bellied flowerpiercer (Diglossa
baritula), a species complex endemic to the montane forests of Mesoamerica, by analysing DNA
sequences. There are currently three subspecies described on the patterns of coloration and
distribution shown. Our results revealed the presence of two mtDNA genetic groups
corresponding to subspecies D. b. baritula distributed from Jalisco to Oaxaca in Mexico and D. b.
montana - D. b. parva distributed from Chiapas in Mexico to Nicaragua. The lineage split can be
explained as a consequence of relative isolation of the populations separated by the Isthmus of
Tehuantepec and corresponds to differences in coloration. The Isthmus of Tehuantepec is a
barrier that has played an important role in shaping the avian diversity of Mesoamerica, as well
as the rest of the western hemisphere. D. baritula is made up of two phylogeographically
structured clades that probably diverged roughly 785 000 yearsr ago. Therefore, the recent
history of D. baritula was likely shaped by historical habitat fragmentation due to fluctuating
environmental conditions in the Pleistocene. These results highlight the importance of the
Isthmus of Tehuantepec and Pleistocene climatic events in driving isolation and population

divergence.



1. Introduccion

El analisis espacial de los linajes genealdgicos a nivel intraespecifico o de especies
cercanamente relacionadas es objeto de estudio de la filogeografia (Hillis et al., 1996; Avise,
2000; Morrone, 2013). Tal disciplina ademas analiza los multiples procesos microevolutivos que
actuan a nivel poblacional (Zink y Barrowclough, 2008) y que moldean la variacién genética (Hillis
et al., 1996; Morrone et al., 2015), incluyendo la deriva génica, el flujo génico, la mutacién y la
migracién (Burney y Brumfield, 2009). La variacidon genética dentro y entre poblaciones también
estd determinada por las caracteristicas ambientales y del paisaje, por la distribucion geografica y
por la demografia en presente y pasado (Burney y Brumfield, 2009; Garrido-Garduno y Vazquez-
Dominguez, 2013). Por lo tanto, la filogeografia es una ciencia multidisciplinaria que usa la
variaciéon genética para aplicarla en un contexto de genealogias de alelos y enlaza esas
genealogias con la distribucidon geografica, y de esta manera hacer inferencias acerca de los

patrones, procesos e historia de las poblaciones.

La diversificacion es el resultado de la adicidon de especies por especiacion y la eliminacidn
de especies debido a la extincidn. El entendimiento detallado del papel de las causas extrinsecas,
intrinsecas, deterministas y estocasticas, y de los factores que generan y sostienen la diversidad
biolégica neotropical se ha explorado en diversos estudios (Newton, 2003; Edwards et al., 2005;
Bazin et al., 2006; Ericson et al., 2006; Fjeldsa et al., 2006; Hawkins et al., 2006; Pereira y Baker,
2006; Weir, 2006; Cadena et al., 2007; Weir y Schluter, 2007; Bates et al., 2008; Phillimore y
Price, 2008; Kerr et al., 2009; Lanfear et al., 2010; Morlon et al., 2011; Cardillo et al., 2012;
Ericson, 2012; Martin et al., 2013; Rabosky et al., 2015).

La variacién genética se refiere a la variedad de alelos, genotipos y fenotipos presentes en
una especie y la estructura genética hace referencia a cdmo estd organizada la variacién genética
en el espacio y tiempo. Para poder establecer la estructura genética es necesario determinar la
variacién genética de los individuos de cada poblacion (Garrido-Gardufio y Vazquez-Dominguez,
2013). Generalmente las aves neotropicales exhiben una marcada estructura genética que
coincide con la presencia de barreras biogeograficas (Hackett, 1995; Cotés-Rodriguez et al., 2008;

Navarro-Siglienza et al., 2008; Kerr et al., 2009; Weir, 2009; Arbeldaez-Cortés et al., 2014), a
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diferencia de la avifauna neartica que a menudo cuenta con baja diferenciacion genética

intraespecifica (Mild et al., 2007; Smith et al., 2011).

La variacion genética y geografica en especies politipicas de tierras altas neotropicales ha
sido utilizada para probar hipdtesis de adaptacion y evolucidn, y detectar la presencia de linajes
previamente no reconocidos (Garcia-Moreno et al., 2004; Pérez-Eman, 2005; Rising et al., 2007;
Cotés-Rodriguez et al., 2008; Weir, 2009; Puebla-Olivares et al., 2008; Barrera-Guzman et al.,
2012). En distintos estudios de avifauna montana neotropical, se ha manifestado que factores
tales como una topografia compleja, distintos tipos de vegetacién, restriccion del habitat, eventos
histéricos como las fluctuaciones climaticas y las variaciones del nivel del mar durante el Plioceno
y Pleistoceno, surgimiento de montafias, barreras riverinas, entre otros, actian como
mecanismos que mantienen a las poblaciones de ciertas especies lo suficientemente aisladas y
con bajos niveles de flujo génico a través del tiempo, lo cual se traduce a que en el presente
algunas poblaciones cuenten con una estructura genética bien diferenciada (Garcia-Moreno et
al., 2004; Pérez-Eman, 2005; Cadena et al., 2007; Bates et al., 2008; Sdnchez-Gonzalez y Navarro-
Siglienza, 2009; Weir, 2009; Barber y Klicka, 2010; Patel et al., 2011).

Para la obtencidn de inferencias relacionadas con la variacidn y estructura genética de las
poblaciones, asi como la filogenia y la filogeografia de las especies, es elemental el uso de
marcadores moleculares, como las secuencias de DNA (Hillis et al., 1996; Zink y Barrowclough,
2008). En particular el genoma mitocondrial (mtDNA) es de los principales recursos de datos para
estudios evolutivos enfocados en aves (Pacheco et al., 2011) debido a que evoluciona de una
manera selectivamente neutra y se puede asumir que los patrones geograficos en mtDNA
representan la historia demografica y la distribucién de las poblaciones, y no las respuestas
adaptativas a las presiones selectivas (Zink et al., 2006), y porque posee importantes
caracteristicas tales como un modo de herencia maternal y no recombinante, su genoma es
haploide, se replica independientemente, sus secuencias tienen una tasa de mutacion elevada y
un tamafo efectivo poblacional mas pequefio en comparacién con el DNA nuclear (nDNA) (Hillis
et al., 1996; Ballard y Whitlock, 2004; Lovette, 2004; Edwards et al., 2005; Baker, 2008; Zink y
Barrowclough, 2008; Balloux, 2010; Nabholz et al., 2009; Petit y Excoffier, 2009; Morrone, 2013).
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Dichas propiedades permiten obtener una red de haplotipos con la que se pueden plantear
hipdtesis acerca de los patrones y procesos histéricos como dispersidn, vicarianza, expansion de

la distribucion y colonizacién (Hillis et al., 1996).

A pesar de que se ha mostrado que los genes mitocondriales tienen una mayor habilidad
para resolver relaciones entre poblaciones y especies cercanas (Avise, 2000; Ballard y Whitlock,
2004; Lovette, 2004; Zink et al., 2006; Zink y Barrowclough, 2008; Balloux, 2010; Cortés-Rodriguez
et al., 2013), se ha promovido el uso de multiples loci de DNA tanto de origen mitocondrial como
nuclear para poder esclarecer y fortalecer los resultados provenientes de los genes
mitocondriales, y de esta forma asegurar la deteccion de patrones derivados de eventos a nivel
poblacional (Ballard y Whitlock, 2004; Edwards et al., 2005; Bonaccorso y Peterson, 2007; Cortés-
Rodriguez et al., 2008; Zink y Barrowclough, 2008; Petit y Excoffier, 2009; Arbeldez-Cortés et al.,
2010; Balloux, 2010; Cortés-Rodriguez et al., 2013).

Un enfoque multidisciplinario proporciona una vision mas completa sobre los mecanismos
gue estan detrds de los procesos de diversificacion. Es indispensable integrar la informacién
adquirida con datos moleculares a diferentes tipos de datos, incluyendo estudios acerca de
variaciéon morfoldgica y fenolégica, modelado de nicho ecolégico, paleoecologia, por mencionar
algunos (Barker et al., 2004; Garcia-Moreno et al., 2004; Knowles y Carstens, 2007; Raxworthy et
al., 2007).

El grupo de estudio del presente trabajo, Diglossa baritula (Aves: Passeriformes,
Thraupidae), habita en tierras altas mesoamericanas. Mesoamérica es el area localizada entre las
regiones biogeograficas Neartica y Neotropical, su extensidén geografica va desde centro y sur de
México hasta norte de Colombia, con tan sdlo una representacion del 0.7 % de la superficie
terrestre cuenta con una gran rigqueza biolégica y un considerable nivel de endemismo de
diferentes grupos taxonémicos (Garcia-Moreno et al., 2006; Cortés-Rodriguez et al., 2008;
Vazquez-Miranda et al., 2009). El territorio mesoamericano es considerado como una importante
e interesante drea para el estudio de los mecanismos que generan los altos niveles de

diferenciacion y especiacién (Garcia-Moreno et al., 2004; Garcia-Moreno et al., 2006), ademas,
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gracias al entendimiento de estos mecanismos se pueden disefiar estrategias sdlidas para la
conservacion de la biota de este lugar que estd fuertemente amenazado (Hernandez-Bafios et al.,
1995; Garcia-Moreno et al., 2004; Orme et al., 2005; Garcia-Moreno et al., 2006; Weir, 2009;

Barrera-Guzman et al., 2012).

En contraste con las tierras bajas neotropicales donde la tasa de diversificacion de la fauna
parece haber sido mas alta a finales del Mioceno y haber disminuido hacia el presente, la
diversificacién en tierras altas aumentd después del inicio de los ciclos glaciares durante finales
del Plioceno y principios del Pleistoceno (Weir, 2006; Cadena et al., 2007). En particular, la amplia
diversidad bioldgica que ha evolucionado en las tierras altas mesoamericanas es debido a su
distribucién discontinua que esta moldeada por el requerimiento de determinadas caracteristicas
ambientales relacionadas con la altitud, temperatura, humedad, entre otras. (Herndndez-Bafios
et al., 1995; Garcia-Moreno et al., 2004; Cortés-Rodriguez et al., 2008; Sanchez-Gonzdlez y
Navarro-Siglienza, 2009; Barrera-Guzmadn et al., 2012). El hecho de que los taxones de elevada
altitud estén distribuidos en forma de una serie de poblaciones aisladas propicia a que las
poblaciones muestren altos grados de divergencia morfoldgica y genética (Garcia-Moreno et al.,
2004).

Al carecer de las condiciones ambientales requeridas por los sistemas montanos, las
tierras de baja elevacién actian como barreras que favorecen la formacién de una distribucién
fragmentada de las tierras altas y de sus especies, lo cual puede generar las condiciones para la
especiacion alopatrica (Garcia-Moreno et al., 2004; Weir, 2009; Barrera-Guzman et al., 2012).
Uno de los ejemplos mas relevantes es el Istmo de Tehuantepec situado al sur de México, es una
de las principales barreras biogeograficas que actua sobre una variedad de taxones neotropicales,
de aves (Garcia-Moreno et al., 2004; Sanchez-Gonzélez et al., 2007; Bonaccorso et al., 2008;
Puebla-Olivares et al., 2008; Bonaccorso, 2009; Cortés-Rodriguez et al., 2013; Arbeldez-Cortés et
al., 2014), reptiles (Bryson et al., 2011) y mamiferos (Arellano et al., 2005; Ledén-Paniagua et al.,
2007), afectando asi, a los eventos de dispersidon y colonizacion (Cortés-Rodriguez et al., 2008;
Barber y Klicka, 2010). Este valle fue formado durante el Mioceno tardio, hace aproximadamente
6 millones de afios (Ma), como consecuencia de la superposicién de tres eventos tecténicos

(Cortés-Rodriguez et al., 2008). Tiene una altitud aproximada de 250 m y alrededor de 200 km de
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ancho en su punto mas estrecho. Se encuentra entre el océano Atlantico y el océano Pacifico, y
estd limitado por tres sistemas montafiosos: al noroeste por la Sierra Madre Oriental y la Sierra
Madre del Sur, y al noreste por tierras altas de Chiapas-Guatemala (Barber y Klicka, 2010; Cortés-

Rodriguez et al, 2013).

