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RESUMEN

El cuco ardilla (Piaya cayana; Cuculiformes: Cuculidae) es una especie politipica de amplia
distribucién en el Neotrépico con 14 subespecies reconocidas en la actualidad. Dos formas
parapétridas actualmente reconocidas como subespecies se distribuyen en México. Una de
estas subespecies, P. c. mexicana, habita en los bosques secos del oeste de México,
mientras que la otra, P. c. thermophila, habita en bosques lluviosos desde el este de México
hasta Panama. Estas subespecies presentan una marcada diferenciacion fenotipica por lo
que su estatus taxonomico ha sido motivo de debate durante largo tiempo. En el presente
trabajo se utilizaron analisis filogenéticos y de genética de poblaciones basados en
marcadores moleculares, asi como andlisis morfologicos y de similitud de nicho, para
describir las relaciones evolutivas y patrones de diferenciacion genética, morfologica y
ecoldgica de P. cayana en México, sugerir los escenarios biogeograficos responsables de
dicha diferenciacion y confirmar el estatus taxondmico de los taxones involucrados. Con base
en secuencias de DNA mitocondrial (ND2, 1041 pb; CytB, 622 pb) se encontr6 una alta
diferenciacion entre las subespecies P. c. mexicana y P. c. thermophila, ademas, estos
linajes forman un grupo diferenciado de las poblaciones de Sudameérica. Los tiempos de
divergencia estimados sugieren que la separacion, entre P. c. mexicana y P. c. thermophila
ocurrié en el Pleistoceno inferior hace aproximadamente 1.24 Ma (1.79-0.78 Ma, 95% HPD).
Analisis morfométricos entre las dos subespecies en México indican que el tamafio de las
manchas de la cola y la longitud de cola de P. c. mexicana es significativamente mayor que
en P. c. thermophila, mientras que los individuos de este Ultimo presenta picos mas anchos y
largos. Por otro lado, las pruebas de similitud de nicho muestran que los nichos entre ambos
grupos no son idénticos, pero si similares. Los datos sugieren que las clasificaciones
actuales no reflejan las relaciones evolutivas ni el grado de divergencia entre las poblaciones
de P. cayana. Considerando las distintas lineas de evidencia, se sugiere que el estatus
taxonomico de P. c. mexicana y P. c. thermophila debe elevarse a nivel de especie para cada

una.




ABSTRACT

The Squirrel cuckoo (Piaya cayana; Cuculiformes: Cuculidae) is a polytypic species widely
distributed in the Neotropics with 14 recognized subspecies. Two parapatric forms, currently
recognized as subspecies are distributed in Mexico. Subspecies P. c. mexicana is found in
the dry tropical forests of western Mexico while subspecies P. c. thermophila inhabits in
humid forests from eastern Mexico to Panama. These subspecies have a pronounced
phenotypic differentiation, therefore it's taxonomic status has been debated for a long time.
Based on molecular markers, | used phylogenetics and population genetics analysis,
morphological analysis and environmental niche overlap to describe the evolutionary
relationships and genetic, morphological and ecological differentiation patterns of P. cayana
in Mexico, in addition, | suggest biogeographic scenarios and confirm the taxonomic status of
these subspecies. Based on ND2 (1041 bp) and CytB (622 bp) genes, | detected high genetic
differentiation between P. c. mexicana y P. c. thermophila subspecies, moreover, these
lineages grouped in a well-differentiated clade regarding South American populations.
Divergence time estimates suggested that the split between P. c. mexicana and P. c.
thermophila occurred in the Early Pleistocene about 1.24 Mya (1.79-0.78 Mya, 95% HPD).
Morphometric analyses between subspecies in Mexico indicate that tail length and tail spots
are significantly longer in P. c. mexicana than P. c. thermophila, while P. c. thermophila have
longer and wider bill. On the other hand, environmental niche overlap analysis show that
niches of both subspecies are not identical, but similar to each other. Results suggest that the
current taxonomic scheme neither reflect the evolutionary relationships nor divergence
between populations of P. cayana. Based in overall evidence, | suggest that subspecies P. c.
mexicana and P. c. thermophila should be recognized as two different species.




INTRODUCCION

Uno de los principales objetivos de la biologia evolutiva es esclarecer los procesos que han
dado forma a la gran diversidad biologica del planeta (Futuyma 2005). En este sentido,
diversas disciplinas como la paleontologia, la biologia del desarrollo, la morfologia, la
ecologia y la genética han proporcionado informacion valiosa a través enfoques particulares,
permitiendo generar explicaciones integrales basadas en diferentes lineas de evidencia
(Reeder et al. 2015; Hlusko et al. 2016). En particular, en las ultimas décadas, el uso de
caracteres moleculares ha proporcionado una poderosa herramienta para esclarecer
relaciones evolutivas en poblaciones naturales, e inferir sobre los procesos historicos y

ecoldgicos que dan lugar a la distribucion de la diversidad genética de las especies.

La variacion fenotipica basada en datos morfolégicos, conductuales, de coloracion y/o
vocales es generalmente la primera linea de evidencia (y a veces la Unica) para establecer
patrones de diferenciacion entre las poblaciones de una especie, y hasta la llegada de los
marcadores moleculares fue la base de la taxonomia y formulacion de hipétesis de las
relaciones evolutivas entre los organismos (Paterlini 2007; Gill 2014). Sin embargo, el uso de
marcadores moleculares para dilucidar la historia evolutiva de los organismos trajo consigo
resultados variados. En algunos casos los patrones de diferenciacibn genética se
corresponden con los patrones de diferenciacion fenotipica y/o con barreras geogréficas
evidentes, como en sistemas montafiosos, en los que la diferenciaciéon es atribuida al
aislamiento geogréfico de las poblaciones (Navarro-Siglienza et al. 2008; Barrera-Guzman et
al. 2012; Ortiz-Ramirez et al. 2016). No obstante, otros casos han revelado que la
diferenciacion genética no siempre se corresponde con los patrones de diferenciacion
establecidos con base a la distribucion geografica o variacion fenotipica (Ottvall et al. 2002;
Cortés-Rodriguez et al. 2008), enfatizando la necesidad de reevaluar la posicién taxonémica
y la clasificacion de diversos grupos (Fritz et al. 2007; Puebla et al. 2008; McCormack 2008;
Arbelaez-Cortes y Navarro-Sigtiienza 2013). En algunos casos los datos moleculares han
revelado la existencia de especies cripticas, linajes con una marcada diferenciacion genética,
pero con muy poca o0 ninguna diferenciacion morfologica aparente (Sullivan et al. 2000;
Navarro-Sigienza, et al. 2013; Adams et al. 2014).




Aunado a los analisis morfologicos y moleculares, el modelado de nicho ecoldgico (MNE),
puede ser usado para dilucidar el papel que los cambios en las condiciones ambientales
pueden haber tenido sobre la diversidad genética observada (Arbeladez-Cortés et al. 2014;
Lozano-Jaramillo et al. 2014). Los modelos de nicho ecolégico han recibido una creciente
atencion debido a sus capacidades predictivas y aplicaciones en los campos de la
biodiversidad (Rojas-Soto et al. 2003; Rios y Navarro-Siglienza 2012) y conservacion
(Peterson y Vieglais 2001; Prieto-Torres et al. 2016). La idea general de los MNE es generar
un modelo de las condiciones macrocliméticas que caracterizan al nicho ecologico de la
unidad a modelar basado en la correlacion entre la informacion de la presencia (o ausencia)
de la especie, con coberturas ambientales digitales (Peterson 2006). El resultado de este
modelo puede ser proyectado en un mapa para generar un modelo de la distribucion de la
entidad, en el que cada celda tiene un valor que representa la idoneidad ambiental relativa
para la entidad dada (Peterson y Soberdn, 2012).

A través de la medicion del traslape de nicho ecologico, es decir el grado de similitud del
nicho de las entidades comparadas (Warren et al. 2008; Broennimann et al. 2012), en los
modelos de nicho ecolégico pueden ser puestos a prueba diferentes escenarios de
especiacion y evolucion de nichos ambientales (Graham et al 2004; Knouft et al 2006;
Ortega-Andrade et al. 2015). Cuando se presuponen eventos de diferenciacién geografica,
es posible evaluar si dos 0 mas entidades (p. e. poblaciones de una especie, especies dentro
de un género) han evolucionado manteniendo los mismos requerimientos ambientales
(conservadurismo de nicho) o por el contrario, se han generado diferentes requerimientos
(divergencia de nicho) (Warren et al. 2008; Pyron y Burbrink 2009; McCormack et al. 2010;

Broennimann et al. 2012).

El uso combinado de diferentes lineas de evidencia ha sido de gran ayuda para evaluar los
patrones de diferenciacién fenotipica, genética y ecoldgica en especies de amplia distribuciéon
en el Neotropico (Ortega-Andrade et al. 2015; Lozano-Jaramillo et al. 2014), especialmente
aquellas que presentan distribuciones aparentemente continuas. Para estas especies ,inferir
los procesos que han moldeado patrones de diferenciacion puede ser complicado debido a
gue la aparente continuidad de su distribucion puede dificultar el distinguir entre escenarios
de diferenciacion in situ (posiblemente causados por la adaptacion a diferentes condiciones

ambientales) y escenarios donde el contacto secundario, producto de reconexiones de




habitat, enmascara procesos de diferenciacion causados por eventos de aislamiento
geografico (Wuester et al. 2005; Gehara et al. 2014; Harvey y Brumfield 2015; Carmi et al.
2016).

En este sentido, el uso conjunto de distintas lineas de evidencia ha revelado distintos
patrones de diferenciacion en el caso de la fauna de las tierras bajas tropicales de México; es
decir, especies cuya distribucion se encuentra principalmente en habitats tropicales a
elevaciones de entre 0-1200 metros sobre el nivel del mar aproximadamente (Mercer et al.
2008). Uno de estos patrones esté relacionado con el papel que el Istmo de Tehuantepec (IT)
ha jugado en los patrones de diferenciacion de diversas especies de tierras bajas de México
y Centroamérica. Diferenciacion genética y morfolégica entre poblaciones separadas por el
IT ha sido reportada en anfibios (Mulcahy et al. 2006; Rovito et al. 2012), reptiles (Wuester et
al. 2005), mamiferos (Guevara-Chumacero et al. 2010) y aves (Howell y Webb 1995;
Vazquez-Miranda et al. 2009; Gonzalez et al. 2011; Arbelaez-Cortes y Navarro-Siglienza
2013). Estudios utilizando comparaciones de modelos de nicho ambiental han reportado una
significativa diferenciacion del nicho ambiental entre especies hermanas separadas por el IT
(Warren et al. 2008). Dos patrones de diferenciacion principales han sido asociados con el IT:
un patrén disruptivo, en el que las poblaciones al oeste del istmo en la vertiente del Golfo y
del Pacifico estan ampliamente relacionas entre si y a su vez estan diferenciadas de las
poblaciones al este de dicha barrera; y un patron en el que el IT separa a las poblaciones de
las selvas bajas del oeste de aquellas poblaciones que habitan en el Golfo de México,
Peninsula de Yucatan y/o Centroamérica (Ornelas et al. 2013).

