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RESUMEN

El género Hylocharis, el cual incluye ocho especies, ha sido estudiado recientemente y los
resultados indican que es un genero parafilético. Dentro de las propuestas taxonomicas, una
de ellas considera ubicar al colibri de orejas blancas (Hylocharis leucotis) y al colibri de
xantus (Hylocharis xantusii) bajo el nombre del género Basilinna. Se propone una hipotesis
sobre las relaciones filogenéticas dentro del género Hylocharis, utilizando secuencias del
gen mitocondrial ND2 (537 pb) y de los genes nucleares C-mos (572 pb) y AK5 (535 pb),
incluyendo seis de las ocho especies del género Hylocharis. Se llevaron a cabo los analisis
filogenéticos bajo los criterios de maxima parsimonia (MP), maxima verosimilitud (ML) e
inferencia bayesiana (Bl), para el grupo de secuencias concatenadas y para cada gen. Los
resultados confirman la parafilia del género Hylocharis. Se proponen algunos cambios
taxondmicos, de los cuales el mas evidente fue el de considerar la propuesta del género
Basilinna, conformado por las especies H. leucotis e H.xantusii. Asi mismo se abordo la
variacion genética del colibri de orejas blancas, H. leucotis, el cual habita bosques de pino,
pino-encino y bosques siempre verdes, entre los 1200 y 3500 msnm y ha sido dividido en
tres subespecies: H. I. borealis (N de México), H. I. leucotis (tierras altas C y S de México
y Guatemala) e H. I. pygmaea (tierras altas de El Salvador, Honduras y Nicaragua). Estas
tres subespecies difieren en tamafio y en patrones de coloracion. Se presenta un estudio de
variacion genética utilizando secuencias de los genes mitocondriales ND2, ATPasa 6 y 8
(total: 1533 pb), de 108 ejemplares de la especie H. leucotis, obtenidos a lo largo de su
distribucion geogréafica para inferir la historia poblacional, analizando la variacién genética
dentro y entre las poblaciones. Se identifican dos linajes mitocondriales, uno representado
por los individuos de las tierras altas de México y Guatemala y el otro representado por los
individuos de las tierras altas de El Salvador. Con la finalidad de presentar los resultados
con mas claridad, el presente trabajo se dividio en dos capitulos. El capitulo I, referente al
estudio de las relaciones filogenéticas del género Hylocharis, titulado: “Género Hylocharis
(Aves: Trochilidae), reevaluacion taxondmica” y el capitulo 1, referente al estudio de la
variacion genética de H. leucotis, titulado: *“Variacion genética dentro del complejo

Hylocharis leucotis (Aves: Trochilidae)”.



ABSTRACT

The hummingbird genus Hylocharis include eight species and recent studies indicate that
the genus is paraphyletic. One of the taxonomic proposals suggests that the white-eared
hummingbird (Hylocharis leucotis) and xantus hummingbird (Hylocharis xantusii) must be
consider under Basilinna genus. We propose an hypothesis about the phylogenetic
relationships among the Hylocharis genus, using mitochondrial sequences of ND2 (537 bp)
and nuclear sequences of C-mos (572 bp) and AK5 (535 bp) genes, incluiding six of the
eight species of the genus. We performed phylogenetic analysis under the maximum
parsimony (MP), maximum likelihood (ML) and bayesian inference (BI) criterias, with
combined sequences and separated genes. The results confirm the Hylocharis genus
paraphyly. We proposed some taxonomic changes, the most evident was the fact of
considering the Basilinna genus proposal that include H. leucotis and H. xantusii. Likewise
we examined the genetic variation of the white-eared hummingbird, H. leucotis, that
inhabits pine, oaks-pine and pine-evergreen forests, at 1200 to 3500 meters above sea level.
Are recognized three subspecies: H. I. I. borealis (N Mexico), H. I. leucotis (highlands of C
and S Mexico and Guatemala) and H. I. pygmaea (highlands of El Salvador, Honduras and
Nicaragua). These three subspecies differ in size and color patterns. Here we present a
genetic variation study using the mitochondrial genes: ND2, ATPase 6 and 8 (1533 bp),
from 108 specimens obtained across its geographic range to infer population history,
analizing the genetic variation within and between populations. Two distinct mitochondrial
lineages were observed, one represented by the individuals from the highlands of Mexico
and Guatemala and the other one represented by the individuals from the highlands of El
Salvador. To present this study with more clarity we divided it in two chapters. The chapter
I, about the phylogenetic relationships among the Hylocharis genus, named: “Hylocharis
genus (Aves: Trochilidae), taxonomic reevaluation” and the chapter I, about the genetic
variation of H. leucotis, named: “Genetic variation within the complex Hylocharis leucotis
(Aves: Trochilidae)”.



CAPITULO |
Género Hylocharis (Aves: Trochilidae),

reevaluacion taxonomica.

INTRODUCCION

La familia de los colibries es un grupo que ha llamado la atencion debido a sus
caracteristicas tan particulares que lo hacen un modelo de estudio de gran interés. Este
grupo de aves caracteristico de la avifauna nacional, constituye uno de los que cuentan con
un mayor indice de especializacion en todo el mundo, viven exclusivamente en America y
presentan un gran polimorfismo en cuanto a su apariencia externa, pudiendo resultar su
colorido, forma y tamafio sumamente variados, encontrandose en ambientes que van desde
selvas humedas a bosques templados, zonas costeras y desiertos, aunque algunas especies

habitan solo areas geograficas muy especificas y limitadas (Torres-Chavez et al. 2000).

Estas aves forman un grupo monofilético, dentro de la familia Trochilidae, la cual
representa la segunda familia mas grande de aves en América (solo después de la familia
Tyrannidae) con aproximadamente 331 especies descritas en aproximadamente 104 géneros
(Johnsgard 1983, Gill y Gerwin 1989, Gerwin y Zink 1989, Bleiweiss et al. 1997,
Dickinson 2003).

Las clasificaciones actuales y originales de los colibries se basan, sobre todo en
caracteristicas morfoldgicas externas, como el pico y el plumaje (Gould 1861, Elliot 1879,
Boucard 1895, Hartert 1900, Ridgway 1911, Simon 1921, Peters 1945). En muchas de estas
clasificaciones, ademas de los caracteres morfologicos, se han incluido caracteres
conductuales, sobre todo de forrajeo (Feinsinger y Colwell 1978).

En un primer estudio empleando técnicas de hibridizacién de ADN (Bleiweiss et al.
1997) para 26 especies de colibries, cubriendo el rango geografico que ocupa la familia, se
lograron identificar los principales linajes dentro del grupo, dividiéndolo en dos

subfamilias: Hermits —ermitafios- y Nonhermits —no ermitafios-, como ya lo habian hecho



anteriormente Gould (1861) y Ridgway (1911), con base en caracteres morfoldgicos.
Ademas definieron en su totalidad siete clados mayores: hermits -ermitafios-, mangoes —
mangos-, coquettes —coquetas-, brilliants —brillantes-, emeralds —esmeraldas-, mountain
gems —gemas de las montafias- y bees —abejas- (Figura 1). Con este estudio se logr6 obtener
un primer marco de referencia para las relaciones filogenéticas dentro de la familia

Trochilidae utilizando caracteres moleculares.

En un estudio posterior (Bleiweiss 1998) se empled la topologia reconstruida
anteriormente (Bleiweiss et al. 1997) estableciéndose una escala de tiempo para la
radiacion de la familia Trochilidae, con estimaciones de distancias genéticas y datos del
registro fosil. Se describieron los principales eventos y fechas aproximadas de los tiempos
de divergencia para la familia, encontrando la primera radiacion entre los dos grupos
principales (ermitafios y no-ermitafios) durante el mioceno temprano (hace 17 Millones de
afios —Ma- aproximadamente). Se proponen algunas hipotesis sobre la historia evolutiva de
la familia y los procesos que dieron lugar a la diversificacion del grupo. Se propne que para
los colibries existentes, una de las principales causas de diversificacion, durante el mioceno
temprano, fue probablemente la habilidad ecoldgica generalista de la subfamilia de los no-

ermitafios, para radiar en las areas montanas Andinas y cadenas montafiosas proximas.

Posteriormente se publicé un estudio sobre la morfologia y los mecanismos de
vuelo de la familia Trochilidae (Altshuler et al. 2004) en el que se incluyé un analisis
filogenético multilocus para 43 especies de colibries y en el que se encontraron los mismos
siete clados previamente descritos, agrupados en dos subfamilias. Se realizaron varias
comparaciones entre diferentes comunidades de colibries a través de un gradiente
altitudinal, sugieren que las estrategias de forrajeo y las interacciones competitivas dentro y
entre especies varian a través del gradiente altitudinal, correlacionado con los costos de
energia del vuelo, el tamafio corporal y la forma de las alas. Se asocia esta variacion de la
masa corporal y las diferentes formas y tamafios de las alas con las colonizaciones en las

diferentes areas montanas.
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Figura 1. Topologia obtenida a partir de un anélisis de hibridizacion de ADN, para 26 especies de colibries,
en la cual se observan los principales grupos dentro de la familia Trochilidae (tomado de Bleiweiss et al.
1997).

En una revision taxonémica del género Lampornis (Garcia-Moreno et al. 2006), se
llevé a cabo una reconstruccion filogenética para 100 especies de colibries, mediante un
analisis con un gen nuclear (AK5) y un gen mitocondrial (ND2). Se esclarecieron las
relaciones filogenéticas para el género Lampornis, hasta ese momento conformado por siete
especies. Se concluy6 que la especie Lampornis hemileucus deberia ser considerada dentro
del género Oreopyra y no dentro del género Lampornis. Ademas se discute el hecho de no
haber encontrado relacion filogenética cercana entre el género Lampornis y dos especies
del género Hylocharis: Hylocharis leucotis e Hylocharis xantusii, éstas dos ultimas
formando un grupo monofilético relacionado con el género Chlorostilbon, distantes de otra

especie del género Hylocharis, incluida en el analisis (Hylocharis cyanus).



El estudio mas reciente y completo sobre las relaciones filogenéticas de la familia
Trochilidae es el realizado por McGuire et al. (2007) en el cual se presenta una filogenia
mas robusta, con 151 especies de colibries y 12 taxones como grupo externo, empleando
dos marcadores nucleares (AK1 —AKS5-, Bfib), tRNAs y dos genes mitocondriales (ND2 y
ND4). En este estudio se identifican dos clados mayores adicionales a los siete clados
propuestos con anterioridad. Estos grupos son: “topazas” (topazes) y “Patagona”, este
ultimo con la especie Patagona gigas como su unico representante (Figura 2). Sugieren que
el grupo de las “topazas” es el grupo hermano del resto de colibries, sin embargo sus
arreglos filogenéticos para este grupo en particular, no obtuvieron buenos valores de
soporte para validar ésta hipdtesis, aun asi sugieren que el grupo “topazas” representa otra
rama primaria dentro de la familia Trochilidae. Con respecto al grupo de las “esmeraldas”,
se observo el arreglo filogenético, resultando algunos géneros parafiléticos, como por
ejemplo, el caso del género Amazilia e Hylocharis.

A pesar del esclarecimiento de las relaciones filogenéticas de esta gran familia
(Trochilidae), son pocas las modificaciones taxonémicas que se han hecho a nivel genérico
y especifico, enfocandose éstos arreglos taxondmicos a las jerarquias mayores (Bleiweiss et
al. 1997, Altshuler et al. 2004, McGuire et al. 2007).

El género Hylocharis (Boie 1831), esta ubicado en el grupo de las “esmeraldas”,
para el cual se reconocen ocho especies de acuerdo a la American Ornithologist™ Union
(AOU 1998): H. grayi, H. eliciae, H. leucotis, H. xantusii, H. sapphirina, H. cyanus, H.
chrysura e H. humboldtii (Figura 3), las cuales tienen una distribucion geografica que va
desde el sur de los Estados Unidos hasta el norte de Argentina (Schuchmann 1999). Este
género es tema de discusién, ya que algunos autores no reconocen estas ocho especies
(Howell y Webb 1995, Schuchmann 1999). Como especie tipo descrita para el género

Hylocharis se designo a la especie H. sapphirina (Boie 1831).
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Ridgway (1911), en el estudio de aves de Norte y Centro América, describe a la
especie H. eliciae, como unico representante del género con dicho rango de distribucion, en
el norte y/o centro de América. Ademas describe al género Basilinna, propuesto por Boie
(1831), como género similar a Hylocharis, pero con las alas relativamente més largas,
patrones de coloracién distintos, presentando una mancha post-ocular blanca en ambos
lados de la cabeza, una mancha auricular negra, en los machos y una mancha obscura, en
las hembras. En el género Basilinna, ubica solo a dos especies: Basilinna leucotis y

Basilinna xantusii, siendo B. leucotis el tipo para la descripcién de dicho género.

Friedman et al. (1950), en una lista de la distribucion de aves de México, ubica a
tres especies, con distribucion mexicana, en el género Hylocharis: H. xantusii, H. leucotis e
H. eliciae. Su descripcion se limita a sus rangos de distribucion geogréfica y al

reconocimiento de subespecies.

Johnsgard (1983), en su descripcion de los colibries de Norte América, agrupa a 10
especies dentro del género Cynanthus (C. sapphirina, C. cyanus, C. pyropygia, C. chrysura,
C. eliciae, C. xantusii, C. leucotis, C. sordidus, C. latirostris, C. grayi), para el cual sefiala
algunas modificaciones, propuestas por autores seguidos de los estudios de Peters (1945) y
Morony et al. (1975). La primer modificacion es incluir en el género Hylocharis a las
especies: H. sapphirina, H. cyanus, H. pyropygia, H. chrysura e H. eliciae. La segunda
modificacion establece que en el género Basilinna se ubiquen a las especies: B. leucotis y
B. xantusii, ademas de ubicar en el género Cynanthus a las especies: C. sordidus y C.

latirostris y por ultimo, para el género Eucephala se incluye solo a la especie E. grayi.

Howell y Webb (1995), en la guia de aves de México, Norte y Centro América,
ubica en el género Hylocharis a la especie H. eliciae y en el género Basilinna agrupa a B.
leucotis y B. xantusii. Su descripcion se centra en las caracteristicas morfologicas de cada
especie, su habitat y especies semejantes en sus patrones de coloracién. En el caso de la
especie H. eliciae, indica que la especie con mayor semejanza morfoldgica, en México y el
norte y centro de America, es Amazilia tzacatl. Para B. leucotis, sefiala a tres especies como
sus similares en morfologia: Cynanthus latirostris, Lampornis viridipallens y Lampornis
sybillae. Para la especie B. xantusii no se sefiala ninguna especie con caracteristicas

morfoldgicas similares a parte de su grupo hermano, B. leucotis.



Schuchmann (1999), en su revision de la familia Trochilidae para el catdlogo de las
aves del mundo (Del Hoyo et al. 1999), agrupa a cinco especies en el género Hylocharis
(H. eliciae, H. sapphirina, H. cyanus, H. chrysura e H. grayi). Reconoce al género
Basilinna, el cual se conforma por dos especies: B. leucotis y B.xantusii. De acuerdo a las
caracteristicas morfoldgicas, se relaciona al género Hylocharis con mayor cercania a los
géneros: Chrysuronia, Leucocloris, Polytmus y Leucippus, todos con distribuciones en
Suramérica, excepto H. eliciae, con distribucién en el sur de México, Centroamérica y el
extremo noroeste de Colombia. Por otro lado, al género Basilinna lo relaciona, con mas
cercania, a los generos: Lampornis, Lamprolaima, Adelomyia, Phlogophilus y Clytolaema,

con distribuciones geogréficas en las tierras altas de México, Centroamérica y Surameérica.