La posicidon taxondmica de Diglossa baritula

El género Diglossa pertenece a la familia Thraupidae, que es considerada una de las
mayores radiaciones de América. Es la segunda familia mds grande de aves, antecedida
Unicamente por la familia Tyrannidae, representando casi el 4% de todas las especies de aves y
aproximadamente el 12% de la avifauna neotropical (Burns, 1997; Fjeldsa y Rahbek, 2006; Klicka
et al. 2007; Barker et al., 2013; Burns et al., 2014; Burns et al., 2016), es un grupo monofilético
gue cuenta con 408 especies distribuidas en 105 géneros (Hilty, 2017). Las especies de esta
familia poseen una amplia gama de patrones de coloracién de plumaje, morfologia,
comportamientos de forrajeo, vocalizaciones, ecotipos, asi como preferencias de habitat, esta
heterogeneidad en distintos aspectos bioldgicos ha ocurrido en escalas temporal y espacial
reducidas (Burns, 1997; Fjeldsa y Rahbek, 2006; Barker et al., 2013; Burns et al., 2014; Burns et
al., 2016).

Diglossa es un género neotropical restringido a regiones de alta elevacién, es un clado
monofilético que cuenta con 18 especies conocidas como “pinchaflores o picaflores” (Fig. 1)
debido a que poseen adaptaciones en el pico para alimentarse a través de la extraccion del néctar
floral sin contribuir en la polinizacidn. Estas adaptaciones incluyen un gancho curvado hacia abajo
en la punta de la maxila que se utiliza para sostener la base de corola de una flor tubular,
mientras que la afilada mandibula es usada para perforar la base (Hackett, 1995; Rojas-Nossa,
2007; Mauck y Burns, 2009; Irwin et al., 2010; Rojas-Nossa, 2013; Burns et al., 2014), el néctar es
extraido por capilaridad a través de la insercién de la lengua en la perforacién (Arizmendi et al.,
1996; Schondube y Martinez del Rio, 2003; Irwin et al., 2010). Los integrantes de este clado
también son denominados “robadores de néctar” o “robamieles” debido a su estrategia de

forrajeo altamente especializada (Rojas-Nossa, 2007; Mauck y Burns, 2009; Rojas-Nossa, 2013).
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Sin embargo, hay reportes que indican que algunas especies de Diglossa pueden contribuir a la
polinizacién: se ha documentado que el dafio al tejido floral, por la visita de D. baritula, puede
atraer a otros polinizadores legitimos (Lyon y Chadeck, 1971); durante el robo de néctar la
morfologia floral y/o la posicidn de las flores promueven la adhesién del polen al cuerpo de las
aves y de esta manera puede presentarse la polinizacidon (Graves, 1982; Arizmendi, 2001), de
hecho Graves (1982) concluyé que D. brunneiventris y D. humeralis son los principales
polinizadores de Tristerix longebrateatus; D. humeralis y D. lafresnayii actian como polinizadores
en forma regular de las flores de Brachyotum sp. (Stiles et al., 1992); Rojas-Nossa (2007) observo
a las especies de Diglossa de la Cordillera Oriental colombiana y determind que se presenta casi
en igual proporcion el robo de néctar y la visita legitima. A pesar de las caracteristicas del pico, los
pinchaflores no son nectarivoros obligados, e incluyen frutos, semillas e insectos en su dieta,
incluso las especies basales son tanto nectarivoras como frugivoras de igual manera (Schondube y

Martinez del Rio, 2003).

Figura 1. Filogenia del género Diglossa, en rojo la especie en estudio, D. baritula. Ma: millones de afos. Imagen

modificada de Barker et al., 2015.
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Este género es uno de los linajes dentro de Thraupidae con mayor diversidad morfoldgica,
de patrones de coloracién (y presencia o ausencia de dimorfismo sexual), de comportamiento,
asi como de diferenciacién genética (Skutch, 1954; Vuilleumier, 1969; Hackett, 1995; Botero-
Delgadillo et al., 2012), y por lo mismo se han realizado diversos tipos de estudios; por ejemplo,
considerando que el tamafio del pico varia entre las diferentes especies de Diglossa, Schondube y
Martinez del Rio (2003) desarrollaron un estudio ecolégico que consistié en simular la condicion
frugivora de las especies basales del género modificando el largo del gancho del pico de D.
baritula en tres tamafios discretos (pequefio, mediano y grande), y se determiné que en los
individuos con gancho grande se presenta una eficiencia mayor en la extraccion de néctar,
mientras que los organismos con gancho reducido son mas eficientes en la alimentacion de frutos
(Schondube y Martinez del Rio, 2003; Mauck y Burns, 2009). Hackett (1995) realizé los primeros
estudios moleculares de Diglossa con datos de aloenzimas y secuencias de mtDNA, y encontraron

altos grados de diferenciacién dentro varios integrantes del género.

La posicidén taxondmica del género Diglossa ha sido cuestionada y se ha incluido dentro de
diferentes familias (Hackett, 1995; Mauck y Burns, 2009). Las primeras taxonomias consideraban
a Diglossa dentro de las familias Coerebidae (Ridgway, 1902; Vuilleumier, 1969) y Emberizidae
(AOU, 1998). Posteriormente Burns y colaboradores (2003) resolvieron la filogenia de la familia
Coerebidae a partir de datos de DNA e indicaron que Diglossa no pertenece a Coerebidae e
incluyeron al género dentro de Thraupidae (Burns et al., 2003). También las especies del género
Diglossa han estado bajo diferentes posiciones taxondmicas (Hellmayr, 1935; Vuilleumier, 1969;

Bock, 1985, Hackett, 1995; Mauck y Burns, 2009) las cuales se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Propuestas taxondmicas para las especies del género Diglossa.

Autor Hipotesis taxondmicas Tipo de datos utilizados
Cassin (1864) y Sclater Incluyeron a las especies en dos géneros, Diglossa y Tamafio del pico
(1875) Diglossopis, este ultimo siendo género monotipico

conteniendo sélo a Diglossopis caerulescens que posee

el pico mas pequefio.
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Hellmayr (1935)

Vuilleumier (1969)

Bock (1985)

Sibley y Monroe (1990)

Dickinson (2003) y Remsen
et al. (2008)

Combind varias especies cercanamente relacionadas,

reduciendo el numero de especies.

Propuso dos rangos de clasificacion taxondmica: cuatro
“grupos de especies” (major, lafresnayii, albilatera y
caerulescens) y cuatro "superespecies” (lafresnayii,

carbonaria, baritula y albilatera).

Retomd el género Diglossopis donde incluyé a D.

caerulescens, D. cyanea y D. glauca.

Movieron D. indigotica a Diglossopis.

Fusionan a Diglossopis dentro de Diglossa.

Morfologia

Morfologia de picoy

lengua, y coloracidn

Morfologia de craneo,

lengua y pico

Hibridacion DNA-DNA

No se especifica

D. baritula ha presentado una serie de arreglos taxondmicos (Hellmayr, 1935; Friedmann

et al., 1950; Skutch, 1954; Monroe, 1968; Vuilleumier, 1969; Dominguez-Canseco, 1998; Hilty,

2017), mencionados en la Tabla 2.

Tabla 2. Diferentes posiciones taxondmicas para la especie D. baritula.

Autor Posicién taxonémica

Wagler (1832) Da nombre a la especie D. baritula, que es la especie tipo del género.
Dearborn (1907) Describio a la subespecie D. b. montana.

Griscom (1932) Describié una tercera subespecie, D. b. parva.

Hellmayr (1935) Reporta a D. baritula, D. plumbea y D. sittoides como una sola especie.
Friedmann et al. Citan dos subespecies. D. b. baritula (picochueco mexicano) y D. b. montana
(1950) (picochueco chiapaneco).
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Skutch (1954) Menciona a D. baritula y D. plumbea como una sola especie, con tres subespecies: D. b.

baritula, D. b. montana y D. b. plumbea.

Vuilleumier (1969) Incluye a D. baritula junto con D. plumbea y D. sittoides dentro de la superespecie
baritula.
Monroe (1968) e Reportan tres subespecies: D. b. baritula, D. b. montana y D. b. parva.

Isler e Isler (1987)

Descripcion y aspectos bioldgicos de Diglossa baritula

Diglossa baritula (Wagler, 1832) conocida como pinchaflor ventricanelo, es una especie
mesoamericana que se distribuye desde centro-sur de México hasta Nicaragua (Fig. 2). Es un ave
residente que se encuentra restringida a regiones de tierras altas localizadas entre los 1500 a
3500 m donde habita en diversos tipos de habitats incluyendo bosques de pino, bosques de pino-
encino, bosques mesodfilo de montafia, ecotonos de bosques, pastizales y jardines en areas
urbanas (Howell y Webb, 1995; Hilty, 2017). Es un ave pequeina de aproximadamente 11 cm y un
peso de 6 — 15 g. Posee un pico esbelto con la maxila ligeramente recurvada hacia abajo, se
alimenta basicamente de néctar de flores tubulares (p. e. Byttneria catalpifolia, Fuchsia
encliandra, Lobelia laxiflora, Salvia sp.), ademas de pequenos frutos (p. e. Rubus sp. y Leandra

sp.), e insectos que captura en el vuelo (Skutch, 1954; Gallo-Corona, 2003; Hilty, 2017).
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Figura 2. Mapa de la distribucion potencial de D. baritula, elaborado con MaxEnt v3.3.3 (Elith et al., 2011) y ArcMap
10 (ESRI, 2010). Tres morfotipos con distribucidn alopatrica, los cuales corresponden a las subespecies: a) en
anaranjado D. b. baritula distribuida desde sur de Jalisco hasta el Istmo de Tehuantepec, b) en azul D. b. montana
con distribucion en Chiapas (México), Guatemala y El Salvador, y c) en amarillo D. b. parva con distribucion en
centro-oeste de Honduras y centro-norte de Nicaragua. Las lineas punteadas representan las tierras bajas a lo largo
de la distribucién geografica, DB: Depresion del Balsas, VTC: Valle de Tehuacan—Cuicatldn, IT: Istmo de Tehuantepecy

FM: Falla de Motagua.

Se presenta un marcado dimorfismo sexual (Fig. 3), los machos presentan un plumaje de
color que va de azul grisdceo oscuro a gris oscuro en la cabeza, el dorso y la cola (la cabeza con
tonalidad mas obscura); las plumas cobertoras y las de vuelo estan bordeadas de un azul opaco;
la parte ventral es de color canela. Las hembras poseen un plumaje color grisdceo oliva en la

parte dorsal; las alas y la cola mas oscuras que el dorso; la garganta y la parte ventral color canela

19



mas palido que los machos y con matices color grisdceo oliva (Ridgway, 1902; Howell y Webb,

1995; Hilty, 2017).

Figura 3. Dimorfismo sexual de D. baritula. a) Macho, b) Hembra. llustaciones tomadas de Hilty, 2017.

Se han reconocido tres subespecies de acuerdo a su distribucién geografica vy
diferenciacién discreta en el patron de coloracidon del plumaje de los machos (Ridgway, 1902;

Monroe, 1968; Clements et al., 2016; Hilty, 2017) (Tabla 3, Figs. 2 y 4).

Figura 4. Tres morfotipos dentro del complejo D. baritula con diferencias en el patrén de coloracién. a) D. b. baritula,

b) D. b. montana y c) D. b. parva. llustraciones modificadas de Monroe, 1968 y Hilty, 2017.
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Tabla 3. Descripcidn y distribucidén geografica de las tres subespecies de D. baritula.

Subespecie Distribucion geografica Diferenciacion en el patron de coloracion

D. b.  baritula Desde sur de Jalisco hasta El color canela intenso en la parte ventral se extiende desde la
(Wagler, 1832) el Istmo de Tehuantepec. garganta hasta las plumas cobertoras de la cola. La cabeza es
mas obscura.

