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RESUMEN

Las especies neotropicales poseen una compleja historia de diversificacion. Esta se encuentra
influenciada por factores geogréaficos, ecoldgicos, climaticos y geoldgicos que actdan sobre los
linajes y modelan los patrones de distribucion de sus poblaciones. La filogeografia analiza los
patrones y procesos que determinan esta distribucion geografica de los linajes genéticos. En
este trabajo se explord la estructura genética de las poblaciones de Habia rubica (Red-crowned
Ant-tanager) utilizando secuencias de cinco marcadores moleculares (ND2, ACOI-19, MUSK,
FGB-15 y ODC), cubriendo el area de distribucion de la especie, desde México hasta
Sudameérica. Con estos datos se obtuvieron estimados de diversidad y estructura genética,
hipétesis filogenéticas de Mr. Bayes y analisis de tiempos de divergencia. La hipdtesis
filogenética de marcadores moleculares concatenados muestra que esta especie se encuentra
conformada por dos clados principales, uno que incluye las poblaciones de Mesoamérica y otro
que incluye las poblaciones de Sudamérica. Dentro de estos clados se reconocen siete
filogrupos principales cuyos limites tienen una correspondencia clara con algunas
discontinuidades geograficas importantes, como el Istmo de Tehuantepec en México, la
Cordillera de Talamanca e Istmo de Panama en Centroamérica y el corredor diagonal de
vegetacion seca de Sudamérica (regiones Chaco, Cerrado, Caatinga). La coincidencia entre la
estructura genética de estos filogrupos y la compleja estructura fisiografica de Mesoameérica
describe una historia de diversificacion mas activa y compleja hacia el norte de la distribucion de
esta especie. Por otro lado, en Sudamérica se encuentra una marcada separacion de dos
filogrupos que separa las poblaciones que habitan los bosques de lluvia en el oeste
sudamericano (bosques del Amazonas) y las poblaciones que habitan los bosques tropicales del
este (bosques del Atlantico) y noroeste sudamericano. Debido a que los procesos que dieron
origen a la diversidad neotropical son aun discutidos, la historia evolutiva de la especie Habia
rubica puede estar asociada a factores como los cambios climéticos y de vegetacion ocurridos
durante el Nedgeno y Cuaternario.



ABSTRACT

The Neotropical species have a complex history of diversification as result of the influence of
many geographical, ecological, climatic, and geological factors on the lineages and that are
determinant in the distribution patterns of their populations. Phylogeography analyzes the
patterns and processes that determine this geographic distribution of the genetic lineages. In this
work we explored the genetic structure of Habia rubica populations in order to carry out a
hypothesis about their evolutionary history and processes of diversification. We undertook a
multilocus analysis using sequences of five molecular markers (ND2, ACOI-19, MUSK, FGB-I5
and ODC), covering the distribution area of the species, from Mexico to South America. With
these data, we got estimates of diversity and genetic structure, phylogenetic hypothesis with Mr.
Bayes and analysis of divergence times. The phylogenetic hypothesis of concatenated molecular
markers shows that this species is made up by two principal clades, the first for Mesoamerican
populations and the second is formed by South American populations. Within these clades we
recognize seven principal phylogroups whose limits have a clear correspondence with some
important geographical discontinuities, like the Isthmus of Tehuantepec in Mexico, the Cordillera
de Talamanca and the Isthmus of Panama on Central America and the dry vegetation diagonal on
South America (Chaco, Cerrado and Caatinga). The coincidence between the genetic structure of
these phylogroups and the complex physiographic structure of the Mesoamerican region
describes a history of diversification more active and complex to the north of the distribution of
this species. On the other hand, on the South American we see a marked separation of two
phylogroups between the populations that inhabit the rain forests from west of South America
(Amazon forest) and the populations that inhabit the dry forests from east (Atlantic forests) and
the northwest of South American. Because the processes that gave rise to the neotropical
diversity yet they are discussed, the evolutive history of the species Habia rubica may be
associated to different factors like climatic changes and vegetation occurring during Neogene and
Quaternary.



I INTRODUCCION

La filogeografia es una disciplina de la biologia evolutiva que se encarga de buscar patrones de
variacion geografica dentro de la diversidad genética de las poblaciones naturales, en un
contexto historico (Gutiérrez-Garcia y Vazquez-Dominguez 2012), debido a ello, el enfoque
principal de esta disciplina es intraespecifico. Dado que las especies muestran una estructura
genética poblacional que es resultado de la accion de diversos procesos historicos, ecoldgicos y
demograficos, ademas de eventos unicos (Avise et al. 1987, Avise 2000), la filogeografia
contribuye a descifrar como es que estos procesos han actuado sobre las poblaciones, en
funcion de la distribucion espacio-temporal que presentan sus genealogias actualmente (Avise et
al. 1987, Avise 2000; Crisp et al. 2001, Posada et al. 2006, Grehan 2011). Esta busqueda de los
patrones y procesos que han moldeado la genealogia de las especies permite integrar elementos
como el tiempo de diferenciacion entre linajes y el papel de algunas caracteristicas fisiograficas
como rios, montafias y fallas, que pudieran estar o haber estado actuando como barreras o
corredores al flujo génico para explicar como éstos modelaron la distribucién actual de los linajes
0 grupos de especies (Moritz et al. 2000, Gutiérrez-Garcia y Vazquez-Dominguez 2011).

