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RESUMEN

Lampornis amethystinus (colibri garganta amatista) es una especie
politipica compuesta por siete subespecies. Es residente en ambas vertientes
mexicanas hasta El Salvador y Honduras. Cada subespecie presenta variaciones
en la tonalidad de la garganta y un marcado sobrelapamiento en sus areas de
distribucion. En este trabajo se examind la filogeografia de L. amethystinus por
medio de andlisis de distancia, maxima verosimilitud, parsimonia y clados
anidados de la segunda fraccion del gen mitocondrial ND2 (354pb) para 73
individuos, siendo 107 pb filogenéticamente informativos. Se identificaron un total
de 28 haplotipos, 16 de los cuales pertenecen a L. amethystinus, 11 al resto de
colibries y 1 al grupo externo. La filogeografia de esta especie muestra dos
agrupaciones, la del Centro de México y la de Chiapas-Centroamérica. Al interior
de cada uno de los grupos existe una moderada diferenciacion génica asf como en
la especie en su totalidad. La separacién de estos dos grupos es debido a un
proceso de fragmentacion alopatrica provocada por la formacion del Istmo de
Tehuantepec.

ABSTRACT

Lampornis amethystinus (amethyst-throated hummingbird) is a polytypic
specles composed of 7 subspecies. It is resident on both mexican siopes to El
Salvador and Central Honduras. Each subspecies has variations on their throat
color; and their distributional areas overlays. In this project the phylogeography of
Lampornis amethystinus (amethyst-throated hummingbird) was examined through
distance, maximum likelihood, parsimony and nested clade analyses of the second
fraction of the mitochondrial gene ND2 (354pb) for 73 individuals, from the total
base pairs 107 were parsimony informative. A total of 28 haplotypes were
identified, 16 were for L. amethystinus and 12 for the outgroups. The
phylogeography of this species shows two groups, one corresponds to those
individuals whose distribution is in the Center of Mexico and the other one to those
- individuals of Chiapas and Central America. Inside each group and in the total
species distribution exists a moderate genetic differentiation. The separation of
these two groups was consequence of the formation of the Isthmus of
Tehuantepec. D
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INTRODUCCION

La estructura genética poblacional de‘una especie es el resultado de los procesos
microevolutivos y demograficos que actiian entre.y dentro de las poblaciones, asi
como de la biogeografia histérica de los linajes genéticos (Wenink 1996). Debido
a lo anterior, el examinar las variaciones entre las poblaciones puede revelar sus
asociaciones histéricas y los procesos de reestructuracion genética que pueden
conducir a la especiacion (Kirchman et a/. 2000). Bajo este supuesto, los estudios
de variacion geografica han revelado los mecanismos historicos y ecologicos, asi
como los patrones fenotipicos y distribucionales para muchas especies de aves
(Kirchman et al. 2000), por lo que entender estos patrones de variacion geografica
es el primer paso para inferir l10s procesos evolutivos en poblaciones naturales
(Zink y Remsen 1996).

Los estudios modernos de variacién geogréfica enfatizan el uso de técnicas
moleculares en a busqueda de patrones de variacidon genética (Zink 1996) yb son
de importancia fundamental para entender los procesos evolutivos.y como
‘consecuencia, ha crecido el interés por la documentacion de la geografia de estas
variaciones genéticas (Lewontin 1974, Zink 1996, 1997). La filogeogréfia es'la
rama de la biogeografia que trata de los principios y procésos que rigen las
distribuciones geograficas de los linajes genealdgicos .o - filogenéticos,
especialmente aquellas cercanamente relacionadas (Avise 1998a). Esta disciplina
tiene que ver con los componentes historicos y filogenéticos de las distribuciones
espaciales de linajes de genes cuyo analisis e interpretacion requiere de datos
provenientes de disciplinas como la genética molecular y de poblaciones, la
etologfa, la dembgrafia, la sistematica filogenética, la paleontologia, la geologia y
la geografia historica, lo que hace a la filogeografia una disciplina integrativa que
se encuentra en el cruce entre la macroevolucidn y la microevolucion (Avise 2000).



Los candidatos primordiales para acumular diferencias genéticéé son las’
poblaciones histéricamente aisladas debido a que pudieron haber tenido un mayor
potencial de exposicidon a presiones de seleccion divergehte's sin la influencia .
homogenizadora del flujo génico (Avise 2000). Mienfras Que el flujo génico retarda
la divergencia genética de las poblaciones, el alslamlento geografco. la deriva
génica, la filopatria, las altas tasas de mutacién y pos:blemenre la seleccidn de
adaptaciones locales, contribuyen a una estructura filogeogréfica intraespecifica
pronunciada en las especies animales (Avise et al. 1987). -

A diferencia de los primeros andlisis de genética de poblacionesf realizados
con aloenzimas (electroforesis de proteinas) en los cuales su utilizacion reveld
poca o ninguna diferenciacion genética intraespecifica (Zink et al. 1991 .y Avise
2000), - los .andlisis realizados mediante la utilizacion del DNA mitocondrial
proporcionaron los primeros datos accesibles en "genealogias de genes” a nivel
intraespecifico, forjado un puente empirico y conceptual entre la genética de
: “b‘oblaciones {microevolucion) v la filogenética tradicional (macroevolucion; Avise
Al1994). "En los arboles de genes, el DNA mitocondrial presentdé un 95% de
k pfobabilidad de igualar la historia evolutiva de una especie, a diferencia del DNA

nuclear que presentd un 85%; con base en estos datos, serian necesarios muchos
“. arboles de genes nuclearés para tener confianza basandose en un sclo arbol de
~ haplotipos mitdcondriales {Moore 1995, 1997 y Hoelzer 1997).

: <La éstrl;ctura del DNA mitocondrial ha sido una de las razones principales
‘para qdejsé haya utilizado en gran cantidad de estudios. Con pocas excepciones,
A éi DNA mitocondrial animal es una molécula circular de 15 a 20 kilobases de largo
:ry esta ’c’ompuesto por 37 genes que codifican 22 tRNAs, 13 proteinas especificas

ihVolucradas en el transporte de electrones y en la fosforilacion oxidativa. 2 rRNAs
y una regiéon control que inicia la replicacion y la transcripcion {Avise 1994). E|
: arfeglq de sus genes és gerferalmente estable aunque existen diferencias en el
- —:ordeh de los genes entre algunos taxa, por ejemplo, en aves se ha visto que el
esté arreglo es idéntico entre los diferentes ordenes (Desjardins y Morains 1990.



‘Avise 1994, Gonzdlez 1997). Se ha visto que evoluciona mas rapido que el DNA

“nuclear y que presenta un mayor numero de transiciones sobre las transversiones,
K tanﬁbién es posible calcular un “reloj molecular" con aproximadamente el 2% de

_divergencia entre pares de secuencias por milién de afios (Avise 1994, Avise.
: :2000). Es facil de purificar y de caracterizar debido a que es pequefo y carece de
intrones asi como de secuencias repetitivas; aunado a que posee un alto nimero
de éopias y a que se encuentra muy enrollado dentro de la célula, lo cual pefmi't‘e‘
su separacion del DNA nuclear, que es linear (Wilson, 1985; Quinn,1997). -

: Otras de las ventajas de la utilizacion del DNA mitocondrial es que al ser de .
“ herencia rhaterna una vez gue una variacion se establece en la hembra, todos |o$
‘ 'descendlentes la poseen y por lo tanto, ese patron heredntar:o es clonal a 1o largo
‘del linaje materno y no existe evidencia de que se pueda recombmar con otras

o moleculas de DNA mitocondrial diferentes o que se mezcle horizontalmente lo que

hace que mediante su ulilizacién se pueda recor_lstru:r la historia evolutiva de un
" taxén (Willson 1985, Quinn 1997). St

Ciertamente, un éxito empirico de los analisis filogeograficos basados en

"~ DNA' mitocondrial han sido las descripciones cada vez mejores de las

" distribuciones geograficas, relaciones-filogenéticas y- distancias genéticas entre
linajes evolutivos de animales, llevando como consecuencia, a un mejor
entendimiento de la biogeografia regional y areas de endemismo (Bermingham y
Moritz 1998). Avise (1987) observd que los factores biogeograficos historicos, los
factores ecologicos y la conducta de los organismos han jugado un papel muy
importante al moldear la estructura genética de varias especies extintas; a la
sintesis de esos factores los llamo patrones filogeograficos. Estos patrones se
agrupan en cinco categorias (Cuadro 1) y cada uno de elias refleja los diferentes
aspectos espaciales y de escala de la estructura genealogica de las poblaciones
(Avise 2000). ’



Cuadro 1.

Categorias o patrones filogograficos en que Avise (2000) agrupé los aspeclos

espaciales y de escala de la estructura genealédgica de las poblaciones

Categoria 1:

Presencia de grupos de haplotipos limitados espacialmente y separados por
mulaciones relativamente grandes. Saltos genélicos prominentes distinguen
profundos linajes alopatricos en un arbol de genes.

Categoria 2:

Se caracteriza por pronunciados sallos filogenéticos entre algunas ramas en un
arbol de genes. Linajes principales se dislribuyen sobre un area extensa, se
refiere a linajes simpatricos muy separados. Presentan un alto flujo génico.

Categoria 3

La mayoria de todos los haplolipos estan cercanamenie relacionados
geograficamente. Flujo génico contemporaneo bajo en relacion con el tamaio
poblacional, ha penmitido linajes seleccionados y deriva génica para promover
divergencia genélica entre tas poblaciones que han estado en contacto histérico
reciente. Se trata de linajes alopatricos pero con separaciones evolutivas poco

profundas.

Categoria 4

Pairon esperado para especies con alto flujo génico y que tienen un tamaio
efectivo modesto o pequefio y cuyas poblaciones no han sido separadas por
barreras ecoldgicas a argo plazo, comprende linajes simpatricos con conexiones

evolutivas recientes.

Categoria 5

Es un patrén intenmedio entre las categorias 3 y 4, trata de linajes de distribucion
variada pero también con separaciones evolulivas poco profundas.

Avise (2000) resumid algunos de los trabajos filgoeograficos que se

han realizado para especies de vertebrados asi los de algunas especies de
invertebrados. En el caso de las aves, mucho de lo que sabemos acerca de ia

variacién genética y geografica se basa en aves de la zona templada de Norte
Amerlca (Zlnk 1996, Kirchman 2000). Se han descrito patrones filogeograficos
para espectes como el Ganso de Canada (Branta canadensis: Van Wagner y
Baker 1990) Gorrién de ceja blanca (Spizella passerina, Zink y Dittmann 1993a),
Gprrlon cantor (Melospiza melodia; Zink y Dittman 1993b), Gorrién rascador
: (Pa#éerél/a iliaca; Zink 1994) y Tordo sargento (Agelaius phoeniceus, Ball et al.

1998) entre otros.




Tomando lo anterior en cuenta, el colibri garganta amatista (Lampornis
amethystinus), es un buen candidato para estudiar estos patrones filogeograficos,
ya que es una especie politipica cuyas subespecies (siete) presentan variaciones
en la tonalidad de la garganta (desde rosa hasta morado) y un marcado
sobrelapamiento entre sus areas de distribucion. Habita en los bosques de pino-
encino, mesdfilos de montafia y bosques de niebla desde Tamaulipas hasta
Honduras a una altitud maxima de ,,400 msnm. Como se ha vnsto en algunos
estudios (Flores-Villela ef al. 1994, Harrls 2000) Ias reglones montanosas de
América presentan una gran blodcver5|dad tanto en la: dwersndad de especies
como en el nimero de endemismos'y Lamporms methyst/nus aI no: contar con
ningun estudio de variacion geografca ni genetlca or la cantldad de subespecues
y por la distribucion que presema es una espeCIe ! yn la‘ cual se puede realizar un
andlisis de este tipo, para tratar de establecer S exlste un patron flogoeografco
que nos ayude a entender parte de la hlstoraa evoldtlva de este complejo




ANTECEDENTES

Debido a que México presenta una rica bioté floristida'y,faunistica,wha sido
considerado como un pais megadiverso. A: esio contribuyen la ‘heterogeneidad
climatica, la accidentada topografia y los procesos geologlcos que han ocumdo

Estos factores geoldgicos y ecologlcos son Ios que har

para que nuestro pais sea consnderado como un lmpo”ante centro de dwersudad y .

evolucion para muchos grupos taxondmicos,: presentando ademas un alto grado

de endemismos en organismos como cactus,vencmos, serpientes colubridas,
iguanas y murciélagos. Desde que Grisqdm‘ (1950) analizé el origen y la

» diversidad de las aves de México, se han realizado otros trabajos cuyo propdsito
ha sido la explicacion de la diversidad de su avifauna. De la gran diversidad de
aves en México (1200 especies) aproximadamente el 20% son endémicas (250
especies; Ramammoorthy ef al. 1993, NaVafrq y Benitez: 1997, Escalante etva/.
2000). I L :

Dentro de la avifaUrié bn Ci |ncluye un grupo notable por su tamario y
colorido; los colibries 0. chupamlrtos“ (Torres Chavez y-- Navarro 2000). Son
endémicos del Contvnente Ameracano (desde Alaska hasta Tierra del Fuego),
pertenecen a la segunda famllla mas d|versa del continente (después de los
mosqueros) y a la cuarta de todo el mundo (Ornelas 1996). Aln cuande existen
aproximadamente 350 especies distribuidas en una gran variedad de habitats
(selvas humedas, secas, boques de coniferas, desiertos y zonas de alta
montafia). La mayor riqueza se encuenira en paises tropicales siendo Ecuador
(163 especies) y Colombia (135 especies) las que mayor nimero presentan
mientras que en México se estiman mas de 60, 24 las cuales son endémicas y
algunas estan restringidas a zonas muy pequeinas del territorio (Torres-Chavez y
Navarro 2000). Bleiweiss (1998a) estudio la fauna de los Andes asi como de otras
regiones de América para tratar de obtener el sitio de origen de los colibries, no
pudo determinar el origen geogréfico de este tipo de faunas de colibries debido a

influido " principalmente



que son de origen pohﬁletlco sin embargo pudo C ncluur que dlvergleron desde
Suramérica hasta Norteamérica justo antes’ de que ocurrlera el cnerre del Istmo de

Panama, en el Plioceno tardio.

