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Resumen

Leptotila verreauxi es una especie politipica de amplia distribucion en el continente
americano con 13 subespecies reconocidas. En México, cuatro de ellas se distribuyen en las
tierras bajas de las vertientes del Pacifico y del Atlantico. El Istmo de Tehuantepec (IT) es una
region en donde existe contacto entre las poblaciones de ambas vertientes. Se examinaron los
niveles de variacion genética en sus poblaciones, con énfasis en las que se integran en el IT, con
el fin de analizar las fuerzas histéricas que han moldeado su estructura genética. Se obtuvieron
un total de 135 secuencias de los marcadores de mtDNA (ND2 y COI) y un marcador de nDNA
(B-fibint 7) a partir de 48 muestras de tejido. Las filogenias fueron elaboradas mediante Maxima
Verosimilitud e Inferencia Bayesiana, ademas, se estimaron tiempos de divergencia con un
analisis de reloj molecular estricto, asi como analisis de genética de poblaciones y demografia
historica. Las hipdtesis filogenéticas de este estudio son las primeras a nivel intraespecifico para
L. verreauxi aportando informacion taxonomica relevante, en especial para las poblaciones
mexicanas. Las filogenias y la red haplotipica muestran correspondencia geografica y un patron
interesante, donde poblaciones simpétridas presentan niveles altos de divergencia en los
marcadores de mtDNA. En este caso dos de las poblaciones que se integran en el IT revelan una
divergencia de 3.2%, sin embargo, otras poblaciones del complejo también presentan niveles por
arriba del 2.5%. Se explora el papel de la formacion de una via maritima hace aproximadamente
2-3Ma que dividié a las poblaciones presentes en el este y el oeste del IT promoviendo la
divergencia y culminando en un contacto secundario una vez que las poblaciones se dispersaron
por el IT al desaparecer la via maritima.

Palabras clave: Filogeografia, genética de poblaciones, poblaciones simpatridas, via maritima,

Paloma Arroyera.



Abstract

Leptotila verreauxi is a polytypic species of wide distribution in the American continent with
13 recognized subspecies. In Mexico, four of them are distributed in the lowlands of the Pacific
and Atlantic slopes. The Isthmus of Tehuantepec (IT) is a region where there is contact between
the populations of both sides. The levels of genetic variation in their populations were examined,
with emphasis on those that are integrated into the IT, in order to analyze the historical forces
that have shaped their genetic structure. A total of 135 sequences of the mtDNA markers (ND2
and COI) and nDNA marker (B-fibint 7) were obtained from 48 tissue samples. The phylogenies
were elaborated by Maximum Likelihood and Bayesian Inference, in addition, divergence times
were estimated with a strict molecular clock analysis, as well as population genetics analysis and
historical demography. The phylogenetic hypotheses of this study are the first at the intraspecific
level for L. verreauxi, providing relevant taxonomic information, especially for Mexican
populations. The phylogenies and the haplotypic network show geographic correspondence and
an interesting pattern, where sympatrid populations show high levels of divergence in mtDNA
markers. In this case, two of the populations that are integrated into the IT reveal a divergence of
3.2%, however, other populations in the complex also present levels above 2.5%. The role of the
formation of a seaway is explored approximately 2-3 Myr ago that divided the populations
present in the east and west of the IT by promoting divergence and culminating in a secondary

contact once the populations dispersed through the IT as the seaway.

Keywords: Phylogeography, population genetics, sympatric populations, seaway, White-

tipped Dove.



Introduccion

La filogeografia tiene como objetivo analizar los principios y procesos historicos que rigen los
arreglos espaciales de linajes genéticos, en particular dentro y entre especies estrechamente
relacionadas (Avise, 2009; Avise et al., 1987). Los estudios filogeograficos han tenido un amplio
crecimiento desde que se formalizé la disciplina en 1987 (Avise, 2009). La prevalencia de los
estudios filogeograficos en taxones mesoamericanos ha sido motivada por la compleja historia
geoldgica de las areas donde se distribuyen las especies (Rodriguez-Correa, Gonzalez-Rodriguez
y Oyama, 2017). Una de estas areas es el Istmo de Tehuantepec (IT), ubicado en el sureste de
México, abarca la porcion oriental de Veracruz y Oaxaca incluyendo parte del territorio de
Tabasco y Chiapas (Fig. 1) (Barber y Klicka, 2010; Barrier, Velasquillo, Chavez, y Gaulon,
1998; Binford, 1989; Gonzalez, Ornelas, y Gutierrez-Rodriguez, 2011).

Desde una perspectiva biogeografica, el IT es una de las areas mas interesantes de
Mesoameérica, se caracteriza por su importancia en la diversificacion de un gran nimero de
taxones (Barber y Klicka, 2010; Ornelas et al., 2013; Pérez-Garcia, Meave, y Gallardo, 2001;
Peterson, Soberdn, y Sanchez-cordero, 1999). El habitat de las especies en el IT ha sido
modificado producto de maltiples mecanismos que han actuado en distintos momentos (Barber y
Klicka, 2010). Han ocurrido cambios geolégicos como elevacién continental y fluctuaciones en
el nivel del mar desde finales del Mioceno (Barrier, et al, 1998), ademéas de cambios climaticos
como son los ciclos glaciares del Pleistoceno (Mastretta-Yanes, et al, 2015).

En el caso particular de las aves, el IT tiene un impacto importante como barrera geogréafica
para los taxones de montafia (Ortiz-Ramirez, Andersen, Zaldivar-Riveron, Ornelas, y Navarro-
Siglienza, 2016; Pérez-Eman, Mumme, y Jabtonski, 2010; Sanchez-Gonzélez y Navarro-

Siglienza, 2009). En la actualidad las aves de montafia se encuentran aisladas por un valle



intermedio que interrumpe la continuidad estructural de las cadenas montafiosas que lo limitan
en sus extremos este-oeste (Fig. 1), promoviendo la disminucion de flujo génico por aislamiento
geografico entre las poblaciones que habitan al oeste en las tierras altas de la Sierra Madre de
Oaxaca y las que habitan al este en las tierras altas de la Sierra Madre de Chiapas (Barber y
Klicka, 2010).

Sin embargo, el Istmo también interviene de manera importante en la diversificacion de aves
que habitan a menor altitud (Cayetano-Rosas, 2018; Sosa-Lépez, Mennill, y Navarro-Siglienza,
2013). Las cadenas montafiosas de México cubiertas por extensos bosques templados y
subtropicales representan una barrera geografica para la dispersién de aves de tierras bajas,
siendo el IT el Unico sitio de contacto entre los taxones que se distribuyen en la vertiente del
Océano Atlantico (Golfo de México) y la vertiente del Océano Pacifico. A su vez, las tierras
bajas del valle de Tehuantepec presentan diferencias ecoldgicas, con predominio de selva
himeda al norte y selva seca al sur (Binford, 1989; Challenger y Soberdn, 2008). Un aproximado
de 50 especies de aves habitan en ambas vertientes, algunas muestran claras diferencias
fenotipicas entre subespecies, estas diferencias se pueden observar siguiendo un patrén norte-sur,
sin embargo, algunos otros taxones muestran un patrén de diferenciacion en un sentido este-oeste
(Binford, 1989).

La Paloma Arroyera (Berlanga et al., 2015) (Leptotila verreauxi) es una especie politipica de
amplia distribucion en tierras bajas del continente americano. Actualmente se reconocen 13
subespecies (Gill y Donsker, 2019) a lo largo de toda su distribucion, basando su distincién en
caracteres morfoldgicos (Friedmann, Griscom, y Moore, 1950). En México habitan cuatro
subespecies: L. v. angelica, L. v. capitalis, L. v. fulviventris y L. v. bangsi. Exceptuando a L. v.

capitalis que s6lo ocupa las islas Marias, tres de ellas aparentemente convergen en Oaxaca y



Chiapas, incluyendo la region del IT (Friedmann etal.,, 1950). El estado taxonémico de L.
verreauxi no ha sido completamente claro pues a principios del siglo pasado las subespecies L. v.
capitalis, L. v. angelica, L. v. fulviventris y L. v. bangsi, eran consideradas una especie separada
del resto, denominada como Leptotila fulviventris (Hogan, 1999). Es importante explorar estas
hipotesis desde perspectivas actuales como la sistematica filogenética utilizando caracteres
moleculares. Aun no se han realizado anélisis de la especie que contribuyan a esclarecer su
taxonomia con enfoques actuales, como el uso de informacion molecular de DNA mitocondrial
(mtDNA) y DNA nuclear (nDNA). por ello es importante explorar estas hipotesis desde la
perspectiva de la sistematica molecular.

Asi mismo, existen pocos trabajos enfocados a estudiar la filogeografia de palomas en el
Nuevo Mundo (Johnson y Weckstein, 2011; Monceau, Cézilly, Moreau, Motreuil, y Wattier,
2013; Sweet y Johnson, 2015) tal es el caso de L. verreauxi donde ain no han sido explorados

estos aspectos.

Figura 1. Ubicacion del Istmo de Tehuantepec. Se muestra la interrupcion de la continuidad estructural de las
cadenas montafiosas por Lomerios y planicies de 0 a 200 m.



El presente estudio se propone examinar la variacion genetica en las poblaciones de L.
verreauxi que convergen en el Istmo de Tehuantepec, y analizar cuéles son los factores histdricos
que pudieron haber influido en la evolucion de su estructura genética poblacional. En principio
es importante identificar las poblaciones que serviran como unidad de estudio a partir de
hipdtesis filogenéticas y la red de haplotipos, utilizando marcadores moleculares de mtDNA y
nDNA. Una vez identificados los grupos genéticos, complementar el estudio con datos de flujo
génico y demografia historica, asimismo estimar los tiempos de divergencia con el fin de tener
un panorama histérico mas completo. El conjunto de estos analisis es esencial para inferir cuales
son las fuerzas historicas y contemporaneas que han ocasionado la estructura genética actual de

las poblaciones (Avise, 2009).