Tax6én de estudio

El cuco ardilla (Piaya cayana) es un complejo ampliamente distribuido en el Neotrépico cuya
area de distribucion se extiende de manera casi continua desde el noroeste de México hasta
el norte de Argentina (Fig. 1), ocupando un gran niumero de habitats que incluyen desde
bosques humedos, semihimedos y deciduos, hasta crecimientos secundarios, plantaciones,
manglares, bosques de galeria e incluso arboles dispersos en campo abierto (Howell y Webb
1995; Payne 1997; Payne 2005). Es de habitos arbodreos, se le observa generalmente
saltando rapidamente entre las ramas y prefiriendo el planeo al vuelo sostenido para

trasladarse de un arbol a otro. Es un cuco relativamente grande que mide entre 40 y 50 cm




de longitud, de los cuales mas de la mitad pueden ser representados por la longitud de su
cola. La coloracion de las partes superiores es color canela rojizo, la cabeza, garganta y
parte superior del pecho también de color rojizo. Las partes inferiores son de color gris desde

la parte inferior del pecho hasta las cobertoras inferiores de la cola, ésta ultima muy larga y
—>
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Figura 1. Distribucion de Piaya cayana en el Neotropico. Tomado de NatureServe 2007.




—
graduada, con plumas de color rojizo por arriba con la punta blanca y una banda subterminal

negra, por debajo la coloracion es variable llegando a ser de color canela rojizo hasta negro,
siempre con puntas blancas (Howell y Webb 1995; Payne 2005). Los 0jos son rojos y estan
rodeados por piel desnuda de color rojo en las poblaciones al este de los Andes y de color
amarillo verdoso en las poblaciones al oeste de los Andes; en algunos individuos de estas
poblaciones el color de esta piel puede tornarse color azul claro. No se reconoce dimorfismo

sexual en la coloracion del plumaje.

Esta es una especie politipica, con 14 subespecies actualmente reconocidas, las cuales han
sido descritas con base en diferencias en tamario corporal, coloracion del plumaje y color del
anillo ocular (Sharpe 1900; Ridgway 1916; Peters 1940). Dos de estas subespecies se
distribuyen en el tropico mexicano: la subespecie P. c. mexicana es endémica de México,
habitando en las tierras bajas de la Vertiente del Pacifico, desde el sur de Sonora hasta la
Cuenca del Balsas y el Istmo de Tehuantepec. Por otro lado, la subespecie P. c. thermophila
se distribuye en la Vertiente del Golfo de México, desde el sur de Tamaulipas hacia el este a
la Peninsula de Yucatdn hasta Panama (Fig. 2). Las dos subespecies presentan una
marcada diferenciacion fenotipica: P. c. mexicana presenta en general una coloracién canela
mas clara, mayor longitud de la cola y la cara inferior de la misma color rufo, mientras que P.
c. thermophila presenta una coloracion mas oscura, con la cara inferior de la cola color negro
(Peters 1940; Howell y Webb 1995; Payne 2005) (Fig. 3).

A pesar de que las dos formas gque habitan en México aparentemente mantienen contacto en
una pequefia zona de la Vertiente del Pacifico en el Istmo de Tehuantepec (Binford 1989),
los casos de intergradaciébn apenas se conocen, esto sumado a la diferenciacién en el
plumaje ha puesto en duda el estatus subespecifico de estas dos formas. El estatus
taxonomico de las subespecies de P. cayana ha sido motivo de debate durante largo tiempo.
Aungue algunas subespecies fueron originalmente consideradas como especies separadas,
como P. c. mexicana denominada P. mexicana originalmente (Sharpe 1900), estas fueron
posteriormente agrupadas dentro del complejo P. cayana (Stone 1908). Ridgway (1916)
basado en sus observaciones sobre ejemplares de museo, cuestiond el agrupamiento de las

subespecies P. c. thermophila y P. c. mexicana argumentando que: “....es imposible que
sean conespecificas.... ya que ambas se encuentran juntas en Oaxaca.....y no hay minimas

sefiales de intergradacién”. Mas de 70 afios después, Binford reporté algunos ejemplares




gue podrian representar individuos intermedios entre las dos subespecies en las localidades
de Tehuantepec y Tapanatepec, en el estado de Oaxaca; sin embargo, la descripcion y el
criterio para considerarlos como intermedios no esta claro (Binford 1989).
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Figura 2. Distribucion potencial de las formas de Piaya cayana en México y Centroamérica. La flecha
sefala la zona de intergradacién reportada por Binford (1989). Las zonas grises denotan elevaciones por
encima de los 900 m sobre el nivel del mar.
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Figura 3. Comparaciéon entre Piaya cayana thermophila (izquierda) y Piaya cayana mexicana
(derecha), nétese la diferencia entre el tamafio y patron de coloracién de la cola, asi como la
coloracién mas oscura de P. c. thermophila.




Binford (1989) sefiald6 que el cambio fenotipico abrupto y la rareza de la intergradacion,
sugieren que estas dos formas representan especies separadas. Navarro-Sigiuenza y
Peterson (2004), retomando las observaciones de Binford y la marcada diferenciacion
fenotipica, también consideraron que las poblaciones de P. cayana en México representan
dos especies diferentes bajo su clasificacion basada en una combinacion de los conceptos
filogenético y evolutivo de especie. Actualmente la American Ornithologists’ Union (AOU
1998) aun considera a P. cayana como una sola especie de amplia distribucion, mientras que
del Hoyo et al. (2017) y Gill y Donsker (2017), basados en las diferencias fenotipicas y la
distribucion, consideran a la subespecie P. c. mexicana como una especie diferente,

separando al complejo en las especies Piaya cayana y Piaya mexicana.

El debate taxondmico de este complejo no ha sido abordado desde la perspectiva genética,
la anica referencia a nivel molecular es el estudio de filogeografia comparada de Smith et al.
(2014), enfocado en describir los patrones de diferenciacion genética en especies de amplia
distribucion en el Neotropico, el cual a partir de secuencias del gen mitocondrial citocromo B
de muestras de Sudamérica y Centroamérica, sugiere que el complejo P. cayana esta
constituido por al menos cuatro linajes distintos. Sin embargo, el estudio no hace sugerencias
taxonomicas relacionadas con los patrones de diferenciacion, ademas de que solo cuenta
con dos muestras de México, especificamente del estado de Campeche (grupo thermophila),
careciendo totalmente de muestras del oeste de México, por lo que los patrones de

diferenciacion genética de esta especie en territorio mexicano permanecen desconocidos.

Bajo un enfoque integrativo, en el presente trabajo se utilizaron analisis filogenéticos,
filogeograficos, asi como andlisis morfolégicos y de similitud de nicho, para describir las
relaciones evolutivas y los patrones de diferenciacién genética, morfologica y ecoldgica de P.
cayana en México, para asi arrojar luz sobre el estatus taxondmico de esta especie y sugerir

los probables escenarios biogeograficos responsables de dicha diferenciacion.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar los patrones de diferenciacion genética, morfoloégica y ecolégica entre las

poblaciones de Piaya cayana en México.
Objetivos particulares

e Estimar la diversidad genética y reconstruir las relaciones genealdgicas entre las
distintas poblaciones con base en caracteres moleculares.

e Evaluar la variacion fenotipica de las poblaciones con base en caracteres
morfométricos.

e Evaluar la diferenciacion ecolégica de las poblaciones utilizando modelos de nicho
ecoldgico.

e Proponer posibles escenarios biogeograficos de diversificacion.

11



MATERIALES Y METODOS
Obtencién de muestras

Se utilizaron ejemplares colectados en distintas localidades del area de distribucion de las
dos formas en México, a partir del trabajo de campo realizado desde 2013 a 2015, asi como
ejemplares y muestras de tejido depositadas en la coleccion de aves del Museo de Zoologia
de la Facultad de Ciencias (MZFC), y otras producto de préstamos de las colecciones del
Biodiversity Institute de la Universidad de Kansas y de la Academy of Natural Sciences of
Philadelphia. @ También se utilizaron secuencias depositadas en  GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Procedimientos de Laboratorio

Para la extraccion y purificacion del DNA genomico total se utilizo el kit DNeasy de Quiagen
(Qiagen, Valencia, California), siguiendo los protocolos establecidos por el fabricante.
Posteriormente se realizd la amplificaciébn y secuenciacion de un total de 1 663 pares de
bases (pb) de DNA mitocondrial que corresponden a las 1 041 pb del gen completo de NADH
deshidrogenasa subunidad Il (ND2) y a un fragmento de 622 pb del gen citocromo B (Cytb).
Estos genes han mostrado ser ampliamente informativos debido a sus altas tasas de
mutacioén, especialmente en la tercera posicion de codoén, por lo que han sido ampliamente
usados en filogenia de aves (Johnson y Sorenson 1998; Omland et al. 1999; Boonseub et al.
2009). Debido al tamafio del gen ND2, su amplificacion se realiz6 en dos partes empleando
primers internos; los primers L5215 (Hackett 1996) y H5766 (Sorenson 1999) se usaron para
la parte inicial, mientras que L5758 (Johnson y Sorenson 1998), 487L (Sanchez-Gonzalez y
Moyle 2011) y H6313 (Johnson y Sorenson 1998) fueron utilizados para la parte final. Por
otro lado los primers L14996 y H15646 (Sorenson 1999) se emplearon en la amplificacion del

fragmento de Cytb.

Para la amplificacibn de ambos genes mediante la reacciébn en cadena de la polimerasa
(PCR), se utiliz6 un protocolo touchdown (Korbie y Mattick 2008) que consistio de una
desnaturalizacion inicial a 94°C por dos y medio minutos, seguido de 5 ciclos de: 95°C por
medio minuto, 57°C por medio minuto y 72°C por un minuto; 5 ciclos de: 95°C por medio
minuto, 55°C por medio minuto y 72°C por un minuto; 15 ciclos de: 95°C por medio minuto,

51°C por medio minuto y 72°C por un minuto; 20 ciclos de: 95°C por medio minuto, 57°C por
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medio minuto y 72°C por un minuto, con una extension final de 72°C por siete minutos
utilizando un termociclador GeneAmp PCR System9700 (Applied Biosystems). Los productos
de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 1% para confirmar la amplificacion, el
tamano del fragmento y la posible presencia de bandas de amplificacion no especificas, las
cuales pueden ser causadas por multiples factores como el uso de temperaturas muy bajas
y/o tiempos demasiado largos en el protocolo de amplificacién, contaminacion,
concentraciones erroneas de los reactivos y/o falta de especificidad de los primers. Los
productos de PCR fueron enviados al High-Throughput Genomics Unit de la Universidad de

Washington, Seattle, EUA (http://www.htseg.org/index.html) para su purificacion y

secuenciacion.

Los cromatogramas de las secuencias obtenidas fueron revisados, editados y ensamblados a

ojo utilizando Geneious v7.0 (http://www.geneious.com/), empleando como referencia
secuencias de P. cayana depositadas en GenBank. Debido a la falta de secuencias
completas publicadas de ND2 para esta especie, se utilizé la secuencia de Coccyzus
erythropthalmus (No. acceso: AY274062) como modelo, siendo esta la secuencia del taxon
filogenéticamente mas cercano con la que se contaba de acuerdo con la filogenia de los
cuculiformes de Sorenson y Payne (2005). Asimismo, el alineamiento se realiz6 en Geneious
mediante el algoritmo MUSCLE (Edgar 2004). En caso de encontrar sitios heterdcigos (picos
dobles en el mismo sitio), estos fueron etiquetados con los cédigos de ambigledad
correspondientes establecidos por la IUPAC (Cornish-Bowden 1985).