Estas aves han llamado la ayten’c:ién tanto de ciémiﬁcos como de aficionados
no solo por su belleza, sino por que éon los animales endotérmicos mas pequéﬁos
(Johnsgard 1997). Poseen el mayor rendimiento energético, debido a que dan
200 aleteos por segundo al cortejar y 80 en vuelo normal. Se desplazan a una
velocidad de 50 a 65 Km/h, su corazdn late 1260 veces por minuto, el color de su
plumaje es iridiscente, el tamafo de su cerebro es de los mas grandes entre las
aves y son las tnicas aves capaces de entrar en torpidez (estado en el cual se
reduce la temperatura del cuerpo de 40° a 19°C y por lo tanto el metabohsmo) La
~forma en la que se alimentan del néctar de las flores comprende una de las

principales radiaciones adaptativas dentro del grupo de fas aves, (Navarro y
“Benitez 1995, Ornelas 1996). L - : e ’

Pertenecen al orden Apodiformes,e'r'i,el Cual se incluyen aproximadamente
428 especies agrupadas en 3 familié‘s; Apodidae (vencejos con 92 especies),
Hemiprocnidae (vencejos crestados con cuatro) y Trochilidae (colibries con 350
especies; del Hoyo et al. 2001). Sibley y Ahlquist (1990) establecieron el
superorden Apodimorphae, el cual contyiene dos érdenes: Apodiformes (incluye las
familias Apodidae y Hemiprocnidae) y Trochiliformes (incluye la familia Trochilidae
que a su vez incluye a las subfamilias Phaethornithinae y Trochilinae). Las
relaciones del orden Apodiformes con otros ordenes como Strigiformes (btihos y
lechuzas) y Caprimulgiformes (chotacabras) han sido cuestionadas. Bleiweiss
(1988c) mediante analisis de “gaps" de fosiles provenientes del Terciario
establecié que estos tres grupos divergieron de un: ancestro comun en- el -
Paleoceno (hace 61.5 millones. de  afios). * AUn _cuando las relaciones entre
vencejos y colibries no se han esclarecndo del todo, anallsvs realizados mediante
hibridacion DNA-DNA (Slbley y Ahlquast 1990) llevan a la hipdtesis de que



probablememe vencejos y colubnes dlvergneron en el Mtoceno (hace 55 millones
de anos Blelwenss 1998c) i

h|cneron para los colibries ponian

Las pnmeras clasificaciones que se”

atencion’ prunmpalmente ‘en las dlferenmas entre |os colibries ermitafios y los no
‘ermitafios agrupandolos en las’ subfamlllas “Phaethornithinae y Trochilinae
krespectlvamenle (Gould. 1861, Rldgway 1911) Originaimente estos fueron
'dlferenmados superficialmente por el plumaje y similitudes en su alimentacion
(Blelwelss et al. 1997). Esta suposncmn esta apoyada por varios estud:os

anatémicos y moleculares, los cuales han sustentado la monofilia de ‘cada una de S

las -subfamilias (Zusi y Bentz 1982 -Gill y Gerwin 1989 Sibley y Ahlqu1st 19907_‘
/‘ 1994 Bleiweiss et al. 1997) Se plensa que“"

Ble|we|ss 1991, BlelWEISS et

ambas subfamnllas d|verg|eron a pamr de un ancestro comun en el Mloceno .
temprano (hace 17.8 mlllonesnde anos aproxmadamente Blelweass 1998a) :

Las relaclones genencas y los Ilmltes de espectes para una gran cantidad
»de cohbrles estan pobremente entendidos, deb(do a que muchas de las
. clachacuones estan basadas en estudios reallzados ‘en el siglo XIX (Gould 1861,

~Elliot 1879, Boucard 1895, Ridgway 1911 citados en Hernandez-Bafos 1998, del

Hoyo et al. 2001). Basandose en informacion conductual, meristica y morfologica
) sé han establecido divisiones taxonomicas o linajes de colibries entre los cuales
se encuentran los hermitafos, mangos, coquetas, esmeraldas, gemas, brillantes,
clado de los Andes y abejas (Bleiweiss 1998c, del Hoyo 1999). Ahora se sabe que
dichos caracteres estan influenciados principalmente por la conducta vsocial y
alimentaria, por lo que pudieran ser adaptativos, esto es, existe stmmtud en los’
caracteres encontrados en diferentes especies debido a evolucnon convergente
paralelismo o reversion por lo que éstos caracteres no: proporctonan ‘informacion
acerca de la filogenia del grupo (Johnsgard 1983, Bkleiweiss;:ﬁ etal 1994,



Los colibries proveen un importante modelo para la“investigacion de’ las

" “causas de 'va'riacic')ny en las tasas de evolucion molecular, ya qué representan el

,‘éxtremd déhiro de los vertebrados para ciertos factores demograficos y fisiologicos

: '(Rand '_1_994).7 Comparados con otras aves, los . colibrles pudieran mostrar- una
: ;'}épida téSa 'de evolucion molecular debido a sus caracteristicas generales, a sus
. ‘cortos hempos generacionales, a su gran riqueza y a las altas tasas metabdlicas
i jque presentan (Sibley y Ahlquist 1990, Bleiweiss 1991, Rand 1994, Bleiweiss

- 1998b). Asnmlsmo, los datos obtenidos mediante andlisis de distancia basados en

lhib_rid’acic’m DNA-DNA sugieren que los colibries estan evolucionando mas ra’pidov

que otras aves no paseriformes (Bleiweiss et al. 1994).
= ‘Av_spevctos generales del género Lampornis

'Ei géﬁero Lahvpornis Swainson, 1827 pertenece al linaje propdeétb cdmo "Gemas
'-dentro del cual se incluyen géneros como Lamprolaima, Mrcrochera Anthocephala
Ty "Basilinna. Bleiweiss (1998c) propuso como época de dlvergencna entre este
: “Allnaje y el linaje que incluye a las “Abejas" (generos Calothorax, Archl/ocus Atthis
A’ ySelasporus) el Mioceno, hace aproximadamente 5.96 millones : de anos Su-

. dlstrlbumon va desde el sur de Arizona en |los Estados Unldos de Norteamenca

. hasta Panama en altitudes que van desde los 300 msnm hasta los 3500 msnm Bl

género incluye alrededor de siete especies; L. amethys{/nus 'clemenC/ae L.
viridipallens, L. sybillae, L. hemileucus, L. ca/o/aema. L "cas""

1998) aunque el nuimero varia de acuerdo con el autor.:

olibries ‘grandes
n'la parte basa y

(tamano entre 12 y 12.5 cm), con pico negro, deprimidd‘ néh
mas grande que la cabeza, poseen una linea postocula blan
y:los sexos son dimérficos; el macho adulto tlene Ia g
. coloraciones que van desde el verde hasta el purpura o rosa y las hembras tienen
garganta grlsacea Habitan en bosques de pmo encmo y bosques meséfilo de

Apé'rt'e dorsal verde
nta iridiscente con

montania, No- presentan movimientos mugratonos long:tudmales sino altitudinales
f como enel” caso de L. ‘castaneoventris y- L hem:leucus quienes en invierno
.:descrenden hasta los 300 msnm (Johnsgard 1983 del Hoyo et al, 1999).




Lampornis amethystinus

Distribucion y Habitat

El colibri garganta amatista (L. amethystinus Swainson 1827), es una especie
residente en el sur de Nayarit, Jalisco, sureste de San Luis Potosi y sur de
Tamaulipas; al sur a lo largo de las tierras altas del sur de México, Guatemala y El
Salvador hasta el centro de Honduras (Figura 1) (AOU 1998). - Habita en los :

bosques de pino-encino y mesdfilo de montana en altitudes que van de los 900 a:

flos 3400 msnm,-en zonas subtropicales y de baja temperatura (Howell y Webb
T ;1995) :

s Vl)é#,crip'gﬁid'n

‘central cobertoras supenores de la cola son negruzcas en su parte distal con un
bnllo azul-grlsaceo la garganta presenta coloracidn muy variable va desde rosa
Iaro a morado iridiscente, barbilla grisdcea con un poco de canela, el resto de las

L partes mfenores grises, flancos verde-bronce metalico a bronce; partes bajas gris

f :koscuro con verde palido; cobertoras inferiores de la cola café-gris oscuro, con
e margenes grls claro a blanco (Howell y Webb 1995, del Hoyo et al 2001).
: 'Hém'b'fas: Presentan el pileo bronce palido, barbilla y garganta canela palido,
R flich_:ésivAerdé metalico o bronc_ie palido; puntas de las rectrices laterales gris palido
'y mejor definidas (Howell y Webb 1995, del Hoyo et al 2001).
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Figura 1. Mapa de la distribucién potencial de Ias siete subespecies pertenecientes al complejo Lampomis amethystinus elaborado con el
método predictivo GARP (Genetic Algorithm for Rule-set Prediction).




'JuveriiIeS' Parecidos a la hembra pero con la garganta obscura; usualmente con

“terminacion color canela tenue; los machos inmaduros generalmente tlenen unas
plumas rosas en la garganta (Howell y Webb 1995). . L
“Mide entre 11.5-12.5 cm de Iongrtud alas 65-75 mm; cola 39-45 culmen 20-23

"~ -mm; peso, 5.0-7.8 gr, pico color negro decurvado mandubula cafe oscuro iris :

negro, patas café oscuro, unas y dedos negros (R:dgway 1 911)

Aspectos Biologlco

. Allmentacnon y. Conducta :
No se ha delectado erntonahdad en L amethystrnus en cuanto a sus recursos
allmentlcvos sm embargo, debldo a su gran tamarno, es capaz de ingresar en el
terntorlo de Atth/s helo:sa y de Hylocharis leucotis persiguiéndolos hacia mejores
areas para forrajear. Cuando ingresa al territorio alimentario de L. clemenciae o
- ‘de Eugenes fu/gens generaimente es ahuyentado del éreo (Lyon 1976). Las
= oiantas que visita con mayor frecuencia en praderas dentro del bosque de pino

" son: Penstemon kunthii (Scropholariaceae), que florece en el verano, Rigidella
orthantha (Iridaceae) de la que se alimenta cuando la primera comienza a declinar,
Ipomea herediflora (Convolvulaceae) y Crusea coccinea (Rubiaceae: Johnsgard
1997, Ornelas et al. 2002). Wagner (1946) observo que en el bosque mesdfilo de
montaria se alimenta de plantas como Salwa nervata S.'cannaberina (Lamiaceae)
y hierbas como Centropogon affn/s (Campanulaceae) y “Fuchsia minutiflora
(Onagraceae) No -se: ha observado qué e reallce movimientas migratorios




. periodo de canto corresponde al florecimiento de S, nervata. Ornelas et él.:(2002)
“ estudiaron las vocalizaciones de L. amethystinus durante su éplot:a‘ reﬁ)fodhc&iva :
= en el oeste de México identificando cuatro tipos de llamados: (1) Ilémédb territorial,
“(2) llamado de alimentacion, (3) llamado de despliegue y (4) canto;: estas cuatro
son vocalizaciones muy complejas, debido a las interacciones que presenta‘y ala
necesidad de comunicarse intra e tnterespecmcameme Los nidos que construye
“tienen forma de taza y.son hechos a- partir de musgo decorado con ||quen y
:"adhendo a ramitas colgantes en arbustos o arboles jovenes a una alturade 1.2 a
. 2.4 metros sobre eI suelo Pone dos huevos que |ncuba la hembra (Johnsgard