D. b. montana Sur de México (Chiapas), La garganta tiene una coloracién gris pizarra que se extiende
(Dearborn, 1907)  Guatemala vy El Salvador. hacia el inicio del pecho. La parte ventral color canela intenso.

Las plumas cobertoras ventrales de la cola estan ligeramente

tefiidas de color canela.

D. b. parva Centro-oeste de Honduras Es similar a D. b. montana pero la garganta es color gris
(Griscom, 1932) y centro-norte de obscuro. Las plumas cobertoras ventrales de la cola estan
Nicaragua. ligeramente tefiidas de color canela. En general, la coloracion

del plumaje es mas palido.

La monofilia del clado conformado por la especie en estudio, D. baritula y sus dos especies
hermanas mas cercanas, D. plumbea y D. sittoides, planteada desde la clasificacién de Vuilleumier
en 1969, fue confirmada con base en diversos tipos de datos. Hackett (1995) analizaron datos de
coloracion del plumaje, caracteristicas de aloenzimas, secuencias de mtDNA y sus areas de

distribucién disyuntas.

Por otro lado, la gran mayoria de trabajos realizados con D. baritula han sido
investigaciones ecoldgicas y conductuales, principalmente debido al hecho de que D. baritula
generalmente realiza una extraccion de néctar de flores que son polinizadas por colibries
(Arizmendi et al., 1996; Schondube et al., 2003; Rojas-Nossa, 2007; Rojas-Nossa, 2013). Lyon y
Chadeck (1971) observaron que las flores perforadas por D. baritula favorece la visita de
abejorros polinizadores del género Bombus. Herndndez y Toledo (1979) determinaron que D.
baritula juega un papel importante en el agotamiento de néctar de Erythrina leptorhiza debido a

gue observaron una alta proporcién de orificios en las flores de la planta, ademas observaron que
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la agresion entre colibries y D. baritula es minima y en la mayoria de los casos se ignoran.
Martinez del Rio y Eguiarte (1987) observaron a D. baritula visitando el agave Agave salmiana, D.
baritula defendia las inflorescencias de sus conespecificos pero no de colibries. Arizmendi y
colaboradores (1996) encontraron que no hay efecto significativamente negativo por parte de D.
baritula sobre el éxito reproductivo de Salvia mexicana y Fuchsia microphylla y que D. baritula
puede ser considerado como un comensal o incluso un polinizador poco eficiente, sin embargo,
este resultado no puede ser generalizado para todas las especies de plantas que visita D. baritula.
Dominguez-Canseco (1998) encontré que la medida de la cuerda alar permite diferenciar
hembras de machos, y que D. baritula visita plantas que presentan flores con estambres
expuestos y/o que forman inflorescencias muy compactas, en este tipo de flores se ha observado
a aves del género actuar como polinizador. Arizmendi (2001) encontré polen de Psittacanthus
ramiflorus, Cirsium jaliscoense, Byttneria catalpifolia y Calliandra grandifolia en la cabeza del ave,
por lo que determiné que D. baritula pueda actuar, de manera indirecta, como un polinizador.
Gallo-Corona (2003) y Schondube y Martinez del Rio (2003) modificaron experimentalmente el
tamariio del gancho de la maxila y determinaron que entre mas pequefio sea el gancho disminuye
la habilidad para acceder y extraer el néctar. Gallo-Corona (2003) hizo un estudio comparativo
entre D. baritula y el colibri Eugenes fulgens y encontrd que la extraccion de néctar por parte D.
baritula disminuye en flores tubulares que tienen engrosamiento en el tejido, lo cual dificulta
perforar la base de la corola, o flores que presentan alcaloides, donde observé que D. baritula
manifiesta una conducta de repulsion, en contraste, E. fulgens si es capaz de extraer néctar de
dichas flores. Schondube y colaboradores (2003) observaron que los machos de D. baritula
presentan ciclos bianuales de reproduccion y muda, mientras las hembras sélo lo hacen una vez

por afo.

Justificacion

Al tomar en cuenta que D. baritula es una especie residente que habita en tierras altas
mesoamericanas, las cuales tienen un significante potencial para la identificaciéon de taxones
divergentes, y que las tres subespecies actualmente propuestas presentan diferencias en
coloraciéon del plumaje, D. baritula representa un excelente modelo para la busqueda de un
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patrén de variacion genética y la presencia de mas de un linaje evolutivo dentro sus poblaciones

a lo largo de su distribucion geografica.

Este es el primer estudio genético que se hace para las poblaciones de D. baritula y los
resultados obtenidos permiten tener una primera perspectiva acerca de la presencia de un
patron de variacién genética en las poblaciones de la especie; la reconstruccion filogenética
permite hacer inferencias acerca de la historia evolutiva, asi como de eventos de dispersion y
vicarianza; ademas los datos a partir de mtDNA proporcionan estimaciones de tiempos de

eventos de divergencia.

Hipdtesis

Con base en la distribucion geografica discontinua y en la existencia de los tres morfotipos
dentro del complejo de D. baritula, se espera una congruencia entre el patrén de variacion
genética y la variacién geogréfica de las tres subespecies, asimismo se espera encontrar altos
niveles de estructura genética debido a un escaso intercambio genético entre las poblaciones

montanas, aisladas por las tierras bajas.
Objetivos
Objetivo General
Evaluar y analizar la variacién genética que se presenta dentro y entre las poblaciones
mexicanas de Diglossa baritula empleando secuencias de DNA (mtDNA: ND2 y nDNA: ACO1-19),

de tal forma que se pueda determinar si el patrén de variacion genética corresponde con el

patrén de variacidn geografica de los tres morfotipos presentes dentro del complejo.
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Objetivos particulares

a) Determinar el nivel de estructura genética de las poblaciones a partir de mtDNA.

b) Obtener una reconstruccion filogenética mediante el analisis de secuencias de nDNA y

mtDNA.

c) Obtener los tiempos de divergencia de los diferentes grupos genéticos encontrados.

d) Identificar si existen diferentes unidades evolutivas con datos moleculares.

e) Generar una hipétesis acerca de la historia evolutiva.

Il. Métodos

Trabajo de laboratorio

Para el presente estudio se utilizaron 51 individuos de D. baritula (grupo interno) de 26
localidades representando la mayor parte de su area de distribucién geografica (Fig. 5, Anexo 1).
En los analisis filogenéticos, ademas se incluyd un grupo externo conformado por 12 especies del
género Diglossa y 2 especies del género hermano, Catamenia. Las muestras de tejido (higado,
corazon y musculo) fueron obtenidas de siete instituciones cientificas, tanto nacionales como de
Estados Unidos de América: Coleccidn de tejidos del Museo de Zoologia de la Facultad de Ciencias
Alfonso L. Herrera, UNAM; Coleccion Nacional de Aves del Instituto de Biologia, UNAM; Museo
Americano de Historia Natural, Nueva York; Museo de Burke, Universidad de Washington;
Museo de Ciencias Naturales de Louisiana, Universidad del estado de Louisiana; Museo Field de
Historia Natural, Chicago; Museo de Historia Natural, Universidad de Kansas (Anexo 1). La

mayoria de las muestras fueron procesados para la realizacién del actual estudio, sin embargo,
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también se utilizaron un total de 17 secuencias de la base de datos de GenBank (NCBI:

www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (Anexo 2).

Figura 5. Mapa de las diferentes localidades de muestreo de D. baritula, elaborado con MaxEnt v3.3.3 (Elith et al.,
2011) y ArcMap 10 (ESRI, 2010). En anaranjado la distribucion potencial de D. b. baritula, en azul la distribucion
potencial de D. b. montana y en amarillo la distribucién potencial de D. b. parva. Los puntos en negro representan

las localidades de colecta. n= niumero de individuos por cada subespecie.

Extraccion de DNA. La obtencion de DNA a partir de muestras de tejido se llevé a cabo
utilizando diferentes métodos de extraccidn. Algunas muestras extrajeron mediante el protocolo
NaCl y cloroformo, otras fueron trabajadas con el kit QiagenDNAeasy™ Blood & Tissue

(www.giagen.com) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante, y finalmente, las

muestras que fueron obtenidas de las colecciones cientificas de Estados Unidos de América
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fueron extraidas con el kit Epicentre (www.epibio.com) siguiendo el protocolo recomendado por

el fabricante.

Se elaboraron geles de calidad con el fin de verificar la obtencién y calidad de DNA
obtenido, realizando electroforesis en gel de agarosa al 1%. El gel de agarosa se prepard
afladiendo 0.74 g de agarosa en 75 mL de buffer TBE 1X. Se cargd 2 pL de cada muestra en las
celdas de gel junto con 2.5 puL de colorante y una celda fue cargada con el marcador molecular
"100 pb Ladder marca AXYGEN.” Se aplicd una carga de 100 voltios durante una hora. La tincién
se realizd con la adicién de Bromuro de Etidio durante 20 minutos. El gel fue observado bajo luz

UV en un transluminador.

Cuantificacion de DNA. Para tener un registro exacto de la concentracion y calidad de

DNA obtenido de cada extraccidn se cuantificé el DNA obtenido mediante nanodrop y EPOCH.

Amplificacion de genes por PCR. Se trabajé con dos tipos de genes: DNA mitocondrial de
herencia materna, nicotinamida deshidrogenasa subunidad 2 (ND2) y DNA nuclear de herencia
biparental, el intrén nuclear nueve del gen ligado al sexo aconitasa 1 (ACO1-19). Para la
amplificacién del gen ND2 se usaron los primers externos L5219 y H6313, y los primers internos
L5758 y H5766; mientras que para ACO1-19 fueron utilizados los primers externos ACO1-I9F y
ACO1-I9R vy los primers internos ACO1-I9IntF y ACO1-I9IntR (Tabla 4). Ambos genes han sido
empleados en trabajos previos para resolver relaciones de parentesco en especies de la familia

Thraupidae (p. e. Mauck y Burns, 2009; Sedano y Burns, 2010; Burns et al., 2014).
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Tabla 4. Primers utilizados en este trabajo.

Marcador Localizacion en

Primer Secuencia Fuente
molecular el genoma
L5219 (F) CCCATACCCCGAAAATGATG Sorenson et al., 1999
H6313 (R) CTCTTATTTAAGGCTTTGAAGGC Sorenson et al., 1999
ND2 Mitocondria L5758 (Fl) GGNGGNTGAATRGGNYTNAAYCARAC Sorenson et al., 1999
H5766 (RI) RGAKGAGAARGCYAGGATYTTKCG Sorenson et al., 1999
ACO1-I9F (F) CTGTGGGAATGCTGAGAGATTT Friesen et al., 1999
ACO1-I9R (R) CTGCAGCAAGGCACAACAGT Friesen et al., 1999
ACO1-19 CromosomaZ  ACO1-19IntF (FI) CCTCTGTGGTAAMCACAAAGCA Barker et al., 2008
ACO1-19IntR (RI) GCAGACCCAAACACAAGTTACAA Barker et al., 2008

F: Forward, R: Reverse, Fl: Forward interno, Rl: Reverse interno

La amplificacion de DNA fue efectuada mediante Reaccidon en Cadena de la Polimerasa

(PCR, por sus siglas en inglés), de acuerdo con los siguientes protocolos:

1) Kit de PCR "Vivantis." 9.5875 uL de agua inyectable estéril, 1.25 uL de buffer 10X (KCI [500
mM], Tris-HCI [100 mM] y Tritén 0.1 %), 0.375 uL de MgCI2 [50 mM], 0.1 uL de dNTPs [10
mM] (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 0.25 uL de primer Forward [10 mM], 0.25 uL de primer
Reverse [10 mM], 0.1 pL de Taq Polimerasa Vivantis y 0.5-2 uL de DNA.

2) Kit de PCR “Phire Hot Start 1l.” 6.6 puL de agua inyectable estéril, 10 pyL de buffer 2xPCR, 1
uL de primer Forward [10mM], 1 uL de primer Reverse [10mM], 0.4 uL de Taq Polimerasa,

2 puL de DNA 35 [ng/pL].