Andlisis filogenéticos

Para determinar las relaciones filogenéticas, se analizaron las secuencias concatenadas de
los genes ND2 y Cytb mediante el método de maxima verosimilitud (maximum likelihood: ML)
en el software RAXML v7.0.3 (Stamatakis 2006) y mediante inferencia bayesiana (bayesian
inference: Bl) con el software MrBayes v3.2.2 (Ronquist y Huelsenbeck 2003). Los modelos
de sustitucion y esquemas de particion mas adecuados para los datos, se determinaron
empleando el software PartitionFinder v1.1.1 (Lanfear et al. 2012), utilizando el criterio de
informacion bayesiano (BIC), el cual ha demostrado mayor precision sobre otros criterios de
seleccion de modelos (Luo et al. 2010). Debido a que los diversos software filogenéticos

implementan una variedad diferente de modelos de sustitucion para su funcionamiento (por
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ejemplo RAXML solo trabaja con el modelo GTR), este analisis se realizd tres veces, para
determinar los modelos y esquemas de particibn mas adecuados para trabajar en RAXML,
MrBayes y en BEAST v1.8 (Drummond et al. 2012), el cual fue empleado posteriormente en
la estimacion de tiempos de divergencia. Los modelos y esquemas de particion usados en

cada software se muestran en el cuadro 1.

En el andlisis de maxima verosimilitud, el soporte de cada nodo fue evaluado mediante 1x10*
réplicas de bootstrap no paramétrico. El andlisis bayesiano se corri6 con cuatros cadenas
durante 10x108 generaciones, con una temperatura de 0.2, y un muestreo cada 1000
generaciones. Después de verificar la convergencia y la estacionalidad de las cadenas con el
software Tracer v1.6 (Rambaut et al. 2014), se aplicé un burn-in del 30% y se obtuvo el arbol
de consenso del 50% a partir de los arboles restantes. Los grupos externos utilizados en
ambos analisis fueron: Piaya melanogaster, Coccyzus minor, C. erythropthalmus, C.
americanus y Coccycua minuta. La eleccién de estos taxones se bas6é en la filogenia

molecular de los Cuculiformes de Sorenson y Payne (2005).

Cuadro 1. Modelos de sustitucion y particiones usados en cada software de anlisis filogenéticos.

Modelo Subset de Particiones Software
GTR+I+G ND2_posl, CytB_posl

GTR+G ND2_pos2, CytB_pos2 RAXML

GTR+I+G ND2_pos3, CytB_pos3

HKY+I ND2_posl, CytB_posl

HKY ND2_pos2, CytB_pos2 MrBayes
HKY+I ND2_pos3, CytB_pos3

HKY+G ND2_posl, CytB_posl

HKY+I+G ND2_pos2, CytB_pos2 BEAST

HKY+G ND2_pos3, CytB_pos3

Estimacidon de tiempos de divergencia

Como sucede en un gran numero de grupos y especialmente en aves, en la actualidad no se

cuenta con datos de fésiles dentro del Orden Cuculiformes que puedan funcionar como
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puntos de calibracion para calcular los tiempos de divergencia para este conjunto de datos. A
su vez, los datos analizados carecian de taxones cuya divergencia pudiera ser asociada
directamente con eventos biogeogréficos, como la formacion de islas, montafias y/o puentes
terrestres, los cuales han sido usados junto con los fésiles como puntos de calibracién en la
estimacion de tiempos de divergencia y tasas de sustitucion en aves (Ho 2007; Weir y
Schluter 2008).

Aunado a la falta de puntos de calibracion, existe poca informacion acerca de las tasas de
mutacién y reloj molecular para el orden Cuculiformes. La tasa de mutacion para CytB en
Cuculiformes calculada por Weir y Schluter (2008) es dudosa, debido a que: 1) el punto de
calibracion biogeogréfico usado corresponde a la divergencia entre Coccyzus melacoryphus
y C. americanus, el cual se establecié en 3.3 millones de afios con base en la edad de las
Islas Galapagos, donde habita C. melacoryphus. Sin embargo, la distribucion de C.
melacoryphus no estd restringida a estas islas, presentando una amplia distribucion en
Sudameérica. Por lo tanto, es razonable pensar que la colonizacién de las Islas Galapagos por
parte de C. melacoryphus (la cual pudo ocurrir mucho después de su formacién) es un
evento independiente de la divergencia entre los linajes de C. melacoryphus y C.
americanus, invalidando este punto de calibracion. IlI) La secuencia de Cytb utilizada tiene
una longitud de solo 432 pb de los 1 143 pb que mide en total este gen. La corta longitud de
la secuencia usada puede ser fuente de sesgos en el célculo de la tasa de sustitucion,
debido a que diferentes sitios en el mismo gen pueden presentar distintas tasas de
sustitucién. Este fendmeno parece ser causado principalmente por la variacion de las
restricciones selectivas en diferentes sitios, debido a los requisitos funcionales y/o

estructurales del gen o proteina (Yang 1996).

Una aproximacion comun para lidiar con la falta de conocimiento especifico sobre las tasas
de sustitucion, ha sido emplear la "tradicional” tasa de diferenciacion del 2% (equivalente a
una tasa de sustitucion de 1% por millébn de afios) para genes mitocondriales en aves, la cual
ha sido obtenida independientemente en diversos estudios moleculares en aves (Shields y
Wilson 1987; Fleischer et al. 1998; Lovette 2004). Sin embargo, diversos estudios han
demostrado que existe un amplio rango de variacion en las tasas de mutacion especificas de
cada grupo debido a factores bioldgicos como el tamafio corporal, el tiempo generacional y la
tasa metabdlica (Martin y Palumbi 1993; Mooers y Harvey 1994; Nabholz et al. 2009). Por lo
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anterior, usar esta tasa de divergencia sin analisis previos, puede conllevar un sesgo

importante (Pereira y Baker 2006).

Considerando lo anterior, fue necesario afadir al alineamiento original secuencias de
diversos miembros representantes del orden Cuculiformes, e implementar una calibracion
secundaria basada en diversos analisis filogenéticos independientes que involucran, de
manera directa o indirecta, al grupo de los Cuculiformes. Utilizando secuencias de los genes
ND2 y CytB de diferentes especies de Cuculiformes depositadas en GenBank, asi como
secuencias generadas para este proyecto, se construy6 un alineamiento individual para cada
gen, con los que posteriormente se obtuvieron los arboles filogenéticos correspondientes en
el software RAXML v7.0.3 (soporte de nodos evaluado con 1000 réplicas de bootstrap no
paramétrico). Considerando que los Otidiformes son el grupo hermano de los Cuculiformes
de acuerdo a las filogenias moleculares recientes de las aves (Prum et al. 2015; Claramunt y
Cracraft 2015), se empled a Eupodotis senegalensis como grupo externo para los arboles de

cada gen.

Posteriormente los arboles fueron usados para obtener una tasa de sustitucion aproximada
para cada gen mediante el software baseml, que forma parte del compendio de software
filogenéticos PAML v4.9 (Yang 2007), el cual utiliza las longitudes de ramas de arboles
construidos mediante métodos de maxima verosimilitud y un punto de calibracién temporal
para obtener una tasa de sustituciéon promedio. Como punto de calibracién temporal se usé
una dataciéon aproximada del nodo representante del ancestro comun mas reciente (MRCA
por sus siglas en ingles) del orden Cuculiformes, con una edad de 44 millones de afios,
basado en las estimaciones de las filogenias moleculares mas recientes de la clase Aves
(Prum et al. 2015; Claramunt y Cracraft 2015). Este andlisis tuvo tres objetivos: determinar si
los genes ND2 y CytB de Cuculiformes se ajustaban a la tradicional tasa de diferenciacion
del 2%, determinar si ambos genes tienen la misma tasa de evolucion y finalmente obtener
un valor aproximado de cada tasa para usarse como tasa de divergencia en los analisis

posteriores.

La estimacion de tiempos de divergencia requiere determinar si los datos se ajustan mejor a
un modelo de reloj molecular estricto o relajado. El reloj molecular estricto asume una Unica

tasa evolutiva entre las ramas de una filogenia, y es usado principalmente en analisis en los
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gue se esperan tasas con poca variacion entre ramas, por ejemplo a nivel intraespecifico.
Como se mencion0 anteriormente, diversos factores biol6gicos como el tiempo generacional,
crean variacion en las tasas de evolucion entre linajes, por lo que el supuesto de una tasa
homogénea del reloj estricto es frecuentemente violado. Tomando en cuenta esta variacion,
los modelos de reloj relajado asumen una tasa constante a lo largo de cada rama, pero
permiten que la tasa varie entre cada rama especifica (Ronquist et al. 2011; Ho y Duchéne
2014).

Para determinar el mejor modelo para el set de datos de Cuculiformes, se utilizo el software
MrBayes v3.2.2 (Ronquist y Huelsenbeck 2003), utilizando el algoritmo “stepping-stone”, un
método de gran precision en la seleccion de modelos filogenéticos (Xie et al. 2011). Este
método estima el “marginal likelihood”, que es una medida del ajuste promedio de un modelo
a un set de datos determinado, basado en muestras de las distribuciones de los prior
(modelo sin referencia a los datos), las distribuciones posteriores (modelo después de tomar
en cuenta los datos) y distribuciones entre ellas (Ronquist et al. 2011; Xie et al. 2011). Los
andlisis “stepping-stone” para cada modelo de reloj consistieron en 50 repeticiones de 1x10°
generaciones. Para ambos modelos de reloj molecular se emple6 un prior de reloj uniforme
sobre la longitud de ramas (brlenspr = clock:uniform). Se aplicé un prior de la tasa de
variacion para forzar el reloj estricto (clockvarpr = strict) y otro para establecer un modelo de
reloj relajado con tasas gamma independientes (clockvarpr = IGR), que es el modelo de reloj
relajado mas complejo que implementa MrBayes v3.2.2 (Ronquist y Huelsenbeck 2003). Para
ambos analisis fue necesario implementar una constriccion topologica para asegurar la
monofilia de Cuculiformes, y que los arboles tuvieran siempre el mismo grupo externo (E.

senegalensis), evitando inconsistencias en la comparacion.

Se llevé a cabo un andlisis en PartitionFinder para determinar los modelos de evolucién de
mejor ajuste para el set de Cuculiformes (cuadro 1). Finalmente, mediante el software
BEAST v1.8 (Drummond et al. 2012) se estimaron los tiempos de divergencia usando como
prior de las tasas de sustitucion los resultados del andlisis en BaseML, los cuales fueron de
1% por millén de afios para el gen ND2 y de 0.5% por millén de afios para CytB. A pesar de
gue el analisis de particiones sugirio usar los datos concatenados y un modelo para cada
posicion de codon, se decidio tratar a los genes por separado debido a que cada gen

present6 una tasa de sustitucion diferente.
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Los puntos de calibracion utilizados fueron: el tiempo al MRCA de todos los Cuculiformes,
con un prior de distribucion normal con una media de 44 millones de afios (Ma) y desviacion
estandar de 2 (44 + 2 Ma; Prum et al. 2015); el punto de divergencia entre Geococcyx Yy
Neomorphus con un prior de distribucion normal de media 7.8 millones de afios y desviacion
estandar de 1 (Smith y Klicka 2010), y finalmente el punto de divergencia entre Cuculus
poliocephalus y los demas miembros del género Cuculus, con un prior de distribucién normal

de media 4.5 millones de afios y desviacion estandar de 1 (Fossgy et al. 2016).

Por otro lado, el andlisis stepping-stone en MrBayes sugirid el reloj relajado como mejor
modelo para los datos, por lo tanto, para permitir una tasa de sustitucion independientes en
cada rama se estableci6 un modelo de reloj relajado log-normal no correlacionado y el
proceso birth-death como prior del arbol (Drummond et al. 2012; Li y Drummond 2012). Se
efectuaron dos corridas independientes de 50x10° generaciones cada una, verificando la
convergencia, la estacionalidad de las cadenas y el tamafio de muestra efectivo (ESS)
mediante el software Tracer v1.6 (Rambaut et al. 2014). Con base en estos resultados se
decidié aplicar un “burn-in” del 25%. Los arboles fechados resultantes de estas corridas
independientes fueron combinados mediante el programa LogCombiner v1.8 (Drummond et
al. 2012) y posteriormente fueron usados para generar un arbol de maxima credibilidad de
clado mediante TreeAnnotatorvl.8 (Drummond et al. 2012).