1997) L

‘Situacion taxonémica de Lamipornis amethystinus

2 ’Desde lavdescnpcuon de L a amethys(/nus por Swamson en 1827 se han descrito

: ""Slete subespectes debado a” que presentan variaciones_en la tonalidad de la

.:'garganta, ‘aunque también varlan en lamano y algunas otras tonalidades en la

:coloracuon de su cuerpo. Algunas de’ estas subespecies, presentan un
' sobrelapamento en su drea de dlstrubucnon como es el caso de L. a. amethystinus
'y L. a. brevirostris (en los estados de Mexuco, Michoacan y Distrito Federal), L. a.
amethystinus y L. a. margaritae (en los estados de Oaxaca y Guerrero), L. a.
margaritae y L. a. circufnventus (en-Oaxaca), L. a. henricus y L. a. amethystinus
(en Veracruz). Se han registrado individuos pertenecientes a dos subespecies en
la misma localidad, como es el caso de L a ame(hys{inus y L. a. margaritae,
ejemplares colectados por Mario del Toro Avilés en Omiltemi, Guerrero (Berlioz
1938). Muchas de estas descripciones -se hicieron basandose en caracteres
morfolégicos que ‘los autores  consideraban gémo suficiente para establecer
nuevas especies o subespecies. tal es el caso de L. a. circumventus (Phillips
1966) descnta con base en dos 'individuos colectados y L. a. henricus {Lesson y
’ DeLattre 1836 ‘que presenla una situacidn. similar, También muchos de los
“mduwduos de poblacuones atsladas se describieron como subespecnes nuevas

13



..como es el caso de L. a. circumventus (Phillips 1966) de la Sierra de Miahuatlan y
L. a. henricus (Lesson y DelLattre 1836) de Coatepec, Verat;ruz. Estas diferencias
en cuanto a la coloracién y distribucion del complejo Lampbrnis amethystinus,
aunado a que algunos de los ejemplares colectados presentan dudas sobre la
subespecie a la que pertenecen, son lo que’hé‘n ge»r‘j‘_erado problemas para el
entendimiento de la historia evolutiva del grupo.: En latabla.2 se muestran las
contribuciones de varios autores al entendimiento ‘devlr qpmplejo L amethystinus

Subespecies descritas

e Lampornis amethystinus amethystinus Swainson 1827

Lampornis amethystinus Swainson, Philos. Mag. (n.s.), 1, June 1827, p. 442 (Temascaltepec and
Real del Monte, México)

Se encuentran en el este de México desde los 1800 msnm y hasta los 2800 msnm
desde San Luis Potosi y sur de Tamaulipas; hacia el sur hasta el este de Oaxaca,
en los estados de Hidalgo, Puebla, sur y este del Estado de México, Distrito
Federal, Nuevo Ledn, Tamaulipas y Veracruz.

e Lampornis amethystinus margaritae (Salvin y Godman), 1897

Delattria margaritae Salvin and Godman, lbis, 1889, p. 239. (Omilteme, 8000 feet, Guerrero,
México) .
Endémico de la Sierra Madre del Sur (Guerrero y oeste de Oaxaca), desde los
1800 msnm hasta los 3500 msnm, en bosques de pino-encino, encino Y mesofllo
de montaia asi como en los bordes de los bosques . g

e Lampornis amethystinus salvini (Ridgway) 1908

Delattria henrica salvini Ridgway, Proc, Biol. Soc. Wash., 21, 1908, p. 195 no, 14 (Calderas 7000-‘ N
8000 feet, Volcan de Fuego, Guatemala.) g

En el extremo sur de Chiapas (Volcan Tacana, Cerro Malé, San Crlstobal‘ de las -
Casas; México) en tierras altas de Guatemala y El Salvador. - Desde los' 900 msnm "
hasta los 3050 msnm, en bosques de encinos. L e cn

e Lampornis amethystinus brevirostris (Ridgway), 1908

Delattria henrica brevirostris Ridgway, Proc. Biol. Soc. Wash., 21, 1908, p. 195, no 15. (San |
Sebaslian, Jalisco, México)

Confinada a la mitad oeste de la provincia Eje Neovolcanico Transversal, desde - -
Nayarit, Colima y al este hasta la porcion noreste del Estado de México, en Jalisco
y Michoacan (Zitacuaro). Hasta los 3500 msnm, en bosque tropical subcadumfoho
y bosque mesdfilo de montana. i



'j Ornlsmyra henrica Lesson and Delattre, Rev Zool

Endémnco del Este de México (Coatepec cerca de Jalapa Veracruz)

Lampornls amethystinus nobilis Gnscom, 1932,

Lamparn/s amethystinus nobilis Griscom, Proc. New England Zodl. CI 13, 1932, p. 58. (Montaia
Vasquez, 6500 feet, Dist. Of Achaga, Honduras.)

Tierras altas de Honduras en la regidn de Alto Cantoral. Desde los 1500 msnm.

Tabla 2. Aportaciones de varios autores al conocimiento del complejo Lampornis amethystinus.

Autor y Ao

Aportaciones

Swainson (1827)

Hace la descripcion de L. a. amethystinus.

Ridgway (1911)

Describe a L. a. brevirostris.
Considera a L. a. margaritae como especie, la llama Lampornis margaritae.
Reconoce a tres subespecies L. a. salvini, L. a. amethystinus, L. a. brevirostris.

Griscom (1937)

Hace una revisién de ejemplares de L. a amethystinus, L.. a. margaritae, L. aj
salvini, L. a. brevirostris, L. a. nobilis

Propone que Lampornis pringlei deberia incluirse dentro de L. a. rmargaritae ya que
muchos de los especimenes colectados y etiquetados como L. pringlei concuerdan

con las descripciones de L. a. margaritae por lo que esta podria ser solo una

variacion individual extrema en la coloracion de L. a. margaritae.

Debido a que 2 machos provenientes de Tancitaro (Michoacan) presentan fa

garganta color azul-violeta, tipicamente asociado con L.. a margaritae sugiere que
|

L. a. brevirostris \ambién deberia incluirse dentro de L. a. margaritae.

Berlioz (1938)

Propone la separacion de L. a. amethystinus y de L. a. margaritae debido
principalmente a que ambas coexisten en la misma localidad (Omiltemi, Guerrero).
Como ninguna de las dos (L. a. margaritae y L. a. amethystinus) se parece a L. a.
brevirostris no duda que su existencia sea cuestionable.

L. a. nobilis y L. a. salvini de Guatemala-Chiapas son similares por lo que podrian

pertenecer a la misma subespecie. '
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Tabla 2 Continuacion. Aportaciones de varios autores al conocimiento del complejo Lampornis

amethystinus.

Blake (1942)

No aprueba la conservacion de L. a. brevirostris, ya que carece de un caracter

diagnéstico estable.

Blake (1950)

Pone énfasis en la coloracién azul-purpura de L. a margaritae caracteristica de
Lampornis pringlei Nelson.

Bhillips (19686)

L. a. brevirosirns deberia tratarse como ssp. de L. a. amethystinus y no tienen nada
que ver con L. a. margaritae.
Acepta a L. a. henricus como una subespecie valida.

Binford (1989)

L. a. margaritae podria ser una especie separada debido a que ha sido colectada en

Cerro Verde (Oaxaca), localidad que se encuentra cerca de la localidad tipo del

ejemplar de garganta rosa L. a. amethystinus.

L. a. circumventus deberia tratarse como sindénimo de L. a. amethystinus por que las '
|

diferencias no son muy marcadas.

AOU (1998)

Propone que L. a. margaritae deberia de tratarse de una especie, separada de L. a.
amethystinus debido a que en las poblaciones que se distribuyen irregularmente
desde Michoacan hasta Oaxaca los machos tienen la garganta de color azuloso (L.
margaritae) en lugar de que sea de color rosa (L. amethystinus). j

Navarroy
Peterson {en
prep.)

Proponen la separacion de L. a. margaritae estableciéndola como una especie. 1
L. amethystinus (incluye a L. a. brevirosltris y L. a. salvini) la Sierra Madre del Sur,

en Guerreo y Oaxaca y tiene la garganta de color rosa.
L. margaritae (incluye a L. a. circumventus) se encuentra en los estados de México,
Tamaulipas hasta el norte de Oaxaca, y por el eje neovolcanico y tiene la garganta

de color azul-violeta.
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OBJETIVO GENERAL

1. Determinar el patron f|logeograf|co de las poblacuones de Lamporms‘
amethystinus mediante . la secuenctacnon parmal del gen mltocondr|a| ND2
(subunidad 2 de la NADH deshldrogenasa) X - R :

OBJETIVOS PARTIC LARE

“lasdista

as'’genélicas 'erj;tr'es”_l,c‘)‘sf»;hapl:c‘:tip,bs 'de Lampornis

a. Determma_r
- amethystinu

b. Estabiébef las’ tre Ias dlferen(es subespectes

RS Dlscutlr la‘efi enma,del

‘D2_como marcador molecular para estudios -de
‘fllogenra y flogeog fla en l‘\s cohbnes 2
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METODOS

EJEMPLARES EXAMINADOS

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron muestras de tejido'(musculo,
corazon e higado) de 73 individuos pertenecientes a 5 subespecies del complejo
Lampornis: amethystinus provenientes de 27 localidade& de Meéxico y
Centroamérica (Anexo 1). Las muestras de tejido examinadas se obtuvieron de la
Coleccidn de Tejidos del Museo de Zoologia "Alfonso L. Herrera" de la Facultad de
.Ciencias 'y del Instituto de Biologia ambos pertenecientes a la Universidad
-Nacional Auténoma de México, del Field Museum of Natural History de Chicago,
del Museum of Natural History de la Universidad de Kansas, y del Barrick Museum

~ilof Natural History de Nevada. Debido a que la muestra colectada en E| Salvador
) pertenece a una Iocahdad en Ia frontera con Honduras (y unico sitio en donde se

,‘sm embargo tamblen se utmzaron muestr
S grupo interno: L. c/emenC/ae L,

encuentran las tlerras altas de Honduras) fue considerada como L. a. nobilis. No
fue posible la obtencién de tejidos de L. a. circumventus y L. a. henricus. Las 27
localidades y. el nimero ‘de individuos por localidad incluidos dentro de este

-proyecto se muestran en'la F igura 3.

Como grupo externo se utlhzo al Vencejo Cuelllcastano (CypseIOIdes rut;lus)
as de 11 especle‘ de calibries dentro del

wnd/pallens‘ . Eugenes fulgens Cynanthus

/at/roslrts Hy/ochar/s leucotis, Amaz:llaA bery/lma ‘Campylopterus curvipennis,
Eupherusa -eximia, Hellomaster /ong/rostr/s. Lampro/a/ma rhami y Phaethornis
superciliosus. Los ejemp|ares pertenecnentes a| Museo de Zoologia, los del Field
Museum de Chicago y los de la Unl\(ervsvld_a»d de Kansas fueron colectados entre
1988 y 2001 por personal del Muséo de Zg_olqgia "Alfonso L. Herrera".
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Figura 2. Mapa de 1as localidades donde fueron colectados 1os individuos pertenecientes al
complejo Lampornis amethystinus incluidos dentro del presente proyecto. Los nimeros entre
paréntesis indican el nimero de individuos colectados en cada localidad.

TRABAJO DE LABORATORIO

_Una vez obtenidas las muestras de tejido, cada una se coloco en 1mi de solucnon
: de IISIS (50ml Tris HCL 2M pH=8, 200mi EDTA 0, 5M pH =B, 2mi NaCi 5M,’ 25m| de
. SDS 20%, agua destllada) Esta solucuon rompe las membranas celulares para

. que la extracmon se reahce sausfactorlamente

“-A Extraccién de DNA

‘de DNA se reahzo mediante las técnicas de Chelex 5% (Walsh et a/
; -Ki de extraccnon DNeasy de Quiagen (siguiendo las especificaciones
; ,,del fabncante) El Chelex 5% es una resina que une los metales pesados y los
ylones dlvalenles prevrmendo la unidn de los iones de magnesio y el recorte de



hebras de DNA a altas temperaturas por los metales pesados. Para realizar la
extraccion se colocaron 350uL de Chelex 5% (previamente diluido en agua
destilada) en cada uno de los criotubos y a cada uno se les colocé un pequena
muestra de tejido, este se macerd y se calentdé a 97°C por 10 minutos (se repite
esta operacion). Concluido ese tiempo se colocaroﬁ en la centrifuga durante 5

segundos a 14000 rpm, y se almacenaron a -20°C.

. Amphf‘cacuén de DNA ’ _

.,Se realizé la.técnica de amplnfcacuon de DNA por medlo de . la Reaccién en

"Cadena de la Pohmerasa (PCRY), SIgunendo el sngunente protocolo en un criotubo
o de 0.2uL previamente etiquetado se colocaron 25yL de agua ultrapura estéril,

- 5uL de Buffer de reaccién 10X (KCI mM Tr|s HCI pH 8.3 100mM, gelatina
10;19/ml), 5ul de Deoxnnucleotldos 10X (dATP dCTP dTTP dGTP 2mM clu), 5uL
del - primer L5215 (5'-TATCGGGCCCARACCCCGAAAAT—S' Cracraft y K. Helm-
Bychowsky 1983), 5ulL del pnmer H5578 (5' CCTTGAAGCACRRCRGGGAATCAGA-
3 Hackett 1996), 4ul . de MgClz 20X (1 5 mM) O4uL de Amplificasa (5

. Unidades/uL) y finalmente 2uL de DNA La ampllﬁcacuon se realizd en el
termociclador (Gene Amp PCR System 9700 ‘de ‘Applied Biosiystems) con el

siguiente programa: 30 ciclos que 'i‘ncluy‘eyrc'm, desnaturalizacién a 95°C por un

minuto; alineamiento a 48°C por 2 minu;bs y extension de los primers a 72°C por 3

minutos seguidos por una extensién final de 10 minutos a 72°C). Todos los

reactivos, exceptuando los primers fueron fabricados por la Facuitad - de

Veterinaria de la UNAM.