En el estudio sobre la diversificacion del género Lampornis (Garcia-Moreno et al.
2006), se plantea una hipotesis filogenética, en la cual se incluyen a tres representantes del
género Hylocharis (H. cyanus, H. xantusii e H. leucotis). La topologia obtenida no sugiere
relacion directa entre el género Hylocharis y el género Lampornis, propuesta anteriormente
por Schuchmann (1999) con base en caracteristicas morfoldgicas, ademas de que proponen
que las especies H. xantusii e H. leucotis no sean consideradas en el género Hylocharis,

sino retomar la propuesta original del género Basilinna (Boie 1831) para estas dos especies.

En el estudio de McGuire et al. (2007) se incluyeron cuatro de las ocho especies que
conforman al género Hylocharis (H. grayi, H. sapphirina, H. eliciae e H. cyanus). Las
relaciones indican que el género Hylocharis es un grupo parafilético, relacionandose con
los géneros: Amazilia, Chrysuronia, Damophila y Lepidopyga. En un trabajo posterior
McGuire et al. (2008) se propone, en cuanto al arreglo taxondmico, que el clado en el que
esta presente H. sapphirina (tipo del género Hylocharis) junto con algunos representantes
del género Amazilia tendria prioridad nomenclatural, sin embargo sugiere que en un futuro
se pueda sinonimizar al género Amazilia con algun otro. Sefiala como irresponsable el
hecho de transferir los géneros Amazilia, Damophila, Chrysuronia y Lepidopyga al género
Hylocharis, sin evidencia de estudios mas completos en cuanto al nimero de especies

analizadas filogenéticamente.
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OBJETIVOS

Objetivo general

¢ Analizar las relaciones filogenéticas para el género Hylocharis, mediante un anélisis
con secuencias de ADN mitocondrial (ND2) y nuclear (AK1 y C-mos), incluyendo

seis de los ocho representantes del género Hylocharis, con el fin de poner a prueba
la monofilia de dicho género.

Objetivos particulares

+ Proponer arreglos taxondmicos, en caso de rechazar la hipotesis de monofilia para el
género Hylocharis.

¢ Calcular los tiempos de divergencia para los grupos encontrados en las
reconstrucciones filogenéticas.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de las muestras

Se obtuvieron tejidos de higado, corazén y/o musculo, de especies representantes de
algunos grupos identificados en la familia Trochilidae: “esmeraldas” (4 muestras), “gemas
de las montafias” (5 muestras) y “abejas” (6 muestras). Se utilizaron 62 secuencias
obtenidas de la base de datos del genbank (NCBI: www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Como
grupos externos se incluyeron dos representantes del grupo de las “coquetas” y dos
representantes del grupo de las “brillantes” (McGuire et al. 2007, tabla 1).

Protocolos de laboratorio

Se extrajo el ADN de 19 tejidos, correspondientes a especies de la familia Trochilidae,
siguiendo el protocolo para el kit de extraccion QiagenDNeasy (www.giagen.com). Se
amplifico y secuencidé un fragmento de la subunidad 2 del gen mitocondrial NADH
deshidrogenasa (ND2: 537 pares de bases, pb). Para la amplificacion del gen ND2 se
emplearon los  primers L5219: CCCATACCCCGAAAATGATG y  H6313:
CTCTTATTTAAGGCTTTGAAGGC (Sorenson et al. 1999). Se amplificé y secuencié el
fragmento completo del intron 5 del gen Adenilato Kinasa (AK5: 535 pb), los primers
empleados para su amplificacion fueron AK5b+:ATTGACGGCTACCCTCGCGAGGTG AKG6C-:
CACCCGCCCGCTGGTCTCTCC, AKS5bext: ATTGACGGCTACCCTCGCGAGGTGAAACAG Yy
AK6cext: CACCCGCCCGCTGGTCTCTCCTCG (Shapiro y Dumbacher 2001, McGuire et al.
2007). El tercer gen que se amplifico y secuencié fue el fragmento del gen nuclear
codificante para proteina C-mos (572 pb), los primers empleados en la amplificacion de
éste gen fueron F944: GCCTGGTGCTCCATCGACTGG, F1192: CCTCGGCACTATCATCATGGA,
R1341: GCCCTGTGAGTGAAGAAAGGC y R1550: GCAAATGAGTAGATGTCTGCT (Cooper y
Penny 1997). Los productos amplificados fueron purificados con placas del kit de

purificacién Millipore, adicionando agua y filtrando al vacio.

La reaccidon de secuenciacion fue realizada con el reactivo BigDye Terminator
(Applied Biosystems) y sus productos fueron purificados a través de la filtracion en
columnas con el reactivo Sephadex G50. Los productos fueron leidos en un secuenciador
automatico ABI prism 377. Todos los genes fueron secuenciados en las direcciones 5-3"y

viceversa.
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Tabla 1. Lista de especies consideradas en este estudio. En el caso de las secuencias que se obtuvieron por
medio de la base de datos del genbank, se indican los nimeros de acceso. Con un simbolo (V) se indican las
especies y los genes que fueron secuenciados en este estudio y con otro simbolo (x) se indican las especies y

los genes para los cuales no se obtuvieron muestras.

Clados principales Especies ND2 (537 C-mos (572 AKS5 (535
pb) pb) pb)
Grupo Externo Aglaeactis cupripennis AY830459 N AY830535
(Brillantes) Urosticte benjamini AY830529 N AY830604
Coquetas Adelomyia melanogenys AY830457 N AY830533
Metallura tyrianthina AY830502 N AY830577
Patagona Patagona gigas AY830510 x AY830585
Gemas de las Eugenes fulgens AY830481 DQ223957 AY830556
Montafias Heliomaster constantii v \ v
Lampornis amethystinus < DQ223947 N
Lampornis cinereicauda N DQ223951 N
Lampornis hemileucus N DQ223952 N
Lamprolaima rhami Y DQ223955 Y
Abejas Archilochus colubris AY830465 x AY830541
Atthis heloisa Y N Y
Calypte anna EU042532 N EU042450
Calypte costae EU042533 \ EU042451
Doricha eliza v N N
Selasphorus platycercus AY830522 X AY830597
Selasphorus rufus EU042590 N EU042505
Selasphorus sasin Y N Y
Esmeraldas Amazilia amabilis EU042518 X EU042436
Amazilia beryllina v N v
Amazilia candida v N v
Amazilia chionogaster AY830462 X AY830538
Amazilia decora EU042519 X EU042437
Amazilia fimbriata EU042520 X EU042438
Amazilia franciae EU042521 X EU042439
Amazilia rutila EU042522 x EU042440
Amazilia saucerrottei EU042523 x EU042441
Amazilia tzacatl EU042524 X EU042442
Amazilia versicolor EU042525 x EU042443
Amazilia viridigaster EU042526 X EU042444
Campylopterus largipennis AY830467 X AY830543
Campylopterus AY830468 x AY830544
villaviscensio
Elvira cupreiceps AY830481 X AY830553
Hylocharis cyanus EU042561 N EU042477
Hylocharis eliciae EU042562 X EU042478
Hylocharis grayi EU042563 x X
Hylocharis leucotis v DQ223956 Y
Hylocharis sapphirina EU042564 x EU042479
Hylocharis xantusii ~ N N
Klais guimeti AY830495 X AY830570
TOTAL 41 especies 41 21 40
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Andlisis de los datos

Las secuencias fueron editadas con ayuda del programa Sequencer 4.8 (Gene codes
corporation 2007) y fueron alineadas con el programa computacional Clustal X (Thompson
et al. 1997). Los alineamientos multiples para cada gen fueron analizados
independientemente y en conjunto (genes concatenados). Se llevaron a cabo los analisis
filogenéticos, a partir de los cuatro grupos de datos conformados (ND2, C-mos, AK5 y
genes concatenados).

Las reconstrucciones filogenéticas se obtuvieron mediante los métodos de maxima
parsimonia (MP), maxima verosimilitud (ML) e inferencia bayesiana (Bl). Para los analisis
de MP y ML se empled el progrma PAUP*4 (Swofford 2002). Para la reconstruccion
mediante el método de MP, se realizé una busqueda heuristica, eligiendo un arbol de inicio
via “stepwise addition” en el cual la adicion de secuencias fue al azar por medio del
método: tree-bisection-reconection (TBR). El apoyo de clados se obtuvo con 1000 réplicas
de bootstrap (Felsenstein 1985), en el caso de los andlisis de MP y ML. Por medio del
criterio de informacion de Akaike (AIC: Akaike 1973) implementado en el programa
ModelTest3.8 (Posada y Crandall 1998) se evaluaron los parametros del modelo evolutivo

que explicara mejor cada grupo de datos.

Las aproximaciones de Bl se llevaron a cabo implementando el programa
Mr.Bayesv3.0 (Huelsenbeck y Ronquist 2002). Para cada reconstruccion, en el andlisis de
Cadenas de Monte Carlo Markov Metropolis (MCMC), se emplearon cuatro cadenas, una
fria y dos calientes, durante diez millones de generaciones, muestreando cada 250
generaciones. El nimero de arboles a descartar (burnin) fue del 25% en todos los casos.

En la estimacion de tiempos de divergencia, se empled la prueba de Likelihood
Ratio Test (LRT), para identificar si las reconstrucciones obtenidas a partir de los anlisis
de BI, se ajustaban a un modelo de reloj molecular. Posteriormente se corrigieron las tasas
de heterogeneidad entre linajes a través de un andlisis de verosimilitud penalizada
(penalized likelihood, PL) estimando el valor de “smoothing” o valor de penalizacion

(valor para suavizar dicha tasa de heterogeneidad) implementando el programa r8s1.71
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(Sanderson 2002, 2003). La técnica de PL ajusta los datos a partir del valor de penalizacion,
ademas de poder fijar un punto de calibracion, para lo cual se considero el dato de 12
millones de afios (Ma) de edad aproximada (11.67-12.27 Ma) para la representacion de la
divergencia entre el clado de las “brillantes” y las “coquetas” (grupos andinos) basados en
el estudio de Bleiweiss (1998), en el cual se establece una escala temporal para la radiacion
de la familia Trochilidae, mediante un analisis de distancias genéticas y calibraciones
hechas a partir del registro fosil. Se estimaron los tiempos del ancestro comun mas reciente
(MRCA) para los nodos elegidos, en cada reconstruccion filogenética mediante los anélisis

de inferencia bayesiana (genes por separado: ND2, C-mos, AK5 y genes concatenados).

RESULTADOS

Los estimados de los pardmetros de frecuencias nucleotidicas, sitios conservados, sitios
variables e informativos, asi como el modelo evolutivo elegido para cada grupo de datos, se
muestra en la tabla 2. El gen con mayor proporcion de sitios variables e informativos fue
ND2, mientras que el gen nuclear C-mos obtuvo la proporcién de sitios informativos méas
baja. La frecuencia nucleotidica para los grupos de datos, de mayor proporcion, fue
citocina, excepto en el caso del grupo de datos para el gen C-mos, el cual presentd mayor

frecuencia de guanina.

Los principales grupos que se identificaron para las 41 especies empleadas en este
trabajo, de acuerdo a la reconstruccion de inferencia bayesiana para los genes concatenados

fueron: “brillantes” (grupo externo), “coquetas”, “Patagona”, “gemas de las montafias”,

“abejas” y “esmeraldas” (Figura 4).

Las topologias obtenidas a partir de los analisis de MP, ML y BI de cada gen se
presentan anexos en el Apéndice I. La reconstruccion filogenética de Bl para el grupo de
datos de genes concatenados se muestra en la figura 5. Se observa que el género Hylocharis
no representa un grupo monofilético, asi mismo se presenta el mismo caso en las
reconstrucciones filogenéticas mediante los métodos de MP y ML (Figura 6 y 7

respectivamente).
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Tabla 2. Numero de pares de bases (pb) para cada gen, sitios conservados (SC), sitios variables (SV), sitios
informativos (SI), modelo evolutivo (ME) y frecuencias nucleotidicas estimadas (adenina=A, citocina=C,

guanina=G, timina=T).

Gen pb | SC %(pb) SV %(pb) | Sl %(pb) ME Frecuencias nucleotidicas

A C G T
ND2 537 | 50.65(272) | 49.35 (265) | 41.53 (223) | TVM+I+G | 0.31 | 0.33 | 0.12 | 0.24
C-mos 572 | 88.46 (506) | 11.54(66) | 5.77(33) | TrN+I+G | 0.24 | 0.28 | 0.30 | 0.18
AK5 535 | 75.70 (405) | 24.30(130) | 12.71(68) | TrN+I+G | 0.20 | 0.32 | 0.28 | 0.20
concatenados | 1650 | 72.06 (1189) | 27.94 (461) | 19.64 (324) | TVM+I+G | 0.22 | 0.31 | 0.25 | 0.22

Urosticte benjamini | BRILLANTE
L Aglaeactis cupripennis ;

Patagona gigas

Lamprolaima rhami
Eugenes fulgens
Heliomaster constantii
Lampornis hemileucus
Lampornis amethystinus
Lampornis cinereicauda
Archilochus colubris

Selasphorus platycercus

Atthis heloisa

Doricha eliza

Calypte anna

Calypte costae

Selasphorus sasin

Selasphorus rufus

Hylocharis xantusii
Hylocharis leucotis

Klais guimeti
Campylopterus villaviscensio
Campylopterus largipennis
Elvira cupreiceps

Amazilia rutila

Amazilia tzacatl

Amazilia viridigaster
Amazilia beryllina

Amazilia saucerrottei
Amazilia fimbriata
Hylocharis sapphirina
Amazilia chionogaster
Hylocharis grayi

Amazilia versicolor
Amazilia franciae

Amazilia amabilis

Amazilia decora

Amazilia candida
Hylocharis cyanus
Hylocharis eliciae

Adelomyia melanogenys
—  etuilura tyrianthina| COQUETAS

GEMAS DE LAS MONTANAS

Figura 4. Principales grupos identificados en la reconstruccién filogenética de inferencia bayesiana para el

grupo de datos de genes concatenados (ND2, C-mos y AKS5) de 41 especies de la familia Trochilidae.
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Lampornis cinereicauda

Heliomaster constantii

- e Lamprolalma rhami

Eugenes fulgens
_1E Selasphorus sasin

Selasphorus rufus
{Calypto anna

0.95 Calypte costae

Doricha eliza

Atthis heloisa

— Selasphorus platycercus
Archilochus colubris

| pe Hylocharis xantusii

ke Hylocharis leucotis

rP
©
o

0.99
‘_iﬁl_ Campylopterus villaviscensio
Cor .y

Klais guimeti

¢ vt g e
Elvira cupreiceps
Amazilia chionogaster

Hylocharis sapphirina

Amazilia fimbriata
Hylocharis eliciae
Hylocharis cyanus
Amazilia candida
Amazilia decora

Amazilia amabilis
Amazilia franciae

0.02

Amazilia versicolor
Hylocharis grayi
Amazilia rutila
Amazilia tzacat!
U':EI_ Amazilia beryllina
: Amazilia saucerrottei
\— Amazilia viridigaster