Andlisis de genética de poblaciones

Redes de haplotipos

Los haplotipos (variaciones de uno o varios loci) descendientes pueden coexistir junto con
haplotipos ancestrales en una misma poblacion, generando relaciones reticuladas entre ellos
gue no pueden ser visualizadas mediante los tradicionales arboles bifurcados. Las redes de
haplotipos, a diferencia de los arboles bifurcados, representan mejor estas relaciones
intraespecificas al permitir que los haplotipos puedan estar conectados a mas de un
haplotipo a la vez (multifurcaciones), de modo que las conexiones visualizadas pueden
interpretarse como las relaciones geneal6gicas entre los haplotipos (Posada y Crandall
2001). Para visualizar las relaciénes genealdgicas entre los haplotipos del grupo de estudio,

se construyeron redes basadas en el algoritmo de parsimonia estadistica mediante PopArt
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v1.7 (Leigh y Bryant 2015). Se construyeron tres redes diferentes, una para cada gen y otra

para la matriz de datos concatenados.
Estructura poblacional e historia demografica

Las secuencias concatenadas de P. cayana fueron agrupados considerando los clados
obtenidos en los andlisis filogenéticos (ver Resultados). Como medidas de la diversidad
genética de cada grupo fueron calculados el namero de haplotipos (h), la diversidad
nucleotidica (1) y la diversidad haplotipica (Hd) utilizando el programa DNAsp v.5.1 (Librado
y Rozas 2009). La diversidad nucleotidica es una medida del promedio de sitios nucleotidicos
diferentes entre cada pareja de secuencias comparadas en una muestra, mientras que la
diversidad haplotipica es la probabilidad de que dos secuencias tomadas al azar sean

diferentes en una muestra dada (Nei 1987).

Como medidas de la diferenciacion genética entre grupos se calcularon el nimero neto de
sustituciones por sitio (Da) y el nimero promedio de sustituciones por sitio (Dxy) (Neil987).
También se calculd el indice de fijacion Fst como medida de la cantidad de variacion
genética que puede ser explicada por la estructuracion de la poblacion (Weir y Cockerham
1984). Los valores de este indice varian desde 0 a 1, donde O indica falta de estructuraciéon
en la poblacién ya que los grupos se reproducen libremente entre si (panmixia), y un valor de
1 indica que toda la variacion genética observada es explicada por la estructuracion de la
poblacion (Hamilton 2009).

Se considera que la diferenciacion entre poblaciones es alta cuando los valores de Fst son
superiores a 0.25 (Hartl y Clark 1997). Como medida del flujo génico, es posible estimar el
namero de migrantes por generacion (Nm) a partir de Fst (Slatkin 1987), los valores de Nm
estan inversamente relacionados a los valores de Fst, por lo que ha mayor grado de
estructuracion en las poblaciones, menor sera la estimacion del nUmero de migrantes en
cada generacion. Sin embargo, esta relacion no es lineal y el valor de Nm decrece
rapidamente conforme el valor de Fst aumenta (Hartl y Clark 1997). Debido a esta relacion se
considera un bajo flujo génico entre poblaciones cuando Nm<1 y flujo alto cuando Nm>1
(Slatkin 1987). Tanto Fst como Nm fueron calculados en DNAsp v.5.1 (Librado y Rozas
2009).
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Para detectar si los grupos analizados han experimentado cambios demograficos, se calculo
el estadistico D de Tajima, que evalla si una poblacién estd en un equilibrio neutro de
mutacién-deriva (Tajima 1989). Adicionalmente se calcul6 la F de Fu, que al igual que la D de
Tajima evalla desviaciones de un modelo de poblacion en equilibrio; sin embargo, se ha
sugerido que este estadistico es mas sensible a las expansiones poblacionales que la D de
Tajima (Fu 1997). La significancia de estas pruebas se evalué con 1000 simulaciones de
coalescencia en DNAsp v.5.1 (Librado y Rozas 2009).

Ademas para indagar en la historia poblacional de cada grupo se construyeron distribuciones
mismatch (Rogers y Harpending 1992), este analisis grafica en un histograma la distribucion
de las diferencias pareadas entre sitios nucleotidicos y lo compara con una distribucion de
diferencias pareadas bajo un modelo de crecimiento poblacional. En poblaciones que han
pasado por una expansién reciente, generalmente produce distribuciones unimodales,
mientras que distribuciones multimodales estan asociadas a poblaciones con tamafio estable
0 que estan declinando. La significancia de este andlisis se evalu6 con la R2 de Ramos-
Onsins y Rozas, considerada la mas adecuada para muestras pequefias (Ramos-Onsins y
Rozas 2002), a su vez la significancia de esta prueba se evalué con 1000 simulaciones de

coalescencia en DNAsp v.5.1 (Librado y Rozas 2009).

Andlisis morfoldgicos

Se utilizaron ejemplares depositados en la coleccion de aves del MZFC y en la Coleccién
Nacional de Aves del Instituto de Biologia, ambos en la UNAM. Para este analisis se cont6
con 115 ejemplares de las dos formas que habitan en México y fueron agrupados con base

en los clados obtenidos en los analisis filogenéticos.

Se midieron las siguientes variables: longitud del pico (PICLONG), ancho del pico
(PICANCH), profundidad del pico (PICPROF), cuerda alar (CUEALA), longitud del tarso
(TARSO), longitud del halux (HALUX), longitud de la cola (COLA) y longitud de las puntas
blancas de la cola (TIPS). Estas variables fueron elegidas debido a que biolégicamente,
estan relacionadas con adaptaciones al uso del habitat, forrajeo y comunicacion (Miles y
Ricklefs 1984; Payne 1997; Jgnsson et al. 2015), ademas de ser consideradas como buenos

indicadores del tamafio corporal y menos susceptibles a deformaciones del proceso de
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taxidermia (Zink y Remsen 1986). Se utilizé un vernier Mitutoyo modelo CD-6" C con
precision de 0.01 mm para todas las medidas, excepto para la cuerda alar en la que se utilizo
una regla con tope a cero, de precision 1 mm, y para la longitud de la cola en la que se
empled una regla de 50 cm con precision 1 mm. Para minimizar el error se entrend con una
serie de 10 ejemplares durante tres sesiones en dias consecutivos y se calculé una
correlacién producto momento de Pearson entre las sesiones; el proceso fue repetido hasta
que las correlaciones de todas las variables obtuvieron valores positivos significativos
(Benitez-Diaz 1993). Para evitar el posible sesgo en el tamafio producido por la edad
(Yezerinac et al. 1992), no se midieron ejemplares juveniles, los cuales fueron identificados
considerando la osificacion craneal, presencia de bursa y la presencia de comisuras
amarillas en el pico; aquellos que representaban casos dudosos se excluyeron de los

analisis.

Para determinar si existian diferencias significativas en las variables entre machos y hembras
se hicieron pruebas de T entre los sexos de ambos grupos (Holmes 1986). Ya que este
analisis encontré diferencias entre sexos y el nimero de hembras era paquefio, se decidid
trabajar Unicamente con los machos en los andlisis posteriores, quedando en 65 el nimero
total de individuos, mismos que fueron comparados entre las dos poblaciones mediante
graficos de caja y aplicando una prueba de U de Mann-Whitney (Fay y Proschan 2010), la
cual es una prueba no paramétrica para comparar entre dos muestras independientes y que
ha sido recomendada para muestras pequefias (Hernandez 2014) y cuando existen valores
atipicos, como los revelados por los graficos de caja (ver resultados), tanto los graficos de
caja como la prueba U de Mann-Whitney se realizaron en la plataforma R (R Development
Core Team 2013).

Se aplicé un analisis de componentes principales (PCA) para establecer el patron de
variacion morfolégica entre las poblaciones e identificar las variables que determinan la
formacion de grupos dentro del espacio multivariado (Benitez-Diaz 1993; Rojas-Soto 2003;
Engel 2014). Para determinar si los datos cumplian con los supuestos de normalidad
necesarios para el andlisis de PCA se realizaron pruebas de normalidad para cada variable
en cada poblacion usando la prueba de Shapiro-Wilk (Shapiro y Wilk 1965), recomendado

para muestras pequefias (n<50). Estas pruebas revelaron falta de normalidad en todas las
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variables, por lo que estas fueron transformadas a logl0 para minimizar los efectos de las

desviaciones de normalidad (Mosimann y James 1979).

Se hicieron analisis de correlacién de producto momento de Pearson entre las variables para
identificar y descartar aquellas que proporcionaban informacién redundante (Zink y Remsen
1986; Rising y Somers 1989). Debido a que ningun par de variables mostré valores de
correlacion significativos (>0.75), todas las variables se usaron para construir el PCA. Ya que
para algunos ejemplares no fue posible obtener las medidas de todas las variables debido a
dafios por el método de colecta, por el proceso de taxidermia o porque el ejemplar
presentaba heridas o falta de plumas antes de ser colectado, se implementd un PCA
probabilistico (PPCA), el cual permite analizar matrices con datos faltantes (Stacklies et al.
2007). Todos los analisis previamente sefalados se hicieron con el software R (R
Development Core Team 2013), empleando la paqueteria basica incluida, con excepcion del
analisis de PCA, para el cual se utilizé el paquete "pcaMethods" (Stacklies et al. 2007).

Andlisis de similitud de nicho ecoldgico

Para la evaluacién de la similitud de nichos, se recopilaron los registros puntuales
procedentes de los datos del “Atlas de las Aves de México” (Navarro et al. 2003) y del
proyecto “Mapas de distribucion de las aves terrestres nativas de Mesoamérica” (Navarro, en
prep). El area de estudio fue Mesoameérica, considerando la distribucion de subespecies
propuesta por Peters (1940) y los resultados genéticos en este trabajo.

Habiendo obtenido los registros de cada uno de los grupos (mexicana y thermophila) se
delimité el area de accesibilidad o “M” sensu Barve et al. (2011), a partir de un poligono
producto de un buffer de 100 Km alrededor de cada registro, ademas de considerarse las
ecorregiones terrestres de México del 2008 (INEGI, CONABIO e INE 2008) y las areas de
endemismo propuestas por Smith et al. (2014). Lo anterior se realiz6 con la ayuda del
sistema de informacion geografica Qgis 2.12.0 (www.qgis.org).Para caracterizar el espacio
ecologico, se usaron los datos de las 19 variables bioclimaticas de WorldClim (Hijmans et al.
2005; http://www.worldclim.org) con una resolucién espacial de 30%(~1km), las cuales en
general representan tendencias anuales de estacionalidad y valores extremos de

temperatura y precipitacion del periodo 1950-2000.
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El traslape de nicho fue analizado proyectando los registros de ambos grupos dentro de un
espacio ambiental construido a partir de un analisis de componentes principales de las
variables ambientales disponibles en el area de distribucién de ambos grupos (PCA-env),
siguiendo la metodologia propuesta por Broennimann et al. (2012). Dicho espacio ambiental,
es representado por los dos componentes principales mas importantes, los cuales se asume
capturan en conjunto la mayor varianza de las variables ambientales utilizadas. El espacio
ambiental fue dividido en 100 x 100 celdas, en el que cada celda representa una
combinacion particular de condiciones ambientales disponibles en el area de estudio. Al
proyectar los registros dentro del espacio ambiental, la densidad de registros en cada celda
es denotada por el grado de luminosidad en ella, de modo que las celdas con mayor
densidad de registros son mas oscuras que aquellas de menor densidad. La densidad de
algunas celdas pueden ser sobreestimada o subestimada debido errores provocados por un
esfuerzo de muestreo heterogéneo, por lo que para compensar este problema es aplicada a
cada conjunto de registros una funcién de densidad Kernel, la cual "suaviza" la curva de
distribucion de probabilidad de los datos y calcula una funcién de densidad para dicha
distribucién (Broennimann et al. 2012; Rodriguez-Ojeda 2014).