Todas las secuencuas de los pnmers se.leen.en du‘eccron 5 a '3~ los

numeros correspondaentes a.cada pri

referentes a la secuencna completa e‘DNA mltocondrlal del gallo domestlcol”h
(Gallus gallus; Des;ardlns y Moralns 1990) Los pnmers fueron fabncados por :
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: Operon Las R's en‘la secuencu de los pnmers in lcan que en ese smo puede o

enconlrarse una Ademna o una Guamna P

Una vez conclunda Ia ampllfcacnon se reahzo una

: -agarosa de los productos obtemdos para corroborar. que esta fuera‘ exnosa EI geiy

.de agarosa se. reahzo colocando 50uL de. Buffer: TBE" 1‘X (Tns Acide bonco 'y
- EDTA), 0.5gr de agarosa y-51il°de bromuro de etldlo (1mg/ml), se’ca a da uno de
: los poc:llos del gel con 5L de producto de PCR y. ZuL del colorante azul de
) bromofenol 5X postenormente se le aphcaron 105 voltlos por 30m|n concluudo

: yeste nempo ‘el gel se observo en la camara de rayos UV se le saco una foto Yy se -

' almacenaron a -20°C

de Blolab para cada uno de los kit's -se "siguieron - las

) Secuénqiacién
vLa secuenciacion involucra basicamente una amplif cacic’m de los productos
- obtenidos en la purificacion de PCR, la punfncacnon de esta amplificacion, la
résuspensién de la muestra y su secuencuacnon Todas las muestras se
secuenciaron en una direccion, uuhzando eI prlmer L5215 Las muestras se
llevaron a secuenciar al Instituto de Blologra de la UNAM (secuenciador modelo
310 de Applied Biosystems) y . al lnsmuto de Ecologla A C. en Jalapa
(secuenciador automatico Perkin Elmer Abu 373) -
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ANALISIS DE SECUENCIAS

Laé sécuéncias se limpiaron y alinearon manualmente utilizando el  programa
Chromas 1.45 (McCarthy 1996). Una vez alineadas se introdujeron en. dn
‘documento de texto y se abrieron en el programa ClustalX (Thompson et al. 1997) .
~'en:el que se alinearon nuevamente y se convurﬂeron a los formatos necesarlos
i para poderlas lntrodumr en los programas siguientes. | - .

Una vez*,convertidaékal formato especifico, las secuencias se'v intkodujeron
al progréma MEGA 2.1 (Kumar et al. 2001) para obtener la matriz de distancias
utilizando el modelo de 2 parametros de Kimura debido a que asume que a tasa
de transiciones y la tasa de transversiones no son iguales (Li y Graur 1991).
- Me'd'ianté la matriz de distancia fue posible establecer en cuantos haplbtipos se
: éQrUparoh todas las secuencias. Se realizaron analisis. de distancia con el
~algoritmo de 2 parametros de Kimura para los métodos de Neighbour—Joihing' (NJ)

¥y Mmlma Evolucnon (ME) éste ultimo con la opcidn de Pairwise Deletion ya_ que k
ilgnora unlcamente Ios ‘espacios" en las secuencias comparadas (Nel et al. 2002)
"bootstrap se realizé con 1000 réplicas. ’

El analisis de

T Ely an "SIS de parsumonla se realizo utlhzando unlcamente los smos
Se. realizo .

oo f logenetccamente informativos y con la opcion de Branch and Boun
g 'anahsns de v"boostrap“ con 1000 réplicas. El analisis de maxlma /ero mnlltud se
reahzo medlante la opcion de busqueda heuristica, .se: evaluo el estadlstlco de

e ootstrap con 100 réplicas. Se asumio la existencia de’ un reloj molecblar por.lo
- que fue necesana una segunda busqueda mediante Ia opcmn de forzamnemo de
relo; molecular. Estos analisis se realizaron mediante’ la utlllzacnon del programa
. “PAUP 4.0 (Swofford 1999).
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Para obtener la diversidad nucleotidica () se agruparon los haploti_pos por
estados. La estimacion del indice de diferenciacion global (Fsr), v de la diversidad
nucleotidica se realizaron utilizando el programa Arlequin ver. 2000 (Schne:der et
al. 2000).

Para poder explorar la historia filogeografica de la diversidad de héplotipdé
..se construyd el arbol de haplotipos y se obtuvo utilizando el programa TCS ver.
1.13 (Clement et al. 2000) el cual utiliza algoritmos estadisticos de parsmoma‘
para estimar el nimero maximo de diferencias entre haplotlpos como resultado de
sustituciones simples con un 95% de confianza estadistica dando como resultado
una red de haploupos interconectados entre si asi como una gréﬁca de estas
relaciones (Posada y Crandall 2001). - Posteriormente se construyeron Ios clados
anidados basandose ‘en la grafica y en la red de haplotupos obtentdas Estos -
clados ‘anidados" permiten analizar la dlstnbucmn espacnal de las ‘variaciones
geografrcas (Templeton et al 1998). Se utmzaron !as coordenadas .de cada una de
"'las localidades para poder introducir los datos al programa Geodls (Posada et al.
2000) donde se calculan la distancia del clado (Dc),y la ‘dlstanqa del clado anidado
(Dy), estas distancias miden como se distiibuyé el 'Clac_iq 'geograficamente contra
otros clados del mismo nivel de categoria 'ani("iada. Los resulltadds"obtenidos con
este programa, asi como con las ‘tablas elaboradas pbf : Templefon (1995)
permitiran establecer las posibles causas de Ié\dis;ribtyjciéh' de los haplotipos.
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E ;9 tranversnones,‘ en: una proporcxén
‘ i;observada' es la siguiente: 24.8% correspon
',..'de adenlna y el 13.1% - corresponde a,gu
i corresponden a lo esperado .para genes mltocondnales

RESULTADOS

COMPOSICION NUCLEOTIDICA

Se obtuvo la secuencia parcial del gen mitocondrial NDZ con un total de 354 pares
de bases. El total de pares de bases para dicho gen es de 1041, De todos los
individuos secuenciados se identificaron 28 haplotlpos dlferenc:lados entre si, de
los cuales, 16 corresponden al complejo Lampornis amelhyst/nus. 11 a los demas
colibries y uno al vencejo (Anexo 2). Para Ios 354 pares .de bases de los
haplotipos obtenidos se obtuvieron 193 smos conservados 161 variables que
corresponden_al 45% del total. De esto ultlmo 107 son sitios filogenéticamente
mformatrvos (66%) y los 54 sitios restantes son’ no |nformat|vos haciendo un total

‘de 247 smos no |nformat|vos

En cuanto a as frecuenc:as de pares de kbases. se ‘observa que en
promed:o 319 son paresrldentlcos mientras que se. encohtraron 24 transiciones y
gmpqsmlén nucleotidica
a, 32% de citosina, 30.2%
oncentracuones

n‘otros vertebrados i
(concentractén de:GC entre 40 y 45%), debido’ a que estos organismos no han
'dlverg|do lo suficiente uno del otro como para permmr la
diferencias considerables en la concentracnon de estos nucleétldos."a'dnferencna de
las bacterias en donde estas concentraciones son aproxlmadamente de entre el -

5% yel75% (Lz y Graur 1981). 5
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ANALISIS DE DISTANCIA

Los métodos de distancia se basan en la idea de dué al conocer la distancié .
evolutiva actual entre los miembros de un grupo f‘logenétlco es posnble la
reconstruccion de la historia evolutiva de ese grupo (Page 1998) En la matrlz de :
distancia obtenida mediante el algontmo de sustltuclén nucleotldlca 2 parametros R
de Kimura (Tabla 4) los .85 ndlwduos secuencuados sev agruparon en. 28
‘ De estos haplotvpos 16

haplotipos, que se reﬁeren a Ios varlantes mduwduales,
lduos del complejo L amethys u

'fDe estos, 10

corresponden a: los 73‘ nd
corresponden a lb |h VIdU s;q'ue se encuentran en el Cen
-estados de’ Guerrero. ‘Oaxaca M|choacén Hldalgo, Morelos Puebla Querétaro y
el sur. de México en el

e Méx1co en los

.‘,Veracruz los: 6. haplotipos restantes se dlstnbuyen en

L estado de Chlapas yen Centroamérica en Guatemala y EI Salvador (Tabla 3).

Entre los 16 haplotipos las di'stancias‘ no fueron tan grandes ya que dentro
del grupo L. amethystinus la mayor fue de 0.0231 (entre los haplotipos BMM 571,
MT 357, OMVP 1540, ZAC 03)‘ mientras que la menor fue de 0.0028 (entre los
'hapI‘otipos FD 120, BMM 024, OMVP 954, CONA 763, PEP 2278 y entre S_4889,
BMM 072, BMM 844, JK 076). Como era de suponerse, las distancias entre los
distintos  grupos - externos contra el grupo Lampornis amethystinus fueron
aumentando, desde 0.0692 para Lampornis viridipallens (BMM 024) hasta 0.2015
para Phaelhorhis supercilliosus (BMM 051) y 0.2945 para el vencejo (BMM 051).
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Tabla 3. Haplotipos de DNA mitocondrial para las localidades de Lampornis amethystinus. Los
naumeros en paréntesis se refieren al nimero de individuos que presentan ese haplotipo.

No. {HAPLOTIPO Estados y localidades a los que
pertenece cada haplotipo
1 FD120 (19) Guerrero (El Iris)
Oaxaca (Cerro Piedra Larga, San Martin Caballero)
Morelos (Ocuilan-Cuernavaca) Michoacan (Zirimondio,
Coalcoman)
Querétaro (El Pemoche, Santa Inés)
Hidalgo (Tlanchinol, Cerro Jarros)
Veracruz (Zacualpan).
o 2 BMM 024 (2) Guerrero (El Iris)
5 3 OMVP 975 (1) Oaxaca (Pefia Verde)
e 4 CONA 763 (13) | Oaxaca (San Martin Caballero, Puerto de la Soledad)
E Querétaro (El Chuveje)
© Hidalgo (Tlanchinol, Tenango de Doria)
=4 Veracruz (Santa Martha, Zacualpan)
€ 5 PEP 2278 (12) [ Oaxaca (San Martin Caballero, Puerto de la Soledad)
S Querétaro (EI Chuveje)
Hidalgo (Tianchinol, Tenango de Doria)
Veracruz (Santa Martha, Zacualpan)
6 MT 357 (1) Qaxaca (Vistahermosa)
7 CONA 1540 (1) | Hidalgo (Tenango de Doria)
8 ZAC 03 (1) Veracruz (Zacualpan)
9 BMM 091 (1) Hidalgo (Tlanchinol)
10 [ OMVP 795 (1) Oaxaca (San Juan Bautista)
© 11 BMM 571 (1) Chiapas (Pueblo Nuevo)
.2 12 | BMM 072 (6) Chiapas (Pueblo Nuevo, Huitepec, San Cristobal de las
a ‘g 13 BMM 844 (1) Chiapas (Volcan Tacana)
% S 14 BMM 051(1) Chiapas (Huitepec)
5 .‘é. 15 JK 076 (2) Guatemaia(Quetzaltenango)
3 16 | §4889 (1) El Salvador (E| Pital)
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Tabla 4. Matriz de distancias obtenida para los 16 haplotipos identificados dentro del complejo Lampomis amethystinus, para los 11 colibries y -
para el grupo externo. Elaborada utilizando e! algoritmo de 2 parametros de Kimura.