Antecedentes

Filogeografia

El objetivo de los analisis filogenéticos es construir arboles que reflejen las relaciones de
ancestria comdn de un determinado taxén o grupo de taxones. En sistematica filogenética las
filogenias se infieren utilizando principalmente métodos basados en el principio de parsiomonia
y métodos probabilisticos, en la actualidad existe una tendencia de los autores por el uso de estos
altimos (Morrone, 2013). Los métodos probabilisticos incluyen Maximum Likelihood (ML)
traducido al espafiol como Méaxima Verosimilitud (Felsenstein, 1981) e Inferencia Bayesiana
(IB) (Mau, Newton, y Larget, 1999). Ambos métodos se asemejan en utilizar modelos de
evolucion molecular para inferir los arboles filogenéticos con mayor probabilidad y que sean

consistentes con la matriz de caracteres o alineamiento. De forma general, la principal diferencia



entre cada método radica en que ML estima la probabilidad de qué tan bien el alineamiento es
explicado por los arboles filogenéticos, mientras que IB estima la probabilidad de qué tan bien
los arboles filogenéticos son explicados por los datos (Burbrink y Castoe, 2009; Castilla, 2007;
Pefia, 2011).

Las filogenias también se pueden utilizar para fechar el origen temporal de los linajes,
mediante la técnica de reloj molecular que permite calcular los tiempos de divergencia. El reloj
molecular asume que la tasa de evolucion molecular es constante acumulando mutaciones con el
paso del tiempo, por lo tanto, entre mas tiempo pase desde un evento de divergencia el nimero
de mutaciones acumuladas en cada una de las poblaciones serd mayor. Esta informacion se
puede interpretar en millones de afios (Morrone y Escalante, 2016).

La filogeografia es una disciplina que estudia los principios y procesos historicos que
moldean la distribucion espacial de linajes de genes, principalmente dentro y entre especies
estrechamente relacionadas. Para su analisis incorpora procesos micro y macroevolutivos que se
abordan desde diversas disciplinas como la genética de poblaciones, demografia historica,
etologia, sistematica, biogeografia histérica y paleontologia, por mencionar algunas (Avise,
2009). Es una subdisciplina relativamente reciente que se formaliz6 en 1987 cuando el bidlogo
evolucionista John Charles Avise acufié el término que le da su nombre (Avise et al., 1987). Esta
area surge a partir de dos importantes descubrimientos en biologia evolutiva. ElI primero
consistio en disponer de secuencias de DNA mitocondrial como moléculas informativas de
variabilidad intraespecifica para elaborar filogenias. EI segundo en aplicar la teoria de la
coalescencia al analisis de procesos microevolutivos (Avise, 2009; Hernandez-Bafios, Honey-
Escanddn, Cortés-Rodriguez, y Garcia-Deras, 2007; Morrone y Escalante, 2016). Uno de los

principales beneficios de los estudios generados por este enfoque es el poder revelar patrones de



distribucion que son dificiles de observar a partir de otras perspectivas. La filogeografia ha
contribuido a esclarecer la clasificacion de los seres vivos (Banks, Weckstein, Remsen, y
Johnson, 2013; Sangster, Sweet, y Johnson, 2018) asimismo, a descubrir una gran diversidad
criptica (Fiser, Robinson, y Malard, 2018; Burbrink y Castoe, 2009).

La teoria de la coalescencia aporta un marco conceptual basico para la filogeografia. Parte del
supuesto de que en una poblacion de tamafio constante y bajo seleccion neutral (o casi neutral),
por mutacion surgen nuevos alelos a través de las generaciones que pueden aumentar o disminuir
en frecuencia por accion de la deriva génica, de manera que todas las variantes de un gen en una
generacion derivan de (o coalescen hacia) un alelo ancestral Unico (Dominguez, 2007; Morrone y
Escalante, 2016). Los estudios filogeograficos permiten identificar barreras antiguas al flujo
génico, cuando el flujo de genes se interrumpe entre poblaciones estas comienzan a diferenciarse
genéticamente hasta que todos los alelos de una poblacion lleguen a tener un ancestro comin
mas cercano entre si que con los de otra poblacion hermana, llegando a un estado Ilamado

monofilia reciproca (Morrone y Escalante, 2016).

Genética de poblaciones

Una poblacién es un conjunto de individuos de una especie que ocupa un determinado espacio
y entre los cuales se realizan la mayor parte de los apareamientos. La genética de poblaciones es
una rama de la biologia evolutiva que estudia de manera cuantitativa los patrones y causas de la
variacion genética dentro y entre las poblaciones de una especie (Eguiarte, 2015). Es una
disciplina fundamental para la filogeografia, puesto que la estructura genética de las poblaciones
y a largo plazo, la formacion de nuevos linajes es resultado de la operacion de distintas fuerzas

evolutivas como son la mutacion, seleccion natural, el flujo de genes, la endogamia y la deriva



génica, ademas de la dindmica poblacional determinada por factores internos y externos. En el
caso de los animales, estos patrones se pueden comprender de forma indirecta a partir del analisis
de secuencias de mtDNA (Dominguez, 2007; Pifiero, Barahona, Eguiarte, Rocha-Olivares, y
Lizana, 2008). La alta tasa de sustitucion de nucleétidos en el mtDNA presenta ciertas ventajas
para discernir cambios demograficos y eventos evolutivos relativamente recientes. Otras ventajas
que presentan estos marcadores son la herencia matrilineal, importante para la teoria de la
coalescencia, sumado a que las células tienen una mayor cantidad de genomas mitocondriales lo
que facilita las técnicas de amplificacion de mtDNA (Burbrink y Castoe, 2009).

Existen distintas medidas de estructura genética, todas ellas se relacionan entre si al analizar
las diferencias de las frecuencias alélicas entre las secuencias de mtDNA en las poblaciones.
Cuando el tamafio de muestra lo permite es posible rastrear los probables cambios de la historia
demogréfica reciente de las poblaciones a partir de secuencias de mtDNA. Estos cambios en la
demografia pueden ser evaluados por medio de distribuciones mismatch, las cuales comparan el
numero de diferencias de los sitios nucleotidicos entre todos los pares de haplotipos de una
poblacion. Son capaces de brindar informacidn acerca de expansiones poblacionales repentinas a
nivel historico y espacial (Burbrink y Castoe, 2009; Hernandez-Bafios etal., 2007). Los
haplotipos en un conjunto de poblaciones se pueden calcular y visualizar graficamente mediante
redes de haplotipos. Las redes de haplotipos son &rboles multibifurcantes que se utilizan en el
analisis de datos genéticos poblacionales para observar las relaciones genealdgicas a nivel
intraespecifico. Resulta Gtil generar arboles filogenéticos y redes de haplotipos para analizar los

resultados de ambos (Leigh y Bryant, 2015).
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Leptotila verreauxi

El nombre del género Leptotila proviene de los términos griegos leptés = delgado o fino y
ptilon = pluma, resulta facil de diferenciar de otros géneros de palomas del Nuevo Mundo por
sus habitos y apariencia (Ingels, 1982). Analisis basados en evidencia molecular encontraron que
el género Leptotila forma un grupo monofilético bien soportado (Fig. 2) cercanamente
relacionado con otras palomas propias del continente americano de los géneros Zenaida y
Geotrygon (del Hoyo, Elliott, y Sargatal, 1997; Johnson, Adams, Page, y Clayton, 2003; Johnson
y Clayton, 2000, 2012). Estudios recientes indicaron que Geotrygon veraguensis esta
estrechamente emparentada con el género Leptotila, siendo este su grupo hermano, a causa de
esta asociacion se requirié renombrar a la especie como Leptotrygon veraguensis, creando un
nuevo género monotipico (Banks et al., 2013; Johnson y Weckstein, 2011). Leptotila comprende
de 11 especies, se distinguen principalmente por sus vocalizaciones, ecologia, reproduccion y
comportamiento, puesto que en rasgos fisicos son muy similares y las diferencias de color en su
mayoria son sutiles, por lo que discernir entre especies simpéatridas puede resultar complicado
(Ingels, 1982).

El nombre cientifico de Leptotila verreauxi fue otorgado en homenaje al explorador de origen
francés Jules Pierre Verreaux. Su nombre comun es Paloma Arroyera (Berlanga et al., 2015), es
una especie de amplia distribucién que abarca desde el sur de Texas (EUA) en su parte mas
septentrional, hasta el sur del continente americano en Per( y noroeste de Argentina. Consta de
13 subespecies, reconocidas por ligeras variaciones en la coloracion del plumaje y tamafio
corporal (Gill y Donsker, 2019). Predomina en habitats boscosos, bordes de bosques humedos

perennifolios, bosques caducifolios tropicales, bosques semideciduos tropicales, bosques de pino
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con sotobosque, en pantanos del Pacifico y raramente en matorrales tropicales aridos (Binford,

1989; Fagan y Komar, 2016; Howell y Webb, 1995).

1 Zenaida macroura

Zenaida graysoni
Zenaida auriculata

Zenaida galapagoensis
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Figura 2. Relaciones filogenéticas del género Leptotila. Filogenia de los géneros Zenaida, Geotrygon (Geotrygon,
Zentrygon y Leptotrygon en la nomenclatura mas reciente) y Leptotila. En rojo se marca el clado de Leptotila
verreauxi. Tomada y modificada de Banks et al. (2013).

Cuatro de las 13 subespecies de L. verreauxi abarcan parte del territorio mexicano (Fig. 3): L.

v. capitalis, subespecie que solo esta presente en las Islas Tres Marias en Nayarit. L. v. angelica;

con distribucién desde el Sur de Texas en la vertiente del Golfo de México y desde el Sur de

Sonora en la vertiente del Pacifico incluyendo el centro de México, y es aparentemente

parapatrida con L. v. fulviventris en Oaxaca y Chiapas segun Binford (1989). L. v. fulviventris, se

distribuye desde el sureste de México por la peninsula de Yucatan hasta Belice y el noreste de
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Guatemala en la costa del Atlantico. Por dltimo L. v. bangsi, es la subespecie que se encuentra
mas al sur del pais, en la localidad del Soconusco en Chiapas (Friedmann et al., 1950), ademas se
extiende por el oeste de Guatemala hasta el oeste de Nicaragua y Honduras (Gill y Donsker,
2019; Hogan, 1999).

Johnson y Weckstein (2011) sugieren que las subespecies de Leptotila verreauxi son
genéticamente divergentes entre si como muchos otros taxones a nivel de especie en palomas
medianas. De acuerdo con estos autores, la divergencia mas antigua fue entre la subespecie que
se distribuye méas al norte (L. v. angelica) y la subespecie inmediatamente al sur (L. v.
fulviventris). Mencionan que esta divergencia continué de forma escalonada hacia América del
Sur a través del Istmo de Panama, dando origen de las subespecies mas recientes L. v. decipiens

y L. v. chalcauchenia.