Como medida de similitud dentro del espacio ambiental, se calculé el métrico D de Schoener
y se hicieron pruebas de equivalencia y similitud de nicho. El intervalo de valores del métrico
D se encuentra entre 0 y 1, en el que 0 indica que no hay traslape, mientras que 1 representa
un traslape total. La prueba de equivalencia permite determinar si los nichos de ambos
grupos estan estadisticamente bien diferenciados, mientras que la prueba de similitud
considera la variacion dentro del espacio ambiental analizado para determinar si el traslape
de nicho observado es una probable consecuencia de las condiciones ambientales
disponibles, o si es resultado de la seleccion activa de habitat debido a la conservacion o
divergencia de nicho (Broennimann et al. 2012). La prueba de equivalencia aleatoriza la
identidad de los registros de ambos grupos entre dos nuevos conjuntos con el mismo nimero
de registros gue los conjuntos originales, y se calcula el valor de D durante 100 repeticiones.
Dichos valores simulados son usados para construir un modelo nulo con intervalos de
confianza del 95% (Broennimann et al. 2012). Si el valor observado cae dentro de ese
intervalo de confianza, la hipétesis nula de equivalencia de nicho es retenida, y es rechazada

cuando el valor observado es menor. La prueba de similitud construye el modelo nulo
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aleatorizando las coordenadas de los registros de un grupo dentro del area de estudio
mientras las coordenadas del segundo grupo permanecen fijas, por lo que se hace en ambas
direcciones. En este caso la hipotesis es rechazada si el valor observado es menor

(divergencia) o mayor (conservadurismo) de lo esperado bajo el modelo nulo.
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RESULTADOS

Secuencias y tamafio de muestra

Se obtuvieron un total de 43 secuencias de ND2 y 39 secuencias de CytB distribuidas en 26

localidades (Fig. 4; Anexo 1); el nimero de muestras en cada localidad vari6 entre una a

cuatro. Se decidio utilizar solo aquellos individuos para los que se contaba con secuencias

para ambos genes (Anexo 1) debido a que no fue posible amplificar los dos genes en todas

las muestras. La distribucion de las muestras utilizadas representa gran parte de la

distribucién de las poblaciones de P. cayana en México, ademas se contd con dos muestras

de Centroamérica y siete en Sudamérica.
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Figura 4. Distribucion de las muestras utilizadas en los analisis genéticos.
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Analisis filogenéticos

Los arboles obtenidos para el conjunto de secuencias concatenadas de ND2 y Cytb mediante
los analisis de inferencia bayesiana y maxima verosimilitud mostraron topologias bastante
similares, en las cuales se sustenta la monofilia de P. cayana. Tanto IB como ML
recuperaron dos clados principales bien soportados, y con alta estructuracion geografica (Fig.
5). Las muestras del oeste de México (OM) y Centroamérica-este de México (CEM)
mostraron ser reciprocamente monofiléticas, y concuerdan claramente con la distribucion de
las subespecies P. c. mexicana y P. c. thermophila en México (Peters 1940). En conjunto,
estos clados forman un primer grupo (clado Mesoamérica) respecto al segundo grupo
compuesto por las muestras sudamericanas (clado Sudamérica). El clado Sudamérica esta
representado por cinco muestras del sureste de Perl, una muestra del sur de Paraguay y
una muestra del norte de Paraguay, que parecen corresponder con poblaciones en las areas
de endemismo del Inambari (IN), Bosques del Atlantico (BA) y Rondonia (RO),
respectivamente (Smith et al. 2014).

Reloj molecular y tiempos de divergencia

Para el set de datos de secuencias concatenadas de Cuculiformes, los “marginal log
likelihoods” del analisis stepping-stone mostraron considerable soporte en favor del modelo
de reloj relajado (-14511.77) sobre el modelo de reloj estricto (-14516.36), considerando
cinco unidades log una fuerte evidencia a favor del mejor modelo (Ronquist et al. 2011), por
lo que se empled el modelo de reloj relajado en los siguientes analisis. Los tiempos de
divergencia estimados sugieren que la divergencia entre el clado de Sudamérica y el de
Mesoamérica ocurrié en el Pleistoceno inferior hace aproximadamente 1.7 millones de afios
(intervalo 2.3-1.17 Ma 95% HPD) coincidiendo con los tiempos de divergencia estimados por
Smith et al. (2014), entre los mismos clados de P. cayana mientras que la divergencia entre
los grupos mexicana y thermophila ocurrié hace aproximadamente 1.24 Ma (1.79-0.78 Ma,
95% HPD) (Fig. 5).
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Figura 5. Filogenia mitocondrial y tiempos de divergencia estimados. Los numeros en negro indican
los valores de bootstrap y probabilidad posteriores bayesianas respectivamente. Los nUmeros en rojo
indican el valor de la media (intervalo entre paréntesis) y las barras azules son el 95% HDP del
tiempo estimado de divergencia en millones de afios.
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Analisis de genética de poblaciones

Redes de haplotipos

Las redes de haplotipos (Figs. 6 y 7) mostraron una fuerte estructuracion geogréfica,
recuperando los mismos grupos encontrados en los analisis filogenéticos. Un total de 23
haplotipos fueron detectados con los datos concatenados (ND2 + CytB), 16 con el ND2 y 19
con el CytB, sin detectarse haplotipos compartidos entre los grupos designados. Para realizar
las conexiones, el algoritmo de parsimonia estadistica se vio forzado a generar un gran
namero de haplotipos hipotéticos, consecuencia del error de muestreo (lo cual puede

deberse al numero de muestras limitado), o por la extincion de haplotipos ancestrales.

Las redes también reflejan la estrecha relacién entre los grupos de Sudamérica, sin embargo
difieren en las relaciones de los haplotipos de las muestras de las poblaciones de Rondonia
(RO) y Bosques del Atlantico (BA) con respecto a las muestras del Inambari (IN), ya que en
la red de ND2, las muestras de RO e IN forman un grupo conectado por un haplotipo
hipotético al grupo BA, una topologia similar a la obtenida en los resultados filogenéticos,
mientras las redes de Cytb y de genes concatenados muestran a los haplotipos de RO y BA
conectados a haplotipos del grupo IN, lo que sugiere que el grupo IN es ancestral respecto a
RO y BA (Posada y Crandall 2001). El grupo Sudamérica se separa del grupo Mesoamérica
por 32 pasos mutacionales. Tanto el grupo OM como el grupo CEM estan separados por un
mismo haplotipo hipotético por 17 pasos mutacionales. Por otro lado los grupos RO y BA se
diferencian por 19 y 22 pasos mutacionales respectivamente, del grupo IN en la red de

haplotipos concatenada.

El gran niumero de pasos mutacionales observado entre los grupos es similar (incluso
superior) al observado en otras subespecies de cuculidos cuyo grado de diferenciacion
genética las hace candidatas a elevar su estatus taxondémico al de especie (Engel 2014;
Fossgy et al. 2016) Cabe resaltar el patron en “estrella” que puede observarse en el grupo de
Centroamérica-Este de México. Este patron, en el que un haplotipo comun ampliamente
distribuido presenta multiples haplotipos conectados a él por pocos pasos mutacionales
(sugiriendo un periodo corto de tiempo para la aparicion de nuevas mutaciones) esta

generalmente asociado a expansiones poblacionales recientes (Excoffier et al. 2009).
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Figura 6. Red de haplotipos para las secuencias concatenadas. El tamafio de los circulos
corresponde al numero de individuos con ese haplotipo. Las pequefias barras transversales
representan pasos mutacionales mientras que los pequefios circulos negros representan haplotipos
hipotéticos.
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Estructura poblacional e historia demografica

Los linajes Sudamericanos de Rondonia y Bosques del Atlantico fueron excluidos de los
analisis de estructura poblacional debido al bajo nimero de muestras. En general los datos
muestran una fuerte estructuracion entre todas las poblaciones analizadas y una mayor
diferenciacion genética entre los grupos de Mesoamérica respecto al grupo de Sudamérica,
reforzando los resultados obtenidos en los andlisis filogenéticos El grado de diferenciacion
genética (Cuadro 2) mostrada por los valores de Dxy (2.431-3.279) y Da (2.203-3.028) se
encuentra dentro del rango de diferenciacion en genes mitocondriales observado entre
diversos pares de linajes de aves cuya divergencia se estima ocurrié en el Pleistoceno,
siendo en algunos casos incluso mas grandes que los valores reportados en comparaciones
interespecificas (Johnson y Cicero 2004). Los valores de Fst muestran un rango entre 0.90 y
0.94, siendo los valores mas altos los observados entre el grupo de Centroamérica-Este de
México y el grupo del Inambari (Cuadro 2). De acuerdo a Hartl y Clark (1997), estos valores
(Fst > 0.25), indican que la mayor parte de la variacion genética observada es explicada por
la fuerte estructuracion entre las poblaciones. Estos valores, aunados al bajo nimero de
migrantes por generacion estimados (entre 0.4 y 0.5 migrantes por generacion) sugieren
largos periodos de aislamiento entre grupos y un flujo génico extremadamente bajo (Slatkin
1987).

Cuadro 2. Matriz de diferenciacion entre las poblaciones de Piaya cayana. Los valores encima de la
diagonal corresponden a Fst (Nm) y los valores debajo de la diagonal corresponden a Dxy (Da) en

porcentaje.
_ Centroamérica- .
Inambari . O. de México
Este de México

Inambari - 0.94856 (0.04)  0.91076 (0.05)

Centroamérica-
3.192 (3.028) - 0.90608 (0.05)

Este de México

0. de México 3.279 (2.987) 2.431 (2.203) -
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Todos los grupos mostraron valores altos de diversidad haplotipica (h>0.5) y valores bajos
diversidad nucleotidica (11<0.5%) (Cuadro 3), sugiriendo que los grupos han experimentado
cuellos de botella seguidos de expansiones poblacionales rapidas (Fry y Zink 1998; Grant y
Bowen 1998). Estos resultados pueden estar relacionados con la fuerte estructuracion
mostrada por el estadistico Fst, ya que los bajos tamafios poblacionales producidos por los
cuellos de botella pudieron facilitar la fijacion de los haplotipos via deriva génica, reforzando
el efecto del aislamiento geogréafico (Hamilton 2009). Los estadisticos F de Fu y D de Tajima
obtuvieron valores de 0 para todos los grupos, sugiriendo que no hay evidencia de cambios
poblacionales en estos loci (cuadro 3); sin embargo, estos valores no fueron significativos,
por lo que no fue posible hacer inferencias claras de cambios poblacionales con estos
estadisticos. Por otro lado, tanto las distribuciones mismatch (Fig. 8) como el estadistico R2
sugieren el ajuste a un modelo de expansion poblacional en el grupo de Centroamérica-Este
de Meéxico, lo que coincide con el patrén observado en la red de haplotipos. Las
distribuciones multimodales observadas en los grupos del Oeste de México e Inambari
sugieren que sus poblaciones se encuentran en equilibrio demografico (Hernandez-Bafos et
al. 2007).

Cuadro 3. Pardmetros de genética de poblaciones estimados para los grupos de Piaya cayana.