0.96

_1|_ Adelomyia melanogenys
Metallura tyrianthina

Figura 5. Reconstruccion filogenética para 41 especies de colibries, con base en un andlisis de genes

concatenados (ND2, C-mos, AK5) , resultado de un consenso bayesiano. Las ramas correspondientes a las

especies del género Hylocharis se presentan en color rojo. Se indican los valores de probabilidad posterior

mayores a 0.95.
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100 g (/rosticte benjamini
R Aglaeactis cupripennis
Patagona gigas
0 pes | amiprolaima rhami
e— Fugenes fulgens
100 g HyloCharis xantusii
M Hylocharis leucotis
56 [ Lampornis hemileucus
|_W: Lampornis amethystinus
Lampornis cinereicauda
Heliomaster constantii
i _5“= Selasphorus sasin
63 Selasphorus rufus
56 Calypte anna
Atthis heloisa
Selasphorus platycercus
Calypte costae
Doricha eliza
Archilochus colubris
& Klais guimeti
Campylopterus villaviscensio
Campylopterus largipennis
Elvira cupreiceps '
56 68 Hylocharis eliciae
Amazilia amabilis
Amazilia decora
Amazilia candida
9 2 Amazilia fimbriata
Hylocharis cyanus
Amazilia franciae
Amazilia versicolor
Amazilia tzacatl
Amazilia chionogaster
Amagzilia viridigaster
Amazilia rutila
Amazilia beryllina
Amazilia saucerrottei
Hylocharis sapphirina

e Adelomyia melanogenys
R etallura tyrianthina

B1

81

Figura 6. Reconstruccion filogenética para 41 especies de colibries, con base en un analisis de maxima
parsimonia con genes concatenados (ND2, C-mos, AK5) , resultado de un consenso de mayoria. Las ramas
correspondientes a las especies del género Hylocharis se presentan en color rojo. Se indican los valores de

bootstrap mayores a 50.
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- Lampornis cinereicauda
k Lampornis hemileucus
_92= Calypte anna
Calypte costae
— Selasphorus sasin
62 Selasphorus rufus
it Selasphorus platycercus
Atthis heloisa
58 Doricha eliza
Archilochus colubris
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Patagona gigas
Heliomaster constantii
100 Eugenes fulgens
100 prs Hylocharis xantusii
b Hylocharis leucotis
o l_%l:. Campylopterus villaviscensio
{ Campylopterus largipennis
Klais guimeti
Elvira cupreiceps

71 Amazilia versicolor
_nl_: Amazilia franciae
Hylocharis grayi
100 60 pre— Amazilia rutila
b Amazilia tzacat!
88 Amazilia beryllina

Amazilia saucerrottei
Amazilia viridigaster

5 67 Hylocharis sapphirina

_l_: Amazilia chionogaster
Amazilia fimbriata

Amazilia decora
Amazilia amabilis
62 Hylocharis cyanus
Amazilia candida
Hylocharis eliciae
100y etallura tyrianthina
b Adelomyia melanogenys

62

100
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Figura 7. Reconstruccion filogenética para 41 especies de colibries, con base en un andlisis de maxima
verosimilitud con genes concatenados (ND2, C-mos, AK5) , resultado de un consenso de mayoria. Las ramas
correspondientes a las especies del género Hylocharis se presentan en color rojo. Se indican los valores de

bootstrap mayores a 50.
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La reconstruccién filogenética con menor resolucién en cuanto a grupos formados,
se presentd en el resultado de maxima parsimonia. Se observan los grupos externos,
conformados por las especies del grupo de las “brillantes” (Agleactis cupripennis y
Urostice benjamini), ademas de las dos especies representantes del grupo de las “coquetas”
(Adelomyia melanogenys y Metallura tyrianthina). Sin embargo, dentro del grupo interno
(“gemas de las montafias”, “abejas” y “esmeraldas”) los grupos no estan bien definidos. En
el caso de las “gemas de las montafias”, la especie Heliomaster constantii se relaciona con
el grupo de las “abejas” y no con el resto de especies de este grupo (género Lampornis,
Lamprolaima rhami y Eugenes fulgens). En el grupo de las “abejas” se observa que los
géneros Selasphorus y Calypte no presentan monofilia, ademas de encontrar el mismo caso
en el grupo de las “esmeraldas” para los géneros Amazilia e Hylocharis. Referente al
género Hylocharis, resalta el grupo formado por las especies H. leucotis e H. xantusii,
presente en todas las recontrucciones filogenéticas, sin embargo en el caso de la
reconstruccion de maxima parsimonia, no se agruparon estas dos especies junto con el

grupo de las esmeraldas, al cual corresponden.

Para la reconstruccion filogenética mediante maxima verosimilitud, se encontraron
ademas del grupo externo (“brillantes”) y grupo de las “coquetas”, dos principales clados,
uno de los cuales agrupo a las especies de las “abejas” y las “gemas de las montafias”. En
éste Gltimo grupo no se lograron resolver con claridad sus relaciones, ya que las especies
Eugenes fulgens, Lamprolaima rhami y Heliomaster constantii formaron una politomia
junto con el grupo conformado por el género Lampornis y el grupo conformado por las
especies representantes de las “abejas”. En el grupo de las “esmeraldas” se observd de
nuevo a los géneros Amazilia e Hylocharis, como parafiléticos, siendo el clado méas basal

de las “esmeraldas”, el conformado por las especies H. leucotis e H. xantusii.

La reconstruccion filogenética mediante el criterio de inferencia bayesiana, mostro
un resultado maés claro, en cuanto a interpretacion de las relaciones filogenéticas en cada
grupo. Sin embargo, también se hallaron algunas incongruencias. ElI género Amazilia e
Hylocharis, en el grupo de las “esmeraldas”, representan al igual que en las

reconstrucciones anteriores, grupos parafiléticos.
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Los géneros Hylocharis y Amazilia, presentan las mismas relaciones filogenéticas,
tanto en el andlisis de maxima verosimilitud como en el analisis de inferencia bayesiana. Se
relaciona la especie H. eliciae e H. cyanus con la especie A. candida, asi mismo, se
relaciona a la especie H. sapphirina con las especies A. chionogaster y A. fimbriata y por
ultimo se relaciona a la especie H. grayi con las especies A. versicolor y A. franciae. En
ambos casos, los clados obtienen altos valores de bootstrap (>50, Felsenstein 1985) y altos

valores de probabilidad posterior (>0.95, Huelsenbeck y Ronquist 2002).

Con base en las reconstrucciones filogenéticas, bajo el criterio de inferencia
bayesiana, para las correcciones de tasas de heterogeneidad en el analisis de verosimilitud
penalizada (PL), se obtuvieron los valores de “smoothing” (valor de penalizacién) para
cada grupo de datos (Tabla 3). La estimacion de los tiempos de ancestro comun mas
reciente (MRCA) se calcularon para ciertos grupos indicados en cada reconstruccion
filogenética (Figuras 8-11, Tablas 4-7).

Tabla 3. Valores de smoothing (valor de penalizacion) para cada grupo de datos en el analisis de

verosimilitud penalizada (PL).

Gen Valor de smoothing (L)
ND2 0.63
C-mos 4.0
AK5 2.5
Concatenados 1.0
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Tabla 4. Tiempos de divergencia estimados en la reconstruccion filogenética con el método de inferencia

bayesiana, para el gen nuclear C-mos. El nimero de nodos corresponde a aquellos especificados en la

topologia. Ma=millones de afios.

Nodos Ancestro comun mas reciente (mrca) Ma

Punto de calibracién (PC) Brillantes 12.0
1 Coquetas vs gemas de las montaias, abejas y esmeraldas 8.77

2 Coquetas 5.84

3 Género Lampornis (Gemas de las Montafas) 3.21

4 L. cinereicauda vs L. amethystinus 2.17

5 Abejas 1.59

6 Hylocharis vs H. leucotis e H. xantusii 5.10

7 H. leucotis e H. xantusii 2.27

pr—Aglaeactis cupripennis

Urosticte benjamini

_r Doricha eliza
Calypte costae

= Calypte anna

PC 5 Atthis heloisa

: > Selasphorus sasin

Selasphorus rufus

Eugenes fulgens

Lampornis hemileucus

4 Lampornis amethystinus

Lampornis cinereicauda

Lamprolaima rhami

Heliomaster constantii

Amazilia beryllina
Amazilia candida

—() 6 Hylocharis cyanus

7 Hylocharis xantusii

Hylocharis leucotis

2 Metallura tyrianthina

_L Adelomyia melanogenys

Figura 8. Reconstruccion filogenética con el método de inferencia bayesiana para el gen C-mos, en el que se

resaltan los nodos numerados, para los cuales se obtuvieron los estimados de tiempos de divergencia. PC,

corresponde al punto de calibracion que se fijé en el andlisis (12 Ma).
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Tabla 5. Tiempos de divergencia estimados en la reconstruccion filogenética con el método de inferencia

bayesiana, para el gen nuclear AK5. El ndmero de nodos corresponde a aquellos especificados en la

topologia. Ma=millones de afios.

Nodos Ancestro comuiin mas reciente (mrca) Ma
Punto de calibracién (PC) Brillantes 12.0
1 Patagona vs abejas 5.03
2 H. leucotis e H. xantusii 2.28
3 Gemas de las montaias 4.39
4 L. cinereicauda vs L. amethystinus 1.95
5 Esmeraldas 5.51
6 Hylocharis vs Amazilia 2.09
7 Coquetas 4.57
__: Urosticte benjamini
Aglaeactis cupripennis
Patagona gigas
1 5 Calypte costae
l— Archilochus colubris
Doricha eliza
Selasphorus piatycercus
Calypte anna
Atthis heloisa
Selasphorus rufus
Selasphorus sasin
— Heliomaster constantii
= Lamprolaima rhami
3 L Eugenes fulgens
= | ampornis hemileucus
X t) 1 4Q Lampornis amethystinus
Lampornis cinereicauda
2 Hylocharis xantusii
Hylocharis leucotis
= Amagzilia versicolor
= Amazilia franciae
= Hylocharis cyanus
[ = Amazilia fimbriata
e Amazilia candida
Amazilia decora
—Emﬂma amabilis
Hylocharis eliciae
6 Amazilia chionogaster
_‘<L Amazilia saucerrottei
= Amazilia beryllina
Amazilia rutila
= Amazilia viridigaster
= Amazilia tzacatl
_5< ) b Hylocharis sapphirina
Elvira cupreiceps
Klais guimeti
Campylopterus villaviscensio
— Campylopterus largipennis

_TEME!SHUB tyrianthina
Adelomyia melanogenis

Figura 9. Reconstruccién filogenética con el método de inferencia bayesiana para el gen AKS5, en el que se

resaltan los nodos numerados, para los cuales se obtuvieron los estimados de tiempos de divergencia. PC,

corresponde al punto de calibracion que se fijo en el analisis (12 Ma).
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Tabla 6. Tiempos de divergencia estimados en la reconstruccién filogenética con el método de inferencia

bayesiana, para el gen mitocondrial ND2. EI nimero de nodos corresponde a aquellos especificados en la

topologia. Ma=millones de afios.

Nodos

Ancestro comun mas reciente (mrca) Ma

Punto de calibracién (PC)

Brillantes 12.0

1 Patagona vs gemas de las montafias y abejas 7.60

Gemas de las montafias vs abejas 6.69

L. cinereicauda vs L. amethystinus 1.76

Abejas 3.22

H. leucotis e H. xantusii 1.23

Esmeraldas 7.55

Coquetas vs gemas de las montaias, abejas y esmeraldas

10.34

Hylocharis vs Amazilia 5.07

O[N] |WIN

H. grayi vs H. eliciae, H. sapphirina e H. cyanus 4.38

Urosticte benjamini

Aglaeactis cupripennis

Patagona gigas

—

Eugenes fulgens

= Lampornis hemileucus

Empomfs amethystinus
Lampornis cinereicauda

Heliomaster constantii

PC

Lamprolaima rhami

a Archilochus colubris
e Atthis heloisa
Doricha eliza

P Sefas;ehorus platycercus
= Selasphorus rufus
b Selasphorus sasin

_r Calypte anna
Calypte costae

5

Q_ Hylocharis xantusii
Hylocharis leucotis
= Amazilia viridigaster

|_: Amazilia beryllina

Amazilia saucerrottei
Amazilia tzacat!
Amazilia rutila
Amazilia franciae
Amazilia versicolor
Hylocharis grayi
— Amazilia fimbriata

1 { Hylocharis sapphirina
Amazilia chionogaster
— e s
Amazilia amabilis
[— Amazilia candida

1 I Hylocharis eliciae
Hylocharis cyanus

Klais guimeti

Elvira cupreice

Campyilopterus largipennis

L — r
Campylopterus villaviscensio

Metallura tyrianthina

_:Ade}om yia melanogenys

Figura 10. Reconstruccidn filogenética con el método de inferencia bayesiana para el gen ND2, en el que se

resaltan los nodos numerados, para los cuales se obtuvieron los estimados de tiempos de divergencia. PC,

corresponde al punto de calibracién que se fijé en el andlisis (12 Ma).
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Tabla 7. Tiempos de divergencia estimados en la reconstruccion filogenética con el método de inferencia
bayesiana, para el grupo de datos concatenados (ND2, C-mos, AK5). EI nimero de nodos corresponde a

aquellos especificados en la topologia. Ma=millones de afios.

Nodos Ancestro comun mas reciente (mrca) Ma
Punto de calibracién (PC) Brillantes 12.0
1 Coquetas vs gemas de las montafias, abejas y esmeraldas 9.33
2 Patagona vs gemas de las montaias y abejas 6.97
3 Gemas de las montafias 5.82
4 Gemas de las montaias vs abejas 6.48
5 L. cinereicauda vs L. amethystinus 2.13
6 Abejas 2.54
7 Esmeraldas 6.81
8 H. leucotis e H. xantusii 1.74
9 Hylocharis vs Amazilia 3.59
10 H. sapphirina vs H. grayi, H. eliciae e H. cyanus 3.34
11 H. grayi vs H. eliciae e H. cyanus 2.98
12 Coquetas 6.07
Aglaeactis cupripennis
Urosticte benjamini
Patagona gigas
Eugenes fulgens
Lamprofafma rhami
Heliomaster constantii
Lampom!s hemileucus
Lampornis cinereicauda
PC Lampornis amethystinus
 ——0 Archilochus colubris
Doricha eliza
—— Atthis heloisa
l— Selasphorus platycercus
_ESeIasphorus rufus
Selasphorus sasin
_E Calypte costae
Calypte anna
8 Hylocharis leucotis
Hylocharis xantusii
7 Klais guimeti
_L: Campylopterus largipennis
Campylopterus villaviscensio
Elvira cupreiceps
Amazilia tzacat!
Amazilia rutila
1 — Amazilia viridigaster
_C) g | [ Amazilia saucerrottei
Amazilia beryllina

Amazilia fimbriata

Amazilia chionogaster
Hylocharis sapphirina
Hylocharis grayi
Amazilia franciae
Amazilia versicolor
Amazilia decora

Amatzilia amabilis
Amazilia candida
Hylocharis eliciae
Hylocharis cyanus

10

Ummyfa melanogenyis
Metallura tyrianthina
Figura 11. Reconstruccion filogenética con el método de inferencia bayesiana para el grupo de datos de genes
concatenados (ND2, AK5, C-mos), en el que se resaltan los nodos numerados, para los cuales se obtuvieron

los estimados de tiempos de divergencia. PC, corresponde al punto de calibracion que se fijo en el analisis (12

Ma).
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El tiempo de divergencia para el grupo de las “coquetas” contra el grupo de las
“gemas de las montafias”, “abejas” y “esmeraldas” fue alrededor de 10.34~8.77 Ma. Para el
grupo de las “abejas” la edad estimada fue alrededor de 3.22~1.59 Ma. La estimacion para
el clado de las “coquetas” fue alrededor de 6.07~4.57 Ma, y la edad para el clado
conformado por las especies L. cinereicauda vs L. amethystinus fue calculado entre
2.17~1.76 Ma. Para la edad del grupo H. leucotis e H. xantusii el estimado fue alrededor de
2.28~1.23 Ma. El grupo de las “esmeraldas” obtuvo un estimado de ancestro comdn mas
reciente alrededor de 7.55~5.10 Ma. Se llevaron a cabo los célculos de tiempos de
divergencia para cada grupo de datos, con el fin de obtener intervalos en los estimados de
los tiempos, ya que éste analisis implementado en el programa computacional r8s1.71
(Sanderson 2002, 2003) no indica intervalos de confianza, sino que muestra un solo valor
para grupo sefialado. EI aumento en el intervalo de edades obtenidas en general, puede ser
el resultado de las diferencias en el nimero de taxones empleados para cada reconstruccion
(C-mos: 21 taxones, AK5: 40 taxones, ND2: 41 taxones y concatenados: 41 taxones), a las
diferencias en las tasas de evolucion para cada gen y entre los distintos grupos identificados
en la familia Trochilidae, ademas cabe sefialar que los estimados de tiempos de divergencia
corresponden a intervalos de edades minimas. Sin embargo los resultados obtenidos a partir
del célculo de ancestro comun més reciente, pueden ser de utilidad para una aproximacion

en la descripcion de posibles eventos de especiacion.