Figura 3. Distribucion de Leptotila verreauxi. Se muestra la ubicacion de las cuatro subespecies reconocidas para
Meéxico (L. v. capitalis, L. v. angelica, L. v. fulviventris y L. v. bangsi). Mapa de distribucion en el continente
americano tomado y editado de Schulenberg (2019).
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Istmo de Tehuantepec

El Istmo de Tehuantepec es la zona méas angosta de México que separa las vertientes del
Océano Atlantico y Océano Pacifico por tan solo 200 km de distancia en su zona mas estrecha,
se ubica en la porcion oriental de los estados de Oaxaca y Veracruz abarcando a su vez parte de
Tabasco y Chiapas, se formd durante el Mioceno hace 6 Ma (Barrier etal., 1998). La zona
presenta dos planicies en sus extremos, una al norte que se une al Golfo de México de
aproximadamente 100 km de ancho y otra al sur unida al Golfo de Tehuantepec con una anchura
de 30 km, ambas planicies se encuentran unidas por un valle de una elevacion promedio de
250m, limitado al noroeste por la Sierra Madre Oriental y la Sierra Madre del Sur y al sureste por
las Tierras Altas de Chiapas-Guatemala (Barber y Klicka, 2010; Barrier et al., 1998; Binford,
1989).

El IT es una region estructuralmente compleja, es considerado una barrera biogeografica
importante que influye en los patrones de distribucion y diversificacion de distintos taxones en
Mesoamérica (Castoe et al., 2009; Sullivan, Arellano, y Rogers, 2017), incluyendo a las aves
(Barber y Klicka, 2010; Miguez-Gutiérrez, Castillo, Marquez, y Goyenechea, 2013; Ornelas
et al., 2013; Sullivan et al., 2017). Su papel como barrera geogréafica para las aves se reconoce en
mayor medida para la avifauna de tierras altas o de montafa, que se encuentra divida por el Valle
de Tehuantepec, el valle promueve el aislamiento genético entre las poblaciones de cada uno de
los extremos en un eje este-oeste (Barber y Klicka, 2010; Cortés-Rodriguez, Hernandez-Bafios,
Navarro-Sigiienza, Townsend Peterson, y Garcia-Moreno, 2008; Garcia-Moreno, Navarro-
Siglienza, Peterson, y Sanchez-Gonzélez, 2004; Ortiz-Ramirez et al., 2016; Pérez-Eman et al.,

2010; Puebla-Olivares et al., 2008; Zamudio-Beltran y Hernandez-Bafos, 2015).
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Barber y Kicka (2010) proponen que multiples mecanismos como cambios de habitat y vias
maritimas que operaron en distintos momentos pudieron ser los responsables de fracturar la
comunidad de aves montafia en el IT. En su analisis sugieren dos pulsos de diversificacion que
conformaron la diversidad intraespecifica en la region: los ciclos glaciares del Pleistoceno tardio
y una posible transgresion marina en el limite Plio-Pleistoceno hace aproximadamente 2 Ma
(Barber y Klicka, 2010) puesto que la region ha presentado elevacion continental y oscilacion del
nivel del mar desde el Mioceno tardio (Barrier et al., 1998).

Las cadenas montafiosas del pais, cubiertas por extensos bosques templados y subtropicales
representan una barrera importante para la dispersion de aves asociadas a tierras bajas.
Aparentemente la dispersion de avifaunas a través del valle no estd obstruida, sin embargo, las
tierras bajas del IT presentan diferencias ecoldgicas a través de un gradiente en un sentido norte-
sur. Al norte predominan selvas altas perennifolias y al sur selvas bajas caducifolias. Estos
distintos tipos de vegetacion actian como una barrera ecoldgica para algunos de los taxones de
aves que se distribuyen en las tierras bajas del Istmo, lo cual se puede observar en la presencia de
diferencias fenotipicas entre las poblaciones que se han adaptado a cada uno de los ambientes.
Un aproximado de 50 especies de aves presentan poblaciones que estan fuertemente
diferenciadas fenotipicamente en el eje norte-sur (e. g. Crypturellus cinnamomeus (C. c. sallaei,
vertiente del Atlantico; C. c. soconuscensis, vertiente del Pacifico), Columbina talpacoti (C. t.
rufipennis; C. t. eluta), Cyanocompsa parellina (C. p. parellina; C. p. indigotica). Cada
subespecie esta adaptada s6lo a un tipo de habitat y aparentemente no penetran en el otro,
limitando asi el flujo genético (Binford, 1989).

El Istmo también representa una barrera para las poblaciones de aves de tierras bajas en

sentido este-oeste. Poblaciones de ciertas especies s6lo ocupan alguna region al este o al oeste
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del Istmo, otras muestran diferenciacion entre subespecies en sentido de este eje, por ejemplo,
Piaya cayana (P. c. thermophila, lado este; P. c. mexicana, lado oeste), Pitangus sulphuratus (P.
s. guatimalensis; P. s. derbianus) (Binford, 1989). Leptotila verreauxi presenta diferenciacién
siguiendo el eje este-oeste. Al este del Istmo se distribuye L. v. angelica y hacia el oeste se
distribuyen L. v. bangsi por las tierras bajas del pacifico y L. v. fulviventris, en la planicie de la

peninsula de Yucatan (Friedmann et al., 1950; Hogan, 1999).

Hipotesis
Dado que existen subespecies de Leptotila verreauxi que habitan en distintos ambientes en el
Istmo de Tehuantepec, se espera que los patrones de variacion genética entre subespecies estén

asociados a posibles factores geograficos y/o ecologicos.

Objetivos
Objetivo general:

-Examinar los patrones de variacion genética en las poblaciones de las subespecies de
Leptotila verreauxi distribuidas a lo largo del gradiente ecoldgico de las tierras bajas del Istmo
de Tehuantepec.

Objetivos particulares:

-Obtener datos moleculares de Leptotila verreauxi a partir de las muestras de tejido colectadas
en campo Y las disponibles en colecciones bioldgicas.

-Proponer una hipotesis filogenética para L. verreauxi a lo largo de su area de distribucion,
con énfasis en las presentes en México a partir de marcadores de DNA mitocondrial (ND2 y

COl) y un marcador nuclear (B-fibint 7).
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-Estimar los tiempos de divergencia entre los linajes establecidos por la hipétesis filogenética.

-Estimar la variacion genética y dinamica poblacional histérica de las poblaciones de L.
verreauxi presentes en el Istmo de Tehuantepec utilizando la informacion de mtDNA.

-Analizar cuéles fueron los posibles factores que han moldeado la estructura genética de las

poblaciones presentesen el IT.

Meétodo

Obtencion de las muestras

Se colectaron siete individuos de L. verreauxi en dos salidas a campo en el Ejido La Ventay
en el Ejido La Ventosa ubicados en el municipio de Juchitan de Zaragoza, Oaxaca, que forma
parte de la Sierra Tolistoque, entre los meses de marzo y junio del 2018, las pieles de taxidermia
y los tejidos fueron depositados en la coleccion de aves del Museo de Zoologia “Alfonso L.
Herrera” de la Facultad de Ciencias, UNAM (MZFC) (Anexo A). Para tener mayor
representacion de la especie en su area de distribucion, se emplearon 41 muestras de tejido
adicionales alojadas en el MZFC pertenecientes a 4 subespecies: L. v. capitalis, L. v. angelica, L.
v. bangsi y L. v. fulviventris. También se descargaron un total de 20 secuencias de DNA
disponibles en GenBank (Benson etal., 2013), 11 secuencias corresponden a individuos de L.
verreauxi procedentes de distintas localidades a lo largo de toda su distribucion en el continente
y las nueve secuencias restantes corresponden a las especies consideradas como grupo externo
(Anexo B). El grupo externo fue seleccionado con base en la hipotesis filogenética propuesta por
Johnson y Weckstein (2011), e incluye a Leptotrygon veraguensis (= Geotrygon veraguensis) y
algunas especies del género Leptotila: L. jamaicensis, L. cassini, L. megalura, L. rufaxilla 'y L.

plumbeiceps. En total se obtuvieron 68 secuencias de DNA.
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Trabajo de laboratorio

El DNA se extrajo y purifico utilizando dos protocolos: el de extraccién fenol-cloroformo
(Butler, 2012) y el protocolo de extraccién con un kit Qiagen DNeasy Tissue siguiendo el las
instrucciones del fabricante. Una vez obtenidas las extracciones, se amplificaron dos marcadores
mitocondriales y uno nuclear mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR,
por sus siglas en inglés). El primer marcador mitocondrial fue NADH deshidrogenasa subunidad
2 (ND2) de 1,041 pares de bases (pb), este marcador se amplificé en dos segmentos cada uno de
~500 pb, con el fin de mejorar la calidad de las lecturas al momento de la secuenciacion; se
utilizaron los primers L5215-H5766 (Sorenson, Ast, Dimcheff, Yuri, y Mindell, 1999) para la
primera mitad de la secuencia y 487L-H6313 (Sorenson et al., 1999) para la segunda mitad. El
segundo marcador mitocondrial fue un fragmento de Citocromo C oxidasa subunidad 1 (COIl) de
379 pb usando los primers L6626-H7005 (Hafner et al., 1994). Como marcador nuclear se uso el
intron nuclear beta-fibrindgeno 7 (B-fibint 7) de 1,136 pb con los iniciadores B17L-B17U
(Prychitko y Moore, 1997). Estos marcadores moleculares han mostrado eficiencia al momento
de analizar relaciones filogenéticas y patrones biogeogréaficos en Columbiformes, ademas de
mostrar en algunos casos alta congruencia filogenética entre mtDNA y nDNA (Johnson vy
Clayton, 2000; Johnson y Weckstein, 2011; Pereira, Johnson, Clayton, y Baker, 2007; Sangster
et al., 2018; Sweet y Johnson, 2015; Sweet, Maddox, y Johnson, 2017).