5 5

Inambari 1.00000 0.00229 0.1181* 0.000 0.000

Centroamérica-

Este de México 19 10 0.81871 0.00100 0.0676 0.000 0.000
O. de México 6 6 1.00000 0.00357 0.1282* 0.000 0.000
Rondonia 1 1 - - - - -

B. del Atlantico 1 1 - - - - -
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Figura 8. Distribuciones mismatch para las diferentes poblaciones de Piaya cayana. A, Oeste de
México; B, Centroamérica-Este de México; C, Inambari.

Anélisis morfologicos

Se obtuvieron medidas morfométricas de 115 individuos, 4 de los cuales fueron excluidos por
ser organismos juveniles o por no poder obtener suficientes medidas debido a dafios por el
método de colecta, por el proceso de taxidermia, o porque el ejemplar presentaba heridas o
falta de plumas antes de ser colectado. Ademas, 13 ejemplares fueron excluidos debido a
gue carecian de informacion relacionada con el sexo de los individuos. Con las medidas de
los 98 ejemplares restantes (Cuadro 4), se hicieron pruebas de T para identificar diferencias
significativas entre machos y hembras para ambas poblaciones. Los resultados indicaron
diferencias significativas en la media del tamafio del halux y puntas de la cola en mexicana,
mientras que thermophila presenté diferencias significativas en el tamafo de la cola, cuerda

alar y puntas de la cola (Cuadro 5).
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Cuadro 4. Valores de media y desviacion estdndar (SD) para las variables morfométricas de P.
cayana. PICLONG=longitud del pico, PICANCH= ancho del pico, PICPROF= profundidad del pico,
CUEALA-= cuerda alar, TARSO= longitud del tarso, HALUX= longitud del halux, COLA= longitud de la
cola, TIPS= longitud de las puntas blancas de la cola.

‘ Hembras Machos

VARIABLE n media SD n media SD
PICLONG 19 17.58 0.78 27 17.42 0.95
PICANCH 20 7.74 0.46 27 7.71 0.60
PICPROF 19 9.71 0.39 27 9.84 0.52
CUEALA 19 149.21 4.39 24 147.83 3.71
20 37.55 1.40 26 37.85 1.94

20 9.85 0.43 26 10.15 0.53
14 310.71 9.42 22 304.41 12.33

13 28.25 3.38 21 31.68 4.18

thermophila
Hembras Machos

VARIABLE n media SD n media SD
PICLONG 17.82 0.62 35 18.38 1.02
PICANCH 8.40 0.39 34 8.31 0.44
PICPROF 9.74 0.57 33 9.88 0.40
CUEALA 140.21 3.09 33 145.48 7.16
37.80 1.05 36 37.67 1.47

9.87 0.80 36 9.96 0.48

254.08 18.39 23 268.67 19.46

25.15 2.55 29 28.08 3.76

Cuadro 5. Variables con diferencias significativas entre machos y hembras. CUEALA= cuerda alar,
HALUX= longitud del halux, COLA= longitud de la cola, TIPS= longitud de las puntas blancas de la
cola.

_ Media Media Valor de Valor de

Variable Grupo
Hembras Machos T P

HALUX mexicana 9.85 10.14 -2.0924  43.853 0.04222

TIPS mexicana 28.25 31.05 -2.4014  24.243  0.02435

COLA thermophila 254.07 267.56 -2.14 24296  0.04259

CUEALA thermophila 140.21 144.84 -3.2647  44.454 0.002113

TIPS thermophila 25.14 27.39 -2.1636  35.381 0.03733
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El andlisis individual de las variables mediante graficos de caja (Fig. 9) mostré una gran
similitud entre poblaciones para practicamente todas las variables, siendo la longitud de la
cola la unica variable con una diferenciacion clara. Sin embargo, la prueba de U de Mann-
Whitney sugiere que existen diferencias significativas en la longitud de la cola 'y en el largo y
ancho del pico. Este andlisis indica que los individuos de thermophila tienden a tener picos
mas largos y anchos en comparacion con mexicana, mientras que la longitud de la cola de

mexicana es notoriamente mas larga en comparacion con la de thermophila.

Los analisis de correlacion de Pearson sugieren que existen relaciones lineales entre la
longitud de la cola y la longitud de las puntas blancas de la cola; y entre la longitud de la cola
y el ancho y largo del pico (Fig. 10). Sin embargo, la matriz de correlacion indica que estas
correlaciones no son significativas entre ningun par de variables (Cuadro 6), por lo que todas
las variables fueron utilizadas en el andlisis de PCA.

En el analisis de componentes principales, la variacion explicada por los componentes | a lll
fue del 83.44% distribuida como 58.24%, 19.02% y 6.18%, respectivamente. Las variables
gue mas contribuyen a la variacién en el primer componente principal fueron las puntas
blancas de la cola y la longitud de la cola, mientras que el largo y ancho del pico fueron las
variables de mayor contribuciébn en el segundo componente (Cuadro 7). Al graficar el
componente 1 contra el 2, se observa que los individuos forman dos agrupamientos que
corresponden con los dos grupos analizados. Sin embargo, los grupos muestran la existencia
de traslape en el espacio morfologico a nivel de ambos componentes. Los resultados del
PCA, junto con el andlisis de las variables por separado, muestran que las principales
diferencias morfolégicas entre los grupos mexicana y thermophila son el tamafio de la cola y
el pico, mientras variables como la longitud del tarso y la cuerda alar parecen no estar

diferenciadas entre grupos.
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Figura 9. Comparacion individual de cada variable morfologica. Los asteriscos rojos
denotan las variables que presentan diferencias significativas. PICLONG=longitud del pico,
PICANCH= ancho del pico, PICPROF= profundidad del pico, CUEALA= cuerda alar,
TARSO= longitud del tarso, HALUX= longitud del halux, COLA= longitud de la cola, TIPS=
longitud de las puntas blancas de la cola.
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Figura 10. Gréafica matricial para las variables morfométricas. PICLONG=longitud del pico,
PICANCH= ancho del pico, PICPROF= profundidad del pico, CUEALA= cuerda alar, TARSO=
longitud del tarso, HALUX= longitud del h&lux, COLA= longitud de la cola, TIPS= longitud de las
puntas blancas de la cola.

Cuadro 6. Matriz de correlaciéon entre las variables morfométricas. PICLONG=longitud del pico,
PICANCH= ancho del pico, PICPROF= profundidad del pico, CUEALA= cuerda alar, TARSO=
longitud del tarso, HALUX= longitud del halux, COLA= longitud de la cola, TIPS= longitud de las
puntas blancas de la cola.

| COLA | CUEALA| HALUX  PICANCH  PICLONG | PICPROF | TARSO| TIPS |

(ool umn 1.0000
GV \W . 0.2887 1.0000

GP\RV) QN 0.0099 0.1518 1.0000
MOV N[efgl 0.4642 0.1537 0.1034 1.0000
M[eiNel\[el 0.3462 0.0177 0.0802 0.5784 1.0000
Mo elay 0.0032 0.2558 0.0004 0.2356 0.4587 1.0000

LGSO 0.0589 0.2300 0.3263 0.0610 0.1069 0.1394 1.0000

TIPS 0.4468 0.3924 0.1473 0.1561 0.0292 0.1260 0.0493 1.0000
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Figura 11. Andlisis de componentes principales de las variables morfométricas. La gréfica superior
muestra la distribucioén de los individuos en el espacio morfolégico conformado por el componente |
(PC1) contra el componente Il (PC2). La grafica inferior muestra la contribucién de cada variable a
cada uno de los componentes.
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Cuadro 7. Eigenvectores para los tres primeros componentes principales y varianza explicada por
cada componente. PICLONG=longitud del pico, PICANCH= ancho del pico, PICPROF= profundidad
del pico, CUEALA= cuerda alar, TARSO= longitud del tarso, HALUX= longitud del halux, COLA=
longitud de la cola, TIPS= longitud de las puntas blancas de la cola.

PICLONG 0.000189061  -0.5135073  -0.12717588
PICANCH -0.10486272  -0.71607577  0.12490539
PICPROF 0.084445035  -0.23113458  -0.12067375
CUEALA 0.110922155  0.02509121  -0.14810286
TARSO 0.047964982  -0.01405786  -0.65136886
HALUX 0.072616645  0.03498089  -0.69918064
COLA 0.274879879  0.37193238  0.08895065

TIPS 0.941507473  -0.17244707  0.10334964
Varianza explicada 058248891  0.19024867  0.06186465

Similitud de nicho ecoldgico

Los resultados del PCA-env indican que los ejes de los dos primeros componentes explican
el 82.4% de la varianza total (Figs. 12 y 13). Los resultados del analisis de equivalencia de
nicho indican que el traslape observado es menor al esperado bajo el modelo nulo, por lo que
la hipotesis nula de nichos identicos es rechazada (Fig. 12), mientras que el valor del
parametro D (0.1288941) también sugirid que el traslape es limitado de acuerdo a la
clasificacion propuesta por Rédder y Engler (2011). Por otro lado, el analisis de similitud de
nicho muestra que el valor observado D es mas similar a lo esperado al azar, en ambos
sentidos, por lo que la hipotesis nula de que el traslape de nicho observado es consecuencia

de las condiciones ambientales disponibles es rechazada (Fig. 12).
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Figura 12. Comparacion de los nichos ecoldgicos de los grupos mexicana (naranja) y thermophila
(verde). Las &reas mas oscuras en las graficas de PCA indican la mayor densidad de registros. La
linea continua representa el 100% del espacio ecoldgico disponible en el area de distribuciéon general,
mientras que la linea punteada representa el 50% del mismo. Los histogramas muestran los
resultados de la prueba de equivalencia y similitud de nicho. Las barras grises representan el traslape
de nicho simulado mediante 100 iteraciones, la linea roja muestra el valor observado de traslape de
nicho.
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Figura 13. Circulo de correlacion entre las variables utilizadas para construir el espacio ecolégico en
el PCA. biol=temperatura media anual, bio2=rango de temperaturas diurnas, bio3=isotermalidad,
biod=estacionalidad en la temperatura, bio5=temperatura maxima del mes mas cdlido, bio6=
temperatura minima del mes mas frio, bio7=rango anual de temperatura, bio8=temperatura media del
trimestre mas lluvioso, bio9=temperatura media del trimestre mas seco, biol0=temperatura media del
trimestre mas célido, bioll=temperatura media del trimestre mas frio, biol2=precipitacion anual,
biol3=precipitacion del mes mas lluvioso, biol4=precipitacion del mes méas seco,
biol5=estacionalidad en la precipitacion, biol6=precipitacion del trimestre mas lluvioso,
biol7=precipitacion del trimestre mas seco, biol8=precipitacion del trimestre mas calido,
bio19=precipitacion del trimestre mas frio.
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DISCUSION

Filogenia

Tanto los analisis filogenéticos de maxima verosimilitud e inferencia bayesiana, asi como la
red de haplotipos, fueron congruentes identificando dos linajes principales dentro del
complejo Piaya cayana. El primero de ellos esta conformado por las poblaciones distribuidas
en Mesoamérica, y el segundo formado por las muestras de Sudamérica. Por su parte, el
clado mesoamericano se divide en los grupos: mexicana al oeste del Istmo de Tehuantepec
(IT) y el grupo thermophila al norte y este del IT, asi como la Peninsula de Yucatan y
Centroamérica. Este patron de diferenciacion es congruente con los limites geograficos
establecidos previamente para las subespecies con base en los patrones de coloracion
(Ridgway 1916; Peters 1940). El Istmo de Tehuantepec ha sido ampliamente reconocido
como un limite biogeografico entre linajes para una gran variedad de grupos, especialmente
para organismos de tierras altas (Sullivan et al. 2000; Barber y Klicka 2010; Ornelas et al.
2013; Rodriguez-Gomez et al. 2013; Ortiz-Ramirez et al. 2016) y en menor medida, para
grupos de tierras bajas (Arbelaez-Cortés et al. 2014; Rios-Mufioz 2014). Sin embargo,
diversos estudios han relacionado al IT con los patrones de diferenciacibn genética en
numerosas especies de tierras bajas, como el cucarachero Campylorhynchus rufinucha
(Vazquez-Miranda et al. 2009), los colibries Campylopterus curvipennis (Gonzéalez et al.
2011) y Phaethornis longirostris (Arbelaez-Cortes y Navarro-Sigienza 2013). Patrones de
diferenciacion similares se pueden observar a nivel intragenérico entre especies
codistribuidas en las tierras bajas de México. En aves, este patron se observa en las
especies de chachalacas del género Ortalis, los colibries del genero Chlorostilbon, los
trogloditas del género Pheugopedius y los carpinteros Colaptes rubiginosus y C. auricularis,
todas ellas con distribuciones alopétricas separadas por el IT (Howell y Webb 1995; Berlanga
et al. 2008).