DISCUSION

Se presento evidencia molecular para la reevaluacion del género Hylocharis, mediante un
analisis con tres marcadores moleculares de evolucion independiente (ND2, C-mos, AKS5).
Se evaluaron las relaciones filogenéticas de este género, con seis de las ocho especies
reconocidas por el AOU (1998). Los resultados apoyan la propuesta de Boie (1831), quien
reconoce al género Basilinna, hipdtesis apoyada posteriormente por Ridgway (1911) y
recientemente por Howell y Webb (1995), Schuchmann (1999) y Garcia-Moreno et al.
(2006), representado por el grupo monofilético conformado por las especies H. leucotis e
H. xantusii. Los altos valores de bootstrap en el anélisis de parsimonia y verosimilitud, en

conjunto con las altas probabilidades posteriores de la inferencia bayesiana apoyan la
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monofilia de H. leucotis e H. xantusii, para lo cual existe la alternativa de un arreglo
taxonémico, referente a la propuesta del considerar a estas dos especies en el género
Basilinna. Una de las principales caracteristicas morfoldgicas que se considerd, para la
definicion de este género (Boie 1831), fue la mancha blanca que presentan estas dos
especies en la parte posterior ocular, la cual no esta presente en las especies restantes del
género Hylocharis. Se describe al género Basilinna como similar al género Hylocharis,
pero con diferencias en las longitudes alares y con marcadas diferencias en sus patrones de
coloracion (Ridgway 1911). Sin embargo, el hecho de definir a un género, como el caso de
Basilinna, tomando s6lo en cuenta caracteres morfoldgicos, como la mancha postocular
blanca, puede resultar ambiguo, si se toma en cuenta que ciertas caracteristicas
morfoldgicas pueden estar reflejando presiones de seleccidn o resultados de convergencias
en especies alejadas filogenéticamente, es por esto que se da énfasis en los analisis con

caracteres alternativos, en este caso, caracteres moleculares.

Sin embargo, se observan algunas incongruencias en relacion al resto de los géneros
representantes del grupo de las “esmeraldas”. Los géneros Hylocharis y Amazilia no
representan grupos monofiléticos, como ya se habia encontrado en estudios anteriores
(Altshuler et al. 2004, McGuire et al. 2007). El género Selasphorus y Calypte, presentan en
la mayoria de las reconstrucciones filogenéticas, parafilia. Se presentan nuevos problemas a
resolver desde el enfoque taxondmico de este grupo, principalmente en el grupo de las

“esmeraldas”.

El grupo conformado por las especies Amazilia chionogaster, Amazilia fimbriata e
Hylocharis sapphirina tendrian prioridad nomenclatural para conservar el nombre del
género Hylocharis, ya que la especie tipo de éste género es H. sapphirina (Boie 1831). En
el caso de Amazilia, el grupo con prioridad nomenclatural seria el que incluya a la especie

Amazilia rutia, siendo esta la especie tipo para la designacion del género (Lesson, 1843).

En el caso del grupo de las “abejas”, las agrupaciones no son tan claras para los
géneros Calypte y Selasphorus, ya que la topologia no es congruente en la mayoria de las
reconstrucciones filogenéticas, en su mayoria se presenta una politomia en las relaciones

filogenéticas en éste grupo.
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Dentro del grupo de las “esmeraldas”, se distingue el clado conformado por las
especies: Hylocharis cyanus, Hylocharis eliciae, Amazilia candida, Amazilia amabilis y
Amazilia decora, para el cual se podria considerar retomar la propuesta de incluir a estas
especies dentro del género Trochilus (Linnaeus 1758), género monotipico conformado por
la especie Trochilus polytmus.

Con respecto a la estimacion de tiempos de divergencia, se pueden apoyar varias
hipdtesis para la familia Trochilidae. En el caso de la divergencia del grupo monofilético:
H. leucotis e H. xantussi (2.28~1.23 Ma, estimado de edades minimas), podria explicarse
como el resultado de un proceso de vicarianza debido a la separacién de la peninsula de
Baja California del bloque de masa continental hace unos 5.5 Ma aproximadamente, dando
paso a la insercion del mar de Cortés (Riddle et al. 2000). Las poblaciones sufrieron una
separacion, las cuales lograron su aislamiento después de periodos de especiacion, dando

lugar a la monofilia de éste grupo.

Los géneros representantes del grupo de las “gemas de las montafias”: Lampornis y
Eugenes, con un origen durante el plioceno tardio, al igual que el género Archilochus,
representante del grupo de las “abejas” (Bleiweiss 1998), resultaron en estimados que
corroboran lo anterior. En el caso del grupo de las “gemas de las montafias” el tiempo de
divergencia calculado fue alrededor de 5.82 Ma y para el grupo de las “abejas” fue entre
3.22 y 1.59 Ma, por lo que se sugiere que en éste periodo diversifico el grupo de las “gemas
de montafias”, sobre todo en centro y Norteamérica. La reconstruccion filogenética
obtenida muestra concordancia con las areas de distribucion de los principales grupos,
retomando la idea de la posible radiacion de la familia en Suramérica. Las “brillantes” y
“coquetas” con distribuciones principalmente en el sur del continente, el grupo de las
“gemas de las montafias” con distribuciones en centro y Norteamérica, el grupo de las
“abejas” en su mayoria con presencia en Norteamérica y el grupo de las “esmeraldas” en el
norte, el centro y en el sur del continente. Algunas especies con distribuciones
mesoamericanas (p.e., H. leucotis, E. fulgens, A. heloisa) lograron diversificarse después de
algunos eventos de actividad volcénica, durante el periodo en el cual se formaron dos
importantes arcos volcanicos: la Sierra Madre Occidental y la faja volcénica Trans-

Mexicana, ésta con gran actividad durante el Mioceno tardio (11~7 Ma, Ferrari et al. 2000).
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La gran vagilidad que presenta esta familia es una ventaja que se vio reflejada por la
poca influencia que tuvo el levantamiento de Panama en las multiples invasiones desde el
sur al centro y norte del continente, sobre todo de las especies norteamericanas con
movimientos migratorios de largas distancias (p.e., Archilochus colubris). Los cambios
climaticos, eventos oceanicos, procesos biogeograficos y ecolégicos como producto de
estos eventos tectonicos a gran escala (Coates y Obando, 1996) fueron factores cruciales en

la diversificacion de varios géneros (p.e. Lampornis, Garcia-Moreno et al. 2008).

La especie Adelomyia melanogenys, representante del grupo de las “coquetas”, con
distribucion en Suramérica, presenta un patron de distribucion geogréfica peculiar a lo
largo de los Andes ecuatorianos, se propone que debido a un evento de actividad tectdnica
se produjo la separacion de una cadena montafiosa en las dos cordilleras mayores durante el
Mioceno tardio (5.5 Ma, Chaves et al. 2007). De acuerdo a los datos obtenidos en éste
estudio, la divergencia del clado de las “coquetas”, también representado por la especie
Metallura tyrianthina (6.07~4.57 Ma), concuerda con la hipotesis descrita referente a la

actividad volcanica en Suramérica.

Es importante tomar en cuenta que el presente estudio incluye solo seis de las ocho
especies pertenecientes al género Hylocharis, por lo que las propuestas taxondmicas que se
han hecho deberan considerarse posteriormente cuando se logren obtener muestras de las
dos especies para las cuales no se pudieron obtener muestras (Hylocharis chrysura e
Hylocharis humboldii). Sin embargo, esto no resta importancia al hecho de corroborar la
parafilia del genero Hylocharis y Amazilia, reconocer la monofilia del grupo conformado
por H. leucotis e H. xantusii e incorporar once especies, la mayoria presentan con
distribucion mexicana, en el presente estudio (“gemas de las montafias”: Heliomaster
constantii, Lampornis amethystinus, Lampornis cinereicauda, Lamprolaima rhami,
“abejas”: Atthis heloisa, Doricha eliza, Selasphorus sasin, “esmeraldas”: Amazilia
beryllina, Amazilia candida, Hylocharis leucotis, Hylocharis xantusii), las cuales no se
habian tomado en cuenta en la reconstruccion filogenética mas completa hasta el momento,
de la familia Trochilidae (McGuire et al. 2007).
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CONCLUSIONES

e EI género Hylocharis representa un grupo parafilético, al igual que los géneros:

Amazilia, Selasphorus y Calypte.

e Se propone retomar al genero Basilinna, e incluir a las especies H. leucotis e H.
xansutii, como aquellas que conformen a dicho género, esto apoyado por los altos
valores de soporte, obtenidos en todas las reconstrucciones filogenéticas en el presente

estudio.

e Los tiempos de divergencia estimados, apoyan ciertas hipétesis sobre los posibles

eventos que han dado origen a la gran diversidad de especies en la familia Trochilidae.

e El clado en el que se agrupan a las especies Hylocharis sapphirina y Amazilia rutila,
tendrén prioridad nomenclatural, al ser éstas las especies tipo en la definicion de los

géneros a los cuales pertenecen.

e Se promueve el uso de caracteres moleculares en el esclarecimiento de las relaciones
filogenéticas para la familia Trochilidae, ya que las clasificaciones actuales, hechas con
base en caracteristicas morfoldgicas, pudieran fallar en la representacion de grupos
naturales, debido a las ambiguedades que representan los caracteres morfolégicos.

e Se recomienda hacer un esfuerzo en la busqueda de las muestras faltantes en el estudio,

correspondientes al genero Hylocharis (H. chrysura e H. humboldtii) para definir los

cambios taxonémicos definitivos.
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CAPITULO Il
Variacion genética dentro del complejo

Hylocharis leucotis (Aves: Trochilidae)

INTRODUCCION

La variaciéon geografica, se manifiesta con la diferenciacion fenotipica y genotipica entre
las poblaciones, con relacion a su distribucion geografica (Hillis et al. 1996, Weir 1996,
Futuyma 1998). La estructuracién geografica de una especie, puede llegar a ser muy simple
(p.e., en el caso de contar con altos niveles de flujo genético) o puede ser muy compleja
(p.e., en ambientes con fuerte actividad volcénica), logrando de ésta forma describir los
eventos historicos que han dado lugar a dicha variacion (Dominguez-Dominguez y
Véazquez-Dominguez 2009). En ocasiones puede no existir evidencia de variacion en la
morfologia, por lo que éste hecho enfatiza la importancia de incluir caracteres alternativos
para esclarecer las relaciones filogenéticas, de los cuales una alternativa es el uso de
caracteres moleculares, empleados en el presente estudio (genes mitocondriales), la cual ha
ido en ascenso por ser una herramienta de gran utilidad para revelar los patrones de
variacion genética relacionados con la distribucion geogréfica, la taxonomia y la evolucion
de las especies (Ibafiez-Hernandez 2000). El uso adecuado de caracteres moleculares puede
ser de gran ayuda en el analisis de los componentes historicos y la distribucion espacial de

linajes de genes dentro y entre especies estrechamente relacionadas (Avise 2000).

Particularmente los marcadores mitocondriales han sido empleados con mayor
frecuencia para estudios de variacion genética, debido a las caracteristicas que los
diferencian de los marcadores nucleares como: acumulacién de sustituciones y mutaciones
10 veces mas rapida que el ADN nuclear (Allen y Omland 2003), su genoma es haploide,
se replica independientemente, son heredados por via materna, no presentan recombinacion
y no son objeto de transferencia horizontal de genes (Bermingham y Moritz 1998, Avise
2000).
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La riqueza de informacion que proporciona el ADN mitocondrial, con el objetivo de
explicar los patrones de variacion individual a nivel de poblacion, es de gran utilidad al
incorporar anélisis de genética de poblaciones, teniendo como resultados estudios mas
robustos sobre los procesos que gobiernan la distribuciéon geografica de los linajes, su
dindmica poblacional y los eventos de especiacion (Zink 1997, Avise et al. 1987, Avise
2000). Sin embargo se deben considerar las limitaciones que implica el uso exclusivo de
ADN mitocondrial, como es el caso de la introgresion mitocondrial entre especies
relacionadas o poblaciones conespecificas, diferentes tasas de evolucion en diferentes sitios
del genoma, presiones de seleccidn en genes especificos, entre otros (Ballard y Whitlock
2004).

Los estudios filogeograficos, enfocados a estudiar los principios y procesos que
gobiernan la distribucion geografica de los linajes genealogicos, han sido ampliamente
usados en el estudio de vertebrados en México y mesoamérica (p.e., anfibios, reptiles,
mamiferos y aves), principalmente con el objetivo del reconocimiento y establecimiento de
los limites entre las especies, con implicaciones taxonémicas y aplicaciones en la biologia
de la conservacion y manejo de especies (Avise et al. 1987, Avise 2000, Dominguez-

Dominguez y Vazquez-Dominguez 2009).