Las condiciones de reaccién para amplificar ND2 fueron: 1 paso inicial de 2 min de
desnaturalizacion a 93°C, seguido de 35 ciclos con una temperatura de desnaturalizacion a 93°C
por 30 s, una de alineacion a 46°C por 30 s y una temperatura de elongacién de 72°C por 30 s,
por ultimo, un paso de elongacion final a 72°C por 7 min. Las condiciones para COI fueron: 95°

por 5 min, 4 ciclos con 95°C por 1 min, 45° por 1 min 'y 72° por 1 min seguido de 30 ciclos con
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93°C por 1 min, 60° por 1 miny 72° por 1 min, y la elongacion final a 72° por 7 min. p-fibint 7
consistié en 95°C por 3 min, 35 ciclos con 95° por 30 s, 50°C por 30 s, 72°C por 1 miny 72°C
por 7 min.

Los productos de PCR fueron visualizados por electroforesis en geles de agarosa tefiidos con
bromuro de etidio (BrEt) para determinar que la amplificacién corresponda con lo esperado,
observar la presencia de las bandas adecuadas y descartar contaminacion en las muestras.
Posteriormente, para su purificacion y secuenciacion fueron enviados a la empresa Macrogen,
Inc. ubicada en Corea del Sur. Una vez obtenidos los cromatogramas se editaron con el software
Geneious Prime 2019.0.4 (Kearse et al., 2012), posteriormente se realizaron los alineamientos
multiples con los algoritmos de MAFFT (Katoh y Standley, 2013) usando la configuracién por
defecto. Por (ltimo, se obtuvieron tres matrices de datos (alineamientos), una para los
marcadores mitocondriales (ND2+COl), otra para el marcador nuclear (B-fibint 7) y la matriz

concatenada (ND2+COl+-fibint 7).

Anélisis filogenético

En principio fueron seleccionados los esquemas de particion y los modelos de evolucion
molecular con el programa PartitionFinder v2.1.1 (Lanfear, Frandsen, Wright, Senfeld, y Calcott,
2017) por cada uno de los alineamientos: mtDNA, nDNA, y la matriz concatenada. Para las
matrices donde se concatenaron secuencias se utilizaron el total de las obtenidas ain mientras
algunas no cuentan con los tres marcadores completos (ND2, COIl y B-fibint 7), sin embargo, los
grupos externos y las muestras colectadas en las salidas a campo que se llevaron a cabo en este
estudio si cuentan con los tres marcadores moleculares. Los modelos de sustitucion fueron

seleccionados para cada uno de los programas donde iban a ser utilizados: MrBayes y BEAST.
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Se estimaron las filogenias de cada alineamiento mediante Méaxima Verosimilitud (ML) e
Inferencia Bayesiana (IB). Con ML se utiliz6 el software RAXMLGUI (Silvestro y Michalak,
2012) seleccionando el algoritmo “ML + rapid bootstrap” (Stamatakis, Hoover, y Rougemont,
2008) con 10,000 repeticiones y el modelo de sustitucion GTR. Las filogenias de IB se
obtuvieron con el programa MrBayes (Huelsenbeck y Ronquist, 2001; Ronquist y Huelsenbeck,
2003), se ejecutd con 10,000,000 de generaciones, 4 corridas paralelas y 8 cadenas de Markov
Monte Carlo (MCMC) muestreando cada 1000 generaciones. Se utilizd Tracer 1.7 (Rambaut,
Drummond, Xie, Baele, y Suchard, 2018) para determinar qué cantidad de datos serian
descartados como burn-in y si los pardmetros de la MCMC habian llegado a una fase
estacionaria. Por Gltimo, se uso FigTree v1.4.3 (Rambaut, 2010) para visualizar graficamente los
arboles filogenéticos obtenidos, editar su apariencia y se corrobord que los arboles obtenidos
tuvieran nodos con valores de bootstrap por arriba de 70 para ML y 0.95 en el valor de
probabilidad posterior para IB (Barker, Benesh, Vandergon, y Lanyon, 2012; Navarro-Siglienza,

Townsend Peterson, Nyari, Garcia-Deras, y Garcia-Moreno, 2008)

Tiempos de divergencia

Los tiempos de divergencia se estimaron utilizando el programa BEAST v.1.10.4 (Suchard
etal., 2018). Se utilizaron los modelos de sustitucion obtenidos en PartitionFinder v2.1.1
(Lanfear et al., 2017). Se aplicd un reloj molecular estricto, mismo que asume una tasa Unica de
evolucidén constante en toda la filogenia (Pybus, 2006) con un proceso de especiacion de Yule
(Steel y McKenzie, 2001). Se optd por un reloj molecular estricto debido a que en conjuntos de
datos intraespecificos a menudo hay niveles bajos de variacién entre ramas y en esos casos la

estimacion de un reloj estricto puede ser mas eficiente para estimar los tiempos de divergencia
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(Drummond y Bouckaert, 2015). El analisis se realizd6 con la matriz de los marcadores
mitocondriales, se utiliz6 una tasa de sustitucion con base en Weir y Schluter (2008), donde se
estimd una tasa de sustitucion para Columbiformes de 1.96 + 0.10%/Ma, misma que se ajusté a
una distribucién normal, lo cual ha sido aplicado en previos estudios en palomas (Sweet y
Johnson, 2015; Sweet et al., 2017). Se generaron dos corridas independientes comenzando desde
distinto punto al azar por 20,000,000 de generaciones, corroborando que cada una llegara a una
fase estacionaria en Tracer 1.7 (Rambaut et al., 2018) y los pardmetros contaran con valores de
ESS >200. Una vez obtenidos los archivos de salida por cada una de las dos corridas se
combinaron en uno solo con el paquete LogCombiner (Drummond y Bouckaert, 2015) y se
obtuvo el arbol de méaxima credibilidad de clados (MCC) con el paquete TreeAnnotator
(Drummond y Bouckaert, 2015) con un burn-in del 20% y limite de probabilidad posterior de

0.5. El arbol resultante fue visualizado y editado en FigTree v1.4.3 (Rambaut, 2010).

Demografia historica y genética de poblaciones

Una vez definidas las poblaciones con base en la hipétesis filogenética, se estimaron los
analisis demogréficos historicos y se calculdé el valor de los pardmetros de variacion y
diferenciacion genética. Estos andlisis se elaboraron en DnaSP v.6.12.01 (Rozas et al., 2017).
Para ello se utilizaron solamente las secuencias concatenadas de los marcadores de mtDNA
(ND2 y COl), en estos andlisis se excluyeron los datos de B-fibint 7 debido a la incertidumbre en
su eficiencia para analisis a nivel intraespecifico (Feldman y Omland, 2005; Prychitko y Moore,
2000) sumado a la menor cantidad de muestra obtenida, en contraste con la eficiencia del
mtDNA como herramienta de diagndéstico para detectar la variacion genética (Dominguez, 2007)

y un mayor nimero de muestra.
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La historia demogréafica se obtuvo a partir de distribuciones mismatch calculadas para cada
una de las poblaciones, ademas, se calcularon otras dos graficas, una incluyendo las secuencias
de las poblaciones simpatridas colectadas en el Tolistoque y otra con todas las secuencias
utilizadas de L. verreauxi con el fin de observar picos bien definidos que indiquen si existe cierta
estructura poblacional. Una distribucion de tipo unimodal coincidente con los valores teéricos se
interpreta como una expansion poblacional reciente, en cambio, una distribucion multimodal
(incluida la bimodal) sugiere que la poblacién ha sido influenciada por migracion, que esta
subdividida (mostrando estructuracion poblacional) o que ha sufrido cambios demograficos
alternados. Por ultimo, una distribucion irregular representa que es un linaje ampliamente
distribuido o que son poblaciones que se han mantenido demograficamente estables por largo
tiempo (Eguiarte etal., 2007; Mullin etal., 2009). Para observar la significancia de las
distribuciones se utilizo el indice de raggedness (r) (Rozas et al., 2017).

La variacion genética se calculé a partir del estimador Fst (Nei, 1987). El estadistico Fst es un
estimador de uso frecuente para medir la diferenciacion genética, se encarga de medir la
proporcion de variacion de las frecuencias alélicas dentro y entre poblaciones. Una ventaja que
presenta es que su interpretacion es sencilla, si el valor resultante es de 0, indica que las
frecuencias alélicas son iguales en las poblaciones y por lo tanto no hay diferenciacion, en
cambio, si el valor es de 1 indica que las frecuencias alélicas son diferentes en cada una ellas
(Pifiero et al., 2008; Planter, 2007). La diferenciacién genética se midié con el pardmetro de
distancia corregida de Nei (Dxy) que mide el grado de diferenciacion genética entendido como el
namero promedio de sustituciones de nucle6tidos por sitio entre poblaciones, este estimador se
puede interpretar de manera sencilla como un porcentaje (Nei, 1987). Por ultimo, la red de

haplotipos se construy6 visualmente en el software POpART (Leigh y Bryant, 2015) utilizando el
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algoritmo de Median Joining Network. El algoritmo de Median-joining permite saber si existen
posibles haplotipos de poblaciones que no fueron muestreadas o que pasaron por un proceso de
extincidn, esto lo representa al introducir nodos internos en las redes (Bandelt, Forster, y Rohl,

1994).

Resultados

Secuencias

Se obtuvieron un total de 135 secuencias de DNA de 48 muestras de tejido pertenecientes a
31 localidades en México. Del total, 92 corresponden a segmentos de un aproximado de 500
pares de bases (pb) del gen ND2, al unir ambos segmentos del gen ND2 se obtuvieron secuencias
de 1,041 pb, excepto para cuatro de ellas que s6lo se pudo obtener la mitad del gen, estas
secuencias fueron incluidas en los analisis, sumando un total de 48 secuencias; 27 secuencias
correspondieron al gen COI; y por Gltimo 16 secuencias del marcador nuclear -fibint 7. Los tres
marcadores concatenados constaron de una longitud total de 2,556 pb para 15 secuencias de las
cuales siete corresponden a la Sierra Tolistoque. Los modelos de evolucion molecular que se

ajustaron mejor a cada conjunto de datos se muestran en el cuadro 1y en los anexos By C.
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Cuadro 1.
Modelos de sustitucién molecular y sus particiones para la matriz concatenada

Programa Particiones Modelo

ND2_posl, ND2_pos2,
COl_pos2, COIl_pos3,

MrBayes Gene3_FIB7 CTRHYE
ND2_pos3, COI_posl GTR+G
ND2_posl, ND2_pos2,
BEAST COl_pos2, COIl_pos3, GTR+I
Gene3_FIB7
ND2_pos3, COIl_posl TrN+I+G
ND2_posl, ND2_pos2,
—- COl_pos2, COIl_pos3, GTR
Gene3_FIB7
ND2_pos3, COI_posl GTR

Se muestran los modelos de sustitucion y particiones para cada uno de los programas utilizados en los analisis
filogenéticos.