Mediante el uso de aproximaciones bayesianas en estudios de filogeografia comparada de
aves montanas (Barber y Klicka 2010), asi como diversos grupos biolégicos de bosques
mesofilos (Ornelas et al. 2013), se ha sugerido la existencia de multiples pulsos de
diversificacion a través del Istmo de Tehuantepec; es decir, eventos en los que taxones co-

distribuidos a ambos lados del Istmo experimentaron diversificacidn simultanea debido a la
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misma barrera (Zink 2002). Dichos estudios coinciden en que algunos de estos pulsos se
ubican en el Pleistoceno inferior (Calabriense, 1.806-0.781 Ma), coincidiendo con las
estimaciones de los tiempos de divergencia entre los grupos mexicana y thermophila del
complejo P. cayana, siendo notable que el patrén de diferenciacion entre las poblaciones al
oeste del IT y las poblaciones de Chiapas y Veracruz en Chlorospingus ophthalmicus (ahora
Chlorospingus flavopectus), es similar al observado en este estudio, ya que las poblaciones
de C. ophthalmicus al norte del IT, en Veracruz, junto con las poblaciones distribuidas al este
del istmo, forman un grupo diferenciado de las poblaciones distribuidas al oeste del IT.
Ademas, los limites de confianza en los tiempos de divergencia estimados para los grupos de
C. ophthalmicus se traslapan con los limites de confianza estimados para los grupos

mexicana y thermophila (Ornelas et al. 2013).

Aunque los eventos de expansion y contraccién de los habitats de tierras altas producidos
por las fluctuaciones climaticas durante el Pleistoceno (Hewitt 2000; Zachos et al. 2001)
parecen ser la explicacion por defecto en la mayoria de los estudios filogeograficos que
involucran especies que habitan en estos ambientes y en este marco temporal, Barber y
Klicka (2010) sefialan que no debe perderse de vista el hecho de que otros fenébmenos, como
las transgresiones marinas (Miller et al. 2005), podrian estar involucrados en algunos de los
eventos de diversificacion de especies distribuidas a ambos lados del IT, especialmente
aquellos ubicados a inicios del Pleistoceno entre dos y tres millones de afios. Aunque los
pulsos de diversificacion simultadnea entre biotas de tierras altas y bajas podrian explicarse
en gran parte por el efecto de transgresiones marinas, el intervalo temporal estimado para
estos eventos no coincide con los intervalos estimados entre los grupos mexicana y
thermophila, por lo que es posible que su separacion este asociada con otros procesos 0
incluso, que los calculos subestimen la verdadera edad de la divergencia entre estas
poblaciones.

Filogeografia

Al encontrar que taxones de tierras bajas comparten patrones de diferenciacion con taxones
de tierras altas en el IT, la explicacion de las expansiones y contracciones de los habitats

montanos producidas por las fluctuaciones climaticas durante el Pleistoceno por si misma
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pierde peso. Si organismos tanto de tierras altas como bajas fueron afectados
simultaneamente, significa que alguna barrera vicariante debi6 limitar el paso a través del IT,
0 que los cambios climéticos propiciaron la formacion de hébitats poco favorables, que
funcionaron como barreras ecoldgicas para ambos tipos de biotas. Cualquiera sea el caso,
tomando en cuenta el grado de diferenciacion, la fuerte estructuracion geografica, el nimero
de pasos mutacionales en la red de haplotipos y el limitado flujo genético entre las
poblaciones de P. cayana a ambos lados del IT, indican que dicha barrera debié ser lo
suficientemente fuerte y duradera para mantener esta diferenciacion independiente de
reconexiones de habitat mas recientes; aunado a esto, el efecto del aislamiento geografico
pudo ser reforzando por bajos tamafios poblacionales producidos por los cuellos de botella
que facilitaron la fijacibn de los haplotipos exclusivos via deriva génica, y por su baja
capacidad de dispersion, sugerida por sus alas cortas y redondeadas, su comportamiento y
por la extensa variacion geogréafica observada a pesar de la aparente continuidad del habitat
(Payne 2005).

La idea del IT como barrera para la biota de tierras bajas parece contradecir los resultados
obtenidos por Rios-Mufioz (2014), quien presento un estudio de filogeografia comparativa de
la biota de tierras bajas de Mesoameérica usando secuencias de una especie de insecto, tres
de anfibios, una de lagartija, dos de aves y dos de mamiferos, encontrando que el IT no
representa un limite biogeografico importante para los taxones analizados. Estas
conclusiones podrian deberse en parte a que solo tres de los taxones utilizados tienen
poblaciones en los bosques secos al oeste del IT, lo que dificultaria encontrar patrones

comunes debido al bajo nimero de taxones comparados.

Sin embargo, los propios resultados de Rios-Mufioz, junto con los resultados previos de
Vazquez-Miranda et al. (2009) demuestran que para uno de estos taxones, el ave
Campylorhynchus rufinucha, el IT representa una importante barrera filogeografica. Ademas,
los tiempos de divergencia estimados para las poblaciones de C. rufinucha a ambos lados
del IT de entre 0.8 y 1.7 Ma usando secuencias de CytB (Barker 2007) y entre 1.3 y 3.6 Ma
utilizando secuencias de ND2 (Rios-Mufioz 2014) se encuentran dentro de los limites de las
estimaciones de tiempos de divergencia entre los grupos mexicana y thermophila de P.
cayana (0.78 -1.79 Ma), siendo basicamente idénticos a los obtenidos para C. rufinucha

usando secuencias de CytB, por lo que resulta interesante notar que estimaciones
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independientes coinciden en el IT como barrera en el mismo marco temporal para dos
especies de aves de tierras bajas consideradas como especies con baja capacidad de

dispersion a largas distancias (Payne 2005; Vazquez-Miranda et al. 2009).

Estos resultados, podrian sugerir que al igual que con la biota de tierras altas, en el caso de
la biota de tierras bajas el IT ha actuado como barrera y como puente para diferentes
taxones en diferentes épocas (Ornelas et al. 2013), por lo que es necesaria evidencia
adicional a partir de estudios filogeograficos y filogenéticos asi como estudios de
filogeografia comparada, para determinar si al igual que con la biota de tierras altas, multiples
pulsos de diversificacion en el IT han afectado a la biota de tierras bajas, y de existir,

determinar si estos coinciden en el tiempo para ambos casos.

De acuerdo con las distribuciones mismatch, no hay evidencia de cambios poblacionales en
la poblacion del Oeste de México (mexicana), sin embargo tanto el patron estrella de la red
de haplotipos (Excoffier et al. 2009), como las distribuciones mismatch sugieren que las
poblaciones de Centroamérica-este de México (thermophila) han pasado por una expansion
poblacional reciente. Sin embargo, este patron puede ser un artificio debido al limitado
namero de muestras y a su distribucion geografica, concentrada principalmente en Oaxaca y
Chiapas. Debido a la falta de marcadores genéticos nucleares y al limitado niumero de
muestras los resultados de cambios poblacionales presentados deben ser tomados con
precaucion, y es necesario un mayor numero de muestras por localidad, asi como la adicion
de marcadores genéticos que pudieran fortalecer la historia demografica, como microsatélites

o0 SNPs para tener analisis robustos en este aspecto.

Morfometria

Las variables morfolégicas pueden ser usadas como subrogados del comportamiento,
requerimientos ecoldgicos, interacciones y/o capacidad motrices de los organismos
(Hedenstrom 2008; Jgnsson et al. 2015). Asi por ejemplo, el tamafio del tarso esta
relacionado con el uso del habitat en los Cuculiformes, siendo mas largo en relacién al
tamafio corporal en las especies terrestres que en las arboreas, en las que los tarsos cortos

ayudan al balanceo y salto entre las ramas al mantener un centro de gravedad bajo (Payne
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2005). Asimismo, el tamafio y forma de las alas se relaciona con el comportamiento
migratorio de los Cuculiformes, ya que las especies migratorias las alas presentan un perfil
alargado y puntiagudo, mientras que en especies residentes como P. cayana, las alas son
cortas y redondeadas (Payne 2005). Esto podria indicar que las capacidades motrices
relacionadas a los habitos arboreos y capacidad de dispersion entre los grupos mexicana y

thermophila se han mantenido sin cambios a pesar de la diferenciacion genética y ambiental.

Como puede verse en los andlisis de traslape de nicho, ambos grupos habitan en regiones
ambientalmente diferentes. Esto necesariamente implica que mantienen interacciones
bidticas con comunidades diferentes, una de las cuales pueden ser las comunidades de
insectos, los cuales constituyen la mayor parte de la dieta de esta especie (Raw 1997;
Piratelli y Pereira 2002; de Azevedo et al. 2006; Repenning et al. 2009). Como se ha
observado en diversos grupos de insectos, el IT representa un limite biogeografico
importante (Halffter 1987, Jones et al 2013); considerando que estos representan la mayor
parte de la dieta de P. cayana, las diferencias observadas en el tamafio del pico pueden ser
una respuesta a las diferencias en las presas consumidas o a la estrategia de forrajeo de
cada grupo (Carrascal 1990), de hecho existe evidencia de que vertebrados pequefios
constituyen parte de la dieta regular de P. cayana en Centroamérica (Komar y Thurber 2003),
por lo que es necesario un estudio mas detallado de la dieta de ambos grupos para poner a

prueba esta idea.

Las diferencias morfolégicas mas pronunciadas entre los dos grupos pueden observarse en
las medidas relacionadas al tamafio la cola, ademas, el patrén de coloracion de la misma es
uno de los caracteres mas distintivos entre ambos grupos. Al parecer, el tamafio y coloracion
de la cola es importante en la comunicacion y reconocimiento interespecifico entre los cucos
(Payne 2005); muchas especies de Cuculiformes han sido observadas extendiendo y
elevando la cola durante el despliegue sexual. Fragmentos de este comportamiento han sido
grabados en cucos parasitos del Viejo Mundo (subfamilia Cuculinae), el cuco rayado
americano (Tapera naevia), los anis (género Crotophaga), y el guira (Guira guira). El
marcado patron de las puntas claras contrastando con la coloracion obscura en la cara
ventral de la cola es presumiblemente importante en los despliegues de apareamiento de
otros cucos que exhiben esa caracteristica del plumaje, como en miembros del género

Phaenicophaeus y de la subfamilia Coccyzinae (Payne 1997).
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Por otro lado, el patron de coloracion debajo de la cola también difiere en el plumaje juvenil,
tendiendo a presentarse coloraciones mas palidas y patrones menos definidos que en el
plumaje adulto (Howell y Webb 1995; Payne 2005; Dunn y Alderfer 2011) lo que puede
sugerir una asociacion con la madurez sexual. Considerando la importancia de la cola para
los cucos en la comunicacion social y el apareamiento, las diferencias en el patron de
coloracion y tamafo podrian representar una forma de aislamiento reproductivo precigotico

entre los grupos thermophila y mexicana.
Similitud de Nichos

Los resultados del analisis de equivalencia de nicho sugieren que los nichos entre ambos
grupos no son idénticos, por lo que seria erroneo hacer inferencias sobre las caracteristicas
de un grupo en particular con base en las caracteristicas del otro. Sin embargo, el analisis de
similitud indica que los nichos entre ambos grupos son mas similares que lo esperado al
azar. Considerando los diferentes ambientes tropicales observados a cada lado del IT, hacia
el noroeste bosques tropicales secos con estacionalidad marcada y, hacia el norte y el este,
un conjunto de habitats mas humedos que incluyen desde la selva mediana hasta el bosque
mesofilo de montafa, no es de sorprender que los nichos observados no fueran equivalentes

entre si.