Los patrones filogeogréaficos encontrados en poblaciones de aves montanas con
distribucién mesoamericana, presentan en su mayoria, niveles altos de estructuracion
genética, mostrando por ejemplo, separacion de las poblaciones al este y oeste de México
(Sierra Madre Oriental, Sierra Madre Occidental) y al este y oeste del Istmo de
Tehuantepec (Melanerpes formicivorus: Benitez-Diaz 1993, Aulacorhynchus: Navarro et
al. 2001, Puebla-Olivares et al. 2008, Chlorospingus ophthalmicus: Garcia-Moreno et al.
2004, Bonaccorso et al. 2008, Lampornis: Garcia-Moreno et al. 2006, Buarremon: Cadena
et al. 2007, Mila et al. 2007, Navarro-Siglienza et al. 2008, Cyanolyca: Bonaccorso 2009,
Campylorhynchus rufinucha: Vazquez-Miranda et al. 2009, Lepidocolaptes affinis:
Arbeldez-Cortés et al. 2010).
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Patrones filogeograficos similares se han encontrado en otros grupos de vertebrados
en México. El caso del género Habromys (Rodentia) en mamiferos, en el cual se presentan
dos casos en los que se propone la separacion de estas especies en dos linajes
independientes para cada una, correspondientes a los grupos presentes en la Sierra Madre
Oriental y la Sierra Mazateca en Oaxaca (Habromys simulatus), y el caso de la especie
Habromys lophurus con linajes independientes correspondientes a las tierras altas de
Chiapas y Guatemala separados de las tierras altas de El Salvador (Ledn-Paniagua et. al
2006), asi como otros estudios que presentan patrones filogeograficos con altos niveles de
estrucutracion geografica (Rodentia: Sullivan et al. 2000, Glaucomys: Kerhoulas y
Arbogast 2010). En el grupo de los reptiles y anfibios, algunos estudios revelan niveles
altos de concordancia entre linajes y su distribucion geografica (Hyla arenicolor: Barber
1999, Bufo: Mulcahy et al. 2006, Ctenosaura: Zarza et al. 2008, Crotalus triseriatus:
Bryson et al. 2010; Castoe et al. 2009, Daza et al. 2010), sugiriendo que las tierras altas de
México y mesoameérica, podrian ser el habitat de una mayor diversidad de especies hasta

ahora reconocidas.

La filogeografia, como herramienta para estudios taxonémicos, puede ser empleada
en la descripciéon y reconocimiento de entidades evolutivas, al definir los limites entre
especies y/o poblaciones, por ejemplo en el caso de las especies para las cuales se han
definido o propuesto varias subespecies (presente estudio: Hylocharis leucotis) que
representen la variacion geogréfica de las poblaciones con base en caracteristicas
morfoldgicas, ecoldgicas, conductuales o aislamiento poblacional (Dominguez-Dominguez

y Véazquez-Dominguez 2009).

Hylocharis leucotis

La especie Hylocharis leucotis, conocida como colibri de orejas blancas, tiene una
distribucion geografica que comprende el sur de Arizona, Sonora, Chihuahua, Coahuila,
Nuevo Ledn, Tamaulipas, hacia el sur a través de las tierras altas de México, Guatemala, El
Salvador, Honduras y Nicaragua (Howell y Webb 1995, AOU 1998, ver figura 12). En
Meéxico ésta especie generalmente se encuentra en la zona templada entre los 1200 y 3500
msnm, en bosques de pino-encino, bosgues de encino, bosques de pino siempre verdes y en
zonas abiertas, se alimenta del néctar de distintas variedades de flores y extrae insectos de

éstas o los captura en vuelo (Howell y Webb 1995, Schuchmman 1999). En el Valle de
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México, existen variaciones en la época de reproduccion, dependiendo de la temperatura y
de la lluvia, sobre todo, la época de reproduccidn generalmente ocurre durante los meses de
verano desde junio hasta septiembre, cuando las lluvias se presentan con mayor frecuencia
y los insectos alcanzan su maxima reproduccion, aunque en otros lugares esto ocurre en
diferentes temporadas del afio, por ejemplo durante la primavera en Colima y durante el

invierno en las montafias altas de Guatemala (Johnsgard 1983).

La especie H. leucotis perteneciente a la familia Trochilidae y subfamilia
Trochilinae, ha sido objeto de varias propuestas taxonémicas y del reconocimiento de
algunas subespecies. A continuacion se presenta un listado de algunas propuestas

taxondmicas:

Ridgway (1911)
e Género Basilinna (B. xantusii y B. leucotis).
e Basilinna leucotis, subespecies: B. I. leucotis y B. |. pygmaea.

Skutch (1940)
e Hylocharis leucotis, razas: H. I. pygmaea, H. I. leucotis e H. I. borealis.

Peters (1945)
e Género Hylocharis, subgénero Basilinna (H. leucotis e H. xantusii).
e Hylocharis leucotis, subespecies: H. I. borealis, H. I. leucotis e H. |. pygmaea.

Friedman et. al (1950)
e Género Hylocharis (H. xantusii, H. leucotis e H. eliciae).
e Hylocharis leucotis, subespecies: H. I. borealis e H. I. leucotis.

Mayr and Short (1970) y Johnsgard (1983)
e Género Cynanthus, superespecies: Basilinna xantusii y B. leucotis.
Congenéricos con Cynanthus e Hylocharis.
e (Cynanthus leucotis, razas: C. I borealis, C. L. leucotis, C. l. pygmaea.

Howell y Webb (1995)
e Género Basilinna: B. xantusii y B. leucotis.

AOU, American Ornithologists” Union (1998)
e Género Hylocharis: H. grayi, H. eliciae, H. xantusii, H. leucotis, H. sapphirina,
H. humboldtii, H. cyanus e H. chrysura.
e Apoya la hipotesis de Mayr and Short (1970), consideran a H. leucotis e H.
xantusii una superespecie.
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Schuchmann (1999)

e Geénero Basilinna: B. xantusii y B. leucotis.
e Basilinna leucotis, subespecies: B. I. borealis, B. I. leucotis y B. |. pygmaea.

Con referencia en la propuesta de Schuchmann (1999), se reconocen tres

subespecies y se describen sus rangos de distribucion geografica (Figura 12):

H. I. leucotis (Vieillot 1818), con distribucion geogréfica en las tierras altas del

centro y sur de México hasta las montafias de Guatemala.

H. I. borealis (Griscom 1929), distribuida en el norte de México (Sonora,
Chihuahua. Tamaulipas), rara al suroeste de los Estados Unidos (al sureste de
Arizona). Con base en las caracteristicas morfologicas correspondientes a
H.l.leucotis, ésta subespecie es de mayor tamafio, presenta menor colorido verde y

las partes bajas del cuerpo son mas grisaceas.

H. I. pygmea (Simon y Hellmayr 1908), con distribucion geogréfica en las tierras
altas de EI Salvador, Honduras y Nicaragua. Esta subespecie es de menor tamario, la
garganta verde mas pequefia, partes bajas blancas con un ligero verde moteado y

cola verdosa, en relacién a H. I. leucaotis.

00 o 200 EDO Kilamntnes e— e D

Figura 12. Distribucién geografica de Hylocharis leucotis (colibri de orejas blancas). Creado a partir de la

base de datos de NatureServe (www.natureserve.org), distribucion propuesta por Howell y Webb (1995).
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Figura 13. Mapa con la distribucién geografica de la especie H. leucotis. Se sefialan con lineas punteadas los
limites geogréaficos que separan a las tres subespecies propuestas (Schuchmann 1999). Se muestran las
imagenes de cada una de las subespecies correspondientes a cada region geografica: 1) H. . borealis, 1) H. I.

leucotis y I11) H. I. pygmaea (ilustraciones de las subespecies tomadas de Del Hoyo et al. 1999).

Las caracteristicas morfoldgicas (refiriéndose a H. I. leucotis) que presenta esta
especie, muestran un claro dimorfismo sexual, los machos tienen el pico recto, rojo
brillante tanto en la base de la maxila como en la base de la mandibula, la punta del pico es
negra, la corona es violeta iridiscente, presenta una franja postocular blanca, los auriculares
son negruzcos, el resto de la parte dorsal verde iridiscente, la garganta es violeta brillante,
el pecho y los flancos son de color verde moteado, partes bajas de color gris. En el caso de
las hembras, la corona es de color grisacea a café, la garganta blanca con moteado verde,
parte dorsal verde iridiscente, con la franja postocular blanca y los auriculares negros, en
ambos sexos las alas son negruzcas (Johnsgard 1983, ver figura 14).
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El hecho de que algunos autores reconozcan diferentes grupos para la especie H.
leucotis, se debe en gran medida a las diferencias en sus caracteristicas morfoldgicas antes
mencionadas, (Rigway 1911, Schumann 1999) y no a su distribucion geogréafica. Aunque
para el AOU (1998) estas diferencias no son evidencia suficiente para considerarlas como
entidades independientes, reconociendo a H. leucotis como una sola especie. Es por esto
que en el presente trabajo se pretende analizar la variacion genética de H. leucotis,
empleando caracteres moleculares, con el fin de determinar los patrones filogeograficos de

la especie y sus relaciones filogenéticas.

Figura 14. Hylocharis leucotis: dimorfismo sexual y caracteristicas morfolégicas de la especie (ilustraciones

tomadas de Del Hoyo et al. 1999).

37



OBJETIVOS

Objetivo general

¢ Analizar y describir los patrones filogeogréaficos de la especie Hylocharis leucotis, a

lo largo de su rango de distribucion geografica, mediante un estudio con caracteres

moleculares (ADN mitocondrial: ND2, ATPasa 6 y 8).

Objetivos particulares

¢ Generar una hipotesis filogenética para la especie Hylocharis leucotis.

¢ Analizar la variacion genética dentro y entre las poblaciones.

¢ Analizar la historia demogréafica de sus poblaciones.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de las muestras

Se obtuvieron muestras de tejido (higado, corazon, masculo) correspondientes a 108
individuos de la especie H. leucotis y 8 individuos de H. xantusii (grupo hermano, Garcia-
Moreno et al. 2006), obtenidos de la coleccion de tejidos del Museo de Zoologia de la
Facultad de Ciencias (MZFC) UNAM, de la coleccion de tejidos del Museo Marjorie
Barrik de Historia Natural (UNLV) y del Museo de Historia Natural de la Universidad de
Kansas (Figura 15, ver Apéndice II: muestras y localidades). Para enraizar el arbol (grupo
externo) se utilizaron dos ejemplares de la coleccion de MZFC pertenecientes a la especie
H. eliciae, asi como una secuencia obtenida de la base de datos del genbank (NCBI:
www.nchi.nlm.nih.gov/genbank/) con nimero de acceso EU042562 (H. eliciae).

Protocolos de laboratorio

Se llevé a cabo la extraccion de DNA siguiendo el protocolo del kit de extraccion
QiagenDNeasy (www.giagen.com), de 108 tejidos de H. leucotis, ocho tejidos de
H.xantusii y dos tejidos de H. eliciae. Se amplificd y secuencid la subunidad 2 del gen
mitocondrial NADH deshidrogenasa (ND2: 828 pb). Para la amplificacion del gen ND2 se
emplearon los primers L5219: CCCATACCCCGAAAATGATG y H6313:
CTCTTATTTAAGGCTTTGAAGGC (Sorenson et al. 1999), con temperatura de union de
54°C. Se amplificaron y secuenciaron las subunidades 6 y 8 del gen mitocondrial ATPasa
(705 pb), con temperatura de union de 58°C, los primers empleados para su amplificacion
fueron CO2GQL (L8929): GGACAATGCTCAGAAATCTGCGG y CO3HMH (H9947):
CATGGGCTGGGGTCRACTATGTG (Eberhard y Bermingham 2004). Los productos se
visualizaron en geles de agarosa al 1% con adicion de bromuro de etidio. Se llevo a cabo la

purificacion con ayuda del kit de placas Millipore, adicionando agua y filtrando al vacio.

Las reacciones de secuenciacion fueron realizadas con el protocolo del reactivo
BigDye Terminator (Applied Biosystems) y sus productos fueron purificados a través de la
filtracion en columnas con el reactivo sephadex G50. Los productos fueron leidos en un
secuenciador automatico ABI prism 377. Los genes fueron secuenciados en las direcciones
5°-3"y viceversa.
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Anélisis de los datos

Las secuencias se editaron y alinearon con ayuda del programa Sequencher 4.8 (Gene codes
corporation 2007). Se edité el alineamiento con ayuda del programa MacClade 4.06
(Maddison y Madisson 2003). Se crearon grupos de datos correspondientes a cada gen por
separado (ATPasa 6 y 8: 705 pb, ND2: 828 pb), otro grupo de datos para las secuencias de
ambos genes concatenados (1533 bp) y grupos de datos para cada una de las posiciones de
los genes por separado y combinados. Por medio del programa MEGA 4.1 (Tamura et al.
2007) se obtuvieron los estimados de los sitios conservados, sitios variables y los sitios

informativos.

Se realizaron reconstrucciones filogenéticas bajo los criterios de maxima
parsimonia (MP) e inferencia bayesiana (BI). Para el analisis de MP, se emple6 el programa
computacional PAUP*4 (Swofford 2002). Se realiz6 una busqueda heuristica, eligiendo un
arbol de inicio via “stepwise addition” en el cual la adicion de secuencias fue al azar por
medio del método: tree-bisection-reconection (TBR). El apoyo de clados se obtuvo con
1000 réplicas de bootstrap (Felsenstein 1985).

Para la reconstruccion filogenética bajo el criterio de Bl se realizd un analisis de
datos particionados. Se probaron cuatro estrategias de arreglos de genes: A) genes
combinados, B) ATP+ND2, C) genes combinados por codones y D) ATPasas (por
codones) + ND2 (por codones). Se obtuvieron los valores del factor Bayes (Bio), con los
cuales se eligié la mejor de estas estrategias para la reconstruccion filogenética (Apéndice
I11: estrategias de particion). Al comparar dos modelos evolutivos se puede calcular el
factor Bayes, a partir de los valores de las medias harménicas (Newton y Raftery 1994)
obtenidos a partir del analisis de inferencia bayesiana. El calculo del factor bayes (Bio) se
obtiene como resultado de comparar cada estrategia contra el resto, y se elige la estrategia
con el valor més alto del factor Bayes. El llevar a cabo analisis filogenéticos probando
alternativas en las estrategias de particion, es una herramienta que se emplea cuando se
tienen grupos de datos mdltiples (mas de un gen), ya que se ha probado su utilidad al inferir
relaciones filogenéticas (Nylander et al. 2004).

Por medio del criterio de informacion de Akaike (AIC: Akaike 1973),

implementado en el programa jModelTest 0.1.1 (Posada 2008), se llevo a cabo la seleccion

41



del modelo evolutivo que mejor explicara cada grupo de datos. Para el analisis de
inferencia bayesiana se empled el programa computacional Mr.Bayesv3.0 (Huelsenbeck y
Ronquist 2002). Para cada reconstruccion en el analisis de Cadenas de Monte Carlo
Markov Metropolis (MCMC) se emplearon cuatro cadenas, una fria y dos calientes, durante
seis millones de generaciones, muestreando cada 250 generaciones. El nimero de arboles a
descartar (burnin) se determind con ayuda del programa Tracer v1.5.0 (Rambaut y
Drummond 2009), el cual fue de a 4000, eliminando los datos correspondientes al primer

millén de generaciones, en todos los casos.

Se construyé una red de haplotipos Median Joining utilizando el programa
computacional Network 4.5.1.0 (Bandelt et al. 1999) para las secuencias de la especie H.
leucotis exclusivamente, mediante la cual se logré identificar el namero de haplotipos

presentes y sus frecuencias.