Estos estudios filogeograficos han llevado al desarrollo de las principales ideas acerca
de la historia de la diversificacion de los grupos bioldgicos en diferentes regiones de la tierra
(Moritz et al. 2000, Gutiérrez-Garcia y Vazquez-Dominguez 2011). Uno de los ejemplos més
ampliamente discutidos es el origen evolutivo de las especies neotropicales. Sobre esto existen
al menos dos hipdtesis (Rull 2008). La primera postula que las especies neotropicales modernas
se surgieron como resultado de cambios paleogeogréaficos ocasionados por la deriva continental,
ocurrida durante el periodo Paledgeno (~65 Ma) o incluso antes (Hewitt 2000, Colinvaux y de
Oliveira 2001, Willis y Niklas 2004, Nores 2004). Esta reorganizacion paleogeogréfica dio origen
a diversas caracteristicas fisiograficas tales como la orogenia Andina, al cierre del Istmo de
Panama o a la inundacion de las cuencas de los rios Orinoco y Amazonas, producida por mares
epicontinentales (Nores 2004, Bush y Hooghiemstra 2005); todos estos eventos pudieron
promover la especiacion por vicarianza. La segunda hipotesis postula un origen mas reciente
producido por los ciclos glaciales-interglaciares ocurridos durante el Pleistoceno (periodo
Cuaternario, hace 2.5 millones de afios), que promovieron condiciones ambientales mas frias y
mas secas en los tropicos, una aridez de las tierras bajas neotropicales que favorecid la
fragmentacion de los bosques lluviosos. Estos fragmentos debieron haberse distribuido dentro de
una extensa zona de desiertos y/o sabanas, promoviendo la especiacion (Whitmore y Prance
1987, Hooghiemstra y van del Hammen 1998, Hewitt 2000, Bennett 2004). Esta hipétesis ha sido
ampliamente criticada debido a la escasez de un registro palinoldgico que la sustente (Colinvaux
et al. 2001, Bush y de Oliveira 2006), el bajo apoyo obtenido en modelos de simulacion para
escenarios de sabana en la region amazonica durante el Ultimo Méximo Glacial, (Cowling et al.
2001, Mayle et al. 2004) y al hecho de que datos genéticos de animales asociados a bosques de
lluvia muestran un origen anterior al Pleistoceno (Moritz et al. 2000, Glor et al. 2001). Sin
embargo, actualmente el origen de la fauna neotropical se asume como una mezcla compleja de
especies Y linajes intra-especificos que se originaron en diferentes tiempos como respuesta a
cambios paleogeograficos y climaticos, que produjeron diversos mecanismos de especiacion 0
tendencias de diversificacion ocurridos durante los periodos Nedgeno-Cuaternario (Zink et al.
2004, Bush 2005, Rull 2006, 2008). Esta idea parece coincidir mejor con la evidencia obtenida a
partir de datos moleculares, donde se concluye que los linajes del Neotrdpico han diversificado a
diferentes tasas y tiempos (Weir 2006).

El proceso de diversificacion de las especies se encuentra fuertemente influenciado por
eventos como la tecténica de placas y el cambio climatico que promueven la especiacion por
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vicarianza, ademas de aquellos procesos de especiacion promovidos por eventos de dispersion.
Los efectos de los cambios paleogeogréficos del Mioceno y el Plioceno sobre las tendencias de
especiacion se relacionan con la formacion y desaparicion de barreras y puentes, que influyen e
incluso cambian los patrones de migracion y aislamiento que favorecen la vicarianza (Coyne y
Orr 2004, Rull 2008). De hecho, el mismo proceso de reorganizacion de las placas tectonicas
que diera origen a la Cordillera Andina terminé promoviendo la formacién de un puente terrestre
que uniria a Sudameérica con Norteamérica, hace aproximadamente 7 a 3.5 Ma (Webb 1991,
Quijano-Abril et al. 2014, Suarez-Atilano et al. 2014). Este puente es conocido hoy dia como el
Istmo de Panama y su formacion dio origen a uno de los eventos de migracion terrestre mas y
mejor conocidos de la historia bioldgica, el Gran Intercambio Bidtico Americano, sucedido entre
31y 25 Ma (Coates y Obando 1996, Cavers et al. 2003, Webb 2006, Woodburne 2010,
Gutiérrez-Garcia y Vazquez-Dominguez 2012, Quijano-Abril et al. 2014, Suérez-Atilano et al.
2014). Este evento permitio que varias especies terrestres ampliaran su distribucion,
promoviendo la radiacion de numerosos linajes (Quijano-Abril et al. 2014), y signific también el
surgimiento de una barrera geogréfica para las especies marinas (Hewitt 2000). Algunos estudios
biogeograficos realizados con flora (Raven y Axelrod 1974), fauna (Savage 1982) y registros
palinoldgicos (Graham 1999) indican que antes de que concluyera la formacion del puente de
Panama hubo numerosos eventos de dispersion, principalmente de Sudamérica hacia
Norteamérica, en un periodo entre hace 5y 3 Ma (Coney 1982). Mas aun, se ha postulado que
algunos eventos de dispersion aun mas antiguos habrian tenido lugar debido a la existencia de
un Arco Volcanico originado en la época del Paleoceno tardio (periodo Paledgeno), que seria
responsable de la formacion de Costa Rica y Panama (Echeverry y Morrone 2013) o bien, por el
cruce de numerosas especies terrestres a través del mar, principalmente en direccion sur-norte
(Webb 2006, Woodburne 2010).

La emergencia gradual de Centroamérica desde un conjunto de islas hacia un puente
terrestre ha facilitado no solo la migracién y la colonizacion de especies de flora y fauna
originarias del norte y sur del continente, sino el surgimiento de numerosas especies endémicas
(Gutiérrez-Garcia y Vazquez-Dominguez 2012). Uno de los eventos de mayor influencia fue, sin
duda, las numerosas invasiones de angiospermas que provenian de Sudamérica y que fueron
modificando la composicion vegetal de la zona hoy conocida como Centroamérica (Burnham y
Graham 1999). Estos eventos de dispersion muy probablemente fueron realizados a través de
una cadena de islas que a su vez producirian aislamientos sucesivos de poblaciones
establecidas en la peninsula proto-Mesoamericana. El aislamiento pudo haber sido promovido
ademas por factores importantes que limitarian la dispersion de los organismos tales como las
corrientes marinas del sur y el clima méas templado del norte (Savage 1982). Un segundo factor
que pudo haber promovido el aislamiento geografico en esta region fue el caracter ciclico de las
fluctuaciones climaticas del Pleistoceno, ocurridas entre 1.6 y 0.01 Ma y cuya influencia sobre la
flora mesoamericana causé la fragmentacion de una extensa area de bosque tropical que
comenzd a restringir la distribucion de muchas especies que quedaron confinadas en
poblaciones refugio. Esto sucedid principalmente en la region comprendida entre Guatemala y el
noroeste de Colombia, durante el Ultimo Méximo Glacial (Toledo 1982, Leyden 1984, Islebe y
Hooghiemstra 1997, Hewitt 2000).