Sin embargo, la prueba de similitud indica que las dos formas de Piaya cayana en México
comparten mas caracteristicas en el espacio ambiental de lo esperado al azar, sugiriendo
una activa seleccion de los ambientes méas idéneos por parte de cada grupo. Estos
resultados concuerdan con Warren et al. (2008), quienes a través de la medicién de traslape
de nicho entre especies hermanas de insectos, mamiferos y principalmente aves, sefialan
gue los nichos de especies hermanas son raramente idénticos pero tienden a ser mas
similares de lo esperado por azar. A pesar de existir conservadurismo del nicho fundamental
entre especies relacionadas, el nicho realizado de cada una puede ser diferente, lo que
puede aparentar divergencia de nicho, sin embargo, aunque los nichos pueden cambiar en
respuesta a las presiones selectivas de cada region, no lo hacen abruptamente tendiendo a
presentar conservadurismo filogenético en periodos evolutivos cortos, por ejemplo en
divergencias relativamente recientes, como aquellas ocurridas en el Pleistoceno (Pyron et al.
2015).
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A lo largo de su distribucion en el Neotropico, otras poblaciones de Piaya cayana habitan en
bosques tropicales secos como las regiones al este de Brasil, el norte de Venezuela y
Colombia, el noroeste de Centroamérica y el norte de la Peninsula de Yucatan (Pennington
et al. 2000) sugiriendo que tanto los bosques tropicales secos y lluviosos forman parte del
nicho fundamental de este complejo. La expansion de los bosques tropicales secos
(establecidos en el oeste mexicano desde hace aproximadamente 30 millones de afios) hacia
Centroamérica ocurrié hace aproximadamente 2.5 millones de afios, de acuerdo a evidencia
genética y fosil del género Bursera (Becerra 2005), lo que pudo permitir a poblaciones
centroamericanas ancestrales colonizarlas tierras bajas del oeste de México pasando

posteriormente por un proceso vicariante como sugieren los analisis genéticos.
Implicaciones taxonémicas y de conservacion

Las distintas lineas de evidencia presentadas en este estudio, en conjunto con las diferencias
en los patrones de coloracidon descritas previamente (Stone 1908; Ridgway 1916; Peters
1940; Navarro-Siguenza y Peterson 2004), ponen de manifiesto la necesidad de una
reevaluacion taxonOmica en P. cayana. Los analisis filogenéticos basados en DNA
mitocondrial sugieren al menos cinco linajes independientes, que podrian aumentar hasta
ocho, considerando resultados previos basados en secuencias de Cytb (Smith et al. 2014).
Los altos valores de Fst (>0.9), el grado de diferenciacion genética, asi como el elevado
namero de pasos mutacionales en la red de haplotipos, sugieren periodos de aislamiento

genético entre grupos y/o pequefios tamafos poblacionales.

La falta de evidencia contundente que demuestre la existencia de individuos hibridos a pesar
de la aparente existencia de una zona de contacto en el Istmo de Tehuantepec (Binford
1989; Navarro-Siglienza y Peterson 2004), aunado a los resultados genéticos de este
estudio, en el cual no se encontraron haplotipos compartidos, junto con un namero
extremadamente bajo de migrantes efectivos (Nm<= 0.5), sugieren que el flujo génico (si es
gue existe) es muy limitado. El grado de diferenciacion genética, asi como los tiempos de
divergencia estimados, son tanto o mas grandes que los encontrados entre diferentes pares
de unidades evolutivas reconocidas como especies completamente separadas de cucos y

otros grupos de aves (Johnson y Cicero 2004; Fossgy et al. 2016).
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Los grupos thermophila y mexicana presentan caracteristicas morfolégicas y de coloracion
diagndsticas posiblemente relacionadas con la comunicacion y la reproduccion (Payne 2005),
por lo que pueden estar involucradas en el aislamiento reproductivo. En conjunto, una
marcada divergencia genética y fenotipica asi como bajo flujo génico, indican que estos
clados representan unidades evolutivas independientes que cumplen con las caracteristicas
para ser reconocidas como especies bajo los conceptos filogenético, evolutivo y morfolégico
de especie (Cracraft 1983; De Queiroz 2007). El tratamiento del cuco ardilla P. cayana como
una sola especie en la clasificacion AOU no refleja el grado de divergencia observados entre
los distintos grupos, mientras que las clasificaciones que consideran solo al grupo mexicana
como una especie separada de P. cayana (del Hoyo et al. 2017; Gill y Donsker 2017), no
reflejan las relaciones evolutivas entre los grupos, ya que en este caso el taxén P. cayana al
incluir a thermophila pero no a mexicana, se convierte en un grupo parafilético. Por lo tanto,
se recomienda que las formas (actualmente reconocidas como subespecies) P. c. mexicana
y P. c. thermophila sean reconocidas como especies independientes entre si e
independientes de las poblaciones sudamericanas. La limitacion de los datos usados en este
estudio impide hacer inferencias mas profundas acerca del estatus taxondémico de las

poblaciones sudamericanas.

El considerar a P. cayana como un grupo de especies y no como una especie de amplia
distribucién en el Neotropico presenta importantes implicaciones para su conservacion.
Aunque los ecosistemas tropicales se encuentran amenazados a nivel general, los bosques
tropicales secos al oeste de México en los que habita P. c. mexicana enfrentan amenazas y
tasas de deforestacion diferentes a los que amenazan los bosques tropicales himedos en los
gue habita P. c. thermophila (Ceballos et al. 2010; Koleff et al. 2012). Elevar a nivel de
especie a P. c. mexicana implicaria que esta sea la Unica especie de cuculiforme endémica
de México, mientras que P. c. thermophila seria endémica de Centroamérica y el este de
México. Se desconocen muchos aspectos biolégicos y tamafios poblacionales particulares
cada grupo, por lo que son necesarios estudios para detectar factores de riesgo y determinar

Su estatus de conservacion.
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CONCLUSIONES

Los analisis filogenéticos basados en DNA mitocondrial indican que las poblaciones
mexicanas de Piaya cayana representan dos linajes independientes, y que a su vez,

representan un linaje independiente respecto a las poblaciones sudamericanas.

Los tiempos de divergencia indican que la separacion de los grupos mexicana y thermophila
ocurrié durante el Pleistoceno, entre 0.78 y 1.79 millones de afios atras, y que puede estar
relacionada a otros pulsos de diversificacion para las biotas de tierras bajas y altas en el

Istmo de Tehuantepec.
Analisis mas detallados son necesarios para hacer inferencias a nivel poblacional.

Los analisis morfoldgicos indican que las principales diferencias entre los grupos mexicana y
thermophila se encuentran en el pico y en la cola, caracteristicas que se relacionan

potencialmente con cambios en la dieta y en el apareamiento, respectivamente.

Los andlisis de traslape de nicho indican conservacion en las preferencias ambientales entre
ambos grupos, mas alla de lo esperado dada la disponibilidad de habitat en sus respectivas

areas de distribucion.

El limitado flujo génico entre los grupos mexicana y thermophila, inferido previamente por la
falta de evidencia de hibridacion, parece ser explicado por una combinacion de factores
como largos periodos de aislamiento genético, diferencias en caracteres relacionados con el
apareamiento y la adaptacion a diferentes condiciones ambientales.

Las clasificaciones actuales no reflejan las relaciones evolutivas ni el grado de divergencia
entre las poblaciones de Piaya cayana. Las distintas lineas de evidencia sugieren que el
estatus taxondémico de las subespecies mexicana y thermophila debe elevarse a nivel de

especie.
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ANEXO 8. LISTA DE MUESTRAS Y LOCALIDADES USADAS EN LOS ANALISIS FILOGENETICOS.

No. Colecta Subespecie i Localidad
AMT 264 Piaya cayana thermophila ~ México Chiapas Pijijiapan, Rancho Nueva Ensenada, Col. Miguel Aleméan Valdés 15.56094444 -93.01686111
ANSP 21862  Piaya melanogaster Guyana

CHIS 135 Piaya cayana thermophila ~ México Chiapas Laguna la Joya 1.7 km E del Rancho El Vergel 15.995455 -93.72381

CHIS 136 Piaya cayana thermophila  México Chiapas Laguna la Joya 1.7 km E del Rancho El Vergel 15.995455 -93.72381

CHIS 144 Piaya cayana thermophila ~ México Chiapas Laguna la Joya 1.7 km E del Rancho EIl Vergel 15.995455 -93.72381

CHIS 145 Piaya cayana thermophila  México Chiapas Laguna la Joya 1.7 km E del Rancho El Vergel 15.995455 -93.72381

CHIS 332 Piaya cayana thermophila ~ México Chiapas Rancho Santiago Bellavista a 2.23 km NW de la Polka 16.01277778 -93.78027778
CONACYT 1444 Piaya cayana thermophila ~ México Oaxaca Nizanda, El Naranjo 16.7924999 -95.04249999
CONACYT 1454 Piaya cayana thermophila ~ México Oaxaca Nizanda, Agua Tibia 16.6706194 -95.0116222
CONACYT 1475 Piaya cayana thermophila  México Oaxaca Nizanda, Camino al Aguaje 16.632563 -94.990109
CONACYT 459 Piaya cayana thermophila ~ México San Luis Potosi San Nicolas de los Montes, La Mesa 22.12166667 -99.425

CPM 222 Piaya cayana mexicana México Nayarit Salazares 21.6774166 -104.9743056

CWT 088 Piaya cayana México

KU 16728 Piaya cayana Pera Ayacucho

KU 18609 Piaya cayana Pert Cusco ca. Alto Manguriari -12.565 -73.08667

KU 18746 Piaya cayana Peru Cusco

KU 2082 Piaya cayana thermophila ~ Mexico Campeche El Arroyo, 6 Km S Silvituc 18.59277778 -90.25611111

KU 21449 Piaya cayana Pera above San Juan del Oro -14.231 -69.194

KU 21479 Piaya cayana Peru Puno

KU 3109 Piaya cayana Paraguay Alto Paraguay, W bank Rio Negro, 8 km above mouth -20.1 -58.13333
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Localidad

KU 4951 Piaya cayana thermophila El Salvador Canton Joya El Matazano, Cerro Cacahuatique 13.762 -88.2

MOLGRO 681 Piaya cayana mexicana México Guerrero Zihuatanejo, Barra de Potosi 17.56552 -101.43359

NISA 137 Piaya cayana thermophila  México Oaxaca Pueblo de Nizanda 16.65

SFP 014 Piaya cayana mexicana México Mexico Delegacion de San Francisco los Pinzanes, Amatepec 18.6906667 -100.332333

SOSI 147 Piaya cayana thermophila  México Chiapas Reserva El Sielncio 14.67249 -92.23057

YUC13 234 Piaya cayana thermophila ~ México Yucatan Cenotillo 8.5 km S 20.89919444 -88.61477778
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