1 2 3 4 5 6 7 8 { % 10 1 12 13 14 15 18 ” 1 19 20 il 22 2 2 25 26 |2
[ C. rutiius
2 P, superciliosus | 0 2289
B FD120 02783 0 +923
# BMMOZ4 _lo2reqoranonoed | _
5 OMVPIS4 2933 01953 GOG2H § L5
6 CONATSY l 0283301884 00023 C6C5 | €685 ! i 1 ] T
 PEP2278 02833 6 |55L{ 020329 00C5 | 35057 00057 1 ; } 1
B MT357 028310 YQZ‘J 0557 0008 | 0C08A G 0067 C 0024 | I
9 CONA1540 028738 1Q2i CCo57 0008 | C CCE‘]‘ 0029 00584 20114 ‘
10 ZAC03 02764 C 13473 50357 J0LB | 00C8A 09085 00028 02057 G514 [
111 BMMOS1 0280304930 00929 0005 | 9005700057 0 DQS?{ £ 0084 00C23 € 002 I
12 OMVP785 02753 C 181 9CL28 0005 | OO0CST, 20557 09057 0 5085 00&55‘ 2678 [ GCos7) 1
13 BMMST1 02878 ¢ |92i 0C17300%4 | 00203 00283 0202 0023!{00231 523§ 00292 0C202
14 BMMOT2 02874 01923 £ 114 0008 CD\:iOO(l] 0043 OO‘?iGG'T: CCi7 [001aL 0Qtad JDOEIJ
13 BMMB44 o2sad020ed oogs 0025 | 0ond oongoony g0taq 6013 gor¢ | aond oeng oond 0007 i
16 BMMOS1 0254502015 001730014 OCICJ 0320300203 ¢ 023X 602332023 OCZOLr00204 00087 LGOS CoT
17 JKO76 02874 OMJOH-A COCE | 00123 001330043 00173 021720017 ) 00144 G 0144 00114 £ 0057 £ G057, 0O
185 4833 D283 1A N0CAE G005 | 0L DO CONT4 GG4N 00143 DO CﬁvéCOVXAOOZE‘JCOGZS 60029 00ce | 0003

9L ¢ 2784 5 1253 c el g oss | 6crd 0091 0 091 g osed ooeart o ose | 5 o9ad 0 ossal 0 oser] o csef sosed o oss | ocasd o osed
20L . vi g 2752 01973 ¢ DULI 0e29} 0 C757J E’,‘Vij‘ < 075?% 097319 3‘791} OO7QJ 5727, G759 S LT24 C 2T 00727{ 0072 | £ 0724 C 0632 ¢ T88S
E!A,bew: 02568 51595 0137 145 | 1saMnesigeesapisot 6 sshorse | 0sed o 16az 0 1a28 0 va2d o 1508 o 147 [0 1500 0 vemd ¢ 1ead 01423
b2 ¢ curvtpennis | 62573 0 191401 10| 01674 6 155 d 01634 5 1674 0 1607 050 | 61522 0 1969 G 1564 0 4507 3 1605 0184 | 01603 © 1554 0 14170 1307 9 1534
23E. eximia 02604 01837 01554 0 152 | 01601 6 1527 01527 0 3565 0 1564/ C 1ay | 9 15654 01532 0 1681 01527, 0 vbGJO 161 [ 01564 G 15271 0 15271 0 1315 0 15271 ¢ 150
24 M. longlrostnis | 03029 01857, 01325 £ 135§ 01323 21363 £ 1257 01255 6 1359 0125 | 9.1331] 0 1265 0 1510 0 1435 01230 0 151 | 0147 0 1435 0 1557 £ 1517, 0 1553 0171 | 0 1425
RS L. Rhami 62725014130 130% 0133 01337 0 1255 0 1265 01302 0 1301/ 0130 [ 01305 0 1264 0133710 133710 1374 0141 [ 01377 0 1337/ 0 1193 0.1234 0 1440 0 128 | 01243 0 1278 J
26 H. loucotis 02884 01726 0 1422 0 138 | 0 1450 0 1384 0 1460 0 1494 0 1422 0142 | 0 1426 0 1384 0 1344 0 1396 0 1426 0 143 | 0 1423 0 1384 0 1568 0 1394 0 1414 0 133 | g 1198 0 1456 ¢ 12

7 E. tulgens 03tad 02079 01313 0 127 | 0135d 0 1277] 0 1277 g 128 oui?:v 01321/ 01261013870 1313 0.1354{ 0135 | 0 1367, 0.13501 0 1571} 0 1357 0 1763 0 164 | 0.1458 01275 0 125:1373
m 02764018400 01573 G 163) 01633 01635017170 17510167 0157 | 21664 0 16404 0 1535 0 1635 0 1609 0 172 | 0 1674 0 1635 0 1666 0 1567] 01635 0 147 [ 0 1490/ 0 1547 0 1397 0 1299 0 16504 0.0d|

&
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Anilisis de Neighbor Joining (NJ)

En este método propuesto por Saitou y Nei (1987) se ldentlf'ca alos pares de

vecinos que minimizan el total de Ia longitud del arbol.; En el fenograma obtenldo L

con este método (Figura 3) se observa la separacuén del vencejo (C rul//us) con el e
resto de los colibries, ubicandolo en la base. Se observa también la 'separaclén de
las dos subfamilias de colibries Phaethorkn_ltnmae ’Troch:llnae coni ootstrap" def '

80%. Dentro de la subfamilia Trochilinae se varias ‘agrupaciones, en la

. base se encuentra C. curvipennis seguidc Vadd pbr C. latirostris,

H. leucotis y E. eximia unido grupo formado por H.

i mtegrantes del género

i rAéVI 99% de "bootstrap”. 4Déntro -
: : ' tres grupos, uno formado por todos‘ .
2 .los haplotlpos que se distrlbuyen en el Centro ‘de México ("bootstrap" de 57%),
- ;[otro formado por el haplotipo BMM 024 donde ‘se incluye a tres lndlwduos de EI
Iris, Guerrero ("bootstrap" de 58) y otro en donde ‘se encuentran los mdlvvduos
pertenecientes a Chiapas y a Centroamérica ("bootstrap“ de 67%) ' '

Analisis de Evoluciéon Minima

En este método se muestra el menor. valor de la suma de las ramas como un
estimado del arbol correcto (Nei y Kumar 2000) En el fenograma obtenldo (Figura
4) se observa una topologia muy parecnda a la encontrada con el analisis de NJ.
Se encontré a P. superciliosus en'la base de los cohbries y por encima del
vencejo, ésta rama esta fuertemente apoyada p\or "bootstrap" de 85% separando
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de éste modo a las dos subfamilias de colibries. - Los lntegrantes de Ia subfamlha
Trochllmae tienen en la base al grupo formado por C. latirostris y C. curwpenn/s

e segu:do por el grupo formado por E. eximia e H. leucotis. Se observa nuevamente”

: - el grupo formador por H. longirostris y E. fulgens y unido a este se encuentran A.

,berylliha y L. rhami. EI grupo formado por los integrantes del género Lampornis se
apoya por "bootstrap” de 86%, presentando L. viridiapllens la distancia mas corta
~_con L. amethystinus. Al igual que en NJ el grupo de L. amethystinus se apoya por

B ~'y'el 99% de "bootstrap" y se observan los mismos grupos, e! del Centro de México

B ("bqostrap"y de '60%), el de Guerrero ("bootstrap” de 59%) y el de Chlapas
‘Guatemala y El Salvador ("bootstrap” de 70%).

OMVP5s —
FD120
CONAT763
CONA1540
PEP2278
MT357 e Mbco

BMMO91 Lampomis

amethystnys
BMMO72
BMMS71 Chiapas
BMMOS1

JK 076 ——=) Ouatemals
'S 4889 —— E15avador
3 BMMB44 ——=3 Criapas
Lampormus vndipallens
Lampomis clemenciae
Helom aster longirostris
Eugenes tulgens
Lamprolaima Rham
Amazha beryiina
| Eupherusa eximia
30 "L Hytacharns leucotis
L Cynanthus I2lirostins
Campyloplerus cumpennis
Pna&thornts superciliosus (Phaethormthinae’ oo
Cypselodes rutilus (Apodidae) I gueng

b
002

Figura 3. Fenograma obtenido mediante la utilizacion del método de Neighbor Joining (NJ) con el
algoritmo de 2 parametros de Kimura para los 16 haplotipos del complejo Lampornis amethystinus
los 11 colibries y el grupo externo. Se muestran Unicamente los valores de "bootstrap” superiores a
50%.
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Cent
OMVP795 demerico

L i
PEP2278 smeihstnus

BMM5T71
rL BMMOS1 Chiapas
BMMO72
BMMB844
JK 076 =—— Oualemata
S 4889 ———D C)Bavador
Lampomus virtdipatiens
Lamporms clemenciae
Helomasler longirostns
Eugenas fuigens
Lamprolaim a Rhami
Amaziia berylhna
Euphernys a eximia
Hylochans leucotis
Campylopterus cumpennts
Cynanthus latirostris
Phaethorris supercdiosus (Phaethornthinae) oo

Cypseloides rutitus (Apodidae) 7T ¢ oo

pm——
o002

Figura 4. Fenograma obtenido mediante la utilizacion del método de Minima Evolucion (ME) con la
opcion de Pairwise Deletion y el algoritmo de 2 parametros de Kimura para los 16 haplotipos del
complejo Lampornis amethystinus, los 11 colibries y el grupo externo. Se muestran Gnicamente los
valores de "bootstrap” superiores a 50%.
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,‘j grupo externo El Iogantmo natural de ver05|m|l|tud obtemdo

ANALISIS DE MAXIMA VEROSIMILITUD

Este método evalia una hipotesis acerca de la historia evolutiva en térmmos dela’
probabilidad de que un modelo propuesto del proceso evolutlvo y: Ia hlstona“ :

hipotética daria origen a los datos observados ademas" éste anéhsns es_

considerado como el mas poderoso para la reconstrucclén flogenética (Hllllé et al
1996, Page 1998).. - o

Debldo a que este anéllsts requlere de mucho uempo de cémputo !a :

ibusqueda e reallzé unlcamente utlllzando los haplotlpos de L amelhyst/nus y'el e

nila’ pnmeri_l' ;

: busqueda fue de -860.85 obteniéndose 3 arboles |gua|es en longltud por lo que se’ =

reallzé un “arbol” consenso de mayoria (Figura  5). En la segunda busqueda el

: Iogantmo natural de verosimilitud fue de -869.36 (Flgura 6). Estos va res no son,

‘—f,[muy duferentes entre si, por-lo que se puede asumir que exnste un reloj molecular‘ ‘
Vo para L. amethyst/nus : i

En ambos arboles se observa la separacuén de Ios grupos de| Centro de

--México y de Chiapas-Centroamérica, sin embargo en el érbol en donde se forzé el

. reloj molecular, existe otro grupo formado por Ios deVIdUOS de EI Iris (Guerrero) )
Al interior de cada uno de lo grupos, la topologia no es 1dént|ca En los individuos
de Chiapas-Centroamérica ‘se observa la formacnén de una rama en donde se
incluyen los haplotipos BMM844, JKO76 y S4889,(Volcén Tacana, Guatemala y El
Salvador, respectivamente) y una rama con loé‘;i'hdividubs de Chiapas.
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Cypseloides rutilus (Apodidae) JSrure.

FD120
t———— OMVP 854
CONA763

—=_ CONA1540

__E PEP2278 Cent
w ZAC03 "
de México
MT357 Lampornis
BMMO091 amethystinus

OMVP785
BMM024

10 BMMO51

m[ EBMM571 Chiapas
BMMO72
[———— BMM844

JK 076 —— cualemala
S 4889 —— El Saivador

Figura 5. Arbol consenso de mayoria para los 3 érboles de Maxima verosimilitud obtenidos para
los 16 haplotipos del complejo Lampornis amethystinus y el grupo externo con un valor. de
logaritmo natural de verosimilitud de -860.85.

. " Grupo
Cypseloides rutilus (ApodldaE):!E,'depmo

FD120
OMVPQ54
BMMO091
OMVP795
PEP2278
ZACO3 Centro
de México
MT357 i
Lampornis
88 :\Jﬁzggo amethystinus
BMM024

BMMO51
E BMMS71 |
BMMQ72 e
BMM844
—E JK076 —= Guatemala
S 4889 —— El salvador
Figura 6. Arbol de Maxima verosimilitud obtenido con la opcién de forzamiento de Reloj molecular

para los 16 haplotipos del complejo Lampornis amethystinus y el grupo externo con un valor de
logaritmo natural de verosimilitud de -869.36.
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las dos subfammas Troch///naewy -Phaethornithinae ‘esta

ANALISIS DE PARSIMONIA

En los métodos de parsimonia se escoge el arbol en el que se reqdiera del menor
nimero de cambios evolutivos (Page 1998) Medlante las busquedas heuristica y
branch and bound se obtuvo un solo arbol més parsnmomoso ‘de 300 pasos de
longitud con una topologia idéntica (Figura 7) Ambos ‘arboles presentaron el
mismo indice de consistencia (0. 49) Y. el m:smo lndlce de retenmén (0.59). Enlos
dos arboles P. superciliosus aparece solo formando un grupo aparte (como era de
.. esperarse, ya gue es el tnico integrante de la subfarmlla Phaethornithinae). En lo
. ‘que respecta a los haplotlpos de la subfamnha Trochilinae se forman dos clados,

J’funo en la base formado por. C Iatlr S r/s c: curwpenn/s e H. leucotis, otro formado
‘por H. Iong:rostnsf E. fulge rham/ y.con A. beryllina y E. eximia en la base
e este ultlmo L amelhyst/nus presenta a L. clemenciae como posible grupo

.hermano ya que sln que se. reallce el anéhsm de "boostrap" es el que se encuentra

'mas cercano aél.

: e 'bserva Ié formamon de tres grupos uno formado por todos“_ﬂ

los Indlwduos del Centro de Méxnco. otro formado por los de’ Guerrero (BMM 024) . -

’f'y otro formado por Ios |nd|V| uos é Chlap 's . Cent 'oa ér a.