Filogenias y red de haplotipos

Las filogenias obtenidas por ML e IB a partir de la matriz concatenada de mtDNA junto al
marcador de nDNA (ND2 + COI + B-fibint 7) y la matriz que utiliza Unicamente los dos
marcadores de mtDNA (ND2 + COl) recuperan una topologia similar con al menos cuatro clados
principales dentro de L. verreauxi (Fig. 4 y 5). Los clados presentan un fuerte soporte, es decir,
con valores de bootstrap (BS) >70% y probabilidad posterior (PP) >0.95 (Avila-Valle etal.,
2012; Hillis y Bull, 1993; Navarro-Siguienza et al., 2008, Soltis y Soltis, 2003), sin embargo, los
valores de soporte al utilizar s6lo los marcadores mitocondriales (Fig. 4) son mas altos que los

valores en la filogenia que incluye el marcador nuclear (Fig. 5).



24

Las filogenias recuperaron que la divergencia mas antigua separa dos grandes grupos, uno de
ellos corresponde a un clado denominado como “Norte” que abarca el area méas septentrional de
la distribucion de L. verreauxi al norte del Istmo de Tehuantepec e incluye a las subespecies L. v.
capitalis y L. v. angelica, este clado es hermano del segundo grupo conformado de los tres
clados restantes denominado “CSA” (Centro y Sur América). Dentro del grupo CSA se tiene una
divergencia que divide a dos clados presentes en el sureste de México nombrados como
“Pacifico” que incluye a L. v. bangsi distribuido al sur del IT sobre las tierras bajas de la
vertiente del Pacifico y “Yucatan” que corresponde a L. v. fulviventris distribuida en la Peninsula
de Yucatan. A su vez los clados Pacifico-Yucatan son hermanos del clado que incluye al resto de
las muestras pertenecientes al Istmo de Panama y América del Sur. La filogenia mostrd
estructura geografica (Fig. 6), sin embargo, en la Sierra Tolistoque dos de las muestras
pertenecientes al clado Norte son simpatridas con individuos pertenecientes al clado Pacifico,
ademaés, algunas muestras del clado Norte se distribuyen al sur del IT (Fig. 7).

La topologia recuperada utilizando unicamente el marcador B-fibint 7 (nDNA) (Fig. 8) no
mostré similitud en las relaciones filogenéticas obtenidas con el arbol de mtDNA (Fig. 4). El
arbol presenta dos grandes grupos, dentro de cada uno se incluyeron muestras de L. verreauxi
junto con muestras que corresponden a sus especies hermanas utilizadas como grupo externo,
ademas, las muestras de algunos clados comparten una serie de indels que coinciden en posicion
y longitud. Los nodos presentan valores de soporte de BS > 70 y PP > 0.76, algunos de ellos con

fuerte soporte (valores de BS > 90y PP > 0.90).
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Figura 4. Hipétesis filogenética a partir de la matriz concatenada.

Arbol obtenido a partir de la matriz concatenada de marcadores mitocondriales (ND2 y COI) y el marcador nuclear
(B-fibint 7). La topologia corresponde al arbol obtenido por 1B pues muestra un poco mas de resolucién en las ramas
terminales, no obstante, el rbol de ML coincide en topologia. En la parte posterior de los nodos se muestra el valor
de bootstrap obtenido por Maxima Verosimilitud y en la parte inferior el valor de probabilidad posterior obtenido de
Inferencia Bayesiana. Encerrado en un rectangulo se resaltan las muestras colectadas en la Sierra Tolistoque,

Oaxaca.
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Figura 5. Hipétesis filogenética a partir de mtDNA.

La topologia recuperada muestra cuatro clados con buen soporte mayor que en el arbol de la figura 4. Los valores
superiores de cada nodo muestran el valor de Bootstrap (ML) y los valores inferiores la probabilidad posterior (I1B).
Encerrado en un rectangulo se resaltan las muestras colectadas en la Sierra Tolistoque, Oaxaca. El arbol corresponde

al obtenido por IB.
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Figura 6. Representacion geografica de la hipotesis filogenética. Correspondencia geografica de los cuatro grupos
genéticos obtenidos en la hip6tesis filogenética y la red de haplotipos con la distribucidn geogréfica de Leptotila.
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Figura 7. Poblaciones simpétridas de Leptotila verreauxi en el Istmo de Tehuantepec. Las graficas de pastel con
ambos haplogrupos representan al nimero de organismos.
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La red de haplotipos utilizando los marcadores de mtDNA se obtuvo a partir de un total de 16
haplotipos (Fig. 9). El patron que siguen las muestras agrupadas en la red de haplotipos

concuerda con las hipétesis filogenéticas con marcadores mitocondriales (Fig. 4 y 5).
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Figura 9. Red de haplotipos. Cada uno de los haplotipos obtenidos en la hipétesis filogenética se muestra del mismo
color. Los circulos negros entre las uniones de la red representan el nimero estimado de pasos mutacionales extras
al que representa cada linea que los une.
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Demografia historica y flujo génico

Las distribuciones mismatch (Fig. 10) fueron calculadas para cada uno de los tres haplogrupos
establecidos en México por la hipotesis filogenética y la red de haplotipos. Las tres exhiben un
crecimiento poblacional con valores de raggedness (r) no significativos (>0.05), graficamente se
observa una coincidencia de las frecuencias observadas con las frecuencias esperadas bajo la
hipdtesis de expansion poblacional. En la grafica del Tolistoque (Fig. 10e) se pueden observar
dos conjuntos de picos en los datos que corresponden a dos poblaciones distintas, al igual en la
gréafica resultante de todas las secuencias de L. verreauxi (Fig. 10d) se muestran al menos cuatro
picos de datos bien definidos que probablemente corresponden al numero de haplogrupos

recuperados en la filogenia.

| a)Norte  r=0,1832 Y b) Pacifico r=03125 ~ oo

e) Sierra Tolistoque

r=0.1587

d) Leptotita verrcauxt fongron

c) Yucatan r=0.2000 O { 0.0767
T e @

Figura 10. Distribuciones mismatch. a), b) y c¢) presentan un crecimiento poblacional repentino. d) muestra una
distribucion multimodal con al menos cuatro grupos de datos lo que corresponde a cada uno de los haplogrupos
formados en la hipdtesis filogenética. e) distribucidn utilizando los datos de las muestras colectadas en la Sierra del
Tolistoque, donde se muestran dos picos, lo que apoya la hipdtesis de dos poblaciones distintas. Los circulos de
color representan a cada uno de los haplogrupos incluidos en cada analisis.
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Los indices Fst y Dxy muestran una fuerte diferenciacion entre la mayoria de las poblaciones
(Cuadros 2 y 3). Los valores de Fst son cercanos a uno para todas ellas, lo que indica que existe
alta fijacion genética para los marcadores utilizados entre esos pares de poblaciones. EI mayor
aislamiento entre poblaciones continuas geograficamente resulta entre las poblaciones del grupo
Norte y las poblaciones en México del grupo CSA (Pacifico y Yucatan) con valores muy
cercanos a uno (0.97413 y 0.97569), los valores disminuyen hasta 0.7 en las comparaciones con
las poblaciones de Panama y América del Sur. El indice Dxy mide nimero promedio de
sustituciones de nucledtidos por sitio, estos valores transformados a porcentaje se pueden
interpretar como el grado de divergencia genética. Las divergencias mas altas son entre las
poblaciones del grupo Norte contra el resto de las poblaciones, la mayor divergencia es de 4.7%
al compararla con las poblaciones de Panama y América del Sur. Para las poblaciones
mexicanas, los valores también son elevados, con una divergencia de 3.2% entre la poblacion

Norte y Pacifico y de 4% entre Norte y Yucatan.

Cuadro 2. Valores de Fst y Dxy de las poblaciones de L. verreauxi en México

Norte Pacifico Yucatan _Panamay
C;g,qgﬁgfa (L. v. bangsi) (L. v. fulviventris) ~Americadel Sur
Norte i 0.03211 0.04060 0.04689
(angelica-capitalis) (3-2%) (4%) (4.7%)
Pacifico 0.97413 - 0.00901 0'02326
(L. v. bangsi) (0.9%) (2.5%)
Yucatan 0.97569 0.92486 : O
(L. v. fulviventris) (3%)
Panama y América 0.83232 0.70103 0.73477 -
del Sur

Los valores inferiores pertenecen al indice Fsry los superiores a Dxy también expresados en porcentaje. Los valores
en rojo representan a las poblaciones simpatridas.
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Debido a que las muestras colectadas en la Sierra del Tolistoque pertenecen a dos
haplogrupos diferentes y son simpatridas, se calcularon los dos indices de diferenciacion
genética solo para estas muestras. Los valores obtenidos concuerdan con los valores que incluyen
a todos los individuos de ambas poblaciones (Cuadro 3). El valor de Fst de 1 indica que estan

altamente diferenciadas y Dxy una divergencia de ~3%.

Cuadro 3. Valores de Fst y Dxy de las poblaciones simpatridas de la Sierra Tolistoque

., ., Dxy
Poblacion 1 Pablacion 2 Fst Dxy (%)
Norte (TOL) Pacifico (TOL) 1.0 0.03125 ~3%

Pacifico (TOL) considera Unicamente dos individuos.