Las amplificaciones fueron realizadas en termocicladores Techne Flexigen y MultiGene

OptiMax de acuerdo con los siguientes programas:
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1) Kit de PCR "Vivantis DNA amplification product "

- Gen ND2. Desnaturalizacién a 94°C por 10 minutos; 35 ciclos de: una desnaturalizacién a
94°C por 1 minuto, un alineamiento a 54°C por 1 minuto y una extensién de oligonucleétidos

a 72°C por 2 minutos; y una extension final a 72°C por 10 minutos.

- Gen ACO1-19. Desnaturalizacion a 95°C por 15 minutos; 35 ciclos de: una desnaturalizacion a
95°C por 45 segundos, un alineamiento a 55°C por 45 segundos y una extensién de

oligonucleétidos a 72°C por 1 minuto; y una extension final a 72°C por 10 minutos.

2) Kit de PCR “Phire Hot Start II”

- Genes ND2 y ACO1-19. Aquellas muestras que no se lograron amplificar con el kit “Vivantis
DNA amplification product” se trabajaron con el kit “Phire Hot Start II”, el programa
consistid en: desnaturalizacién a 98°C por 5 minutos; 40 ciclos de: una desnaturalizacién de
98°C por 30 segundos, un alineamiento a 52°C por 30 segundos, extension de

oligonucleétidos a 72°C por 1 minuto; y una extension final a 72°C por 10 minutos.

Para comprobar que las amplificaciones hayan sido exitosas se realizé electroforesis de los
productos de PCR en geles de agarosa al 1% con buffer TBE 1X, el procedimiento fue hecho de la
misma manera que se realizaron los geles de calidad antes mencionados, la Unica diferencia fue
gue una celda fue cargada con el marcador molecular "100 pb Ladder marca AXYGEN" con el fin

de determinar el tamafio del fragmento de DNA.

Secuenciacion de DNA. Los productos de PCR fueron enviados a purificar y secuenciar, en

ambos sentidos (Forward y Reverse), en su gran mayoria a Macrogen Inc (Korea), y el resto en el

servicio de secuenciacién del Instituto de Biologia de la UNAM (México).
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Edicion de las secuencias

El ensamblaje de las secuencias, Forward y Reverse, se realizd en el programa Sequencher
v4.8 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA), donde fueron revisadas y editadas de tal
forma que no se presentaran ambigliedades, como codones de paro, y los sitios variables fueron
visualizados en el cromatograma para confirmar la correcta asignacion de las bases nucleotidicas.
Todos los fragmentos de DNA fueron recortados a la misma longitud. Las secuencias se alinearon
en el programa MAFFT v6.86 (Katoh y Toh, 2008), se guardaron las matrices en diferentes
formatos para su posterior uso en los diferentes analisis con ayuda de los programas ClustalX v2.1
(Thompson et al., 1994) y Mesquite v3.2 (Madison y Madison, 2017). Con el programa DnaSP v5
(Librado y Rozas, 2009) se realizaron los estimados de sitios conservados, sitios variables y sitios

informativos.

Analisis de variacion y estructura genética

Medidas de diversidad genética

Para analizar y describir a las poblaciones en funcion de su variacion genética se
emplearon diversos estimados a partir de secuencias de ND2. Se calcularon los indices de
diversidad haplotipica (h), indice que mide la probabilidad de que tomados dos haplotipos
aleatoriamente en una muestra éstos sean diferentes; diversidad nucleotidica (), una medida de
las diferencias de pares de bases de nucledtidos por sitio entre los haplotipos en una muestra
(Pérez-Eman et al., 2010); y el nimero de haplotipos (#hap) con el programa DnaSP v5 (Librado y
Rozas, 2009).

Estructura genética

Las poblaciones fueron definidas con referencia en la red de haplotipos (Fig. 6) y en las

reconstrucciones filogenéticas que se presentan mdas adelante (Figs. 9 y 10). Se definieron dos

29



grupos: "Grupo Oeste-IT" que son las poblaciones presentes al oeste del Istmo de Tehuantepecy

"Grupo Este-IT" que representa a las poblaciones distribuidas al este del Istmo de Tehuantepec.

Con el programa Arlequin v3.1 (Excoffier et al., 2005) se calcularon los valores de Fsr entre
y dentro de las poblaciones presentes a cada lado del Istmo de Tehuantepec. La significancia fue
determinada a través de 10000 permutaciones. Fst examina los niveles de divergencia genética
entre poblaciones tomando en cuenta las diferencias en las frecuencias haplotipicas y la
divergencia haplotipica, tiene un minimo tedrico de 0 (sin divergencia genética) y un maximo
tedrico de 1 (fijacion de alelos alternativos) (Hartl y Clark, 1997; Zink et al., 2006). El nivel de flujo
génico (Nm) entre Grupo Oeste-IT y Grupo Este-IT fue evaluado con el programa DnaSP v5
(Librado y Rozas, 2009), Nm hace referencia a la migracion, es decir, el nimero de individuos que

se mueven y reproducen en una poblacidn diferente a la de nacimiento (Morrone, 2013).

Con el objetivo de determinar el nivel de diferenciacién en las poblaciones y corroborar si
la distribucidn geografica tiene alguna influencia sobre el patrén de distribucién de la variacion
genética, se probd una hipétesis a priori (Grupo Oeste-IT y Grupo Este-IT) con un analisis de
varianza molecular (AMOVA, Excoffier et al., 1992). Este andlisis prueba la estructura genética
mediante analisis jerarquico de varianza, usa la frecuencia de los haplotipos y el nimero de
mutaciones entre ellos para probar la significancia de los componentes de la varianza dentro de
las poblaciones, entre poblaciones dentro de grupos y entre grupos (Excoffier et al. 2005; Klicka
et al., 2011). Se utilizaron las secuencias de ND2 y fue realizado por medio de programa Arlequin
v3.1 (Excoffier et al., 2005). Los valores de significancia para AMOVA tomaron en cuenta el
nimero de mutaciones entre haplotipos, y fueron llevados a cabo a través de 10000

permutaciones.

Con los datos del nimero de los haplotipos presentes, sus relaciones y sus frecuencias
obtenidos mediante el programa DnaSP v5 (Librado y Rozas, 2009), con el fin visualizar la
diversidad genética y determinar si haplotipos particulares muestran distribuciones geograficas
restringidas o asociaciones geograficas a lo largo del area de distribucidn de la especie se

construyeron las redes de haplotipos bajo el algoritmo Median Joining (MJ), el enfoque MJ sigue
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el criterio de maxima parsimonia (MP) que construye las conexiones entre los haplotipos con el
minimo numero de pasos mutacionales entre dos secuencias y estima de mejor manera las
relaciones evolutivas entre secuencias cuando las divergencias son recientes (Bandelt et al.,
1999). El analisis fue realizado para el gen ND2 y para el intrén ACO1-19 por medio del programa

computacional Network v5.0 (Bandelt et al., 1999)

Se realizé un andlisis en el programa Structure v2.3.4 (Pritchard et al., 2000) para inferir
estructuracién genética, estimar el numero de subpoblaciones genéticamente distintas y
comparar los resultados con los otros métodos que requieren de definir grupos a priori, ya que
este analisis no necesita grupos predefinidos. Structure es un programa de asignacién bayesiana
gue aplica un algoritmo para asignar los individuos al nimero de agrupamiento genético (K) mas
probable, a partir de sus genotipos, y simultdneamente, estima las frecuencias alélicas de los
individuos por medio de Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC), construidas con el método de
"Gibbs sampling" (Pritchard et al., 2000; Evanno et al., 2005; Garrido-Garduiio y Vazquez-
Dominguez, 2013). El andlisis fue elaborado implementando un modelo con admixia
correlacionando las frecuencias alélicas sin informacion sobre el origen de cada individuo. Se
exploraron los valores para K=1 a K=3, con 10 corridas independientes para cada K, el andlisis
consistié de un millén de réplicas de MCMC para calcular el mejor nimero de agrupaciones K.
Para determinar el nimero exacto de agrupaciones genéticas K se calculd el estadistico Delta K

de acuerdo a Evanno et al. (2005).

Reconstruccion filogenética

Para los andlisis filogenéticos se utilizaron dos enfoques: Maxima verosimilitud (MV) e
Inferencia Bayesiana (IB). Se crearon tres matrices, una para el gen mitocondrial (ND2: 870 pb),
unas para datos concatenados (ND2: 870 pb y ACO1-19: 732 pb) y otra para el intrén nuclear
(ACO1-19: 732 pb). Se incluyd el grupo interno, y el grupo externo para enraizar las filogenias
(Anexos 1y 2). La matriz de secuencias concatenadas se hizo por medio del programa Mesquite

v3.2 (Madison y Madison, 2017).
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De manera previa a la obtencién de las topologias filogenéticas se determinaron los
modelos evolutivos de sustitucidn nucleotidica que mejor se ajusta a cada gen bajo el criterio de
informacién de Akaike (AIC: Akaike, 1973), el gen ND2 fue particionado por codén y el gen ACO1-
19 fue analizado completo. Se determind cual es la mejor estrategia de particién para cada set de

datos mediante el programa PartitionFinder v1.1.1 (Lanfear et al., 2012).

Se construyeron los arboles de mdxima verosimilitud por medio del programa RAxML
v8.2.4 (Stamatakis, 2014), bajo el modelo GTR+GAMMA. La topologia con el gen ND2 se
particiond por posicion del coddn, para el arbol de secuencias concatenadas la particidn se asigné
de acuerdo a la determinada con PartitionFinder v1.1.1 (Lanfear et al., 2012) y ACO1-I9 se analizé

completo. El soporte de los nodos se determind con 10000 réplicas bootstrap no paramétrico.

En el programa MrBayes v3.2.3 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003), se infirieron las
relaciones filogenéticas, de acuerdo a los siguientes pardmetros: se emplearon cuatro cadenas,
tres calientes y una fria en el andlisis de Cadenas de Monte Carlo Markov Metropolis (MCMC),
durante 10 millones de generaciones, con un muestreo de los arboles cada 1000 generaciones. La
topologia para el gen ND2 se particiond por posicion del coddn, en la de datos concatenados se
empled la particion determinada por PartitionFinder v1.1.1 (Lanfear et al., 2012) con sus
respectivos parametros y ACO1-19 se analiz6 completo. Con el programa Tracer v1.6 (Drummond
y Rambaut, 2014) se evalud la convergencia de las cadenas, se verificé que los valores de ESS
(Effective Sample Size) fueran mayores a 200 y fue visualizado el burn-in. Se usd un burn-in
descartando el 25% de los arboles obtenidos. El arbol final fue visualizado en Fig Tree v1.2.3

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Tiempos de divergencia

Los tiempos de divergencia se determinaron utilizando el gen ND2, bajo un enfoque
bayesiano y asignando su respectivo modelo evolutivo, por medio del programa BEAST v1.8.2
(Drummond et al., 2012). Se empled un reloj relajado no correlacionado, es decir, no se asumié
divergencia constante en todas las ramas, sino que se le asigndé una funcién de probabilidad
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lognormal (Li y Drummond, 2012), y se usé un modelo de especiacién Yule. Se asignaron cuatro
puntos de calibracidon incluyendo la media y sus respectivos intervalos de confianza: 1)
divergencia entre el género Diglossa y el género hermano Catamenia, 2) Ultimo ancestro comudn
de Diglossa, 3) divergencia entre D. baritula, D. plumbea y D. sittoides y 4) divergencia entre D.
baritula y D. plumbea (Barker et al., 2015), bajo una distribucién normal. El analisis fue hecho
realizando dos corridas independientes de 30 millones de generaciones cada una, y un muestreo
cada 3000 generaciones. Con el programa Tracer v1.6 (Drummond y Rambaut, 2014) se evalué la
convergencia de los parametros estimados y se verificé que los valores de ESS fueran mayores a
200, y ademas fue visualizado el burn-in. Se elimind el 25% de los datos como burn-in por medio
de LogCombiner v1.8.2 (Drummond y Rambaut, 2012). Se usé TreeAnnotator v1.8.2 (Rambaut
and Drummond, 2012) para resumir la informacién obtenida de los arboles restantes bajo el
criterio de maxima credibilidad y para obtener la media de los tiempos de divergencia con
intervalos de densidad posterior superiores a 95%. El arbol final fue visualizado en Fig Tree v.1.2.3

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Analisis de historia demografica

Con el programa Arlequin v3.1 (Excoffier et al., 2005) se realizaron los estadisticos D de
Tajima (Tajima, 1989) y Fs de Fu (Fu, 1997) para detectar desviaciones de un tamafio poblacional
constante. Estas pruebas de neutralidad pueden ser utilizadas para comprobar si los patrones de
mutacion observados en el mtDNA son consistentes con un modelo de equilibrio neutral de
evolucién molecular (Ballard y Whitlock, 2004). La significancia se evallua por simulaciones
coalescentes bajo un modelo de sitios infinitos (Excoffier et al., 2005) y fue examinada a través de

20000 réplicas.
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lll. Resultados

Descripcion de las secuencias obtenidas

Del grupo interno se obtuvieron 51 secuencias del gen ND2 de una longitud de 870 pb
(pares de bases), y del intron ACO1-19 fueron obtenidas 38 secuencias de un tamafio de 732 pb.
Tal como se esperaba, principalmente debido a su naturaleza y origen, los fragmentos de mtDNA
y nDNA difirieron en el numero de sitios variables, nimero de sitios invariables y nimero de sitios
parsimoniosamente informativos. El gen ND2 fue el que presentd mayor cantidad de sitios
variables (52) e informativos (30), en contraste el fragmento ACO1-9 tan solo cuenta con 4 sitios
variables de los cuales 1 es informativo. Ademds, también hay diferencia en su respectivo modelo

de sustitucion (Tabla 5).