Hoy en dia la zona geografica comprendida entre el oeste de Panama4, al norte del Istmo,
y el sur de México es conocida como Mesoamérica (Garcia-Moreno et al. 2006, Ledn-Paniagua
et al. 2007). Es un complejo topografico conformado por numerosas cadenas montafiosas que
han promovido el aislamiento y la especiacion (Cracraft y Prum 1988), por lo cual Mesoamérica
es considerada también uno de los centros de biodiversidad mas importantes de la Tierra (Myers
et al. 2000, Myers 2003, Mittermeier et al. 2005), producto también de su complejo ensamble de
biotas afines a las regiones biogeograficas neartica de Norteamérica y neotropical de
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Sudamérica. Esta region cuenta con una gran heterogeneidad de ecosistemas que son
resultado de una topografia altamente fragmentada (Coates y Obando 1996), donde la
distribucion y composicion de la flora y fauna han estado fuertemente influenciadas por eventos
de origen tanto climatico como geoldgico (Burnham y Graham 1999). Esta heterogeneidad
geoldgica y ambiental tiene por lo tanto el potencial de producir gran cantidad de patrones
filogeograficos intra-especificos influenciados por la compleja historia geoldgica y biogeogréfica,
por los ciclicos cambios en el clima, la vegetacion y el nivel del mar, junto a procesos orogénicos
que actian de manera mas constante, como la historia de la tectdnica de placas que genera el
levantamiento de las cadenas montafiosas (lturralde-Vinent 2006, Arbelaez-Cortés et al. 2010).
La complejidad geoldgica de la region por la presencia de estas cadenas, asi como de tierras
bajas, lagos, rios y la actividad volcanica, ademas de la dindmica climatica histérica dominada
por la alternancia de huracanes, sequias e inundaciones, conformaron un conjunto de corredores
y barreras que afectan la dispersion, aislamiento, migracion, extincion y diversificacion de la biota
en diferentes escalas espacio-temporales (Savage 1982, Bermingham y Martin 1998, Burnham y
Graham 1999, Cavers et al. 2003, Bryson et al. 2011, Gutiérrez-Garcia y Vazquez-Dominguez
2012). Algunos datos moleculares sugieren que las especies de plantas caracteristicas de
bosque en Centroamérica tuvieron eventos de especiacion entre las épocas del pre-Pleistoceno-
Pleistoceno, mientras que las especies de Sudamérica se originaron casi exclusivamente en las
épocas del pre-Pleistoceno (mediados del Mioceno hacia Plioceno); es decir, que las especies
centroamericanas son aparentemente de origen mas reciente (Pennington et al. 2004).

Hacia el norte de Mesoamérica se encuentra la frontera entre las regiones
biogeogréficas nedrtica y neotropical, conocida como Zona de Transicion Mexicana (ZTM). Esta
se localiza en el centro de México (Sudrez-Atilano et al. 2014) y esta conformada principalmente
por tres accidentes geograficos (Savage 1982): 1) la falla y via maritima del Istmo de
Tehuantepec, surgida en el sur de México hace aproximadamente 3 Ma (Castoe et al. 2009) y
reconocida como barrera geografica importante para los taxa de tierras de altas (Marshall y
Liebherr 2000) y como conexion entre las costas Mexicanas del Pacifico y el Golfo de México
para taxa de tierras bajas (Huidobro et al. 2006); 2) la Faja Volcanica Transmexicana (FVT), una
cadena volcanica que se extiende a través del centro de México y que se formd en diferentes
etapas, comenzando en el lado oeste hace 23 Ma y finalizando en el lado este hace 2.5 Ma
(Ferrusquia-Villafranca 1993, Becerra 2005); aunque su desarrollo mas importante tuvo lugar
entre 7 y 10 Ma (Marshall y Liebherr 2000, Rosas-Elguera et al. 2003). Esta es una de las
caracteristicas geograficas mas importantes de México, debido al complejo desarrollo geoldgico
que presenta, por lo que ha sido reconocida como una de las principales barreras historicas para
numerosos taxa (Bryson et al. 2011). 3) La Sierra Madre Occidental situada en el noroeste de
México. Esta se origind durante el Mioceno y tuvo su desarrollo més importante durante los
dltimos 5 Ma (Riddle y Hafner 2006). Las tres caracteristicas geograficas mencionadas, forman
los limites de la llamada ZTM y su profundo impacto como barreras biogeograficas es reconocido
en muchos estudios recientes (Marshall y Liebherr 2000, Devitt 2006). Presentan ademas una
impresionante conjuncion de taxa, que incluyen insectos, peces, anfibios, reptiles, aves y
mamiferos, habitantes de tierras altas y bajas, todos con una marcada estructura filogeografica
modelada a través de estas barreras. Varios de estos estudios presentan un patron emergente
de historia vicariante dentro de taxa ampliamente distribuidos en Mesoamérica (Bryson et al.
2011).