Tiempos de divergencia

El reloj molecular estricto (Fig. 11) sugiere que la divergencia méas antigua correspondiente a
la del linaje Norte del resto de linajes ocurrio entre el Plioceno Tardio y el Pleistoceno Inferior,
hace aproximadamente 2.5 Ma (1.9-3.4 Ma, HPD 95%). La divergencia de los linajes que
abarcan parte del sureste de México (Pacifico-Yucatan) de aquellos en Panama y América del
Sur, ocurrio hace 1.8 Ma (1.3-2.4 Ma, HPD 95%) en el Pleistoceno Inferior. Ademas, se puede
observar una divergencia mas reciente entre los linajes Pacifico y Yucatan que ocurrié hace 0.9
Ma (0.6-1.3 Ma HPD 95%), esta divergencia aun pertenece al Pleistoceno Inferior. Por ultimo,
otro evento remarcable es el lapso que corresponde a la posible formacién de una via maritima
en el Istmo de Tehuantepec hace aproximadamente 2 a 3 Ma (Barber y Klicka, 2010; Sosa-L6pez

etal., 2013).
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Figura 11. Tiempos de divergencia. Las barras azules muestran los rangos de 95% HPD (High Posterior Density), la
franja vertical azul representa el tiempo estimado de la posible formacién de una via maritima en el Istmo de
Tehuantepec. Los nimeros en los nodos son el valor de probabilidad posterior de IB. Las épocas se asignaron con
base en la Tabla Cronoestratigrafica Internacional v2018/08 (Cohen, Finney, Gibbard, y Fan, 2013).
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Discusion

Patrones filogenéticos

Las hipotesis filogenéticas obtenidas por Inferencia Bayesiana y Maxima Verosimilitud a
partir de los marcadores de DNA mitocondrial (Fig. 5) y de la matriz concatenada con el
marcador de DNA nuclear (Fig. 4), recuperaron al menos cuatro clados con fuerte soporte. Los
arboles obtenidos concuerdan con las topologias presentadas en estudios previos a nivel
supraespecifico enfocados en comprender las relaciones filogeograficas de las palomas del
Nuevo Mundo (Banks et al., 2013; Johnson y Weckstein, 2011).

El clado Norte agrupa dos subespecies, una es L. v. angelica que ocupa desde el sur de Texas
y gran parte de las tierras bajas en las costas del centro de México hasta el IT y la segunda es L.
v. capitalis que se distingue por ser ligeramente mas grande y habitar en las Islas Tres Marias,
cerca de las costas de Nayarit (Friedmann et al., 1950; Hogan, 1999). L. v. capitalis forma un
grupo polifilético con L. v. angelica, esto puede ser resultado de una etapa de diferenciacion
temprana en la poblacion de las Islas Marias que adn no alcanza monofilia (Leliaert et al., 2014).
El clado Yucatan coincide con la subespecie L. v. fulviventris que se caracteriza por mostrar una
coloracion ligeramente mas intensa en el plumaje de las partes inferiores (Hogan, 1999) y habita
en el sureste de México en las tierras bajas de las costas del Océano Atlantico (Golfo de México)
y las tierras bajas tropicales de la Peninsula de Yucatan (Friedmann etal., 1950). El clado
nombrado Pacifico coincide con la subespecie L. v. bangsi presente también en el sureste
mexicano, se distribuye en las tierras bajas de las vertiente del Océano Pacifico a un costado de
la Sierra Madre de Chiapas, la distribucion de esta subespecie para México s6lo es mencionada

al extremo sur en el Soconusco, Chiapas (Friedmann et al., 1950), pero la filogenia indica que
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probablemente la distribucion de esta poblacidn se extienda hasta el Valle de Tehuantepec donde
se encuentra en simpatria con las poblacién del clado Norte (L. v. angelica). La simpatria entre
estas dos poblaciones es evidenciada a partir de las muestras colectadas en las mismas
localidades de la Sierra Tolistoque, al sur del Valle de Tehuantepec, donde cinco de las siete
muestras se agruparon dentro del clado Norte y las dos restantes dentro del clado Pacifico que
agrupa muestras de L. v. bangsi (Pacifico) (Fig. 6).

A diferencia de las filogenias elaboradas con marcadores mitocondriales, la filogenia
recuperada con B-fibint 7 no recupero las mismas relaciones (Fig. 8). Uno de los motivos por los
que no es posible recuperar una topologia similar es la baja tasa de sustitucion de B-fibint 7
(Feldman y Omland, 2005). La tasa de sustitucién de los intrones es mas lenta que la tasa de
sustitucion estandar del mtDNA (2%/Ma) (Brown, George, y Wilson, 1979; Weir y Schluter,
2008) pero en general es mas rapida que las secuencias de exon (Prychitko y Moore, 2003), -
fibint 7 tiene una tasa de sustitucion en Columbiformes de 0.53% de divergencia por millén de
afios (Johnson y Clayton, 2000). En el caso de Leptotila verreauxi, ademas la presencia de
algunos indels en las secuencias podria estar interfiriendo. Los indels presentes en las secuencias
obtenidas en su mayoria son deleciones, estas pérdidas de material genético coinciden en
longitud y ubicacién (12 y 5 pares de bases) con las encontradas en otras especies del género
Leptotila por Johnson (2004), quien analiz6 el papel que desempefian los intrones en la
evolucién de los genomas nucleares y elabora una filogenia con diferentes especies de
Columbiformes, las deleciones también coinciden con secuencias descargadas de GenBank del
mismo gen registradas con los nimeros de acceso AF279715 y AF279716. En su estudio
Johnson (2004), no menciona la presencia de estas deleciones dentro de las secuencias que

utiliza de L. verreauxi, por lo tanto, es la primera vez que se observan en esta especie. En aves el
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intron B-fibint 7 ha sido generalmente utilizado con un enfoque centrado en la variacion
interespecifica (Johnson, 2004; Johnson y Clayton, 2000; Johnson, Clayton, Dumbacher, y
Fleischer, 2010; Lapiedra, Sol, Carranza, y Beaulieu, 2013; Pereira, Johnson, Clayton, y Baker,
2007; Prychitko y Moore, 2000, 2003). En un estudio realizado con pajaros carpinteros (Picidae),
Prychitko y Moore (2000) observaron una leve variacion intraespecifica en unos cuantos de los
especimenes que utilizaron, sugieren que dicha variacion en las secuencias de B-fibint 7 no
confundiria la estimacion de las filogenias para las especies, sin embargo, su aproximacién es a
partir de dos especimenes secuenciados por cada especie. Por lo tanto el marcador B-fibint 7
puede ser de uso limitado para resolver relaciones poco profundas en aves pero muy adecuado
para resolver relaciones profundas (Feldman y Omland, 2005; Kearns etal., 2018). En L.
verreauxi es posible que la variacion a nivel intraespecifico de B-fibint 7 esté influyendo en la
estimacion de filogenias, dificultando la obtencion de grupos monofiléticos similares a los
observados en la filogenia con mtDNA. La combinacion de datos de multiples intrones puede

proporcionar resolucién en linajes estrechamente relacionados (Feldman y Omland, 2005).

Genética de poblaciones y demografia historica

La red de haplotipos (Fig. 9) y las distribuciones mismacth (Fig. 10) elaboradas para observar
la estructura poblacional de los conjuntos de datos a partir de los marcadores concatenados de
mtDNA, respaldan la hipétesis filogenética y su estructura geografica (Fig. 6). Al comparar la
red y la filogenia se observa concordancia al recuperar el mismo nimero de grupos, la poblacién
Norte resulta ser la mas diferenciada con un numero elevado de pasos mutacionales y
emparentada con la poblacion del Pacifico. Esta cantidad de pasos mutacionales se puede

interpretar como una acumulacion de mutaciones durante un periodo relativamente largo de
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aislamiento con respecto a las poblaciones vecinas, o que da como resultado alta diferenciacion
genética. El resto de las poblaciones no muestran distancias mutacionales tan elevadas entre ellas
como el caso mencionado anteriormente, sin embargo, si muestran una marcada diferenciacién
entre ellas. La red de haplotipos ademas recuperd tres nodos extra entre los haplogrupos de
Centro y Sur Ameérica, estos nodos podrian ser haplotipos de poblaciones que no fueron
muestreadas o que pasaron por un proceso de extincion (Bandelt, Forster, y Rohl, 1994).

Al comparar cada una de las poblaciones para medir el grado de aislamiento y diferenciacion
genética, en general se observaron valores por arriba del 2.5% y hasta 4.7%, en el mayor de los
casos con el pardmetro Dxy (Cuadro 2 y 3). Estos resultados resultan interesantes si se considera
que algunos autores han propuesto que un 2.7% de diferenciacién genética es suficiente para
determinar especies distintas (Hebert, Stoeckle, Zemlak, y Francis, 2004). El indice Fst mostro
valores cercanos a 1 para los pares de poblaciones que se distribuyen al norte y un valor de 1 si
solo se consideran las muestras de los individuos simpétridos en la Sierra Tolistoque; los valores
disminuyen en magnitud al comparar el resto de las poblaciones de Centro y Sur América, aun
asi, todas ellas se pueden considerar aisladas genéticamente pues presentan valores altos
comparados con otros estudios en aves (Klicka, Spellman, Winker, Chua, y Smith, 2011; Puebla-
Olivares etal., 2008). Las distribuciones mismatch (Fig. 10) presentan un crecimiento
poblacional reciente para cada uno de los tres linajes mexicanos lo que indica que cada una de

ellas han pasado por cambios poblacionales similares.

Patrones filogeogréaficos
La topologia del arbol sumada a los tiempos de divergencia y la estructura geogréfica

respaldan la hipétesis mencionada por Johnson y Weckstein (2011). Estos autores mencionan
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que las primeras divergencias de Leptotila verreauxi ocurrieron en la parte septentrional de su
area de distribucién y continué de forma escalonada a través de América Central por el Istmo de
Panama, hasta dar lugar a las divergencias mas recientes en Ameérica del Sur. Los tiempos
estimados por el reloj molecular en este estudio sugieren que la divergencia de los linajes del
clado sudamericano ocurrieron entre 1.3 y 2.4 Ma en el pasado durante el Pleistoceno Inferior y
son posteriores al cierre sensu stricto del Istmo de Panamé hace ~2.8 Ma (O’Dea et al., 2016).

El reloj molecular (Fig. 11) indica que la divergencia mas antigua entre el linaje del clado
Norte y el linaje que agrupa al resto de clados de Centro y Sur América ocurrié hace 1.9-3.4 Ma,
rango que corresponde al Plioceno Tardio y Pleistoceno Inferior. El patrdn de diversificacion
este-oeste en el IT es mas evidente en especies de tierras altas separadas por las tierras bajas del
Valle de Tehuantepec. Barber y Klicka (2010) sugieren que la diversidad intraespecifica de las
aves de montafia que se encuentra a cada lado del IT se fragmenté durante dos pulsos de
divergencia distintos, proponen que los eventos responsables de dicho patron de divergencia son
las fluctuaciones en el clima y la formacion de una via maritima que ocurrieron durante el
Pleistoceno-Plioceno Tardio.