Tabla 5. Numero de bases amplificadas por gen, valores de sitios variables, sitios invariables,

sitios informativos, y el mejor modelo de sustitucién.

Gen Total (pb) Sitios Sitios Sitios Modelo evolutivo

variables invariables informativos

Gen completo: TRN + G

P1: GTR+1+G
870 52 816 30
ND2 P2: GTR+1+G
P3: GTR
ACO1-19 732 4 728 1 GTR+1+G

P1: posicion 1 del coddn, P2: posicidn 2 del coddn, P3: posicion 3 del codén.

Variacidn y estructura genética
Los valores de diversidad haplotipica, diversidad nucleotidica y nimero de haplotipos para

las poblaciones se muestran en la Tabla 6. Se presenta mayor diversidad haplotipica en el Grupo

Oeste-IT, con valor de 0.96443, respecto al Grupo Este-IT que tiene una diversidad haplotipica de
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0.71429, y la diversidad haplotipica total es de 0.90824. De igual forma, los valores de diversidad

nucleotidica y el nimero de haplotipos son mayores en el grupo Oeste-IT (Tabla 6).

Tabla 6. Estimados de diversidad haplotipica (h), diversidad nucleotidica () y numero de

haplotipos (#hap) obtenidos a partir del gen ND2.

n h n #hap
Grupo Oeste-IT 23 0.96443  0.00483 15
Grupo Este-IT 28 0.71429 0.00178 11
Total 51 0.90824 0.00949 26

Grupo Oeste-IT: poblacidn distribuida al oeste del Istmo de Tehuantepec, Grupo Este-IT: poblacién distribuida al este

del Istmo de Tehuantepec. n: nimero de individuos.

Los valores de Fst fueron altos: 0.79967 para el grupo interno en general, 0.79285 para el
grupo Oeste-IT y 0.79936 para el grupo Este-IT, sugiriendo que las poblaciones se diferencian de
manera significativa (P <0.0001). El valor de Nm fue de 0.12, lo cual revela bajo flujo génico entre

las poblaciones presentes a cada lado del Istmo de Tehuantepec (Tabla 7).

Tabla 7. Valores de indice de fijacidén Fst y flujo génico (Nm) para las poblaciones de D. baritula, a

partir del gen ND2.

Fst Valor de P Nm
Grupo Oeste-IT 0.79285 <0.0001
Grupo Este-IT 0.79936 <0.0001
Total 0.79967 <0.0001 0.12

Los resultados de AMOVA de los conjuntos de haplotipos con el gen ND2 (Tabla 8)

confirman alto grado de estructura poblacional con la mayor parte de la variacién genética de la
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especie explicada por diferencias entre Grupo Oeste-IT y Grupo Este-IT (79.97%). La variacion

dentro de estos dos grupos fue relativamente pequefia (20.03%).

Tabla 8. Analisis de varianza molecular (AMOVA) de D. baritula, a partir del gen ND2.

gl s. m. Componentes de % de variacion  Valor de P
Varianza
Entre poblaciones 1 139.095 5.45355 79.97 <0.0001
Dentro de poblaciones 49 66.944 1.36621 20.03 <0.0001
Total 50 206.039 6.81976

g.l.: grados de libertad, s.m.: suma de cuadrados.

La red de haplotipos construida para el gen ND2 indica una considerable estructura
genética, asi como estructuracion geografica. Se obtuvieron un total de 26 haplotipos y valor de
diversidad haplotipica (h) de 0.90824 dentro de los 51 individuos de D. baritula analizados (Fig. 6).
En general, se recuperan dos principales haplogrupos que se corresponden con la distribucién
geografica como se menciona a continuacién: hay 15 haplotipos que agrupan a los individuos de
la subespecie D. b baritula que habitan al oeste del Istmo de Tehuantepec (Grupo Oeste-IT), se
presenta una separacién de 8 mutaciones respecto a los 11 haplotipos de las subespecies D. b.
montana y D. b. parva que se distribuyen al este del Istmo de Tehuantepec (Grupo Este-IT) (Fig.
7). Cada uno de los dos grupos de haplotipos presenta el distintivo patrén en forma de estrella
con varios haplotipos Unicos alrededor, en el caso del Grupo Este este patrén es mas evidente. Se
identifican haplotipos que sdlo se encuentran presentes en el Grupo Oeste-IT y otros sélo dentro
del Grupo Este-IT, por lo que ambos haplogrupos no comparten haplotipos. Por otro lado, la red
de haplotipos obtenida para ACO1-19 no refleja estructura filogeografica y se muestra un unico
haplogrupo en forma de estrella donde hay un haplotipo de alta frecuencia que se encuentra

rodeado por haplotipos Unicos (Anexo 4).
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Figura 6. Red de Haplotipos a partir del gen mitocondrial ND2. En anaranjado se representan los haplotipos de D. b.
baritula, en azul los haplotipos de D. b. montana y en amarillo D. b. parva. En niumero se indica los pasos
mutacionales entre D. b. baritula y D. b. montana/D. b. parva. El tamafio de los circulos es proporcional al nimero de

individuos dentro de cada haplotipo. Dentro de los haplogrupos se indica cada paso mutacional con una linea.
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Figura 7. Distribucion geografica de los haplotipos de ND2. En anaranjado el haplogrupo perteneciente al Grupo

Oeste-IT, en azul/amarillo el haplogrupo del Grupo Este-IT.

El analisis de asignacion bayesiana en Structure para K=3 corroboré subestructura
poblacional, evidenciando la existencia de dos principales grupos genéticos (proporcién de las
barras en color rojo y verde) y un tercer grupo genético hipotético (proporcidn de las barras en
color azul). Se agrupan los individuos distribuidos al oeste del Istmo de Tehuantepec (Grupo
Oeste-IT), y, por otro lado, se agrupan los individuos habitantes al este del Istmo de Tehuantepec
(Grupo Este-IT) (Fig. 8). Sin embargo, el andlisis para K=2 evidencia de manera mas clara una
division en dos principales grupos genéticos (Anexo 5). Los resultados obtenidos de Structure son
consistentes con la informacidén obtenida a partir de los andlisis de la red de haplotipos y las

reconstrucciones filogenéticas.
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Figura 8. Estructura genética determinada por un analisis de asignaciéon bayesiana para el gen ND2, obtenido
mediante Structure (Pritchard et al, 2000) mostrando los clusters recuperados para K=3. Cada color representa un
agrupamiento genético diferente: el verde es el cluster que integra al Grupo Oeste-IT, el rojo representa al cluster
perteneciente al Grupo Este-IT y el azul representa un tercer cluster hipotético. Cada columna representa a un solo
individuo y la probabilidad de pertenecer a un determinado cluster genético se indica por el porcentaje de cada uno

de los colores.

Arboles filogenéticos

Los arboles filogenéticos reconstruidos a partir de secuencias de ND2 (Fig. 9) y de datos
concatenados (Fig. 10) bajo los criterios de Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana
convergen en la misma topologia general con diferencias menores en las ramas terminales. El
complejo D. baritula es un grupo monofilético, que estd compuesto de dos clados principales,
patrén consistente con los analisis de la red de haplotipos y Structure. Sin embargo, el nodo que
da origen a estos dos clados tiene un soporte con niveles relativamente bajos de réplicas
bootstrap y probabilidad posterior (PP) (ND2: bootstrap = 66 y PP = 0.72, datos concatenados:
bootstrap = 71 y PP = 0.76). En la topologia se observa una segregacion de los dos clados por
parte del Istmo de Tehuantepec: por un lado, uno de los clados incluye a los individuos de las
poblaciones de D. b. baritula habitantes al oeste de esta barrera (Grupo Oeste-IT); mientras que
el otro clado estd integrado por los individuos de las poblaciones pertenecientes a las subespecies

D. b. montana y D. b. parva que son residentes al este del Istmo de Tehuantepec (Grupo Este-IT).
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A pesar del valor relativamente bajo del nodo que da origen a los dos clados principales,
cada uno de estos clados generalmente tienen un soporte alto. En el caso del arbol con el gen
ND2: Grupo Oeste-IT tiene un bootstrap de 71 y una PP de 0.97, y Grupo Este-IT tiene un
bootstrap de 87 y una PP de 1; y en la reconstruccién con datos concatenados: Grupo Oeste-IT un

bootstrap de 78 y una PP de 0.99, y Grupo Este-IT un bootstrap de 90 y una PP de 0.99.

En contraste, las reconstrucciones filogenéticas obtenidas para ACO1-19 muestran un
patréon de ramificacion inestable con clados no resueltos, se aprecia una politomia y todos los
integrantes de D. baritula junto con la especie hermana mds cercana, D. plumbea, forman un

grupo monofilético (Anexo 6).

Figura 9. Reconstruccion filogenética obtenida mediante Inferencia Bayesiana y Maxima Verosimilitud para el gen

mitocondrial ND2. En nimero los valores de soporte, bootstrap se indica a la izquierda de la diagonal y probabilidad
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posterior se indica a la derecha de la diagonal. En anaranjado son los individuos de D. b. baritula, en azul son los

individuos de D. b. montana y en amarillo es el individuo de D. b. parva.

Figura 10. Reconstruccion filogenética obtenida mediante Inferencia Bayesiana y Maxima Verosimilitud para genes
concatenados. En numero los valores de soporte, bootstrap se indica a la izquierda de la diagonal y probabilidad
posterior se indica a la derecha de la diagonal. En anaranjado son los individuos de D. b. baritula, en azul son los

individuos de D. b. montana y en amarillo es el individuo de D. b. parva.

Tiempos de divergencia

La estimacién de tiempos de divergencia muestra que la separacion entre D. baritula y su
especie hermana, D. plumbea, ocurrié hace aproximadamente 0.832 Ma (95% HDP= 0.581 -
0.886). Se evidencia la presencia de dos grupos principales (Grupo Oeste-IT y Grupo Este-IT)
dentro de D. baritula, cuya divergencia ocurrié aproximadamente hace 0.785 Ma (95% HDP=
0.530 - 0.849) durante el Pleistoceno (Fig. 11). La topologia resultante del programa BEAST es
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similar a las reconstrucciones filogenéticas obtenidas a partir de Inferencia Bayesiana y Maxima
Verosimilitud con el gen ND2. Se muestra el arbol que contiene al grupo interno, y las dos
especies hermanas mas cercanas, D. plumbea y D. sittoides (Fig. 11), el arbol que incluye todas las

especies utilizadas en este andlisis se muestra en el Anexo 7.