La historia biogeogréfica de Sudamérica se encuentra marcada por la influencia que tuvo
la formacion de la Cordillera de los Andes. Este fue un evento crucial con gran efecto sobre el
clima regional y tuvo largo impacto sobre la evolucion del paisaje y los ecosistemas del norte de
Sudameérica incluyendo la Amazonia (Hoorn 1993, Hoorn et al. 2010, Insel et al. 2010; Poulsen et
al. 2010). El levantamiento del centro y el norte de los Andes fue un proceso no sincronizado
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causado por el reacomodo de las placas tectonicas (Hoorn et al. 2010). Al principio, la
subduccion de las placas situadas a lo largo del margen del Océano Pacifico causaron un
levantamiento montafioso situado en el centro de los Andes durante el periodo Paledgeno (65-33
Ma; Poulsen et al. 2010). A continuacién, una ruptura de la placa del Pacifico y el choque
posterior de las nuevas placas (Cocos, Nazca y Antartica) con las placas de Sudamérica y el
Caribe, dieron como resultado un intenso proceso de formacion montafiosa en la parte norte de
los Andes que ocurrié durante la transicion de las épocas Oligoceno-tardio al Mioceno-temprano
(~33 a 23 Ma, periodos Paledgeno-Nedgeno). No obstante, el levantamiento montafioso mas
intenso sucedid hacia la mitad del Mioceno tardio y el Plioceno temprano (~12-4.5 Ma, periodo
Nedgeno; Hoorn et al. 2010, Quijano-Abril et al. 2014).

Paralelo al levantamiento de la cordillera de los Andes, se desarrollé un gran humedal de
lagos superficiales y pantanos hacia el oeste de la Amazonia formando un nuevo sistema
acuatico conocido como “Sistema Pebas” hace aproximadamente 23 a 10 millones de afios
(Hoorn et al. 2010). Este progreso de la formacion montafiosa de los Andes superd una
elevacion critica de ~2000 metros, lo que ocasiond un incremento en la precipitacion hacia el
lado este. El acoplamiento entre los efectos de la tectdnica de placas y los procesos climaticos
promovieron un levantamiento adicional, erosion y abastecimiento de agua y sedimento (Insel et
al. 2010, Poulsen et al. 2010). Sin embargo, este flujo de sedimento hacia las tierras bajas del
Amazonas no fue continuo y es posible que existieran cuencas intra-montafiosas y montafias
capturando este flujo por periodos de millones de afios en pulsos de deposicion hacia el este
(Hoorn et al. 2010).

Hace aproximadamente 10 millones de afios, tiempo que coincide con el descenso del
nivel del mar, el levantamiento del norte de los Andes fracciond la Amazonia, propiciando
posibles eventos de especiacion alopatrica (Quijano-Abril et al. 2014). Los sedimentos Andinos
alcanzaron la costa del Atlantico a través del sistema Amazonico en un intervalo de tiempo entre
hace 10 a 7 millones de afios cuando el rio Amazonas se formé completamente (Figueiredo et al.
2009, 2010). Los humedales del Amazonas cambiaron asi de un sistema lacustre a un sistema
fluvial llamado “Acre” (Hovikoski et al. 2007, Latrubesse et al. 2010). Posteriormente, las llanuras
de inundacion de este sistema fueron dominadas por pastos, lo que ocasiond la desaparicion de
los humedales entre 7 y 2.5 millones de afios atras (Richardson et al. 2001, Erkens et al. 2007).
A partir de entonces la Amazonia occidental ya tendria las caracteristicas del paisaje tal como lo
conocemos hoy (Hoorn et al. 2010).

Esta conformacion Amazonica, resultado de la historia geoldgica y climtica de la region,
representa en si misma una barrera geografica a la dispersion de diversos grupos de organismos
hacia ambos lados del rio Amazonas (Hayes y Sewlal 2004). Existen andlisis que apoyan
fuertemente la prediccion de que la seccion mas amplia del rio Amazonas, situada al este,
representa una gran barrera para la dispersion de las aves paserinas, en comparacion con la
region oeste, que es mas angosta (Hayes y Sewlal 2004). Por su parte, Mayr (1942) hipotetizd
explicitamente que los rios de la Amazonia pudieron haber “dado los primeros pasos hacia la
especiacion” de la fauna neotropical; mientras que Sick (1967) discutid las formas vicariantes
(subespecies o razas geograficas) de las aves “sobre lados opuestos de ciertos rios” y postuld
que los ancestros de las aves de la Amazonia “vivieron en un tiempo cuando el &rea adn no
estaba dividida por grandes rios como en la actualidad”. Este proceso es descrito en la “hipétesis
de barrera riverefia” que postula que la formacion de los grandes rios del Amazonas, hace
aproximadamente 5 Ma, fragmentd las poblaciones de aves que antiguamente se distribuian de
forma continua, dentro de unidades aisladas donde la diferenciacion ocurrio en alopatria (e.g.
Sick 1967, Haffer 1974, Capparella 1988, 1991, Ribas et al. 2012). Se ha llegado a demostrar
que los rios de la Amazonia tienen alta efectividad como un impedimento al flujo de genes en
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aves (Capparella 1988, 1991, Smith et al. 2014) y roedores (Patton et al. 1994), aln entre
poblaciones divididas por el rio, que presentan alta diferenciacion genética. El escaso
conocimiento sobre la dinamica y origen de estos biomas ha incentivado la realizacion de
diferentes estudios relacionados con la historia tectonica de las areas geogréficas en donde se
encuentran actualmente y con la biologia de las especies que lo habitan (Pennington et al. 2000,
2004, 2009; Padilla y Halffter 2007, Caetano et al. 2008).