En el anéllsns de "bootstra
ada por el 87% de

‘para‘’los nlegrantes de la subfamllla

"bootstrap”. La mayorla de Ias rama
“Trochilinae (utilizados ™ como grupos externos
politomia basal, a excepclén de la ram forma a 'p,‘ "E fulgens y H. longirostris
(56% de "bootstrap"). El género Lamporhls‘se poya por el 88% de "bootstrap”,

aunque las relaciones entre L. c/emenc:ae y L wr/d/pa/lens no se esclarecén bien

colapsaron y:formaron una

debido a que forman una polltomia en la base de! género La rama de L.
amethystinus esta apoyado por el 100% de “bootstrap El grupo del Centro de
Meéxico esta apoyado por el 54% de "bootstrap” mxentras que el grupo de Chlapas
y Centroamérica esta apoyado por el 62% de "bootstrap El umco grupo que no -
estd apoyado por “"bootstrap” (cuando el grupo ‘lnternp se. asu_me como
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. monofilético) es el de Guerrero ya que forma una pohtomla entre los dos grupos
esto no ocurre cuando el grupo interno no se astme como monofilélico y esta

apoyado por 55% de "bootstrap”.

Cypseloides rutilus (Apodidae)———-l
Phaethornis superciliosus (Phaethorithinae)

— =

=

FD120
OoOMVP954
CONA763
CONA1540
PEP2278
MT357
ZACO03
OMVP795
BMMO081

Centro
de México

Lampornis
amethystinus

t———— BMMO024
BMMO51
BMM571 ]Cmapas
BM MQ72
t——————— BM i 844
JKQ76 ——= Guatemala
S 4889 = El SaladorJ
Lampormisclemenciae
Lampornis vindipaliens
Heliomaster longirostris
Eugenes fulgens
Lamprolaima Rham
Eupherusa eximia
Amaziha beryliina
Cam pylopterus curvipennis
Cynanthus latirostris
Hylocharis leucotis

Grupo
Extetno

Gtupo
Externo

Figura 7. Arbol de parsimonia obtenido mediante la ulilizacién de la busqueda de Branch and
Bound para los 16 haplotipos haplotipos del complejo Lampornis amethystinus, 10 colibries y el

grupo exlerno.
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Cypseloides rutilus ¢ d Grupo

Phaethornis superciliosus (Phaethomithinag) —! EXtemo
FD120
OMVP954
CONAT763
51 CONA1540
- PEP2278 | ..
——E MT357 de México
ZACO3
OMVP 795 Lampornis
100 L BMMO091 amaethystinus
— BMMOD24 —
61 BMMOS51 —
—GZE‘: BMMS571 Chiapas
87 - BMMQO72
— | L& — emmsas—
JKO7 6 —= Guatemala
S 4880 T EtSavador—
Lampornis clemenclae
bV L ampornis vinidipallens
. a5 — Heliomaster longirostns
87 Eugenes fulgens
— Lam protama Rharma Grupo
Eupherusa eximia Externo

Amazihia berylhing
Zam pylopterus curvipennis
Cvnanthus latirostrns
Hylachans leucotis

Figura 8. Analisis de "Bootstrap" realizado con 1000 réplicas para los 16 haplotipos del complejo
Lampornis amethystinus y los 11 para el grupo externo. Se muestran dnicamente los valores de
“bootstrap" superiores a 50%.
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ANALISIS FILOGEOGRAFICOS

Debido a que los haplotipos presentan una distribucion muy variada se elaboré un
mapa (Figura 8) en el cual se muestra que en algunas poblaciones se presentaron
varios haplotipos, mientras que:.en otras -poblaciones todos - los IndIVIdUOS

presentaron el mismo haplotlpo

La dwersudad nucleotldlca (7:) para cada uno de los estados muestra valores )

muy pequenos (Tabla 5) el valor més alto fue de 0.003966 para Ios |nd1v:duos de

e Hldalgo mientras que Ios valores més bajos fueron de cero para aquellos estados

en donde todos los InleIdUOS presentaron el mismo haplotipo.

ot Tabla 5. Diversidad nucleotidica obtenida por estados para los :ndnwduos del complejo Lampornis
amethystinus.

ESTADO Diversidad Nucleotidica (r)

GUERRERO 0.001685

OAXACA 0.003555
CENTRO DE MEXICO MICHOACAN 0
MORELOS [4]
PUEBLA 0

QUERETARO 0.002825

HIDALGO 0.003966

VERACRUZ 0.002668

CHIAPAS Y CHIAPAS 0.003640
o GUATEMALA 0
CENTROAMERICA ELSALVADOR 5

Las frecuencias relativas de cada uno de los haplotipos por estado (Tabla 6)
muestran valores de cero para aquellos estados en los que no se distribuyd el
haplotipo y valores de uno para aquellos estados en donde todos los individuos
tuvueron el mlsmo haploupo El indice de diferenciacion global obtenido o FST fue
de 0. 11414 EI grupo del Centro de Méxnco presenté un indice de dlferenmacnén de
fO 08851 mlentras que eI de Chlapas Centroamerlca de 0.1397.
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Figura 9. Mapa de distribucién de los 16 haplotipos identificados en ef complejo Lampomis amethystinus en relacion con la topologia obtenida
mediante el analisis de parsimonia realizado en PAUP.
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. ‘V"Centroamérlca.; El haplotlpo FD120

Tabla 6. Frecuencias relativas de los 16 haplotipos obtenidos al secuenciar los 73 individuos del
complejo Lampornis amethystinus para cada uno de los estados.

Haplotipo/Estado JGRO |OAX MICH MOR PUE QRO [HGO VER [CHIA {GUAT lsarLv
FD 120, 0.5 0.263 1 1 0O 0.5 0.2 0.222 O, [t O

BMM24 0.5 0 0 v V) ¢ 0 0 0 0 O

OMVP 954 0 0.105| O 0 0 0 0 0

CONA 763 0 0.368 O 0 1 025 0.3 0.111 0, ¢ 0

PEP 2278 0 0.158 0 v, O 029 0.3 0.556 0 [ Y

MT 357 0 0.052] 0 0 0 o % [ 0 0

OMVP 795 0 0.052 0 0 0 0 0 0 0] 0 [y

BMM 091 0 0 ¢ 0 0 o 04 Ol 0 s/ O

CONA 1540, 0 0 0 0 8, o 01 0 0 0 0

ZAC 03 ¢ ¢} O 0 0 011 0 0 0

BMM 571 o ¢ 0, 0 O 0 8, 0 0.111 0 0

BMM 844 Y Y [ 0O O 0 0 0 0.111 0 0

BMM 07 ¢ 0 [V 0] 0 3 O 0.667, O o

BMM 051 0 0 0 [ O 0 0 0.111 0 0

JK 076 0 0 0 8, Q! o 0 1 O

S 4889, 0 [ 0 ¢ 0 3 0 0] [y, 1

No. de individuos 6 19 7 4] 2 4 10] 9 2] 1

La figura 9 muestra la red de haplotipos obtenida, ésta se utilizd para la
construccion de los clados anidados (Figura 10), donde se obtuvieron siete clados
de primer nivel, dos clados de segundo nivel y uno de tercer nivel. En los clados
de primer nivel se encuentran los haplotipos separados por una mutacién y
cuando estos estan separados de otros clados por una mutacién, son los clados
de segundo nivel y asi, sucesivamente. Uno de los clados de segundo nivel esta

;formado por cuatro clados de pnmer nivel, en donde se’ encuentran los individuos
jque mtegran el grupo del Centro de Méxfco y. el 'otro esta formado por tres clados
’ s del grupo de Chiapas-
ostel haplohpo que presenta

‘:k;de primer- n|ve| donde se encuentran"l
‘vi‘una dnstnbucrén muy.’ ampha es 'e que:presentalatmayo probablhdad para
cons1derarse como el grupo externo y..se :correlaciona - con: fa’ -edad de los
haplotipos. . Los ceros |nd|can estados de haplotlpos:que son -intermediarios

\necesanos entre - los haploupos observado' pe'

que 10 S encuentran -en las

‘muestras.
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Como puede observarse en lafi fgura 10, las relamones al intérior del clado
nos muestran que FD120 es el haplotipo que se encuentra relacionado con todos
“los demés haplot|pos del Centro de Mexnco Exlste una relacién clara de los

‘haplotlpos pertenectentes al clado 2.1 con los del 2-2 y estos se encuentran
E ’unldos por un haplotlpo meXIstente (o] faltante que se encuentra relacionado con
' 'BMM 024.

Figura 10. Red de haplotipos en donde se indica el maximo nimero de pasos que conectan
parsimoniosamente cada uno de los haplotipos. Cada linea representa un cambio mutacionat
sencillo. Los ceros indican estados de haplolipos que son intermediarios necesarios entre los
haplotipos observados pero que no se encuentran en ias muestras.

Utilizando la clave de inferencias elaborada por Templeton (1995) para
analizar los clados anidados se puede diferenciar entre tres patrones: flujo génico
restringido, expansioén del rango de distribucion y fragmentacion. Los resultados
obtenido muestran que para los clados 2-1 y 2-2 no fue posible discriminar entre
alguno de los patrones arriba mencionados Para el clado anidado 3-1 se llegd a la
siguiente cadena de inferencias: 1,2,3,5,15,16 NO, dando como resuiltado un
evento de fragmentacién alopatrica como el causante de la disyuncion de las
poblaciones del Lampornis amethystinus y que derivé en la formacion de dos
subpoblaciones, ia del Centro de México y de Chiapas-Centroamérica.
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Figura 11. Juego de cladogramas y de asociaciones anidadas disefiadas para los haplotipos de
DNA mitocondrial identificados para L. amethystinus, donde los ceros indican haplotipos
intermedios que no se encontraron en el analisis. Cada linea representa un cambio mutacional
sencillo que interconecta dos haplotipos con una probabilidad mayor de 95%.
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DISCUSION

Analisis de distancia y filogenéticos

Uno de los genes mitocondriales que evoiuciona mas rapido. y* 'que
proporciona la mayor informacién en estudios flogenéhcos de aves paserlformes y
no paseriformes, es el gen ND2 (Johnson et al 1997, Omland et al 1999 Cicero et
al 2001, Johnson et al 2002). En el presente trabajo el numero de haplotlpos
(genotipos de DNA; Avise 1894) |dent|fcados al secuenciar Ia prnmera mltad del
gen mitocondrial ND2 para el complejo Lamporn/s amethyst/nus (17) ‘es
relativamente bajo comparado con el total de individuos secuenciados (73)y con

oulo observado en otros estudios de colibries (género Metallura; Garcia-Moreno et al
~’i1999) Como puede observarse en la Tabla 3, muchos de ‘estos: haplotipos se
encuentran en varios mdlv:duos de la mlsma poblacnon y tamblen se incluye a

‘ »mdlwduos dé otras poblaclones en eI mlsmo haplotvpo. )

Las distancias obtenidas medlante la utlllzacubn del modelo de sustitucion

: "nucleotldlca de dos parametros de‘Klmura o‘fueron en general tan grandes.
' : Estas distancias son _similares las encontradas por. Hackett (género
Ramphocelus en. 1996) y por Garci Moreno et a/ (Género Metallura en 1999)

i »utlllzando el mismo modelo de susmumén nucleotldlca En los fenogramas

"~"Aobtenidos mediante los: dos métodos de dlstanma (Nelghbor-Jommg Figura 3 y
s Mlnlmum Evolutlon Flgura 4). se‘f ‘stablecen dos agrupacnones principales para los

i »IﬂleIduOS del. complejo L _améthyst/nus el del Centro de México y el de Chiapas-

: “'Centroaménca. estos grupos"estén apoyados por valores altos de "bootstrap"
(58%y70% respectlvamente) e G S

|dos en el.
o enldos con

ERTE



el analisis de "bootstrap", la topologia de los fenogramas y arboles elaborados con
‘los métodos de distancia, parsimonia y maxima verosimilitud son similares. Cada
'_I;JDO de métodos arriba mencionados, se utilizaron para observar qué tanto variaba
E la topologla de los haplotipos al construir un fenograma y un arbol filogenético. En
.estos tres anéliéis se separan los grupos del Centro de México de los de Chiapas-