Figura 11. Tiempos de divergencia estimados en BEAST (Drummond et al., 2012) para los grupos que conforman a D.

baritula.
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Analisis de historia demografica

Los estadisticos D y Fs difieren significativamente de cero (Tabla 9), estos valores
negativos y significativos podrian indicar una reciente expansién poblacional en los dos grupos

filogeograficamente estructurados.

Tabla 9. Pruebas de neutralidad, D de Tajima y Fs de Fu, a partir de ND2.

D Valor P Fs Valor P
Grupo Oeste-IT -1.69468 0.0256 -6.35989 0.004
Grupo Este-IT -2.24242 0.0023 -6.02651 0.0003

IV. Discusion

Los distintos analisis a partir de datos mitocondriales y datos concatenados convergen en
un resultado general: Las poblaciones de Diglossa baritula son un clado monofilético integrado
por dos grupos evolutivamente independientes (Grupo Oeste-IT y Grupo Este-IT) con altos niveles
de variacion y estructura genética que tienen una correspondencia geografica. El patrén de
variacién genética esta acorde con la distribucién geografica discontinua, actuando el Istmo de
Tehuantepec como la principal barrera geografica que interviene en la segregacidon de las
poblaciones pertenecientes a cada extremo de la barrera. A pesar de que D. baritula es una
especie de reciente divergencia (Mauck y Burns, 2009; Barker et al., 2015; Fig. 11), el gran aporte
de variacién y estructura genética por parte del gen ND2 y el reducido flujo genético indican que

los dos grupos que integran a la especie se encuentran aislados genéticamente.

El ND2 es un marcador mitocondrial que se ha utilizado exitosamente en varios estudios
filogeograficos (p. e. Dacosta y Klicka, 2008; Bonaccorso, 2009; Mila et al., 2009; Burns et al.,
43



2014; Burns et al., 2016) y tiene la tasa de evolucion mas alta respecto a los otros genes
mitocondriales (Pacheco et al. 2011), hecho que hace a este gen ideal para estudios de diversidad
genética en especies recientemente divergentes, tal como lo es D. baritula (Mauck y Burns, 2009;
Barker et al., 2015). También se utilizé el intrén nuclear ACO1-19, para contrastar o corroborar lo
encontrado con el gen mitocondrial y ademas se ha establecido que es un gen nuclear de gran
utilidad en estudios filogenéticos debido a que al ser un marcador ligado al cromosoma Z tiene un
tamafio poblacional efectivo teéricamente mds bajo respecto a marcadores autosémicos y por
tanto puede ser sensible a subestructura poblacional (p. e. Barker et al., 2008; Barker et al., 2013;
Burns et al., 2014; Barker et al., 2015), estudios previos ya habian utilizado este gen (p. e. Burns
et al., 2014) y se muestra que éste da informacién util en los andlisis filogenéticos. Para D.
baritula, el gen ACO1-19 solo presentd 4 sitios variables, y un sitio informativo, esto tal vez se
debe a que al ser un fragmento de nDNA tiene un tiempo de coalescencia mas largo y una tasa de
mutacion mas lenta (Newton, 2003; Zink y Barrowclough, 2008; Nabholz et al., 2009). Debido al
bajo aporte de variacion genética por parte de ACO1-I9 principalmente se discute los resultados

obtenidos con ND2 y datos concatenados.

Relaciones filogenéticas

Tanto la inferencia bayesiana (IB) como el analisis de maxima verosimilitud (ML), basados
en mtDNA y secuencias concatenadas, recuperan la misma topologia general, indicando que el
complejo D. baritula es un grupo monofilético conformado por dos clados que representan al
Grupo Oeste-IT y al Grupo Este-IT. Los valores de soporte del nodo que origina a estos dos clados
pueden ser justificados debido al hecho de que D. baritula es una especie de reciente divergencia
(Mauck y Burns, 2009; Barker et al., 2015; Fig. 11) y debido al poco intercambio genético entre las
poblaciones del Grupo Oeste-IT y las poblaciones del Grupo Este-IT (Nm = 0.12). Sin embargo, se
ha manifestado que en el caso de soporte a través de réplicas bootstrap, un clado puede ser
considerado con alto soporte si cuenta con un bootstrap mayor a 70 (Hillis y Bull, 1993; Mauck y
Burns, 2009; Barrera-Guzman et al., 2012). El hecho de que D. baritula sea un grupo monofilético
refleja que todos los alelos de las poblaciones de D. baritula tienen un ancestro comidn mas

cercano entre si respecto a los alelos de su especie hermana D. plumbea.
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La monofilia reciproca del mtDNA es una etapa en el continuo de la divergencia genética
gue dos poblaciones sufren después del aislamiento (Arbeldez-Cortés et al., 2010). De acuerdo a
los resultados, es evidente que dentro de D. baritula existen dos grupos reciprocamente
monofiléticos, un clado representa a la subespecie D. b. baritula (Grupo Oeste-IT), y el otro

integra a las subespecies D. b. montana y D. b. parva (Grupo Este-IT).

Uno de los aspectos importantes de mencionar es que sélo se utilizé una muestra de la
subespecie D. b. parva, por lo que la deficiente representacion, explicaria la inclusién de esta
subespecie dentro de D. b. montana. De manera que este trabajo refleja la importancia de un
buen muestreo a nivel intraespecifico en estudios filogenéticos, es crucial que exista una
adecuada representacion de individuos en toda el drea de distribucién geografica, y que, ademas

estén bien representadas todas las subespecies y poblaciones alopatricas existentes.

A diferencia de las topologias filogenéticas a partir de ND2 y secuencias concatenadas, los
arboles obtenidos a partir de Unicamente ACO1-19 no muestran definicién filogenética, por lo que
este gen por si solo no es capaz de resolver las relaciones intraespecificas de D. baritula, incluso la
especie hermana D. plumbea se integra al grupo interno (Anexo 6). Este resultado puede ser
debido a la reciente divergencia entre D. plumbea y D. baritula (Barker et al., 2015; Fig. 11), y a
una lenta tasa de evolucién de ACO1-I19 la cual se ve reflejada en el bajo niumero de sitios

variables y sitios informativos (Tabla 5).

Los genes mitocondriales pueden revelar la estructura y la variacion de manera mas
detallada, y una mejor definicion filogenética (Garcia-Moreno et al., 2004; Cortés-Rodriguez et
al., 2008; Zink y Barrowclough, 2008; Arbeldez-Cortés et al., 2010; Pacheco et al., 2011). Algunos
estudios (Ej. Arbeldez-Cortés et al., 2010) hacen referencia a que, en estudios filogeograficos de
especies recientemente divergentes, es justificable el uso exclusivo de fragmentos de mtDNA, por
ser indicadores mas sensibles a diferencia de los genes nucleares que no son capaces de
recuperar las recientes divisiones filogeograficas. La inclusion de mas genes de mtDNA podria

aclarar las relaciones dentro las poblaciones a cada lado del Istmo de Tehuantepec.
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Variacion y estructura genética, e historia evolutiva

El gen ND2 proporciond evidencia de significantes niveles de diferenciacion genética
dentro del complejo D. baritula, a tal grado que se aprecia un patrén dicotémico en los distintos

analisis.

A pesar de que los valores de 1t fueron bajos, los de h fueron altos (Tabla 5), este patrén
podria estar asociado con una reciente diversificacién (Li y Sadler, 1991; Arbeldez et al.,2010) de

la especie D. baritula (Mauck y Burns, 2009; Barker et al., 2015) y de sus poblaciones.

Los valores de Fst y los porcentajes de variacion (AMOVA) indican una considerable
estructura genética. Es probable que la fragmentacién alopdtrica haya afectado la estructura
filogeografica de D. baritula. Las poblaciones del este del Istmo de Tehuantepec estan
diferenciadas genéticamente de las poblaciones del oeste de la berrera. Hay mads variacién
genética entre las poblaciones a cada lado de la barrera, es decir, entre Grupo Oeste-IT y Grupo
Este-IT, que en las poblaciones del mismo lado de la barrera. Se presenta un reducido
intercambio genético que propicia la diferenciacidén de las poblaciones, tal diferenciaciéon podria

representar las primeras etapas de proceso de especiacion (Gonzalez et al., 2011).

La red de haplotipos para ND2 muestra fuerte estructura filogeografica, presentandose
dos principales haplogrupos, uno correspondiente al Grupo Oeste-IT y otro al Grupo Este-IT, y no
hay haplotipos que son compartidos entre ambos lados del Istmo de Tehuantepec. Ambos
haplogrupos tienen un patréon en forma de estrella, esto es mas notable en el haplogrupo
correspondiente al Grupo Este-IT, donde hay un haplotipo de alta frecuencia que comparten la
gran mayoria de los individuos y de este haplotipo se derivan muchos haplotipos de baja
frecuencia. El patrén de estrella puede estar asociado a una reciente expansion demografica
(Cortés-Rodriguez et al., 2013), lo cual se demuestra con los valores negativos y significativos
obtenidos en las pruebas de neutralidad (Tabla 9). Por otro lado, la red de haplotipos para ACO1-
19 no refleja estructura filogeografica. El analisis Structure asigné a todos los individuos dentro de

su respectivo agrupamiento genético, de manera que también se revela un distintivo patrén
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dicotdmico, este resultado puede ser debido a la alta diferenciacién genética entre el Grupo

Oeste-IT y el Grupo Este-IT.

El escenario general de historia demografica muestra que los Grupos Oeste-IT y Este-IT no
han sido estables a través del tiempo y se presenta una evidencia de expansion demografica para
ambos grupos (Tabla 9). El rechazo a la hipdtesis de neutralidad probablemente signifique que la
seleccidn natural estd operando sobre el gen ND2 y/o el tamaio poblacional no ha sido constante
a través del tiempo. Sin embargo, los valores negativos de D y Fs deben ser interpretados con
precaucién debido a que es dificil distinguir entre la contribucién que aporta la historia
demografica y la de la seleccion natural, por ejemplo, los patrones de variacién genética de una
region de DNA neutral que estd ligada a un sitio que ha sufrido una reciente sustitucion
adaptativa o un barrido selectivo son similares a los de una poblaciéon en expansion (Ballard y
Whitlock, 2004). El desarrollo de otras pruebas, tales como skyline plots, puede aportar mayor

evidencia de la historia demografica.

Los presentes resultados sustentan, una vez mas, la idea de que los sistemas montanos
neotropicales son un laboratorio natural de divergencia poblacional (Weir, 2009), y el
planteamiento de que hay mayor estructura genética en poblaciones mesoamericanas, en
comparacion con las presentes en otras areas geograficas (p. e. El Neartico) (Hackett, 1995;
Garcia-Moreno et al., 2006; Navarro-Siglienza et al., 2008; Kerr et al., 2009; Weir, 2009; Arbeladez-
Cortéset al., 2014).

Al haber un limitado niumero de fosiles de aves (Nahum, et al., 2003; Garcia-Moreno,
2004; Near y Sanderson, 2004; Clarke et al., 2005; Ericson et al., 2006; Pereira y Baker, 2006;
Cracraft y Barker, 2009; Morlonet al., 2011), generalmente se recurre a utilizar secuencias de
DNA para estimar tiempos de divergencia, y se emplea la generalizada tasa de divergencia de
secuencias de 2% por millén de aifos para genes mitocondriales (Johns y Avise, 1998; Nahum et
al., 2003; Garcia-Moreno, 2004; Lovette, 2004; Pereira y Baker, 2006; Weir y Schluter, 2008;
Weir, 2009). Sin embargo, en el presente estudio se determind no optar por esta opcién debido a

gue ya se ha establecido que existe una gran variacion en las tasas de mutacién entre los genes
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mitocondriales, y dentro de los diferentes grupos de aves (Sanderson, 2003; Garcia-Moreno,
2004; Pereira y Baker, 2006; Baker, 2008; Weir y Schluter, 2008; Lanfear et al., 2010; Nam et al.,
2010; Pacheco et al., 2011), por ejemplo, dentro del genoma mitocondrial de aves, el gen ND2 es
el que tiene la tasa de evolucidon mas rapida, mientras el gen COI (citocromo c oxidasa subunidad

1) es el que evoluciona a una tasa mas lenta (Pacheco et al., 2011).