Los bosques de lluvia de la cuenca Amazonica y los bosques tropicales del Atlantico
(mata Atldntica) son dos de los dominios morfoclimaticos mas importantes de Sudamérica
(Ab’Saber 1977) y juntos constituyen una de las areas tropicales mas diversas del mundo.
Ambos bosques se encuentran separados por una faja diagonal de vegetacion seca, mas abierta
que incluye la region geografica de Chaco, distribuido en el norte de Argentina, este de Bolivia y
Paraguay Yy las ecorregiones de Cerrado y Caatinga distribuidas en el centro y norte de Brasil
respectivamente. Este corredor de vegetacion seca ha sido considerado una importante barrera
para la migracion de especies entre las dos regiones del bosque del Amazonas y el Atlantico (Por
1992). A pesar de que ambas regiones parecen ampliamente aisladas, los mapas de vegetacion
mas actuales muestran que los bosques de galeria y bosques distribuidos en parche constituyen
una red interconectada (Oliveira-Filho y Ratter 1995). Hay amplia evidencia que apoya la
hipbtesis sobre la existencia de un antiguo contacto entre los bosques de ambas regiones a
través de esta franja de vegetacion seca (Por 1992, Oliveira et al. 1999, Costa 2003, Auler et al.
2004, Wang et al. 2004). Para explicar este contacto entre regiones se sugieren tres rutas
principales (Figura 1), la primera, surgida durante el Mioceno medio a tardio y correria a través
de la actual region de Cerrado y Mato Grosso en Brasil y a través de las sabanas de Chaco de
Bolivia y Paraguay como consecuencia de los eventos geotectonicos ocurridos durante el
periodo Nedgeno (Hulka et al. 2006; Roddaz et al. 2006). La segunda ruta aparentemente seria
mas reciente y ocurriria durante el Plioceno y Pleistoceno, a través de las actuales regiones de
Cerrado y Caatinga en el noreste de Brasil (Por 1992, Costa 2003, Auler et al. 2004, Wang et al.
2004) como resultado de la expansion del bosque de galeria durante los cambios climaticos del
Cuaternario.
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Figura 1. Rutas histdricas hipotéticas de conectividad entre los bosques del Atlantico y la cuenca
Amazdnica. La linea gris representa la ruta de contacto mas antigua. Las lineas negras representan las
rutas de contacto recientes, donde la linea punteada es la ruta menos comdn. Imagen tomada y
modificada de Batalha-Filho et al. (2013).

Existen datos sobre la alta tasa de especiacion en el Neotropico durante los Ultimos 2.6
millones de afios, cuando los cambios climaticos fueron el factor medioambiental mas importante
(Rull 2008). La estructura genética de las poblaciones y especies ha sido conformada
principalmente por los ciclos climaticos del periodo Cuaternario (Hewitt 2000). Esta interpretacion
de la estructura genética actual necesita ser considerada como resultado de diversas
interacciones de tipo bioldgico, geografico y de ajustes climaticos a los que han sido sometidos
los organismos (Hewitt 2000). Se ha reconocido que, a nivel de biotas enteras, en las tierras
bajas de América tropical algunos factores dindmicos como la temperatura, la precipitacion y el
nivel del mar, las interacciones entre ellos y la compleja topografia de la region, ejercen una gran
influencia como agentes que contribuyen al proceso de especiacion y estructuracion genética.
Aunque existe un gran debate sobre la cronologia de dicha influencia, pues algunos estudios
sugieren que mientras los cambios climaticos del Pleistoceno son considerados uno de los
factores de mayor influencia para la especiacion (Noonan y Gaucher 2005, Rull 2006), mucha de
la diversidad de las especies tropicales se origind antes del Pleistoceno (Hewitt 1996, Hewitt
2000, Zarza et al. 2008).

La especie Habia rubica (Red-crowned Ant-tanager).



El género Habia pertenece al grupo de las llamadas aves oscines o canoras. Estas representan
el segundo linaje mas diverso de aves del continente americano, solo después de la diversidad
que presenta la radiacion del grupo de las suboscines sudamericanas (Barker et al. 2004).
Debido a que las oscines presentan un rango de distribucion muy amplio y en consecuencia son
un grupo ecoldgicamente muy diverso, su clasificacion, basada en caracteres esencialmente
morfoldgicos, ha derivado en numerosos conflictos taxondmicos (Klicka et al. 2000, 2007) y
diferentes clasificaciones han sido propuestas. De esta manera, mientras la taxonomia clasica
registra alrededor de 823 especies clasificadas dentro de 200 géneros que se agrupan en las
cinco tribus, Icterini (mirlos y especies relacionadas), Parulini (Parulidos), Emberizini (gorriones),
Thraupini (tangaras) y Cardinalini (cardenales y gorriones de pico ancho), (Sibley y Monroe
1990). El desarrollo de estudios filogenéticos moleculares ha brindado a los taxénomos una
amplia gama de caracteres que pueden ser utilizados para explorar las relaciones filogenéticas
mediante el uso de técnicas como el analisis de secuencias de DNA (Tamura et al. 2011). Estas
nuevas revisiones taxondmicas indican que las aves oscines cuentan con alrededor de ~832
especies clasificadas dentro seis familias que son: Cardinalidae, Emberizidae, Icteridae,
Parulidae, Passerellidae y Thraupidae, que conforman los subclados mayores de la filogenia
(Barker et al. 2015). Ambas clasificaciones confirman la monofilia entre las tribus y/o familias de
oscines. No obstante, existe una gran cantidad de especies cuya posicion taxondmica dentro de
estas clasificaciones es aun incierta (Klicka et al. 2000).

Uno de estos casos de posicion taxonomica reciente apoyada en datos moleculares es
el de la especie Habia rubica (Vieillot 1817). Aunque ha sido clasificada tradicionalmente como
miembro de la familia de las tangaras verdaderas (Thraupidae, Howell y Webb 1995, AOU 1998,
Hilty 2011), la evidencia molecular indica que este género se encuentra mas estrechamente
relacionado con la familia Cardinalidae, a la que actualmente pertenece (Chesser et al. 2009).
Dichos analisis basados en datos moleculares de DNA mitocondrial y nuclear (Cytb, Burns 1997;
Cytb y ND2, Klicka 2007; Cyth, ND2, RAGI, ACOI-I9, FGB-I5 y MB-I2, Barker et al. 2015; COlI,
Cytb, FIB5 y VLDLIR, Lavinia et al. 2015) revelan también que la especie Habia rubica esta mas
estrechamente relacionada con las especies del género Chlorothraupis, con las que forma una
relacion monofilética, que con el resto de las especies del género Habia (Habia fuscicauda,
Habia gutturalis, Habia atrimaxilaris y posiblemente Habia cristata), por lo que este grupo podria
considerarse parafilético a nivel de género.