Vo Cenlroaménca aun cuando Ias relaciones dentro de cada uno de ellos no estan

"f' blen def‘nldas

. Cabe " sefialar que en los tres métodés._ los d«ferentes haplotlpos
{identificados: para el complejo L. amethyst/nus nos permne establecer que’ el
haplotipo BMM 024 que incluye a tres |nd|vlduos del L a. margar/tae del lns,
Guerrero se encuentra en posicién basal.: Esto puede deberse a que Ia dlstancua
que presenta es lo suficientemente grande para separarlo del. resto de los"
- individuos del Centro de México. En"el:haplotipo FD120 se’ lncluye a los suate‘
individuos de L. a. brevirostris, tres de L. a. margarltae y 15 de L ‘a. amethyst/nus, 5
por lo que podria ser que el grupo del Centro de Méx:co este fofmédb‘ ‘or dos_ :
améthystmus, L a

grupos, uno donde se lncluya a todos Ios haplotipos de L ‘
_brevirostris y algunos L. a. margantae y otro grupo en
Unicamente haplotipos de L. a. margaritae. Lo anterio su

se encuentre

q Leiestos grupos
pudieron haber aparecido hace relativamente poco tiemp

. Como se observa en las Figuras 5 yk6 (anéliéis 'd'e‘méx'irh‘a verosimilitud sin
E y con enforzamiento del reloj molecular) la tobdlogla'es' muy similar a Ia observada
en los andlisis de distancia y de par5|mon|a 'ya . que aI lgual que en esos se
observa la separacion de los grupos ‘de Centro de Meéxico y de Chiapas-
- Centroaménca El 'haplotipo BMM 024 tamblén se: encuentra en posnmén basal a
los haplotapos del Centro de Méxuco asI como Ias relacuones entre los haplotipos
= BMM 051 BMM 072 y BMM 571 (! sa/vmi de Chlapas) Sm embargo, los

k ',_vhaplotlpos S4889 y JK076 se encuentran»més relacionados con BMM 844 del

i Volcén Tacané que con Ios demés |nd|v1duos de Chlapas Debldo a lo anterior, es




muy probable, que exnsta un reloj me ec IaA para ‘el mp ejz L :methys!mus ya

que al forzar este relo;, la topologla obtenlda fue muy -slmllar y esto nos hace‘
suponer que los camblos genétlcos que'hav sufndo esta especle no han sndo tan
bruscos y que se han mantenldo constante -alo largov delﬁ'empo . :

;amethystlnus 'y dos individuos de L. a. margan(ae el haplotlpo FD 120, siendo
‘el que se encuentra presente en el mayor niimero de localidades y estados.

nlnguno de los individuos pertenecientes a L. a. brewrostr/s se separe

;‘f‘genétlcamente del resto de L. a. amethystinus, es de gran relevancia, ya que

"’autores como Blake (1942), Phllhps (1966) .y Navarro y Peterson (en rev.) han
senalado que debido a que carece de un carécter dlagnéstlco estable, deberia de
incluirse dentro de L. a. amethyst/nus Yy no deberia de conservarse como
subespecie. Al parecer ‘L a brewros!ns presenta un-alto flujo génico con las
poblaciones de L. a. amelhystlnus (subespecne que presenta la distribucion mas
amplia). Asitambién, se’ rechaza su mclusu&n dentro de L. a. margaritae, como lo
habia mencuonado Grlscom (1937) ya que aunque su haplotipo sea el mismo que
el de dos de los Ir‘lleldUOS de L. a. margar/tae ninguno de los individuos de L. a.
brewrostr/s se mcluyeron dentro del haplotupo BMM 024 al cual pertenecen tres de

los mdlvnduos del.a. margar/(ae

Ninguno de los mdlwduos de L a‘sa/wn" BM 051 BMM 844 JK 076‘
BMM 072y BMM 571) se incluyeron dentro del haplotl ) Lial nob//ls (S 4889) y
viceversa y en los andlisis de dlstanCIa se se' uedand' S4889 en posuctén
basal al grupo Chlapas-Centroamérlca En el anallsns de parsmonia no ocurre

esto, ya que se forma una pohtomia entre Ios haplotlpos BMM 844, JK 046 y

43"




bespecie como lo habla sefialado

- 54889 por lo qué podria tratarsé del
genética :de" los ~individuos de Chiapas-

Berlioz (1938). La - separacio
Centroamérica de los del Centro de México.no apoya la propuesta de Navarro y
Peterson (en rev.) qunenes mcluye a aIV/n/ como una subespecie de L.

‘amethystinus.

) debldo a Ia formacuon de una pohtomia entre L. c/emenc:ae y L vmd/pallens

CONSIDERACIONES FILOGEOGRAFICAS

La busqueda de las variaciones entre poblaciones puede revelar sus asociaciones
uede llevar-a la
‘el Indice de -

histdricas y los procesos de reestructuracion gémca que
especiacion (Wright 1931). Para el complejo . L )
diferenciacién - calculado -para cada una de las dos ag '
encontradas; Centro de México (0. 08851) y Chlapas Centroaménca (0.1397) son
bajos ya que al seguir.la guia de mterpretacnon elaborada por Wright (1978)
podemos establecery que en ambos casos eXisteAb uné ‘moderada diferenciacion
génica. El indice de diferenciacién glpbal‘ (0.11414) también indica una
diferenciacion génica modberada. estos valores son similares a los obtenidos en
trabajos realizados coh estpeciés de aves como Melospiza melodia (Zink y Dittman
1993b), Qu:scalus qu:scu/a (ka et al.1 991) y Agalaius phoeniceus (Ball et al.
1988), espemes que presentan una distribucién geografica moderadamente

es - principales

grande y cuyos haplotipos presentan una diferenciacion genética moderada.
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‘ . Templeton et al (1995) consideran tres factores pnncapales que pueden
..causar asociaciones espacio/temporal slgmfcatlvas en la variacién haplotipica las
1 cua_les son flujo génico restringido; expansién y fragmentacion del habitat. Como
‘se explico en los resultados, en el mapa de distribucién de los haplotipos (Figura
8) asi como en el de distribucién de la espécié. se observa que existe un drea en

v ‘la cual no se distribuye la especie, dando como resultado, la separacién de los
_individuos de L. amethystinus del Centro de México y de. los de Chiapas-

! Cehtroamérica. Se puede afirmar qﬁe no vjex'ist'e ﬂujoy génico entre estos dos grupos
debido a un eve‘nto de fragmentadién'alobétfiéa. Una fuerte barrera geografica
entre las poblaciones del Centro de Méxlco y.las de Chiapas-Centroamérica fue el

. surg«miento del Istmo de Tehuantepec

EI lstmo de Tehuantepec es una regién fisiografica en Oaxaca que cohnda
k'al norte con el Golfo de México, al este con la Sierra Madre de Chiapas, al oeste la
: ﬁSIerra de Chaopan y al sur con el Golfo de Tehuantepec (Binford 1989). Debido a
"Jque presenta una altitud general de 91 msnm se ha definido como una barrera

: ',f'geogréfca importante y de evolucion para las poblaciones montafiosas nortefias y
‘surenas (Hernandez-Baiios et al 1995). La influencia que ha tenido el Istmo de
Tehuantepec en la distribucidn de algunas aves se observa en especies de
colibries como Lamprolaima rhami, Colibri Thalassinus, Eugenes fulgnens entre
ofras (Binford 1989, Howell y Webb 1995) y en otras especies de aves. como
Chlorospingus ophtalmicus (Sanchez-Gonzalez 2002), Streptoprocne zonaris,
Lepidocolaptes affinis, Turdus infuscatus por citar algunas (Binford 1989, Howell y ‘
Webb 1985). La influencia que ha tenido el Istmo de Tehuantepec en las
poblaciones del complejo L. amethystinus del Centro de México y: de Chlapas-
Centroamérica ha sido muy significativa, ya que permitio- la - acumulacuén de

diferencias genetlcas debido a su aislamiento geografico.

En los - haplotipos del Centro de México no se e'ncontré‘Uri’aj’barrera
geogréfica que separara los individuos del este y oeste, ya que aun cuando el
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altlplano mexicano se encuentra entre la Sierra Madre Onental. y Ia Sierra Madre
Occndental dividiéndolas, se ldentxfcaron |nd|v1duos que comparten el mismo
haplotlpo en ambas sierras. Lo anterior pudlera deberse ala p05|ble existencia de
ﬂu;o gémco entre los individuos o que se trate de haplotlpos ancestrales como se
: " observo en la red de haplotipos (Figura 9) El alt ﬂUJO génlco que presentan los
. |nd|V|duos de' L. amelhystmus pudlera mdicar que esta unidad es relativamente
. nueva y aunque no se: cuente con‘ ina febha aproxumada de divergencia de!
. género Blelwelss (1 998c) estlmo que el linaje de las Gemas, al cual pertenece L.
lillones de. anos aproxlmadamente Esto
na arcada dlferenmamén morfolégica no
nétlca al Interlor de los individuos del

amethyst/nus dlvergto : hac

encuéﬁtré‘ deniro de la categoria
0 stablécudas por. Avise (2000), debido a
ica bténldos para las poblaciones del
C' kpas Centroaménca presentan una

:que los valores de d:ferencnacué

" Centro de México asi. corno pu
diferenciacion genétlca moderada lo'qu |nd|ca que presenta linajes simpatricos
con conexiones evolutlvas recnentes Tembleton (1995) sefialé que cuando una -
poblacion se expande [o) colomza una, ht}eva -area geogrét‘ca puede establecerse
homogeneidad genétlca en eI érea recnén colonlzada que no reﬂeje los-patrones

actuales de flujo gémco Aunque Ios valores de FsT no’ son estimadores del flujo .

génico actual que: presentan las poblacmnes (Templeto‘ 1995)3’ aun cuando Ios .

haplotipos ldentlfcados se: encuentran geogréf‘cam
comparten ancestrla serla erréneo suponer que los Ve e Fsr mpllquen la
'exustenma de ﬂu;o gemco, ya que otra explicacion posnble es’el reciente tlenﬁpo de"',

dwergencua de: Ias diferentes poblaciones que componente este:co DIEJO. - Este_ .

anos (Flgura 8) vy

"patrén f'logenétlco (Categoria V) es similar al obtemdo para ‘sp ci ves,-.,‘ -

‘ f‘fcomo Tympanuchus (Ellsworth et al 1994), Quiscalus qu15cula,
Agala/us phoeniceus (Ball et al. 1988), Spizella passerina (Zink y Dlttma, r
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;mlento por dxslancua o fragmentamén poblac:onal
nes vncanantes a Iargo plazo

cla dwersndad nucleotidica (m) que mide el numero de

i :tldl askpor sitio entre dos o mas secuencias (Nei y Kumar 2000)
'm'ue's"tran‘q’ que eXISten cambios en las secuencias de los haplotipos por
o estado esta ne son muy grandes, ya que el valor mayor fue de 0.003966 para el

‘estado de Hldalgo

; Aun cuando en el presente trabajo no se calculd el tiempo de divergencia
o para el género, (Bleiweiss 1998c) estimd que el linaje de las gemas donde se
mcluyen los géneros Lamprolaima, Eugenes, Heliomaster y Lampornis divergié
“junto con el linaje de las abejas (géneros Atthis, Calothorax, Selasphorus y
‘Ayrchi/ocus) hace 5.8 millones de afos en el Mioceno medio. Durante esta época
sé fdrmaron grandes orogenias debido a la gran actividad tectonica y volcanica,
‘asi como cambios climaticos globales en América.
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CONCLUSIONES

- Este estudno en donde se secuencio la primera fraccion del gen mntocondrlal ND2 ..
se observa que Ia dlstnbucubn del complejo L.. amethystinus. ha sufndo un‘evento
::'de fragmentactén alopétnca debldo a la formacion del Istmo de Tehuantepec -

o mlllones de anos aproxlmadamente (Blelwe|ss 19980)

Este gen ha demostrado ser muy utll en las reconstrucclones flogenetlcas
de especies paseriformes y no pasenformes en este trabajo no mostré una gran
variabilidad y no se definieron bien muchos de Ios Iimltes de especles “lLas
distancias genéticas no fueron muy grandes y eso derivd’ en Ia |dent|f'cac10n de 16
haplotipos para el complejo L. amethyst/nus. sin embargo el total de haplotlpos
obtenidos es bajo en comparacién con el numero de mdlwduos secuencnados (85).

De las siete subespecies, L. a. salvini y L. a. nob///s muestran una - historia

evolutiva semejante y separada del grupo formado P L a. amethyst/nus, L. a.
‘de México por o que

brevirostris y L. a. margaritae pertenecuentes

deberian de considerarse como una umdad e :fih'd:épendiente de L. a.

amethystinus.

Con lo que respecta iy L -an marganiae no es posible establecer su
separacion genétlca del resto de los individuos de L. amethystinus ya que aunque
_'tres de los ini 'vnduo "'pertenémentes a esta subespecie presentan un haplotipo
'.gie‘ los ‘arboles tanto de distancia como de parsimonia se

:V@vumco y esle en muchc
: separa' deAlos h'e‘aplot’lpo‘s de L. a. amethystinus quedando en posicién basal, dos
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de los mdwlduos se encuentran denlro del haplotlpo FD 120 en donde se

o encuentran 15 lndIVIdUOS del.a. amethystlnus y slete de L. a. brewrosir/s

49



PERSPECTIVAS

Para poder comprender mejor la evolucidn de la especie seria necesario
secuenciar otros genes que nos proporcionen mas informacion, éstos podrian ser
‘ el Cltocromo b y la segunda mitad dei ND2. :

También es necesario incluir un mayor numero de poblaclones de las
subespecies ya secuenciadas (especifi camente de L. a margar/tae), asi como
también el de obtener muestras de: tejido para las subespemes restantes (L a.-

henricusy L. a. C/rcunven!us)

Con base en los datos publlcados por Blerweiss (1998¢)y los obtemdo en el e

presente traba]o tratar de establecer el trempo de divergencia: aprox|mado para e!ff
género, asl como para la especne y dentro de la ‘especie. el tlempo de dlvergenma' ;
_ de las dos umdades de histéricas que se reconocieron en esle estudro (Centro de

México y Chlapas Centroamérlca)
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ANEXO 1. NOomeros de catalogo y localidades para cada uno de los 65 individuos
pertenecientes al complejo Lampornis amethystinus utilizados, asi como de los colibries y
el vencejo utilizados como grupo externo en este proyecto.