La divergencia de las secuencias mide los tiempos de coalescencia, el punto en el que los
haplotipos comienzan a divergir (Weir, 2009). Se usé la divergencia de las secuencias de ND2 para
estimar los tiempos de divergencia de los dos clados presentes al interior de D. baritula, es decir,
la divergencia entre Grupo Oeste-IT y Grupo Este-IT (hace 0.785 Ma, 95% HDP = 0.530 - 0.849),
asi como la divergencia de entre D. baritula y D. plumbea (hace 0.832 Ma, 95% HDP = 0.5811 -
0.8866), ambos eventos llevados a cabo durante el Pleistoceno. Debido a que se calculd el reloj
molecular Unicamente con los datos de secuencias de un gen mitocondrial (Fig. 11), las
estimaciones de tiempo deben ser interpretadas con precauciéon. Sin embargo, estas
estimaciones de tiempo son consistentes con los recientes tiempos de divergencia de poblaciones
de especies con similar distribucidén que D. baritula y/o que el Istmo de Tehuantepec actia como
barrera geografica, por ejemplo, Chlorospingus ophthalmicus (Garcia-Moreno et al., 2004),

Basileuterus belli, Atlapetes albinucha, Picoides villosus (Barber y Klicka, 2010).

El género Diglossa es reconocido como un grupo de aves que representa a una de las
radiaciones que han acumulado especies durante los ultimos millones de afos, algunos ejemplos
de especies que han divergido hace menos de un millén de afios son: D. humeralis, D. gloriosa, D.
brunneiventris, D. carbonaria, D. plumbea y D. baritula (Mauck y Burns, 2009; Campagna et al.,
2012; Barker et al., 2015, Fig 1). El género tiene una distribucion neotropical, el mayor nimero de
especies habita en Sudamérica, los nodos basales y la mayoria de los nodos incluyen el norte de
los Andes como parte de su distribucion, de tal manera que se ha identificado un origen
biogeografico andino para el linaje Diglossa. Se han planteado dos grandes eventos de dispersién:
uno desde el norte de los Andes a los tepuyes de Venezuela; y otro desde el norte de los Andes

hacia Centroamérica (Hackett, 1995; Mauck y Burns, 2009). Este segundo evento de dispersion
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mencionado puede explicar la presencia de las uUnicas dos especies con distribucion

mesoamericana, D. baritula, y su especie hermana, D. plumbea.

La actual distribucion en forma de parches discontinuos de las poblaciones de D. baritula,
puede deberse en gran parte a las oscilaciones climaticas durante el Pleistoceno (Hackett,
1995;Garcia-Moreno et al., 2004b; Mauck y Burns, 2009; Cortés-Rodriguez et al., 2013). Dichas
fluctuaciones entre ciclos glaciares e interglaciares han generado periodos alternos de
aislamiento y continuidad de las tierras altas debido a sus repetidas series de desplazamientos
verticales y horizontales, las especies residentes de tierras altas al responder a los cambios
ecoclimaticos han tenido un gran impacto, ya que las poblaciones han presentado sucesivas
oportunidades tanto de divergir en aislamiento como de llevar a cabo flujo genético cuando son
reconectadas (Hackett, 1995; Klicka y Zink, 1997; Drovetski, 2003; Garcia-Moreno et al., 2004b;
Garcia-Moreno et al., 2006; Zink y Klicka, 2006; Cortés-Rodriguez et al., 2008; Puebla-Olivares et
al., 2008; Barber y Klicka, 2010; Patel et al., 2011; Barrera-Guzman et al., 2012; Cortés-Rodriguez
et al., 2013). Al tomar en cuenta que D. baritula es una especie residente restringida a tierras
altas, resulta evidente que estas fluctuaciones climaticas han sido un factor relevante sobre la

historia evolutiva de la especie.

Por un lado, durante los periodos glaciares, los bosques montanos de Sudamérica y
Centroamérica disminuyeron en elevacién (1000 metros o mads) y por tanto han presentado una
distribucién mas continua, respecto a la actualidad, lo cual se traduce a la presencia de una ruta
de dispersion para las especies montanas (Hackett, 1995; Garcia-Moreno et al., 2004b; Weir,
2009; Barber y Klicka, 2010). El ancestro de D. baritula extendid su distribucidon hacia el norte,
desde Sudamérica hacia Centroamérica, y D. baritula ha alcanzado una distribucién
mesoamericana. Ahora bien, en el transcurso de los periodos interglaciares, los bosques
montanos retornan a altitudes elevadas y su conexidn se reduce o se pierde causando eventos
vicariantes, donde los taxones y poblaciones que se encontraban en contacto durante el periodo
glacial, durante el interglacial tienden a separarse, y en consecuencia a diferenciarse (Hackett,

1995; Weir, 2009; Barber y Klicka, 2010).
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Diversos estudios han corroborado la importancia de grandes eventos vicariantes (por
ejemplo, el levantamiento andino) en la diversificacion neotropical. Sin embargo, cada vez se
presenta mayor reconocimiento que la dispersion a través de barreras preexistentes también ha
jugado un papel crucial, (Garcia-Moreno et al., 2006; Bates et al., 2008). El Istmo de Tehuantepec
es una actual barrera geografica para la poblaciones de D. baritula, los dos grupos que conforman
a D. baritula son producto de uno o incluso varios eventos de dispersiéon a través del valle,
seguido de una separacion geografica, por la influencia de las cambiantes condiciones climaticas
durante el Pleistoceno. La existencia de mds un linaje evolutivamente independiente dentro de
una especie con distribucion a ambos lados del Istmo de Tehuantepec es patrén que se ha
encontrado en diversos grupos de animales de Mesoamérica, tanto aves (Garcia-Moreno et al.,
2004a; Garcia-Moreno et al., 2004b; Sanchez-Gonzalez et al., 2007; Bonaccorso et al., 2008;
Puebla-Olivares et al., 2008; Bonaccorso, 2009; Cortés-Rodriguez et al., 2013; Arbeldez-Cortés et
al., 2014), reptiles (Bryson et al., 2011) y mamiferos (Sullivan et al., 2000; Arellano et al., 2005;
Ledn-Paniagua et al., 2007), afectando asi, a los eventos de dispersién y colonizacién (Cortés-

Rodriguez et al., 2008; Barber y Klicka, 2010).

La identificacién de barreras potenciales al flujo genético tiene implicaciones importantes
para investigaciones ecoldgicas, de conservacién y evolutivas (Arbeldez et al., 2010). El Istmo de
Tehuantepec es una barrera que actualmente lleva a cabo una segregacion filogeografica del
complejo D. baritula, lo cual estd promoviendo una marcada estructura y divergencia poblacional,
a diferencia de otras regiones de baja altitud que no intervienen en la diferenciacién poblacional,
incluyendo la Depresién del Balsas, el Valle de Tehuacan-Cuicatldn, y la de Falla de Motagua (Fig.

2).

En ocasiones no hay una relacién de correspondencia entre divergencia genética vy
fenotipica (Omland et al., 2000; Cortés-Rodriguez et al., 2008; Arbeldez-Cortés et al., 2010;
Barber y Klicka, 2010; Barrera-Guzmadn et al., 2012), sin embargo, en el caso de D. baritula se
cumple un discreto patréon de coloracion que estd en congruencia con los dos grupos: la
subespecie correspondiente al Grupo Oeste-IT presenta un patrén de coloracién que difiere al

encontrado en las subespecies del Grupo Este-IT, se presentan tenues diferencias en la coloracién
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de la garganta y las plumas cobertoras de la cola (Fig. 4). En poblaciones alopatricas que estdn
diferenciadas genéticamente, la deriva, la seleccidon ecoldgica o ambas, pueden inducir cambios
en las caracteristicas implicadas en la eleccidon de pareja, por ejemplo, la coloracion del plumaje,
promoviendo el aislamiento reproductivo (Gonzalez et al., 2011). La diferenciacién en coloracién
junto con la diferenciacion genética en D. baritula, es posible que indique que los dos grupos
estdn pasando por un proceso de divergencia. Sin embargo, no se puede descartar que las
diferencias en coloracion del plumaje pueden reflejar la plasticidad fenotipica en lugar de la
variacion genética subyacente. Evidentemente hace falta el complemento de distintos tipos de

estudios para definir si estos dos grupos son dos especies cripticas.

Se reconocen las limitaciones de usar pocos loci y un bajo nimero de muestras para inferir
procesos y eventos poblacionales y fechar dichos eventos. Sin embargo, este enfoque fue
exploratorio y es el primer estudio genético que se hace para las poblaciones de D. baritula, y los
resultados obtenidos son una hipdtesis basal que guiard la implementacion de diferentes
métodos en futuros estudios sobre la especie. Se requieren datos complementarios que
confirmen los presentes resultados, incluyendo el estudio de caracteres clave para el
reconocimiento de pareja en aves como cuantificacién de coloracion de plumaje y de
vocalizaciones; asi como datos de morfometria, modelado de nicho ecoldgico, la adicion de

fragmentos de mtDNA y estudios de secuenciacion de nueva generacion.

V. Conclusiones

1) La considerable variacion genética evidencia una clara division en dos grupos genéticos,

Grupo Oeste-IT y Grupo Este-IT, la cual tiene una correspondencia geografica.

2) El patrén filogeogréfico indicd que el Istmo de Tehuantepec es la barrera geogréfica que
ha reducido el intercambio genético entre las poblaciones presentes a cada lado de esta

barrera.
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3) La segregaciéon de los dos grupos genéticos, ocurrié hace 0.785 Ma, por lo tanto, hubo

una influencia por parte de los cambios climaticos del Pleistoceno.

4) Este es el primer estudio genético que se hace para D. baritula, y los resultados obtenidos
son una hipotesis base para formular preguntas evolutivas y ecoldgicas, y de esta forma
realizar estudios complementarios (p. e. coloracion de plumaje, morfometria,

vocalizacidn, y secuenciacion de nueva generacion).

VI. Perspectivas

Los resultados de los diferentes analisis abren la posibilidad de un esfuerzo futuro que
podria enfocarse en diferencias fenotipicas y su posible papel como mecanismo de aislamiento
reproductivo, tales como coloracion del plumaje y vocalizaciéon. Sélo mediante el desarrollo de
una base amplia y comparativa de estudios se podran aclarar si los dos grupos genéticos

encontrados estan evolucionando separadamente.

Es indispensable contar con muestreo mas amplio de D. b. parva, con el fin de aclarar su

posible incorporacion con las poblaciones de D. b. montana.

Complementar los datos genéticos con un mayor numero de genes, principalmente de

origen mitocondrial, o en el mejor de los casos con secuenciacidon de nueva de generacién.
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Apéndice

Anexo 1. Informacion de los ejemplares utilizados en este estudio.

Estado/ Municipio/
Especie No. de Catalogo Institucion Clave asignada Pais Ecorregion
Dto. Localidad
D. b. baritula* FMNH 393877 FMNH SMan JAL1 MX JAL Las Joyas SMan
D. b. baritula* LSUMZ 21952 LsumMmz SMan JAL2 MX JAL Las Joyas SMan
Nuevo
D. b. baritula* MM 422 CNA/IB ENT MICH1 MX MICH ENT
Parangaricutiro
Nuevo
D. b. baritula* MM 458 CNA/IB ENT MICH2 MX MICH ENT
Parangaricutiro
D. b. baritula* AHC 099 MZFC ENT PUE1 MX PUE Chopilco Alto ENT
D. b. baritula* ATP2002 18 MZFC ENT DF1 MX DF Ajusco ENT
D. b. baritula* PEP 2407 CNA/IB ENT DF2 MX DF Dinamos ENT
D. b. baritula* PEP 2408 CNA/IB ENT DF3 MX DF Dinamos ENT
D. b. baritula* GMS 1238 MZFC SMS GRO1 MX GRO Carrizal de Bravo  SMS
D. b. baritula* JKO4 386 MZFC SMS GRO2 MX GRO Carrizal de Bravo  SMS
D. b. baritula* JKO4 176 MZFC SMS GRO3 MX GRO Carrizal de Bravo  SMS
D. b. baritula* MOLGRO 105 MZFC SMS GRO4 MX GRO Omiltemi SMS
D. b. baritula* MOLGRO 143 MZFC SMS GRO5 MX GRO Omiltemi SMS
D. b. baritula* MOLGRO 193 MZFC SMS GRO6 MX GRO Carrizal de Bravo  SMS
D. b. baritula* MOLGRO 243 MZFC SMS GRO7 MX GRO Carrizal de Bravo  SMS
D. b. baritula* MOLGRO 244 MZFC SMS GRO8 MX GRO Carrizal de Bravo  SMS
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D. b.