De distribucion exclusivamente americana, Habia rubica es una especie altamente
politipica con marcada variacion geogréfica e individual dentro de la cual se han descrito 17
subespecies (Hilty 2011). Su drea de distribucion va desde el centro de México hasta el noreste
de Argentina y sureste de Brasil, en un rango de altitud entre los 500 y los 2250 msnm (Hilty
2011). El dimorfismo sexual en esta especie esta determinado por diferencias en la coloracion, el
tamafio y el peso. Los machos presentan un plumaje que va desde el tono rosado al rojizo
oscuro; miden entre 17 y 19 cm y pesan entre 27.7 y 42.9 g. Las hembras presentan una
coloracion que va desde el gris al café oliva y pesan entre 22.5 y 37 g. (Howell y Webb 1995,
AOU 1998, Hilty 2011). De acuerdo con el Handbook de las Aves del Mundo (del Hoyo et al.
2011), las diferencias entre subespecies se encuentran principalmente en el gradiente de
coloracion que presenta el plumaje en las partes superiores e inferiores del cuerpo entre
poblaciones. Dicha clasificacion morfoldgica indica que cinco de las 17 subespecies se
encuentran distribuidas entre el este y oeste de México hasta el norte de Centroamérica, dos en
el centro y sur de Centroamérica y diez en las zonas este, oeste y noroeste de Sudamérica
(Figura 2).
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Figura 2. Area de distribucion de las subespecies descritas dentro de la especie Habia rubica (Vieillot
1817). ArcView GIS v3.2 (ESRI 1999). Imagenes tomadas y modificadas de del Hoyo et al. (2011). Los
puntos rojos representan subespecies no muestreadas en este trabajo.

La distribucion geogréafica de cada una de las subespecies se describe a continuacion.
Del lado oeste de México se encuentran dos subespecies, Habia rubica rosea (Nelson 1898) y
Habia rubica affinis (Nelson 1897). Ambas presentan una coloracion rosa palido y se
distribuyen sobre la vertiente del Pacifico, la primera abarcando los estados de Nayarit, Jalisco y
Guerrero, mientras que la segunda esta restringida al suroeste de Oaxaca. En el lado este de
México se encuentran tres subespecies, Habia rubica holobrunnea (Griscom 1930), distribuida
sobre la vertiente del Golfo de México, desde el sur de Tamaulipas hasta el noreste de Oaxaca;
Habia rubica nelsoni (Ridgway 1902), que se localiza en la Peninsula de Yucatan, en el sureste
de México y Habia rubica rubicoides (Lafresnaye 1844), que se distribuye en el sur-centro de
México, desde Puebla y este de Oaxaca hasta Tabasco y Chiapas. Esta subespecie se extiende
hacia los paises del norte de Centroamérica desde Guatemala y Belice hasta Honduras, El
Salvador y posiblemente Nicaragua. Estas tres subespecies son de coloracion rojiza con ligeras
variaciones en la tonalidad de la cabeza, el dorso, la garganta y partes inferiores (Hilty 2011).

En Centroamérica se reconocen dos subespecies mas, Habia rubica alfaroana
(Ridgway 1905), cuya distribucion se restringe al noroeste de Costa Rica (provincia de
Guanacaste) y Habia rubica vinacea (Lawrence 1867), que se encuentra desde la vertiente del
Pacifico en Costa Rica, en la Peninsula de Nicoya, hacia el este de Panam4, hasta la provincia
de Darién. Ambas subespecies son morfoldgicamente semejantes a la subespecie rubicoides
descrita mas arriba (Hilty 2011).



En el noroeste de Sudamérica se encuentran cinco subespecies, Habia rubica perijana
(Phelps y Phelps Jr 1957), de la Sierra de Perija situada entre Venezuela y Colombia; Habia
rubica coccinea (Todd 1919), distribuida sobre la base de los Andes en el oeste de Venezuela
(al sur del estado Lara), adyacente a la porcion del norcentro de Colombia. Habia rubica
crissalis (Parkes 1969), del noreste de Venezuela, en las montafias de la frontera entre los
estados Anzoategui y Sucre. Habia rubica rubra (Vieillot 1819), distribuido en Trinidad. Habia
rubica mesopotamia (Parkes 1969), del este de Venezuela, en la region del rio Yuruani (lado
este del estado de Bolivar). Estas subespecies presentan una coloracion rojiza relativamente
oscura, con el pecho color rojo coral que es mas palido hacia las partes inferiores (Hilty 2011).

En el oeste de Sudamérica se reconocen tres subespecies mas: Habia rubica
rhodinolaema (Salvin y Godman 1883), del este de los Andes en Colombia (desde el sur del
Meta hasta Caquetd), noroeste de Brasil, este de Ecuador y noreste de Perd; Habia rubica
peruviana (Taczanowski 1884), distribuida en el este de Perd, oeste de Brasil y norte de Bolivia
(hacia el sur hasta Santa Cruz) y Habia rubica hesterna (Griscom y Greenway 1937), distribuida
desde el centro de Brasil hasta el sur del Rio Amazonas (al este del rio Xingu, desde el sur hasta
el norte de Mato Grosso). Estas subespecies son descritas ligeramente mas palidas casi rosadas
hacia la parte de la garganta y el pecho con las partes inferiores color gris (Hilty 2011).