No. Taxon Subespecie| Catilogo Localidad Estado
1{L. amethystinus margaritae !EWOOJ El Iris Guerrero
2|L. amethystinus margaritae BMM 018 El Iris Guerrero
3. amethystinus margaritae 8MM 017 El lris Guerrero
4|L. amethystinus margatritae BMM 032 €l lris Guerrero
5iL. amethystinus margaritae BMM 024 Ellris Guerrero
6|L. amethystinus margaritae BMM 044 El'lris Guerrero
7|L. amethystinus brevirostris BMM 193 Zirimondio Michoacan
8]L. amethystinus brevirostris BMM 178 Zirimondio Michoacan
9|L. amethystinus brevirostris D_6169 Zirimondio Michoacan

10[L. amethystinus brevirostris D_9708 Coalcoman Michoacan
11iL. amethystinus brevirostris D_9407 Coaicoman Michoacan
12|L. amethystinus brevirostris D_8792 Coalcoman Michoacan
13{L. amethystinus brevirostris D_8769 Coalcoman Michoacan
14]|L. amethyslinus amethystinus |BMM 357 Ocuilan-Cuerna Edo. Mex.
15{L. amethystinus amethystinus {FO 120 Ocuilan-Cuerna Edo. Mex.
16[L. amethystinus amethystinus  [FD 184 Ocuilan-Cuerna Edo. Mex.
17|L. amethystinus amethystinus [FD 129 Ocuilan-Cuerna Edo. Mex.
18(L. amethystinus amethyslinus fB-EHB 120 Tlanchinol Hidalgo
19[L. amethyslinus amethystinus  |[BMM 521 Tlanchinol Hidalgo
20|L. amethystinus amethystinus  (BMM 856 Tehucetlan-Huatzalinge Hidalgo
21|L. amethystinus amethystinus  [HRGO-SLP 24 [Cerro Jarros Hidalgo
22|L. amethystinus amethystinus  |BMM 098 Tlanchinol Hidalgo
23|L. amethystinus amethyslinus  [BMM 091 Tlanchinol Hidalgo
24jL. amethystinus amethystinus  [BMM 090 Tlanchinol Hidalgo
25|L. amethystinus amethystinus |[Conacyt 1524 |Tenango de Doria Hidalgo
26iL. amelhystinus amethystinus {Conacyt 1540 {Tenango de Doria Hidalgo
27|L. amethystinus amethystinus |[Conacyt 1538 |Tenango de Doria Hidalgo
28[L. amethystinus amethystinus  JOMVP 399 Cerro Piedra Larga Oaxaca
29|L. amethystinus amethystinus  |[OMVP 456 Cerro Piedra Larga Oaxaca
30[L. amethystinus amethystinus  [OMVP 392 Cerro Piedra Larga Qaxaca
31]L. amethyslinus amethystinus [OMVP 954 Pena Verde Oaxaca
32|L. amethystinus amethystinus [OMVP 975 Pena Verde Oaxaca
33{L. amethystinus amethystinus (OMVP 776 San Juan Bautista Atlatlahuaca Oaxaca
34]L. amethystinus amethystinus  [OMVP 795 San Juan Bautista Atlatiahuaca Oaxaca
35]L. amethystinus amethystinus |[OMVP 1100  [San Martin Caballero Oaxaca
36|L. amethystinus amethystinus  [OMVP 1092  [San Martin Caballero Oaxaca
37{L. amethystinus amethystinus [OMVP 1038 [San Martin Caballero Oaxaca
38[L. amethystinus amethystinus  [OMVP 1043  {San Martin Caballero Oaxaca
38|L. amethystinus amcthystinus  {OMVP 1022 [San Martin Caballero Oaxaca
4a0|L. amethystinus [Conacyt 763 |Puerto Soledad Oaxaca

amethystinus
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ANEXO 1 Continuacion. Numeros de catalogo y localidades para cada uno de los 65
individuos pertenecientes al complejo Lampornis amethystinus utilizados, asi como de los
colibries y el vencejo utilizado como grupo externo en este proyecto.

41|L. amethystinus amethystinus [Conacyt 769 |Puerto Soledad Oaxaca
42|L. amethystinus amethystinus |Conacyt 774 |Puerto Soledad Oaxaca
43]L.. amethystinus amethystinus |Conacyt 779 |Puerto Soledad ‘Oaxaca
441, amethystinus amethystinus [OMVP 056 Puerto Soledad Oaxaca
45]L. amethyslinus amethystinus  [BMM630 Puerto Soledad Qaxaca
46]|L. amethystinus amethystinus  [MT 357 Vistahermosa Oaxaca
47|L. amethyslinus amethystinus [PUE 74 Cuetzalan Puebla
48]L. amethystinus amethystinus [PUE 152 Jonatla Puebla
49]L. amethystinus amethystinus [QRO 497 &l Chuveje Querétaro
50]L. amethystinus amethystinus QRO 119 Santa Inés Querétaro
51[L. amethystinus amethystinus |QRO 0292 El Pemoche Querétaro
52|L. amethystinus amethystinus {QRO 277 Etl Pemoche Querétaro
53|L. amethystinus amethystinus  |Zac 03 Zacualpan Veracruz
54]L. amethystinus amethystinus [Zac 16 Zacualpan Veracruz
55|L. amethystinus amethystinus  (Zac 23 Zacualpan Veracruz
5G(|L. amethystinus amethystinus [Zac 28 Zacualpan Veracruz
57[L. amethystinus amethystinus  [Zac 31 Zacualpan - Veracruz
58{L. amethyslinus amethystinus [PEP 2279 Sierra de Santa Martha Veracruz
59|L. amethyslinus amethystinus  [PEP 2280 Sierra de Santa Martha Veracruz
60[L. amethystinus amethystinus  [PEP 2292 Sierra de Santa Martha Veracruz
61|L. amethystinus amethystinus  |PEP 2278 Sierra de Santa Martha Veracruz
62|L. amethystinus salvini BMM 571 6 Km NE de Pueblo Nuevo Chiapas
G63|L. amethystinus salvini BMM 594 6 Km NE de Pueblo Nuevo Chiapas
64[L. amethystinus saivini BMM 595 6 Km NE de Pueblo Nuevo Chiapas
65iL. amethystinus salvini BMM 844 Volcan Tacana Chiapas
66[L. amethystinus salvini BMM 051 Huitepec Chiapas
67({L. amethystinus salvini BMM 057 Huitepec Chiapas
68(L. amethystinus salvini BMM 058 Huitepec Chiapas
69(L.. amethystinus salvini BMM 072 San Cristobal de tas Casas Chiapas
70{L. amethystinus salvini BMM 075 San Cristobal de las Casas Chiapas
71|L. amethystinus salvini JK-02-079 Quetzaltenango, Sta. Maria de Josus |Guatemala
72|L. amethystinus salvini JK-02-076 Quetzaltenango, Sta. Maria de Jesus |Guatemala
73[L. amethystinus nobilis S_4889 Cerro E! Pital, dpto. Chalatenango El Salvador
741L. clemenciae clemenciae FD 165 Km 20 de la carr. Ocuilan-Cuerna Edo. Mex.
75]|L. viridipallens viridipallens 8MM 821 Volcan Tacana Chiapas
76|Lamprolaima rhami rhami Conacyt 762  |Puerto Soledad Oaxaca
77]Amazilia beryllina beryllina BMM 265 San Gabriel Mixtepec, Oaxaca
78 Campyloplerus excellens MEX 080 Sierra de Santa Martha Veracruz
curvipennis
79|Eupherusa Eximia eximia BMM 013 El lris Guerrero
80{Hylocharis leucolis leucotis 8MM 338 Ocuilan-Cuerna Edo. Mex,
81]|Eugenes fulgens fulgens MEX 407 Cerro Zempoaltepetl Oaxaca
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ANEXO 1 Continuacion. Nimeros de catalogo y localidades para cada uno de los 65
individuos pertenecientes al complejo Lampornis amethystinus utilizados, asi como de los
colibries y el vencejo utilizado como grupo externo en este proyecto.

82|Heliomaster polidiceps BMM 308 Miahuatian
longorostris
83]Cynanthus latirostris ~ [latirostris QRO246 La Florida Querétaro
84|Phaethornis mexicanus BMM 038 El Iris Guerrero
superciliosus
85|Cypceloides rutilus Conacyl 742 '
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ANEXO 2 Secuencias del gen mitocondrial ND2 obtenidas para los 16 haplotipos de Lampornis amethystinus, los 11
colibries y el grupo externo.

C. rutilus ATGAACCCCT ACGCCAGACT AATGTTIGACC ATATGCCTTA TCCLGGGAAC AACTCTGA-A ATCICT--GA ACCA-TGARAT AATGACCTGA

P. superciliosus ALl G5LALL 2..T. T LAG.. ...
£D120 WALT. 2. C. 7..C.. GICAG.....
BMM024 LALT. .C. LT..C...GL GTCAG. ...,
0MVP954 AT C. LT..ClL Gy GTCAG. . ...
CONAT63 LALT. .C.C .T..C...G. GICAG.....
PEP2278 VAT .C. .T..C...G. GTCAG.....
MT357 ALT. .C. -T..C...G. GTCAG.....
CONA1540 LALT. .C. .T..C...G. GTCAG.....
ZACO3 A.T. .C. .T..C...G. GTCAG.....
BMM091 ..T.ALT. 5.C. .T..C...G. GICAG.....
OMVPT795 ..T.A.T. .C.1 .C...G. GTCAG.....
BMM571 ..T.A.T. L.CL .T..C...G. GICAG.....
BMMOT2 LTALT. ALC. .T..C...G. GTCAG.....
BVMMB44 L.T.ALT. .C. .7..C...G. GICTAG.....
BMMOS51 ..TGA.T. .. .7..C...G. GTCAG.....
JKO76 .T.ALT. .C. LT..C.. .G GTCAG. ...
§_4889 .. TAT. L LLCALC, LT..C...G. GTCAG.....
L. clemecize  .......... .. WTLALT. LLCALL .. ..CAE.C. TG TTCAG. .. ..
L. viridipallens .... T.A.T. ..CA..CT.T ..GA...... JALLALL L. ...CA.C. C...GC .TCAG.....
A. beryllina  ........T. ...... A. ..CA..CCTT ALL..Ce WGLLALLL L. .G.CA.C. SCann JTCAG. .. ..
C. curvipennis .. T.A. CA..CT.. .C.A .G .Ch.C.1 R SR TCCG. .. ..
E. eximia ...T.A. c cT LA WAL T..A.C. Y o LTCCG. G
Y. longirostris .C.T.A.T. -.CA..CT- LA .G.. ..CA.C. . AR G...C...G. .TCAG.....
L. Rhami ~....A.T. ..CA..CTGT ...A.. AL .LCAL-.CC L.l ARGC ..T...G. GTCAG.....
H. leucotis «...T.A, G.CA..CT AL .G.. .CA.C.CC T...AGC. G...T..... TC-G.....
E. fulgens .T..TCA.A. ..C...-G-T LA .GT. ..CA.C.CC ..T..AAGT. G...C..GG. .TCCG.....
C. latirostris T....A.T. ..CA..C T..A.. WA .GCA.C.CC ...... AGC. G...C..... TCAG.....
C. rutilus ACCGGTCTAG AGATTAACAC CCTAGC-ATC ATCCCCCTTA TTTCAAAACA TCACCATCCA

P. superciliosus ..T..C..T. ... ... .. GT. C..... C..

D120 G.. LTo LALCa... ..GIC C..... c..C

BMMO24 G....A..T. .A..C..... LLGIC Colll c..C .

oMYP954 G....A..T. .A..C..... ..GTC C..... c..c

CONAT63 G....A..T. .A..C..... LL.GTC C.lll c..C

PEP2278 G....A..T. .A..C..... .LGTC Colll c..C

MT357 G....A..T. .A..C..... .GIC C..... c..C
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A. beryllina ..C. .T.CT.C
C. curvipennis .. .T.C..C
E. eximia ST T.CTL.C
H. longires:tris .T.CT.C
L. Rhami . T .C
H. leucotis .T.CT.C
E. fulgens ;.17.C..C
C. latirostris LT.CT.C

C. rutilus
P. superciliiosus ....
£D120

MM024
OMVPI54
CONAT63
PEP2278
MT357
CONA1540
ZAC03

BMMO91
OMVP795
BMM571
BMMO72
BMMB44
BMMOS1

JKO76

$_4883%

. clemeciae
. viridipallens
beryllina

. curvipennis
eximia
longirostris
Rhami
leucotis
fulgens

. latirostris
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