. baritula*

. baritula*

. baritula*

. baritula*

. baritula*

. baritula*

. baritula*

. montana*

. montana*

. montana*

. montana*

. montana*

. montana*

. montana*

. montana*

. montana*

. montana*

. montana*

montana*

MOLGRO 245

INECOL 073

INECOL 074

MOL13 213

MOL15 131

MOL15 134

TONA10 4

MOL13 014

MOL13 038

MOL13 080

MOL13 081

MOL13 093

MOL13 131

BEHBOS 14

BEHBOS 46

MOL13 008

ZRH 031

MFOR 737

MFOR 744

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

CNA/IB

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

SMS GRO9

SMS OAX1

SMS OAX2

SMS OAX3

SMS OAX4

SMS OAX5

SMS OAX6

TAC CHI1

TAC CHI2

TAC CHI3

TAC CHI4

TAC CHIS

TAC CHI6

TAC CHI7

TAC CHI8

TAC CHI9

TAC CHI10

TAC CHI11

TAC CHI12
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MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX

GRO

OAX

OAX

OAX

OAX

OAX

OAX

CHI

CHI

CHI

CHI

CHI

CHI

CHI

CHI

CHI

CHI

CHI

CHI

Carrizal de Bravo

Chicahuaxtla

Chicahuaxtla

San Miguel

Suchixtepec

San Miguel

Suchixtepec

San Miguel

Suchixtepec

San Juan Lachao

San Nicolas
Buenavista
San Nicolas

Buenavista

San Nicolas

Buenavista

San Nicolas

Buenavista

San Nicolas

Buenavista
San Nicol3s
Buenavista
San Nicol3s

Buenavista

San Nicolas

Buenavista

San Nicolas

Buenavista

Tapalapa

Tapalapa

Tapalapa

SMS

SMS

SMS

SMS

SMS

SMS

SMS

TAC

TAC

TAC

TAC

TAC

TAC

TAC

TAC

TAC

TAC

TAC

TAC



. b. montana*

. b. montana*

. b. montana*

. b. montana*

. b. montana*

. b. montana*

. b. montana*

. b. montana*

. b. montana*

. b. montana*

. b. montana*

. b. montana*

. b. montana*

. b. montana*

. b. montana*

. b. parva*

. plumbea*

. sittoides™*

. indigotica

. mystacalis

ZRH 698

ZRH 954

BRB 782

CRGA 24

CRGA 45

BONA 50

BONA 70

BONA 86

EAGT 830

EAGT 841

BMM 866

UWBM 105929

UWBM 110015

KU 7680

KU 4921

LSUMZ 60978

AMNH DOT3653

LSUMZ B22814

IAVH BT7532

FMNH 433931

MZFC

MZFC

CNA/IB

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

UWBM

UWBM

KU

KU

Lsumz

AMNH

Lsumz

IAVH

FMNH

TAC CHI13

TAC CHI14

DCC CHI1

SMC CHI1

SMC CHI2

SMC CHI3

SMC CHI4

SMC CHI5

SMC CHI6

SMC CHI7

SMC GTM1

TACG GTM1

TACG GTM2

TAES ES1

TAES ES2

TASH HND1

Grupo hermano

D. plumbea

D. sittoides

D. indigotica

D. mystacalis
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MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX

GTM

GTM

GTM

HND

CR

BOL

coL

PER

CHI

CHI

CHI

CHI

CHI

CHI

CHI

CHI

CHI

CHI

QTz

QrZ

QrZ

SV

SS

FM

SJ

LP

ANT

czc

Tapalapa

Tapalapa

Teopisca

Motozintla

Motozintla

Volcan Tacana

Volcan Tacana

Volcan Tacana

Motozintla

Motozintla

Volcan Tacana

Quetzaltenango

Quetzaltenango

Tepetitlan

Volcan San

Miguel

Cerrode la

Muerte

Cerro Asunta Pata

Yarumal

Paucartambo

TAC

TAC

DCC

SMC

SMC

SMC

SMC

SMC

SMC

SMC

SMC

TACG

TACG

TAES

TAES

TASH



D. gloriosissima IAVH BT7531 IAVH D. gloriosissima coL ANT Bolivar

D. lafresnayii LSUMZ B351 LsumMmz D. lafresnayii PER M Cerro Chinguela
D. duidae AMNH DOT 9754 AMNH D. duidae VEN AMZ Cerro Yutaje
D. major FMNH 339722 FMNH D. major VEN BLV Santa Elena
D. albilatera AMNH DOT5023 AMNH D. albilatera VEN ARA El Junquito
D. carbonaria LSUMZ 106752 Lsumz D. carbonaria BOL CccB Cochabamba
D. brunneiventris AMNH DOT2892 AMNH D. brunneiventris BOL LP Franz Tamayo
D humeralis USNM B3015 USNM D humeralis ECU df df
Grupo externo
C. homochroa LSUMZ B426 Lsumz C. homochroa PER PIU Cruz Blanca
C. inornata MBM 6465 MBM C. inornata ARG TUC df

FMNH: Field Museum Natural History, LSUMZ: Louisiana State University Museum of Natural Science, CNA/IB:
Coleccion Cientifica de Aves del Instituto de Biologia (UNAM), MZFC: Museo de Zoologia de la Facultad de ciencias
(UNAM), UWBM: University of Washington Burke Museum, KU: Kansas University, AMNH: American Museum of
Natural History, IAvH: Instituto de investigacion de Recursos Bioldgicos Alexander von Humboldt, USNM: National
Museum of Natural History (Smithsonian Institution), MBM: University of Nevada Las Vegas. MX: México, GTM:
Guatemala, ES: El Salvador, HND: Honduras, CR: Costa Rica, BOL: Bolivia, COL: Colombia, PER: Peru, VEN: Venezuela,
ECU: Ecuador, ARG: Argentina. JAL: Jalisco, MICH: Michoacan, PUE: Puebla, DF: Distrito Federal, GRO: Guerrero, OAX:
Oaxaca, CHI: Chiapas, QTZ: Quetzaltenango, SV: San Vicente, FM: Francisco Moran, SJ: San José, LP: La Paz, ANT:
Antioquia, CZC: Cuzco, CIM: Cajamarca, AMZ: Amazonas, BLV: Bolivar, ARA: Aragua, CCB: Cochabomba, df: dato
faltante, PIU: Piura, TUC: Tucuman. SMan: Sierra de Manantlan, ENT: Eje Neovolcanico Transversal, SMS: Sierra
Madre del Sur, TAC: Tierras Altas de Chiapas, DCC: Depresién Central de Chiapas, SMC: Sierra Madre de Chiapas,
TACG: Tierras Altas Centrales de Guatemala, TAES: Tierras Altas de El Salvador, TASH: Tierras Altas del Sur de

Honduras. *: tejidos procesados en este estudio.
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Anexo 2. Secuencias obtenidas de la base de datos de GenBank.

Especie No. de acceso No. de acceso Referencia
ND2 ACO1-19
D.baritula EF529848 Klicka et al., 2007;
EU647927 X Mauck &Burns, 2009
D. sittoides EU647938 X Mauck y Burns, 2009
D. indigotica EU647944 X Mauck y Burns, 2009
D. mystacalis EU647935 X Mauck y Burns, 2009
D. gloriosissima EU647932 X Mauck y Burns, 2009
D. lafresnayii EU647934 JN809947 Mauck y Burns, 2009,

Shultz y Burns, 2013

D. duidae EU647931 X Mauck y Burns, 2009
D. major AF290118 X Mauck y Burns, 2009
D. albilatera EU647926 X Mauck y Burns, 2009
D. carbonaria EU647930 X Mauck y Burns, 2009
D. brunneiventris EU647929 X Mauck y Burns, 2009
D humeralis EU647933 X Mauck y Burns, 2009
C. homochroa JN810432 JN809926 Shultz y Burns, 2013,
Klicka et al., 2007
C. inornata EF529875 X Klicka et al., 2007

X: secuencias no disponibles en GenBank.

Anexo 3. Extraccidn de DNA por el método de NaCl-cloroformo.

Se colocé aproximadamente 50 mg de tejido en un mortero, se aifiadié 410 L de buffer de
lisis y 90 pL de SDS 10%, se homogenizd el tejido en particulas finas con ayuda de un pistilo, todo
el contenido se colocé en un microtubo de 1.5 mL y se afiadié 20 uL de Proteinasa K. Se incubé a
65°C durante 3 horas, mezclando con vértex cada 30 minutos. Se adiciond 200 pL de NaCl
saturado (6M) y se agit6é vigorosamente por inversion durante 10 minutos (no vdrtex). Se incubd
en bano de hielo por 10 minutos. Se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 minutos, se transfirié
todo el sobrenadante en un microtubo limpio, se adiciond 350 pL de cloroformo: alcohol
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isoamilico (24:1) y se agité vigorosamente por inversion durante 10 minutos (no voértex). Se
centrifugd a 14,000 rpm durante 5 minutos y se transfirié todo el sobrenadante a un tubo limpio,
se adiciond 800 pL (6 2 volumenes de lo colectado) de isopropanol 100% frio y se mezcld un par

de veces por inversion y se dejé toda la noche a -20°C.

Al siguiente dia se centrifugd a 14,000 rpm durante 10 minutos y se decantd el
isopropanol. Se adiciond 500 pL de etanol 70% frio y se agitd por inversién un par de veces. Se
centrifugd a 14,000 rpm durante 10 minutos y se decanto el etanol. Las muestra se secaron a
temperatura ambiente durante un dia y finalmente se disolvié el DNA en TE (30 — 100 uL de

acuerdo a la concentracion de DNA).

Anexo 4. Red de Haplotipos a partir del gen mitocondrial ND2. En anaranjado se representan los
individuos de D. b. baritula, en azul los individuos de D. b. montana y en amarillo los de D. b.
parva. El tamafio de los circulos es proporcional al nimero de individuos dentro de cada

haplotipo. Dentro de los haplogrupos se indica cada paso mutacional con una linea.
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Anexo 5. a) Analisis de asignacion bayesiana para ACO1-19 obtenido mediante Structure
(Pritchard et al, 2000) mostrando los clusters recuperados para K=2. Cada color representa un
agrupamiento genético diferente: el verde es el cluster que integra al Grupo Oeste-IT y el rojo
representa al cluster perteneciente al Grupo Este-IT. Cada columna representa a un solo individuo
y la probabilidad de pertenecer a un determinado cluster genético se indica por el porcentaje de

cada uno de los colores. b) Grafica que muestra el mejor nimero de agrupamientos genéticos K.
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Anexo 6. Reconstruccion filogenética obtenida mediante Inferencia Bayesiana y Maxima
Verosimilitud para ACO1-19. En numero los valores de soporte, bootstrap se indica a la izquierda
de la diagonal y probabilidad posterior se indica a la derecha de la diagonal. En anaranjado son

los individuos de D. b. baritula, en azul son los individuos de D. b. montana y en amarillo es el

individuo de D. b. parva.
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Anexo 7. Tiempos de divergencia estimados en BEAST (Drummond et al., 2012) para los grupos

gue conforman a D. baritula, y |las especies hermanas utilizadas para calibrar el reloj molecular.
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