Por ultimo se describen dos subespecies en el lado este de Sudamérica, Habia rubica
bahiae (Hellmayr 1936), del noreste y centro-este de Brasil, y en el sureste de la bahia Alagoas.
Y Habia rubica rubica (Vieillot 1817), del este de Paraguay, sureste de Brasil (desde el sur de
Minas Gerais y sur de Espiritu Santo hasta Rio Grande del Sur) y noreste de Argentina (en la
provincia de Misiones). Esta es la subespecie nominal (tipo) descrita de color rojo marrén pélido
en la parte superior, la corona color escarlata delimitada por una linea negra. La zona de la
garganta, y frecuentemente el pecho, son de color rojo mas brillante. Los costados son color gris.
El iris es marron oscuro. El pico es oscuro en la parte de la maxila y mas palida en la mandibula
(Hilty 2011).

El estudio mas reciente sobre Habia rubica ha revelado que esta especie se encuentra
conformada por al menos cuatro filogrupos que corresponden con las poblaciones del oeste de
México (1), este de México-norte de Centroamérica (2), este de Sudamérica (3) y oeste de
Sudamérica (4). Dichos filogrupos fueron identificados a partir de datos moleculares de DNA
nuclear (FIB5, VLDL9R) y mitocondrial (COI, Cyt-b), (Lavinia et al 2015). Sin embargo dicho
estudio carece de muestras representativas de las poblaciones mesoamericanas y algunas
sudamericanas, en particular de las poblaciones del oeste de México, este-oeste del norte de
Centroamérica, Panama y noroeste de Sudamérica. Estas poblaciones son importantes para
recuperar una hipdtesis mejor resuelta sobre la historia evolutiva de la especie. Asi, en este
estudio se incluyen once subespecies de Habia rubica, exceptuando la subespecie endémica de
Costa Rica H. r. alfaroana, cuatro subespecies de distribucion aislada de Venezuela (H.r.
perijana, H. r. crissalis, H. r. mesopotamia), la subespecie H. r. rubra de Trinidad y la subespecie
H. r. bahiae del noreste de Brasil (subespecies con punto rojo en Figura 2).



OBJETIVOS
Objetivo general

Identificar patrones de variacion genética dentro y entre las poblaciones de Habia rubica
utilizando secuencias de DNA nuclear y mitocondrial.

Objetivos particulares

o Obtener una hipotesis filogeografica para las poblaciones de la especie Habia rubica,
basada en caracteres moleculares de origen nuclear y mitocondrial.

o Obtener valores de diversidad y estructura genética dentro y entre poblaciones de Habia
rubica.

o Obtener estimados de tiempos de divergencia para la especie Habia rubica y proponer
una hipdtesis acerca de su proceso de diversificacion.
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Il. METODO

Muestreo.

Este proyecto contd con 144 secuencias del gen mitocondrial NADH deshidrogenasa subunidad
2 (ND2, 1041 pb). De ellas, 125 pertenecen a individuos de Habia rubica provenientes de México
(51), Guatemala (4), El Salvador (9), Honduras (3), Nicaragua (5), Costa Rica (1), Panama (8),
Pert (12), Bolivia (9), Paraguay (13), Brasil (8), Argentina (3) y Venezuela (1); (Figura 3). El
grupo hermano fue representado por 16 secuencias de las especies Chlorothraupis olivacea (3),
Chlorothraupis carmioli (9) y Chlorothraupis stolzmani (4) distribuidas en Panama, Ecuador, Peru
y Bolivia. El grupo externo fue representado por 3 secuencias de las especies Habia fuscicauda
(1), Habia atrimaxilaris (1) y Habia gutturalis (1). La eleccién del grupo hermano y el grupo
externo esta basada en la publicacion sobre las relaciones filogenéticas de la familia
Cardinalidae (Klicka et al. 2007).

Las secuencias del marcador mitocondrial ND2 se obtuvieron mediante la amplificacion y
secuenciacion de 99 muestras provenientes de las colecciones ornitoldgicas albergadas en los
siguientes museos: MZFC, Museo de Zoologia de la Facultad de Ciencias de la UNAM (44);
LSUMNH, Museo de Historia Natural de la Universidad del Estado de Louisiana (21); UWBM,
Museo Burke de la Universidad de Washington (14); KUNHM, Museo de Historia Natural de la
Universidad de Kansas (20). Adicionalmente se contd con 41 secuencias de este mismo gen
proporcionadas directamente por el Dr. John Klicka (UWBM) y con cuatro secuencias mas
obtenidas del GenBank (Klicka et al. 2007, Barker et al. 2012). La procedencia de cada muestra
y sus respectivos datos de colecta se incluyen en el Anexo I.

Una vez obtenido el arbol filogenético mitocondrial (ver abajo), se delimitd un segundo
muestreo de 37 individuos representativos de los grupos genéticos (clados) encontrados a lo
largo de la distribucion geogréfica de la especie (Figura 3). Para este subgrupo fueron
amplificados adicionalmente cuatro marcadores nucleares, dos intrones ligados al sexo de los
genes Aconitasa | (ACOI-19, 852 pb) y el receptor especifico de musculo Tirosina Kinasa (MUSK,
576 pb) y dos intrones autosémicos de los genes Ornitina Descarboxilasa (ODC, 711 pb) y Beta-
Fibrinogeno (FGB-I5, 577pb).
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Figura 3. Mapa de distribucién y puntos de colecta de las poblaciones de Habia rubica para el gen
mitocondrial ND2 (puntos blancos y rosas) e intrones nucleares (puntos rosas). ArcView GIS v3.2 (ESRI
1999).

Trabajo de laboratorio.

Se extrajo el DNA gendmico utilizando el kit DNeasy (Qiagen, Valencia, CA, USA), siguiendo las
especificaciones del fabricante. Posteriormente fueron amplificados los marcadores moleculares
antes mencionados por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando
oligonucleatidos especificos (Tabla 1).