Se obtuvieron los valores de diversidad haplotipica, diversidad nucleotidica (x) y
diversidad de sitios segregantes (pardmetro poblacional: 6) para cada poblacion
(SMOccChi: Sierra Madre Occidental, Chihuahua. SMOccDgo: Sierra Madre Occidental,
Dgo. SMOcclal: Sierra Madre Occidental, Jalisco. ENTMich: Eje Neovolcanico
Transversal, Michoacan. ENTMor: Eje Neovolcanico Transversal, Morelos. SMOrNL:
Sierra Madre Oriental, Nuevo Ledn. SMSGro: Sierra Madre del Sur, Guerrero. MOax:
Montafias de Oaxaca. SNChis: Sierra Norte de Chiapas. MGtm: Montafias de Guatemala.
MSalv: Montafas de El Salvador) con ayuda del programa DnaSP v5 (Librado y Rozas
2009).

Se llevo a cabo un analisis de varianza molecular (AMOVA, Excoffier et al. 1992)
con el fin de observar la estructura poblacional, para lo cual se implementd el programa
computacional Arlequin v.3.1 (Schneider et al. 2000, Excoffier et al. 2005) con 16000
iteraciones para la obtencion de valores de significancia. El analisis de varianza molecular,
AMOVA, estima indices de estructura genética entre y dentro de poblaciones o grupos,
mediante la informacion obtenida a partir de el numero y frecuencia de haplotipos

muestreados (Excoffier et al. 1992).
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Para el célculo de diferencias pareadas entre poblaciones (Nei’s pairwise, Nei 1987)
y el célculo de valores de Fst (Wright 1931), se implemento el programa Arlequin v.3.1
(Schneider et al. 2000, Excoffier et al. 2005). Las estimaciones de diferencias pareadas y
los valores de Fst, son medidas de la variacion entre y/o dentro de las poblaciones. El
numero de iteraciones fue de 16000 para la obtencion de los valores de significancia.

Para el andlisis de la dindmica histérica de las poblaciones, se llevaron a cabo los
analisis de calculo de valores estimados demograficos (curvas mismatch) y calculos de las
pruebas de neutralidad: D de Tajima (1989), Fu (Fu's FS test, Fu and Li’s test, Fu 1997),
implementados en el programa Arlequin v.3.1 (Schneider et al. 2000, Excoffier et al. 2005)
con 16000 iteraciones en la obtencion de los niveles de significancia. El andlisis de curvas
mismatch describe las diferencias pareadas entre haplotipos, en el cual se comparan curvas
de distribucion empiricas y estimadas bajo un modelo de expansion, para las cuales se
sugiere gue una poblacidn esta en expansion reciente si las curvas observadas no se desvian
de una distribucion unimodal (Slatkin y Hudson 1991, Rogers y Harpending 1992), para lo
cual se emplea el estadistico del indice Harpending’s ragedness (Harpending, 1994). De
esta forma se puede obtener una aproximacion acerca de la historia demogréfica en cada
grupo o poblacidn. En el caso de la prueba D de Tajima (1989), se comparan los parametros
poblacionales de sitios segregantes y el promedio de las diferencias pareadas entre los
haplotipos muestreados, bajo el modelo de sitios infinitos, ésta comparacion arroja
resultados que pueden ser interpretados como poblaciones con fluctuaciones demograficas
(expansion, cuellos de botella) o poblaciones bajo presiones de seleccién (Tajima 1989).
Las pruebas de Fu (1997) se basan en la probabilidad de observar cierto nimero de alelos
muestreados condicionado al nimero de diferencias pareadas observadas, tanto las pruebas

de neutralidad como las estimaciones de curvas mismatch son complementarias.

RESULTADOS

Se obtuvo una matriz de 1533 pb para 108 individuos de la especie H. leucotis, 8 individuos
de H. xantusii y 3 individuos de H. eliciae. El porcentaje de sitios conservados fue de
81.6%, mientras que para los sitios variables fue del 18.39% y un 10.30% correspondiente a
los sitios informativos. Se identificaron en total 62 haplotipos, de los cuales solo cuatro
pertenecen a haplotipos compartidos entre dos 0 méas poblaciones (H1, H2, H3, H8, figura

16, tabla 8), para lo cual se tiene que 58 de los 62 haplotipos son Unicos.
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En la figura 17 se muestra la red de haplotipos y su distribucién geografica para la
especie H. leucotis. Se observa que el haplotipo nimero uno (H1) esta presente en nueve
de las once localidades muestreadas. Se observa también una tendencia de separacion para
los haplotipos surefios, especificamente de las poblaciones de la Sierra Norte de Chiapas
(SNChis), las montafias de Guatemala (MGtm) y las montafias de El Salvador (MSalv).
Esta altima poblacion (MSalv) es la Unica que no tiene haplotipos compartidos con alguna

otra.

El Salvador: 1111 H |
Guatemala: 1/2H |
Chiapas: 3/8

»

H30

CI[?F

Figura 16. Red de haplotipos de H. leucotis. El tamafio de los circulos es proporcional a las frecuencias.
(* Haplotipos correspondientes a la localidad de las montafias de El Salvador). En circulos grises se muestran

los haplotipos compartidos entre dos 0 mas localidades.
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Tabla 8. Identificacion de los haplotipos compartidos entre dos 0 mas poblaciones (id: nombre asignado a
cada muestra).

Haplotipo(H) IDs (poblacion: id muestra)

H1 ENTMich: mm427, mm345, mm381. MOax: br1148, mt322, br1147, mt321.
SMSGro: amt31, amt145. SMOccChi: chi85. ENTMor: jk4802, gm1502, jal:
jk3321, jk3324, jk3216, jk3322. SNChis: behb22, behb24, behb36, behb33,
behb7. MGtm: jk2169, jk2137, ga2383. SMOccDgo: ial229, ial231, ial206,
ial210, ial207, ial202.

H2 ENTMich: mm408. SMSGro: jk4138. ENTMor: gmil501, gm1460.
SMOccJal: jk3202, jk3353, jk3203. SMOccDgo: ial212.

H3 MSalv: 8178, 4938. MGtm: jk2131, jk2128, jk2125.

H8 SMOccJal: jk3356. SMOccDgo: ial201.
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Figura 17. Distribucion de los haplotipos de la especie H. leucotis, a lo largo de su distribucion geografica.




El consenso de mayoria, resultado del analisis filogenético bajo el criterio de
méaxima parsimonia y los valores de apoyo de “bootstrap”, se muestran en la figura 18. La
topologia obtenida presenta valores de apoyo mayores a 50, sin embargo el grupo interno
(H. leucotis) se caracteriza por la falta de resolucion, presentdndose una politomia. Sin
embargo dento de dicha politomia, existen ciertos haplotipos que se agrupan, tal es el caso
del los haplotipos H55, H54, H53, H52, H4 y los haplotipos H59 y H56, todos
correspondientes a la poblacion de las montafias de El Salvador, junto con el grupo
formado por dos haplotipos de la Sierra Norte de Chiapas (H43 y H6). Se presenta tambiéen
el grupo formado por los haplotipos H50 (SMOccJal), H49 (SMSGro), H48 (MOax), H47
(ENTMich) y H46 (MOax), el grupo de los haplotipos H18 (ENTMor), H17 (ENTMor) y
H2 (haplotipo compartido en cinco poblaciones: ENTMich, SMSGro, ENTMor, SMOcclal,
SMOccDgo) y por dltimo el grupo conformado por los haplotipos H27 y H26,
correspondientes a las poblaciones de la Sierra Madre Occidental en Chihuahua y al Eje
Neovolcanico Transversal en Michoacan, respectivamente. Todas estas agrupaciones,
aunque son parte de la politomia que presenta el grupo interno, tienen valores de apoyo
altos (>50, Felsenstein 1985).
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Figura 18. Reconstruccion filogenética para 62 haplotipos de la especie H. leucotis, con base en un analisis
de maxima parsimonia con genes concatenados (ND2 y ATPasa 6, 8), resultado de un consenso de mayoria.
Se indican los valores de bootstrap mayores a 50. En color rojo se sefiala el clado correspondiente al grupo

hermano (H. xantusii) y en negro se sefiala al grupo externo (H. eliciae).
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Para el andlisis de estrategias de particion, en la reconstruccién filogenética bajo el
criterio inferencia bayesiana, se obtuvieron los valores de medias harmonicas para cada
grupo de datos (Tabla 9). Se realizé el calculo del factor bayes (B1o) Yy se obtuvo el valor de
comparar una estrategia contra otra para cada combinacion posible (Tabla 10). A partir de
estos resultados logramos definir que la estrategia de particién que se ajustaba mejor a

nuestros datos fue la estrategia D (por codones para cada gen por separado).

Tabla 9. Valores de las medias harmonicas, obtenidas a partir de los analisis de inferencia bayesiana, para

cada estrategia de particion.

Estrategia de particién Media harmonica
A (genes combinados) -3937.50
B (ATP+ND2) -4322.33
C (genes combinados por codones) -4254.41
D (ATP por codones+ND2 por codones) -3803.00

Tabla 10. Estimados de las comparaciones entre las estrategias de particion (factor bayes B,g), con base en
los estimados de las medias harmonicas. Se resalta en gris las celdas correspondientes a la estrategia D, con

los valores mas altos entre las comparaciones.

Estrategias| D C B A
A | 269 -633.82 -769.66 -
B 1038.66 135.84 -
C 902.82 -
D | -

Una vez definida la estrategia de particion, se obtuvo la topologia bajo el criterio de
inferencia bayesiana, con el fin de dilucidad las relaciones filogenéticas en la especie
H.leucotis (Figura 19). Esta topologia concuerda con la red de haplotipos encontrada, ya
que se observan las mismas agrupaciones, ahora apoyadas con elevados valores de
probabilidades posteriores (p>0.90). Todos los haplotipos de la poblacién de las montafias
de El Salvador se agrupan en un solo clado (grupo B, ver Figura 19), relacionados con
algunos haplotipos de la Sierra Norte de Chiapas (H60, H61 y H62) y un haplotipo de las
montafias de Guatemala (H3), el haplotipo hermano de este grupo corresponde al H5,
perteneciente a la poblacion de la Sierra Madre del Sur en Guerrero.
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Se observan las mismas agrupaciones que la topologia obtenida mediante el criterio
de maxima parsimonia, con altos valores de probabilidad posterior. Sin embargo, al igual
que el resultado de maxima parsimonia, estos grupos se caracterizan por la falta de
resolucion al ser parte de una politomia. Cabe sefialar que tres haplotipos correspondientes
a las poblaciones de la Sierra Madre Occidental en Jalisco (H32) y a la Sierra Madre
Occidental en Durango (H31 y H30) se ubican por fuera de la politomia, sin embargo este
fendmeno sélo se presenta en la topologia resultado del analisis filogenético empleando la
estrategia de particion “D” (genes por separado y por codones, ver topologias en Apéndice
[11) y obteniendo un valor de probabilidad posterior muy bajo (pp=0.56), es por esto que se
consideraron solo dos grupos, uno correspondiente a los haplotipos de las poblaciones de
las montafias de EI Salvador relacionados con haplotipos de la Sierra Norte de Chiapas y
las montafias de Guatemala (grupo B: pp=0.95) y el grupo conformado por el resto de los
haplotipos (grupo A: politomia, ver figura 19).
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Figura 19. Topologia obtenida a partir del método de inferencia bayesiana. Se presentan los valores de

soporte en los nodos: probabilidades posteriores mayores a 0.90. En color rojo se sefiala el clado

correspondiente al grupo hermano (H. xantusii) y en negro se sefiala al grupo externo (H. eliciae). Grupo B:

haplotipos de las poblaciones de las montafias de El Salvador relacionados con haplotipos de la Sierra Norte

de Chiapas y las montafias de Guatemala. Grupo A: resto de haplotipos.
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Los valores de diversidad nucleotidica y haplotipica de cada poblacion muestreada
se presentan en la Tabla 11. La poblacién que presenta mayor diversidad haplotipica es la
del Eje Neovolcanico Transversal en Michoacan (0.96154) y la que presenta menor
diversidad es la poblacion de las montafias de Guatemala (0.600). En cuanto a la diversidad
nucleotidica la poblacion de la Sierra Madre del Sur en Guerrero obtuvo el valor més alto
(= = 0.00216) a diferencia de la poblacion de las montafias de Guatemala, de nuevo con el
valor mas bajo (m =0.00078). Estos datos indican que el numero de haplotipos por
poblacion muestreada es elevado. En el caso de las poblaciones de Chihuahua y Nuevo
Ledn, no se tomaron en cuenta debido a que el nimero de muestras para estas localidades
es muy bajo. En general, la diversidad nucleotidica en los grupos presenta valores bajos de

variacion genética.

La divergencia entre y dentro de las poblaciones muestreadas es baja, lo cual se
puede observar en los resultados obtenidos a partir del calculo de diferencias pareadas
(Tabla 12). De estos resultados se puede hacer énfasis de las poblaciones més divergentes,
como es el caso de las poblaciones de las montafias de El Salvador y el Eje Neovolcanico
Transversal en Morelos, las cuales muestran los valores més altos de diferenciacion
(6.03636). Por el contrario, las poblaciones que presentan menor divergencia entre ellas son
las montafias de Guatemala y las montafias de Oaxaca. Los valores de diferencias dentro de
cada poblacion concuerdan con los altos niveles de diversidad haplotipica antes

mencionada.

Tabla 11. Valores de diversidad haplotipica, nucleotidica y nimero de haplotipos de cada poblacion

muestreada (H. leucotis).

Grupos (ID) no.muestras no.haplotipos Diversidad 0 n
(n) (H) haplotipica
SMOccChi 2 2 1 0.00196 0.00196
SMOrNL 2 2 1 0.00130 0.00130
SMOccDgo 12 7 0.77273 0.00151 0.00094
SMOccJal 16 11 0.92500 0.00295 0.00161
ENTMich 13 11 0.96154 0.00399 0.00191
ENTMor 7 5 0.90476 0.00160 0.00168
SMSGro 10 8 0.95556 0.00346 0.00216
MOax 12 9 0.90909 0.00194 0.00107
SNChis 14 8 0.86813 0.00246 0.00163
MGtm 6 2 0.60000 0.00057 0.00078
MSalv 14 11 0.95604 0.00246 0.00153
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Tabla 12. Diferencias pareadas entre las poblaciones. Sobre la diagonal se muestran las diferencias pareadas entre poblaciones (PiXY). Los elementos en la
diagonal representan las diferencias dentro de cada poblacién (PiX). Debajo de la diagonal estan los valores corregidos de estas diferencias (PiXY-(PiX+PiY)/2).