El periodo Cuaternario (2.58 Ma) que inicia con el Pleistoceno (Cohen etal., 2013), se
caracteriza por presentar fluctuaciones climéaticas globales que causaron una serie de
glaciaciones, mismas que modificaron los patrones de distribucion de los organismos y dejaron
huella en la estructura genética de las poblaciones (Hewitt, 2000). En el IT es probable que estos
eventos climaticos influyeran en la divergencia de las poblaciones, al conectar los bosques de
montafia durante cada ciclo glaciar, lo que para las poblaciones de tierras bajas significaria una
barrera principalmente en un sentido norte-sur. Un problema para esta explicacion radica en que

se espera que solo la glaciacion mas reciente deje huella genética, borrando la evidencia de
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divergencias previas (Barber y Klicka, 2010). Las poblaciones de L. verreauxi que se encuentran
en simpatria en el IT divergieron hace 1.9-3.4 millones de afios segln los datos obtenidos en este
estudio, y presentan un alto grado de diferenciacidén genética. Este patron se puede explicar a
partir de la hipétesis en la que existio una via maritima en el Istmo de Tehuantepec, misma que
pudo actuar como barrera dividiendo a las poblaciones en un sentido este-oeste y una vez que
esta transgresion marina desaparecio, las poblaciones en ambos extremos se dispersaron
resultando en un contacto secundario. El patrén de divergencia en sentido este-oeste en el Istmo
de Tehuantepec para aves de tierras bajas como el observado en Leptotila verreauxi que divide a
las poblaciones del norte de las poblaciones del sureste de México, concuerda con algunos otros
casos, como en la Matraca Nuca Canela (Campylorhynchus rufinucha) (Sosa-Lépez et al., 2013;
Vazquez-Miranda, Navarro-Siguenza, y Omland, 2009), donde se recuperaron dos unidades
evolutivas separadas por el IT, “humilis” al Oeste y “capistratus” al Este, presentan variacion
vocal y genética aparentemente producto del aislamiento geografico. La explicacién propuesta
més adecuada para la variacion ha sido la existencia de una barrera maritima a través del IT
formada hace aproximadamente 3 Ma; ademas, en ese estudio también encuentran una zona de
contacto secundario en la vertiente del Pacifico cerca del IT. En otro estudio con el Cuclillo
Canelo (Piaya cayana), se presenta que el Istmo acta como barrera para las subespecies P. c.
mexicana al Oeste y P. c. termophila al Este (Cayetano-Rosas, 2018), estas poblaciones
aparentemente también exhiben una zona de contacto en el este de Oaxaca, donde s6lo se conoce
un espécimen con caracteres intermedios (Navarro-Sigiienza y Peterson, 2004). Estos datos
sugieren que el IT ha influenciado de manera importante en la diversificacion algunos taxones de
aves de tierras bajas, mismas que muestran zonas de contacto secundario; por lo tanto, una

explicacion a estos patrones es la de la formacion de una via maritima que ocurrié entre 2y 3 Ma



39

en el pasado (Barber y Klicka, 2010; Sosa-Lopez et al., 2013) que actué como barrera geografica
promoviendo diferenciacion genética entre las poblaciones divididas y dando como resultado
dispersiones posteriores una vez que la via maritima desparecio.

Otros datos que podrian respaldar la idea de una transgresiébn marina causante de la
diversificacion entre los linajes de L. verreauxi presentes en IT, son los de un analisis
filogeogréafico con el Pavito Alas Negras (Myioborus miniatus) (Pérez-Eman et al., 2010), que
recupera una topologia similar a la de L. verreauxi, donde existe un linaje basal (M. m. miniatus)
que se distribuye al Oeste del IT altamente divergente (5% no corregido) de un linaje hermano
que agrupa al resto de las poblaciones que ocupan Centro y Sur América. Si estos patrones de
diversificacion en aves de tierras bajas y tierras altas estan relacionados, indicaria que existieron
algunos eventos historicos en el Istmo de Tehuantepec que han afectado a multiples taxones con
ecologias distintas. Los patrones de divergencia en la zona del IT deben ser analizados con
cautela debido a la complejidad evolutiva que presenta el Istmo donde los eventos vicariantes
son causados por diferentes mecanismos operando en diferentes tiempos y donde inclusive la
vision tradicional de una sola via maritima es insuficiente para explicar las inferencias de varios
episodios de diversificacion (Ornelas et al., 2013).

Un resultado interesante es que dos poblaciones de L. verreauxi sean simpatridas (Fig. 7) y
que ademas muestren un alto grado de divergencia. Este patrén ha sido reportado en pocas
ocasiones en distintos taxones (Tominaga, Watanabe, Kakioka, Mori, y Jeon, 2009; Xiao et al.,
2012), entre ellos en aves (Benham y Cheviron, 2019; Hogner etal., 2012). Los patrones
inusuales de mtDNA pueden revelar aspectos interesantes de la biologia de una especie y para
explicarlos se requiere discernir entre los muchos escenarios posibles que podrian subyacer en

cualquier patrén de mtDNA. Estos patrones de alta divergencia en linajes de mtDNA simpatrido
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se interpretan regularmente como una mezcla de linajes aislados histéricamente y que tienen un
contacto secundario (Benham y Cheviron, 2019; Hogner et al., 2012). Cabe mencionar que las
zonas de contacto secundario son interesantes porque brindan la oportunidad de evaluar el nivel
de aislamiento reproductivo entre taxones relacionados que se han diferenciado recientemente,
de esta manera es posible probar de manera segura el estado de su especie (Pons, Masson,
Olioso, y Fuchs, 2019).

Los resultados obtenidos en este estudio se asemejan a los obtenidos por Hogner et al.,
(2012), quienes probaron cinco hip6tesis que podrian dar lugar a dicho patron de divergencia. De
estos supuestos, dos pueden explicar los patrones observados para L. verreauxi en el IT: 1) que
se trate de especies cripticas y que en realidad el estado taxondmico de la especie es incorrecto, 0
2) que la divergencia se deba a un periodo de aislamiento geografico seguido de un contacto
secundario; en este caso hay dos escenarios posibles, uno es que en ausencia de barreras
reproductivas los linajes mezclen sus genomas cuando entren en contacto debido a una
introgresion bidireccional, o por otro lado, que se hayan formado fuertes barreras reproductivas
mientras se encontraban en alopatria y ninguno de los taxones pueda formar hibridos cuando
estén en contacto geogréafico (Pons et al., 2019). Al no encontrar evidencia de hibridacion en los
haplogrupos de L. verreauxi en el IT el escenario més plausible es que actualmente sus linajes
cuenten con fuertes barreras reproductivas (Hogner etal., 2012). Sin embargo, por el nimero
reducido de individuos muestreados en la zona de contacto se requieren estudios adiciones para
poder observar a mayor detalle el nivel de flujo génico en las poblaciones de la regién de
contacto en el IT. Ademas, es necesario realizar estudios que incluyan distintas fuentes de
evidencia, tales como analisis morfométricos, bioacUsticos y ecoldgicos, entre otros, para

descartar la posibilidad de especies cripticas.
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Los andlisis moleculares han contribuido a reevaluar el estado taxondémico de algunas
subespecies de aves, y con ello poder proponer y delimitar nuevas especies (Cortés-Rodriguez
et al., 2008; Garcia-Deras et al., 2008; Navarro-Siglienza, Townsend Peterson, Nyari, Garcia-
Deras, y Garcia-Moreno, 2008). En algunos casos puede existir diferenciacion genética sin
diferenciacion morfoldgica marcada (Sanchez-Gonzélez, Hosner, y Moyle, 2015; Zamudio-
Beltran y Hernandez-Bafios, 2015). En el caso de L. verreauxi, resultaba necesario explorar con
mayor detalle sus patrones filogeograficos con el fin de aclarar su taxonomia. La hipdtesis
filogenética presentada por este estudio no coincide con la clasificacion que reconocié a L.
fulviventris como una especie separada (Hogan, 1999) pues no se agruparon en un mismo linaje
las cuatro subespecies presentes en México como se esperaria que coincidiera en caso de que el
antes llamado L. fulviventris fuera un taxon separado, en todo caso la filogenia molecular
muestra que el clado del grupo Norte que incluye a las subespecies L. v. capitalis y L. v. angelica

es el mas divergente del resto con valores de divergencia por arriba del 3%.
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Conclusiones

Las hipdtesis filogenéticas de Leptotila verreauxi mostradas en este estudio son las primeras
elaboradas a nivel intraespecifico y aportan un panorama mas claro sobre las relaciones
filogenéticas entre sus poblaciones, en especial para las que estan presentes en México. Tanto las
estimadas a partir de marcadores mitocondriales como nucleares resultan interesantes. Las
primeras revelaron que existe estructura geografica, mientras que las segundas mostraron una
posible deficiencia para reconstruir filogenias a nivel intraespecifico en L. verreauxi a partir del
intrén 7 del beta-fibrindgeno, un marcador utilizado con frecuencia para comprender las
relaciones evolutivas en palomas del Nuevo Mundo.

Los resultados indican que la estructura genética de L. verreauxi presenta correspondencia
geografica que coincide con algunas de las subespecies reconocidas en Mesoameérica, donde el
Istmo de Tehuantepec juega un papel importante. Se apoya la hipétesis de una via maritima en el
IT que en algin momento funciond como barrera geografica para las aves de tierras bajas. Esta
via maritima al dividir las poblaciones en un sentido este-oeste permitié la divergencia de las
poblaciones de L. verreauxi distribuidas en cada extremo del IT y una vez que la via maritima
desaparecio las poblaciones se dispersaron para culminar en un contacto secundario.