SMOccChi SMOrNL SMOccDgo SMOccJal ENTMich ENTMor | SMSGro | MOax SNChis MGtm MSalv
SMOccChi 3.00000 0.00000 0.09524 0.00000 -0.18182 | 0.90000 | 0.00000 | 0.02778 | 0.25000 | 0.00000 | 2.21818
SMOrNL 2.50000 2.00000 0.09524 0.00000 0.00000 | 0.90000 | 0.00000 | 0.02778 | 0.25000 | 0.00000 | 2.21818
SMOccDgo 2.78571 2.28571 2.38095 -0.08658 0.01732 | 0.48095 | -0.01190 | 0.12302 | 0.34524 | 0.09524 | 2.31342
SMOccJal 2.86364 2.36364 2.46753 2.72727 -0.06612 | 0.57273 | -0.09091 | -0.03283 | 0.25000 | 0.00000 | 2.16860
ENTMich 3.04545 2.72727 2.93506 3.02479 3.45455 | 0.57273 | -0.09091 | -0.01263 | 0.25000 | 0.00000 | 2.21818
ENTMor 3.90000 3.40000 3.17143 3.43636 3.80000 | 3.00000 | 0.45000 | 0.92778 | 1.15000 | 0.90000 | 3.11818
SMSGro 3.37500 2.87500 3.05357 3.14773 3.51136 | 3.82500 | 3.75000 | -0.02778 | 0.15625 | -0.12500 | 1.95682
MOax 2.61111 2.11111 2.39683 2.41414 2.79798 | 3.51111 | 2.93056 | 2.16667 | 0.27778 | 0.02778 | 2.22576
SNChis 3.62500 3.12500 3.41071 3.48864 3.85227 | 4.52500 | 3.90625 | 3.23611 | 3.75000 | -0.50000 | 0.96818
MGtm 2.50000 2.00000 2.28571 2.36364 2.72727 | 3.40000 | 2.75000 | 2.11111 | 2.37500 | 2.00000 | 0.21818
MSalv 5.13636 4.63636 4.92208 4.95041 5.36364 | 6.03636 | 5.25000 | 4.72727 | 4.26136 | 2.63636 | 2.83636




El analisis de varianza poblacional a partir de datos moleculares (AMOVA) prueba
de manera jerarquica los niveles de diversidad genética entre y dentro de las poblaciones,
evaluando la cantidad de estructura genética poblacional (Excoffier et al. 1992). En la
Tabla 13 se presentan los valores de esta prueba. Siguiendo con los resultados de los
analisis genéticos, se observa de nuevo que la explicacion de valores altos en la variacion
genética, se esta presentando en mayor grado dentro de las poblaciones (81.96%) y no entre
ellas (18.04%), lo cual podria deberse a altos niveles de flujo genético entre las
poblaciones. Cabe sefialar que los resultados obtenidos para el estadistico Fst (Tabla 14),
corroboran lo antes mencionado, ya que se obtienen valores que tienden a cero, esto quiere
decir que hay poca variacion genética entre las poblaciones. El estadistico Fst es un
parametro que sirve para definir cierta estructuracién genética entre las poblaciones, en el
caso de obtener valores cercanos a uno se puede inferir que el grado de estructuracién o
diferenciacion es alto, por el contrario, cuando el valor de Fst se aproxima a cero se dice
que las poblaciones tienen poca estructuracion genética (Wright 1931). La poblacion que
presenta los valores mas altos del estadistico Fst, es la de las montafias de El Salvador
comparada con el resto de poblaciones muestreadas, esto es indicio de que entre éstas
poblaciones el flujo genético es bajo. Nuevamente la poblacion de El Salvador contra la

poblacion de Morelos obtuvo el valor mas alto de diferenciacion genética (0.52035).

Tabla 13. Valores obtenidos a partir del analisis de varianza molecular (AMOVA).

Fuente de d.f. (grados de Suma de Componentes de Porcentaje de
Variacion libertad) cuadrados varianza variacion
Entre poblaciones 10 36.915 0.32737 18.04
Dentro de las 65 96.650 1.48693 81.96
poblaciones
Total 75 133.566 1.81430

Indice de fijacion Fst =0.18044
Valor de P<0.05
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Tabla 14. Valores de Fst entre poblaciones. En celdas grises se resaltan los valores significativos, P<0.05.

SMOccChi | SMOrNL SMOccDgo SMOccJal | ENTMich ENTMor SMSGro MOax SNChis MGtm MSalv
SMOccChi
SMOrNL 0.00000
SMOccDgo | 0.08234 0.00746
SMOccJal 0.02163 -0.06494 -0.03844
ENTMich -0.09049 -0.10827 -0.00405 -0.02186
ENTMor 0.23077 0.20455 0.15993 0.17345 0.14110
SMSGro -0.04523 -0.11674 -0.00810 -0.02355 -0.02452 0.10761
MOax 0.08424 -0.00385 0.05310 -0.01591 0.00923 -0.28365 -0.00555
SNChis 0.02449 -0.03492 0.09625 0.07857 0.06664 0.24351 0.04000 0.09061
MGtm 0.00000 0.00000 0.00746 -0.06494 -0.10827 0.20455 -0.16270 -0.00385 -0.32649
MSalv 0.44158 0.42396 0.46328 0.43806 0.41356 0.52035 0.38052 0.46636 0.23460 0.01130




Para el andlisis de la historia demogréfica de las poblaciones, se llevaron a cabo las
pruebas de neutralidad D de Tajima y pruebas de Fu (Tabla 15). Las poblaciones de la
Sierra Madre Occidental en Chihuahua y la Sierra Madre Oriental en Nuevo Ledn no se
tomaron en cuenta para estos analisis por el reducido nimero de muestras con que se cuenta
por localidad. Los valores negativos de la prueba D de Tajima muestran niveles bajos de
polimorfismos explicados por eventos de expansion demografica (Tajima 1989). En el
caso de la prueba de Fu (D*, F*, Fs), la cual se basa en el nimero de mutaciones
ancestrales, recientes y en la comparaciéon de alelos en una muestra, arroja valores que
indican al igual que la prueba D de Tajima, expansion demogréafica para la mayoria de las
poblaciones muestreadas favorecidas por un exceso de polimorfismos. En el caso de la

poblacion muestreada en Morelos no se presenta evidencia de expansion demogréfica.

Las gréficas de distribucion mismatch bajo el modelo de expansion estan
representadas en su mayoria por curvas unimodales (Figura 20). En esta prueba se hace un
conteo del nimero de diferencias entre cada par de secuencias y con los valores obtenidos
se contruyen histogramas para comparar las diferencias observadas y las estimadas bajo
dicho modelo de expansion. Las poblaciones que no se tomaron en cuenta para este analisis
fueron las de Chihuahua, Nuevo Ledn y Guatemala, por falta de datos para la construccion
de los histogramas. Se confirma que en el caso de la poblacion de Morelos no hay
evidencia de expansion demogréafica, lo cual se puede ver en la curva bimodal de
diferencias estimadas contra las observadas, sin embargo el estadistico “Harpending’s

Raggedness Index” sugiere expansion al obtener un valor no significativo.

Tabla 15. Pruebas de neutralidad. **P<0.05, valores significativos.

Poblaciones (ID) Pruebas de Neutralidad
Tajima’s D Fuand Li’s Fuand Li’s Estadistico
D* F* Fu's Fs

SMOccDgo -1.48 (P>0.10) -1.32 (P>0.10) -1.54 (P>0.10) -5.14 (P<0.05) **
SMOccJal -1.77 (0.10>P>0.05) -2.24 (0.10>P>0.05) -2.43(0.10>P>0.05) -10.35 (P<0.05) **
ENTMich -2.22(P<0.01)** -2.88 (P<0.02)** -3.09 (P<0.02)** -8.95 (P<0.05) **
ENTMor 0.25 (P>0.10) -0.07 (P>0.10) 0.00 (P>0.10) -2.23 (P<0.05) **
SMSGro -1.72 (0.10>P>0.05) -1.83 (0.10>P>0.05) -2.03 (0.10>P>0.05) -4.82 (P<0.05) **
MOax -1.83 (P<0.05)**  -2.06 (0.10>P>0.05) -2.27 (0.10>P>0.05) -8.45 (P<0.05) **
SNChis -1.34 (P>0.10) -1.41 (P>0.10) -1.60 (P>0.10) -4.82 (P<0.05) **

MGtm 1.75 (P>0.10) 1.27 (P>0.10) 1.43 (P>0.10) 0.69 (P>0.05)
MSalv -1.50 (P>0.10) -1.77 (P>0.10) -1.94 (P>0.10) -10.11 (P<0.05) **
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DISCUSION

Se evalud la variacion genética dentro y entre las poblaciones de la especie H. leucotis,
ademas de analizar los patrones filogeograficos de la especie a lo largo de su rango de
distribucion geografica, mediante un estudio con caracteres moleculares (ADN

mitocondrial).

En la red de haplotipos se puede observar la falta de estructuracion genética para la
especie H. leucotis, presentandose en general un patron de continuidad y ausencia de
separacion geografica (Avise et al. 1987), con excepcion del grupo de El Salvador, el cual
tanto en la red de haplotipos, como en los analisis filogenéticos bajo el criterio de inferencia
bayesiana, agrupa a todos los individuos muestreados en esa zona. Sin embargo esta
agrupacién no es unica, sino que se relaciona con algunos haplotipos de la Sierra Norte de
Chiapas y las montafias de Guatemala.

Este tipo de patron filogeografico (de continuidad y ausencia de separacion
geografica) se presenta cuando las poblaciones estan interconectadas a través de flujo
genético, debido a la ausencia de barreras geograficas que hayan mantenido aisladas a las
poblaciones, o también cuando se ha interrumpido el flujo genético y el tiempo transcurrido

no ha sido suficiente para aislar genéticamente a dichas poblaciones (Avise et al. 1987).

Este patron de continuidad, se ha presentado en algunas aves, en las que sus
poblaciones aparentan ser una sola unidad evolutiva, o bien parecen tener un origen
reciente con poblaciones en expansion (p.e. Baker et al. 2003, Cortés-Rodriguez et al.
2008). Los valores obtenidos a partir de las pruebas de neutralidad revelan, para la mayoria
de las poblaciones muestreadas, exceptuando la poblacion de Morelos, eventos de
expansion demogréafica. Las curvas mismatch corroboran ésta hipdtesis de historia

demogréfica.

El gran nimero de haplotipos encontrados, la presencia del haplotipo con mayor
frecuencia (H1) en nueve de las once localidades muestreadas (excepto en El Salvador y
Nuevo Ledn) y la poca evidencia de linajes independientes, podrian estar indicando altos
niveles de flujo genético. A pesar del reducido nimero de muestras representantes de la

subespecie H. leucotis borealis (dos muestras de la Sierra Madre Occidental en Chihuahua
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y dos muestras de la Sierra Madre Oriental en Nuevo Ledn), no se observé ningun tipo de
separacion de los haplotipos correspondientes a estas poblaciones en las reconstrucciones
filogenéticas. Por el contrario, estos haplotipos tenian relacion directa con el haplotipo de
mayor frecuencia (H1), a diferencia de la separacion de los haplotipos de las poblaciones de
El Salvador, correspondientes a la subespecie propuesta para ésta region: H. I. pygmaea.

El estudio filogeografico de la especie Lampornis amethystinus (Cortés-Rodriguez
et al. 2008), es un ejemplo en el cual se presentan niveles bajos de variacién genética entre
las poblaciones (6.5%), sin embargo existe una marcada diferenciacion entre los haplotipos
que se encuentran distribuidos al este y al oeste del Istmo de Tehuantepec, considerandolo
como una barrera geografica que aisla a estas poblaciones. En el presente estudio, no hay
evidencia de que el Istmo de Tehuantepec esté actuando como una barrera geografica, en la
distribucion de los haplotipos encontrados para la especie H. leucotis. Cabe sefialar que la
tendencia en estudios filogeograficos de aves montanas presenta éste patron de
diferenciacién en ambos lados del Istmo, por lo que nuestros resultados presentan una
historia diferente en ese sentido. El hecho de que en éste estudio el Istmo no haya tenido
influencia en la variacién genética y distribuciéon de los haplotipos de H. leucotis, se ve
reflejado en la evidencia de expansién demografica y niveles altos de flujo genético, a
diferencia de los estudios filogeograficos que describen al Istmo de Tehuantepec como

barrera geogréafica importante en el aislamiento de poblaciones (Barber y Klicka 2010).

En los analisis de reconstruccion filogenética se obtuvieron valores de apoyo méas
altos en el caso de los clados mayores (grupo hermano y grupo externo). Sin embargo, en
las reconstrucciones de inferencia bayesiana, que se realizaron para probar la mejor
estrategia de particion, se conservaron los mismos grupos en la politomia obtenida para el

grupo interno (H. leucotis), en todos los casos con valores altos de probabilidad posterior.

Se definieron asi los dos grupos principales para este estudio: grupo Ay grupo B. El
primero correspondiente a los haplotipos distribuidos a lo largo del rango de distribucion
geogréfica de la especie llegando hasta las montafias de Guatemala y el segundo que
corresponde a los haplotipos de las poblaciones de las montafias de EI Salvador,
compartidos con haplotipos de Guatemala y Chiapas. En el caso de la topologias obtenida

bajo el criterio de méaxima parsimonia, no se lograron identificar estos dos grupos, una
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explicaciéon a esto podria ser el hecho de que las reconstrucciones filogenéticas bajo el
criterio de méxima parsimonia, no consideran cambios intermedios o graduales de un
nucledtido a otro, sino que busca reconstruir las topologias de la forma mas sencilla,
considerando sélo un paso para cada mutacién (un sélo cambio entre un nucléotido y otro),
a diferencia del criterio de inferencia bayesiana, el cual considera todos los posibles
cambios en cada posicion nucleotidica, para las mutaciones que se presenten (Page y
Holmes 1998). Es por esto que en general, la resolucion en las topologias obtenidas bajo el
criterio de inferencia bayesiana es mayor, obteniendo el resultado de la presencia de dos
grupos principales, el cual fue corroborado por la red de haplotipos, en la que se presentan

las mismas agrupaciones.

A diferencia de otros estudios en aves, en los que el marcador mitocondrial ND2 es
de gran ayuda para dilucidar los patrones filogeogréaficos con una alta resolucion (p.e.,
21.6% de sitios informativos: Garcia-Deras et al. 2008), en este estudio no obtuvo valores
altos en la proporcion de sitios intormativos, siendo el gen de la ATPasa 6 y 8, el marcador
molecular que aportd mayor cantidad de sitios informativos, comparados con los
identificados para el gen ND2 (total=10.30% de sitios informativos). Esto se pudo observar
al obtener primeramente una red de haplotipos con el gen ND2, en la cual no se observaron
agrupaciones, como el caso del grupo conformado por los haplotipos de las montafas de El
Salvador, el cual se obtuvo una vez que se incorporaron en el andlisis, las secuencias del
gen ATPasa 6 y 8. Aln asi la sefial filogenética fue baja, lo cual podria influir en los
resultados, al obtener &rboles de genes poco precisos, a pesar de la rapida tasa de evolucion
en el ADN mitocondrial, lo cual en casos de divergencia reciente, puede resultar poco

informativo en las reconstrucciones filogenéticas (Funk y Omland 2003).

Los haplotipos presentes en la zona de las montafas de El Salvador, representan uno
de los grupos principales identificados en éste estudio (Grupo B), dicha poblacion se
encuentra alejada de las poblaciones mas cercanas muestreadas (montafias de Guatemala y
Sierra Norte de Chiapas), sin embargo la reconstruccién filogenética muestra que el grupo
A y el grupo B, con respecto a su distribucion geogréfica, representan filogrupos

parafiléticos, para lo cual hay varias alternativas al tratar de explicar este hecho.
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En la zona geogréfica correspondiente a las montafias de Guatemala y El Salvador,
se ubica el Valle del Rio Motagua, el cual podria estar participando como barrera
geografica, limitando el intercambio genético entre estas poblaciones (p.e., Puebla-Olivares
2008). Otra explicacion alternativa es que la poblacion correspondiente a la Sierra Norte de
Chiapas y las montafias de Guatemala, podria representar una zona de contacto entre los
dos filogrupos, compartiendo de esta forma algunos haplotipos. Otra causa de la parafilia
en los filogrupos encontrados, podria estar explicada bajo el concepto del “sorteo
incompleto de linajes, ILS”, el cual representa un momento del proceso evolutivo, en el
cual la variacion entre dos linajes (filogrupos y/o especies) aun refleja la variacion de su
ancestro comun mas reciente (ILS, Funk y Omland 2003). Después de cierto tiempo,
cuando actua la deriva génica y cuando algunas variables demograficas se modifican, el
sorteo de linajes se completa, logrando entonces que los filogrupos hermanos presenten
monofilia (Joseph y Omland 2009). Diferenciar estos procesos (ILS y zonas de contacto),
suele ser complicado, sobre todo cuando se presenta evidencia que apoye ambas hipotesis,
para lo cual se recomiendan analisis mas rigurosos, como el aumentar el nimero de genes y

emplear métodos basados en coalescencia (Lee y Edwards 2008).

Se estima que cuando se habla de expansiones recientes, se hace referencia a
aquellas que ocurrieron durante el periodo del Pleistoceno, en respuesta a las fluctuaciones
climaticas que predominaron durante varios afios (Joseph y Omland 2009). De acuerdo a
los estimados de tiempo de divergencia (ver Capitulo 1), el periodo calculado para la
divergencia del clado conformado por las especies H. leucotis e H. xantusii es de 1.23~2.28
millones de afios, lo cual hace suponer que durante el Pleistoceno, debido a los cambios
climaticos en los ambientes montafiosos, se pudieran establecer varios refugios, que
reflejan los altos niveles de diversidad haplotipica y los grupos formados dentro de la
politomia, como es el caso de algunos haplotipos en las poblaciones de: Chihuahua, Jalisco,
Michoacan, Guerrero y Oaxaca.

La interpretacion de los resultados en un estudio filogeografico pueden influir
directamente en el campo de la taxonomia y la biologia de la conservacion (Joseph y
Omland 2009). La evidencia que se presenta en este estudio, corresponde a un patrén de
recién expansion, identificando dos filogrupos, los cuales estdn en vias de completar su

sorteo ancestral de polimorfismos, es decir en vias de especiacion.
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Las diferencias morfoldgicas que presenta la especie a lo largo de su distribucion
geografica, las cuales fueron una de las caracteristicas que se tomaron en cuenta al
proponer tres subespecies, podrian ser el resultado de la adaptaciéon a las condiciones
ambientales especificas de las zonas geograficas en que habitan estas poblaciones (Brown y
Gibson 1983), tomando en cuenta esta variacion morfoldgica y los resultados obtenidos con
base en el analisis de ADN mitocondrial, se propone que para la especie H. leucotis, sean
reconocidos dos filogrupos, a lo largo de la distribucion geografica de la especie: uno
correspondiente a las poblaciones del sur de los Estados Unidos, las tierras altas de México,
Sierra Madre del Sur, Sierra Norte de Chiapas y montafias de Guatemala, y el segundo
correspondiente a las poblaciones de Centroamérica (El Salvador, Honduras y Nicaragua).
Este segundo grupo conservando el nombre de la subespecie H. I. pygmaea, con fines de
diferenciar la variacion geografica morfoldgica (Simon y Hellmayr 1908) y genética
(presente estudio), resultado de la evolucion.

Los analisis de estructuracion genética no revelan altos indices de diferenciacion
geografica, por lo que aunado a los altos niveles de flujo genético que parece existir entre
las poblaciones y la variacién genética, en su mayoria explicada dentro de las poblaciones y
no entre ellas, se puede inferir que la especie H. leucotis representa una sola unidad
evolutiva, a pesar de haberse definido dos filogrupos intraespecificos (correspondientes a

las subespecies: H. I. leucotis e H. |. pygmaea).
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CONCLUSIONES

e El colibri de orejas blancas, Hylocharis leucotis, es una especie que presenta un patron
filogeografico de continuidad y ausencia geografica, poco convencional en aves

montanas.

e Se diferencian dos filogrupos para la especie, correspondientes a dos de las tres

subespecies propuestas (H. I. leucotis e H. |. pygmaea).

e Existe evidencia para las poblaciones muestreadas, excepto la poblacion
correspondiente al Eje Neovolcanico Transversal en Morelos, de expansion

demogréfica reciente.

e Los haplotipos compartidos en la regién de Chiapas y Guatemala, podrian ser el
resultado de una zona de contacto o de un sorteo incompleto de linajes.

e La posible barrera geogréfica que pudiera estar limitando el intercambio genético entre
las poblaciones de Chiapas y Guatemala con las poblaciones de El Salvador, es el Valle

del Rio Motagua en Guatemala.

e Las fluctuaciones climaticas durante el periodo del Pleistoceno pudieron modificar y

contribuir en gran medida, a la actual distribucién geogréafica de la especie.

e Se recomienda el uso del gen ATPasa para estudios de variacién genética a nivel
poblacional, a diferencia del gen ND2, el cual se recomienda para estudios filogenéticos

interespecificos.

e A pesar de la claridad en los resultados obtenidos con respecto a la historia demografica
de la especie, se recomienda enfocarse al estudio de la zona de contacto en Chiapas y
Guatemala, con el fin de esclarecer el proceso que se presenta en estas poblaciones,
utilizando grupos de datos multiples e inferencias con base en métodos de coalescencia.
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APENDICE |

RECONSTRUCCIONES FILOGENETICAS: CAPITULOI.

C-MOS: INFERENCIA BAYESIANA

Aglaeactis cupripennis
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Amazilia candida

Hylocharis cyanus

Hylocharis xantusii

Hylocharis leucotis

0.96 Metallura tyrianthina

Adelomyia melanogenys

0.0050
Reconstruccion filogenética para 21 especies de colibries, con base en un analisis del gen nuclear C-mos,

resultado de un consenso bayesiano. Las ramas correspondientes a las especies del género Hylocharis se
presentan en color rojo. Se indican los valores de probabilidad posterior mayores a 0.94.
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C-MOS: MAXIMA PARSIMONIA

G Urosticte benjamini
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Hylocharis leucotis

Eugenes fulgens

Heliomaster constantii

Lamproilaima rhami

Adelomyia melanogenys

Metallura tyrianthina

Reconstruccion filogenética para 21 especies de colibries, con base en un analisis de maxima parsimonia para
el gen nuclear C-mos, resultado de un consenso de mayoria. Las ramas correspondientes a las especies del

género Hylocharis se presentan en color rojo. Se indican los valores de bootstrap mayores a 50.
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C-MOS: MAXIMA VEROSIMILITUD
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Reconstruccion filogenética para 21 especies de colibries, con base en un analisis de maxima verosimilitud

para el gen nuclear C-mos, resultado de un consenso de mayoria. Las ramas correspondientes a las especies

del género Hylocharis se presentan en color rojo. Se indican los valores de bootstrap mayores a 50.
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AKS: INFERENCIA BAYESIANA
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Reconstruccion filogenética para 40 especies de colibries, con base en un analisis del gen nuclear AKS5,

resultado de un consenso bayesiano. Las ramas correspondientes a las especies del género Hylocharis se

presentan en color rojo. Se indican los valores de probabilidad posterior mayores a 0.91.
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AK5: MAXIMA PARSIMONIA
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Reconstruccion filogenética para 40 especies de colibries, con base en un analisis de maxima parsimonia para

el gen nuclear AKS5, resultado de un consenso de mayoria. Las ramas correspondientes a las especies del

género Hylocharis se presentan en color rojo. Se indican los valores de bootstrap mayores a 50.
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AK5: MAXIMA VEROSIMILITUD
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Reconstruccion filogenética para 40 especies de colibries, con base en un analisis de maxima verosimilitud

para el gen nuclear AK5, resultado de un consenso de mayoria. Las ramas correspondientes a las especies del

género Hylocharis se presentan en color rojo. Se indican los valores de bootstrap mayores a 50.

75



ND2: INFERENCIA BAYESIANA
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Reconstruccion filogenética para 41 especies de colibries, con base en un analisis del gen mitocondrial ND2,
resultado de un consenso bayesiano. Las ramas correspondientes a las especies del género Hylocharis se

presentan en color rojo. Se indican los valores de probabilidad posterior mayores a 0.91.
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ND2: MAXIMA PARSIMONIA
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_|_: Hylocharis sapphirina
Amazilia chionogaster

Amazilia decora
Amazilia amabilis

] 68 Amazilia versicolor
59 _’”l_: Hylocharis grayi

Amazilia franciae

57 pre—Hylocharis eliciae
b Hylocharis cyanus

Amazilia candida

Amazilia tzacatl

Amazilia rutila

83 Amazilia beryllina

Amazilia saucerrottei

100

i Amazilia viridigaster
p—Metallura tyrianthina

—— Adelomyia melanogenys

Reconstruccion filogenética para 41 especies de colibries, con base en un analisis de maxima parsimonia para

el gen mitocondrial ND2 resultado de un consenso de mayoria. Las ramas correspondientes a las especies del

género Hylocharis se presentan en color rojo. Se indican los valores de bootstrap mayores a 50.
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ND2: MAXIMA VEROSIMILITUD
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Reconstruccion filogenética para 41 especies de colibries, con base en un analisis de méaxima verosimilitud

para el gen mitocondrial ND2, resultado de un consenso de mayoria. Las ramas correspondientes a las

especies del género Hylocharis se presentan en color rojo. Se indican los valores de bootstrap mayores a 50.
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APENDICE II.

MUESTRAS Y LOCALIDADES: CAPITULO Il

Numeros de coleccion y localidades de las 108 muestras de la especie Hylocharis leucotis
utilizadas en éste estudio. También se presentan las muestras correspondientes al grupo
hermano (Hylocharis xantussi, 8 muestras) y del grupo externo (Hylocharis eliciae, 2

muestras).
Poblacion Numerp/de . . ; .
ID coleccion Especie Localidad Estado Pais Georreferencias
H. eliciae CHIS037 H. eliciae | Pijijiapan, Rancho Chiapas Meéxico 15°44'41.79"N;
Grupo CHIS061 (grupo Lluvia de Oro 900 93°06'18"W
externo EU042562 externo) m al NW de
Rancheria Las
Guadalupes.
H. xantusii CONAG698 H. San Dionisio, 2 Baja California México 23°33'30.99"N;
Grupo CONA701 xantusii Km al NW. Sur 109°51'56.01"W
hermano CONA702 (grupo
CONA727 hermano)
CONAT732
CONAT739
CONAT740
CONAT742
SMOccChi CHI084 H. Cumbres de Chihuahua México 26°42'52.70"N;
CHI085 leucotis Guerachi. 107°18'51.33"W
SMOrNL MM736 H. San Antonio Pefia Nuevo Ledn México 23°50'25.8"N;
MM744 leucotis Nevada, 13.5 Km 99°53'47.4"W
al NE.
SMOccDgo IALL201 H. -Pueblo Nuevo, 3.5 Durango México 23°46'19.88"N;
IALL202 leucotis Km al E de El 105°19'18.80"W
IALL203 Salto.
IALL206
IALL207
IALL210
IALL212
IALL220
IALL227
IALL229
IALL231
IALL256
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SMOccJal

JK03-199
JK03-200
JK03-201
JK03-202
JK03-203
JK03-204
JKO03-216
JKO03-217
JK03-222
JK03-321
JK03-322
JK03-323
JK03-324
JK03-353
JK03-354
JK03-356

H.
leucotis

Sierra de Bolafos,
3kmsS, 11.5 km al
W, Rancho
Carracito.

Jalisco

Meéxico

21°49'41.88"N;
103°53'24"W

JKO07-363
MM343
MM344
MM345
MM351
MM375
MM381
MM403
MM408
MM409
MM410
MM411
MM427

H.
leucotis

Nuevo San Juan
(Mpio), 12 km al
W.

Michoacan

México

19°23'06.72"N;
102°14'24.71"W

ENTMor

GMS1460
GMS1500
GMS1501
GMS1502
JK04-802
JMD451
JMDA476

H.
leucotis

Huitzilac 11 km al
NE, Fierro del
Toro.

Morelos

México

19°05'12.48"N;
99°11'37.68"W

SMSGro

AMTO031
AMTO050
AMTO061
AMT114
AMT135
AMT139
AMT145
JK04137
JK04138
JK04139

H.
leucotis

Carrizal de Bravo

Guerrero

México

17°35'33.39"N;
99°50'17.48"W

MOax

BRB1054
BRB1055
BRB1056
BRB1087
BRB1137
BRB1147
BRB1148
MT321
MT322
MT323
MT372
MT380

H.
leucotis

- La Esperanza.
- Ixtlan, 4 km al E,
Finca Boone
Halberg.

Oaxaca

México

17°19'34.32"N,;
96°27'55.07"W
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SNChis

BEHB08003
BEHB08-007
BEHB08-012
BEHB08-018
BEHB08-022
BEHB08-024
BEHBO08-027
BEHBO08-033
BEHB08-034
BEHB08-035
BEHB08-036
BEHB08-037
BEHB08-050
BEHB08-052

H.
leucotis

Cerro Huitepec.

Chiapas

México

16°43'40.25"N,;
92°41'47.03"W

MGtm

GAV2383
JK02-125
JK02-128
JK02-131
JK02-137
JK02-169

H.
leucotis

Santa Maria de
Jes(s 5km al SW,
Finca de Santa
Maria.

Departamento
Quetzaltenango

Guatemala

14°43'00.12"N;
91°32'06"W

MSalv

8178
8245
8267
9392
9405
9435
7830
7832
8952
8953
8972
9106
4938

5013

H.
leucotis

- Parque Nacional
Montecristo

- Bosque La
Montafiona

- Canton Joya, El
Matazano, Cerro
Cacahuatique
- Cantén Llano
Grande, Caserio
La Montafiona

Chalatenango

El
Salvador

14°00'23.26"N;
89°00'23.19"W

14°07'58.79"N;
88°54'46.79"W

13°45'43.10"N;
88°11'60.00"W

14°07'44.39"N;
88°54'46.799"W
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APENDICE IlI

ESTRATEGIAS DE PARTICION: CAPITULO I

A) GENES COMBINADOS.

Modelo: TIM3+I
PARAMETROS | PARTICIONES
I

Revmat 1

Statefreq 2

Topology 3

Brlens 4

B) ATP+ND2

Modelo: TIM3+G (ATP), TrN+G (ND2)

PARAMETROS | PARTICIONES
I 1

Revmat 1 2

Statefreq 3 4

Shape 5 6

Topology 7 7

Brlens 8 8

C) COMBINADOS (codones)

Modelo: TPM2uf+G (1a), TIM2+G (2a), TIM1+G (3a)

PARAMETROS | PARTICIONES
I I i
Revmat 1 2 3
Statefreg 4 5 6
Shape 7 8 9
Topology 10 | 10 | 10
Brlens 11 | 11 | 11

D) ATP (codones) + ND2 (codones)

Modelo: TPM3uf (ATP1a, ATP3a+G), TrN+l (ATP2a), TPM2uf+G (ND2-1a), TPM1uf+l (ND2-
2a), TIM1+l (ND2-3a)

PARAMETROS PARTICIONES

I jujiviv vl
Revmat 112 |3[4]5]6
Statefreq 718 191]10]11]12
Shape - - 113114 -] -
Topology 1515|1515 ]| 15| 15
Brlens 16 |16 |16 | 16 | 16 | 16
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A) Genes combinados
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B) ATP+ND2
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C) COMBINADOS (codones)
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D) ATP (codones) + ND2 (codones)
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