Resulta interesante el alto grado de divergencia en el mtDNA entre poblaciones simpétridas,
sugiriendo que linajes profundamente divergentes, pero cercanamente relacionados logran
coexistir. Por ultimo, cabe resaltar que este estudio no se enfocd en explorar los patrones
filogeograficos de las poblaciones del Istmo de Panama y América del Sur donde también

podrian existir patrones interesantes, entre ellos, niveles de divergencia por arriba del 2%.
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Anexos
Anexo A
Muestras de tejido con datos geogréaficos
Nombre Estado Localidad Latitud Longitud
1 BAL 284 Guerrero Guerrero, San Miguel 18.0277778 -99.515
Tecuiciapan, Tlalalpa
2 BORJA 29 Chiapas Chiapas, Coapilla 4 km al 17.1841667 -93.2547222
N
CHAM 08 .
. Jalisco, Chamela (Centro
3 o5 Jalisco \/acacional Seccion 47 19.5454167 -105.083861
SNTE)
CHAM 08 .
. Jalisco, Chamela (Centro
4 " Jalisco Vacacional Seccion 47 19.5454167 -105.083861
SNTE)
CHIMA .
Oaxaca, San Isidro La
5 Oaxaca Gringa, a 1 km SE de San 17.066819 -94.1183333
280 .
Francisco La Paz
6 CHIS 369 Chiapas Chiapas, Pijijiapan, 16.1580556 -93.8066667
Rancho La Industria
Chiapas, Pijijiapan,
7 CHIS 88 Chiapas Rancho Lluvia de Oro 15.7449444 -93.105
900 m NW de Rancheria
las Guadalupes
CONACYT
8 Guerrero Guerrero, EI Carmen 2km 16.8361667 -98.74725
1011 NE
CONACYT Tamaulipas, Zona
9 Tamaulipas 16ai P I’ . 23.6602778 -98.4
1116 arqueoldgica E Sabl_nl_to,
5 km NW de El Sabinito
CONACYT Tamaulipas, Zona
10 Tamaulipas 'aulipas, £ona. 23.6602778 -98.4
1125 arqueoldgica El Sabl_nl_to,
5 km NW de El Sabinito
CONACYT
11 Oaxaca Oaxaca, Nizanda, Camino 16.677953 -95.02317
1483 a las Sabanas
CONACYT
12 San Luis SLP, San Nicoléas de los 22.1225 -99.4183333
430 Potosi Montes en el Rio
13 CPM 071 Jalisco El Tuito, Rancho Los 20.2968552 -105.3935
Cuates
14 CPM 084 Jalisco El Tuito, Rancho Los 20.2968552 -105.3935
Cuates
15 CPM 103 Jalisco El Tuito, Rancho Los 20.2968552 -105.3935
Cuates
16 CPM 140 Jalisco . 19.8138944 -104.411392
Ayutita
17 CPM 177 Nayarit 21.6774166 -104.974306

Salazares




18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

CPM 295

CSw 8127

CSW 8137

GES 387

HGO-SLP

128

INECOL

097

INECOL

116

INECOL

117

ITM 092

ITM 107

ITM 117

ITM 129

ITM 195

ITM 254

LAB 015

MMF 283

SOSI 010

SOSI 084

SOSI 085

SOSI 140

TOL 031*

Parque Nacional

Oaxaca Huatulco, Sendero El
sabanal
Sinaloa Sinaloa, El Fuerte 22__km
SW, 4 km NW of Ejido
Tesila
. Sinaloa, El Fuerte 22 km
Sinaloa

SW, 4 km NW of Ejido
Tesila
Campeche Campeche, La Reforma,

20 Km W Silvituc

San Luis Potosf{ SLP, Tanlacut

Veracruz Veracruz, El Haya,
Instituto de Ecologia

Veracruz Veracruz, El Haya,
Instituto de Ecologia

Veracruz Veracruz, El Haya,
Instituto de Ecologia

Nayarit, Islas Marias, Isla

Nayarit Maria Magdalena, ler
Campamento (base)
Navarit Nayarit, Islas Marias, Isla
Y Maria Magdalena, ler
Campamento (base)
Navarit Nayarit, Islas Marias, Isla
Y Maria Madre,
campamento El Zacatal
Navarit Nayarit, Islas Marias, Isla
Y Marfa Madre,
campamento El Zacatal
Navarit Nayarit, Islas Marias, Isla
Y Maria Magdalena, ler
Campamento (base)
Navarit Nayarit, Islas Marias, Isla
Yy Maria Madre,
campamento El Zacatal
Guerrero Guerrero, Xocomanatlan
Chiapas Reserva El Silencio
Chiapas Reserva El Silencio
Chiapas Reserva El Silencio
Chiapas Reserva El Silencio
Oaxaca Ejido La Venta, Juchitan

de Zaragoza, Oaxaca

15.76953

26.305

26.305

18.5938889

21.65516

19.5139306

19.5139306

19.5139306

21.6261111

21.6261111

21.7402778

21.7402778

215311111

21.7402778

17.55

14.67249

14.67249

14.67249

14.67249

16.583503

-96.1945

-108.808333

-108.808333

-90.4244444

-99.496465

-96.9435111

-96.9431111

-96.9435111

-106.5425

-106.5425

-106.654722

-106.654722

-106.426111

-106.654722

-99.6333333

-92.23057

-92.23057

-92.23057

-92.23057

-94.885077
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39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

TOL 032*

TOL 040*

TOL 063*

TOL 074*

TOL 092*

TOL 097*

URRA 11

VGR 961

Y480 025

YUC13 103

Oaxaca

Oaxaca

Oaxaca

Oaxaca

Oaxaca

Oaxaca

Jalisco
Sinaloa

Campeche

Yucatan

Ejido La Venta, Juchitan
de Zaragoza, Oaxaca
Ejido La Venta, Juchitan
de Zaragoza, Oaxaca
Ejido La Ventosa,
Juchitan de Zaragoza,
Oaxaca
Ejido La Ventosa,
Juchitan de Zaragoza,
Oaxaca
Ejido La Ventosa,
Juchitan de Zaragoza,
Oaxaca
Ejido La Ventosa,
Juchitan de Zaragoza,
Oaxaca
Jalisco, El Tuito, Rancho
Primavera
Sinaloa, Ejido El Naranjo
25 km SW de E | Fuerte
Yucatan, Ejido Chulbac,
La Sabana
Yucatan, Rio Lagartos,
Reserva de la Biosfera
Ria Lagartos

16.583503

16.583503

16.5838

16.5838

16.5838

16.5838

20.34523

26.275

19.7278833

21.56292

-94.885077

-94.885077

-94.873774

-94.873774

-94.873774

-94.873774

-105.3575

-108.795

-90.5773

-88.07627

Todas las muestras pertenecen al Museo de Zoologia de la Facultad de Ciencias “Alfonso L. Herrera”. Los
individuos colectados en las dos salidas a campo se encuentran marcados por un “*”.

Anexo B

Secuencias descargadas de Genbank.

10

11

12

13

Especie
Leptotila verreauxi
Leptotila verreauxi
Leptotila verreauxi
Leptotila verreauxi
Leptotila verreauxi
Leptotila verreauxi
Leptotila verreauxi
Leptotila verreauxi
Leptotila verreauxi
Leptotila verreauxi
Leptotila verreauxi
Leptotila rufaxilla

Leptotila rufaxilla

ND2 Ccol
AF353448 AF279725
FJ175693 -
FJ175694 -
FJ175695 -
FJ175696 -
HM640214 HM640214
HQ993539 HQ993515
HQ993540 HQ993516
HQ993546 HQ993525
HQ993547 HQ993526

NC_015190 NC_015190
AF251546 AF353494
EF373340 -

p-fibint 7

AF279715

HM640214
AY443684
HQ993559
HQ993562
HQ993563
NC_015190

AF182665

Pais
USA
Belice
Panama
Panamé
Panamé
Venezuela
Brasil
Paraguay
México
Pert
Venezuela
SD

SD
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14 Leptotila rufaxilla HQ993541 HQ993517
15 Leptotila plumbeiceps HQ993544 AF279727
16 Leptotila megalura HQ993545 HQ993520
17 Leptotila jamaicensis HQ993543 AF279726
18 Leptotila cassini FJ175701 -

19 Leptotila cassini HQ993542 HQ993518
20  Geotrygon veraguensis HQ993538 HQ993514

HQ993560
AF279717
AF182664
AF279716
HQ993561

HQ993558

Guyana
México
Argentina
Meéxico
Belice
Panama

Panama

Numeros de acceso de las secuencias de mtDNA (ND2 y COl) y nDNA (B-fibint 7) con su respectivo pais de

procedencia. Cada nimero corresponde a un individuo distinto.

Anexo C
Modelos y particiones para la matriz concatenada de mtDNA
Programa Particiones Modelo
ND2_posl, ND2_pos2,
COI_pos2, COI_pos3 HKY+
MrBayes
ND2_pos3, COI_posl GTR+G
ND2_posl, ND2_pos2,
COI_pos2, COl_pos3 GTR
RaxML
ND2_pos3, COI_posl GTR
Anexo D
Modelos y particiones para la matriz de nDNA
Programa Particiones Modelo
MrBayes Genel FIB7 HKY+G
GTR

RaxML Genel FIB7




- . CHAMQB12 JAL
VGRa31 SN

geze Maxima verosimilitud

SR MtDNA (ND2+COl) + nDNA (B-fibint 7)

CONACYT1011 GRO
HGOSLP128

Lesonla jamaicensis MEX

o e 2.
ml-m'ammwus(
Leptonia rufaiita
WMGUY
Lepiosia megeiura ARG @
L+ ATM258 MAY
E:‘I:SNAV
M123 NAY
L“Jm" .. I
pLaieo Maxima verosimilitud
TOLOE2 OAX.
©PM295 OAX
R
g mtDNA (ND2+COl)
TOLO%2 OAX
Legnarygon veragosnes

Anexo E. Filogenias de mtDNA con método de Maxima Verosimilitud.

61



e TOHLBAZDAN
L]

SDS0ASCHP
SOSIBICHP
W 1-:.|I.|HIJ AKX
TOLDEROAY
ag
1 jlrr'.hlll'ﬂ'r’
% LvallacBRA
I L IviDecPER
rufaxila
100 L. magabkiia ARG
| kl’.ﬂuiui PAR
L. plumbaicaps MEX
P MBI
H fmgelica
—1_ TOLAT DA
g | "TETIIHAY
EH‘E HAY
TEEHAY
w -IQ ITREADTHAY
- TR FHAY
0 TOLOTAMAE

Lupaetiigon var

SOSMO0CHP
éﬁi TOLOS2AR
H L. jamalcansis MX
TOHLAIOAK

Anexo F. Filogenia de p-fibint 7 con método de Méaxima Verosimilitud.

62



	Portada
	Contenido
	Resumen
	Introducción
	Antecedentes
	Hipótesis   Objetivos
	Método
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Referencias
	Anexos