La amplificacion se realizé en un volumen de reaccion de 12.5pl utilizando el siguiente
programa de termociclacion: un ciclo de desnaturalizacion a 94°C por 10 minutos, seguido de 40
ciclos a 94°C por 30 segundos, 45 segundos a la temperatura especifica de alineamiento por gen
(ver Tabla 1) y 2 minutos a 72°C, terminando con una extensién a 72°C por 10 minutos. Los
productos de PCR fueron enviados a secuenciar a la High-Throughput Genomics Unit
(Universidad de Washington, Seattle, WA). Las secuencias obtenidas fueron alineadas y
editadas manualmente utilizando el software Sequencher v4.8 (Gen Codes Corporation) y Clustal
X v2.0 (Larkin et al. 2007). Este ultimo alineamiento sirvid para disefiar diferentes matrices de
andlisis (marcador por marcador y concatenados) y transformarlas a formatos especificos para
cada programa.

Origen Regidn Oligos Secuencia (5’ - 3") Temperatura de Fuente
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alineamiento

Mitocondrial ~ ND2 H6313 CTC TTATTT AAG GCT TTG AAG GC 54°C Sorenson et al. 1999
L5219 CCC ATACCC CGAAAATGATG 54°C Sorenson et al. 1999
Nuclear MUSK MUSK-I3F  CTT CCATGC ACT ACAATG GGAAA 56°C K@mball etal. 2009
MUSK-I3R  CTC TGAACATTG TGG ATC CTC AA 56°C Kimball et al. 2009
ACOI-I9F CTG TGG GAATGC TGAGAG ATT T 60°C Kimball et al. 2009
Nuclear ACOHIS ACOI-I9R  CTG CAG CAA GGC ACAACAGT 60°C Kimball et al. 2009
Nucl Fib5F CGC CAT ACA GAG TATACT GTGACAT 60°C Kimball et al. 2009
uclear FGB-I5 Fib6R GCC ATC CTG GCG ATT CTG AA 60°C Kimball et al. 2009
ODCF GAC TCC AAA GCAGTT TGT CGT CTCAGT GT 65°C Primmer et al. 2002
Nuclear obc ODCR TCT TCA GAG CCA GGG AAG CCA CCA CCAAT 65°C Primmer et al. 2002

Tabla 1. Oligonucledtidos especificos utilizados en este proyecto para amplificar marcadores nucleares y
mitocondriales.

Analisis filogenéticos.

Se disefiaron tres matrices diferentes a partir de las cuales se obtuvo una hipétesis filogenética.
La primera incluy6 144 secuencias del marcador mitocondrial ND2, la segunda fue conformada
por las secuencias concatenadas de los marcadores nucleares ACOI-19, MUSK, FGB-I5y ODC
para 37 individuos, y la tercera incluyd las secuencias concatenadas de los marcadores
nucleares junto al marcador mitocondrial ND2 (37 individuos). Estas dos Ultimas matrices se
concatenaron de manera particionada para poder fijar modelos de evolucion independientes para
cada marcador molecular. Estos modelos de evolucion fueron estimados con el programa
JModelTest v3.8 (Posada 2008) y seleccionados de acuerdo con el criterio de informacion de
Akaike (AIC: Akaike 1973). El sumario de caracteristicas por marcador molecular utilizadas en
este y otros analisis se especifica en la tabla 2.

Cada filogenia fue estimada utilizando el criterio de inferencia bayesiana (I1B) con el
programa Mr. Bayes v3.2 (Ronquist et al. 2012). El analisis se corrio empleando cuatro cadenas
markov montecarlo metropolis (MCMC), una fria y tres calientes, con diez millones de iteraciones
tomando muestras cada 250 generaciones. Posteriormente se eliminaron los primeros dos
millones de arboles generados como burn- in (20%).

Marcador Modelo ..
) nst Tasa de evolucion
molecular evolutivo
ND2 TrN+I+G 6 Gamma
ACOI-19 TIM2+G 6 Gamma
MUSK TIN+G 6 Gamma
FGB-I5 HKY+G 2  Gamma

oDbC TN 6 Equal
Tabla 2. Modelos de evolucidn obtenidos para cada marcador molecular. JModelTest v3.8 (Posada 2008).

Posteriormente se estimd la relacion de los haplotipos de la especie utilizando el
programa Network v4.6 (Bandelt et al. 1999). Esta red fue estimada considerando los
agrupamientos genéticos obtenidos en la filogenia mitocondrial, empleando un algoritmo Median-
Joining. Estos agrupamientos genéticos en adelante seran nombrados como filogrupos (i.e.
poblaciones, grupos de poblaciones) para hacer una distincion entre éstos y los clados que los
contienen.
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Diversidad y estructura genética.

Para estimar los estadisticos de diversidad se establecieron previamente los grupos genéticos
identificados en la filogenia mitocondrial, para posteriormente obtener informacién sobre el
ndmero de haplotipos (H), el numero de sitios segregantes (S), el indice de diversidad
haplotipica (Hd) y el indice de diversidad nucleotidica (1) de cada agrupamiento. Las secuencias
de los intrones nucleares fueron caracterizadas estimando valores de diversidad genética como
el numero de sitios monomdrficos, sitios polimorficos, gaps y datos ausentes. Esto se realizo con
el programa DnaSP v5.0 (Librado y Rozas 2009).

También se estimaron los estadisticos Fs(Fu 1997) y D (Tajima 1989), con el objetivo de
poner a prueba la hipdtesis de cambios demograficos histdricos (crecimiento poblacional). Los
valores de Fs son utilizados para identificar fluctuaciones demograficas bajo una hipétesis de
evolucion neutral. Este estadistico se caracteriza por presentar valores negativos altos cuando
hay un exceso de mutaciones recientes (Fu 1997). Por su parte, la D de Tajima es un estadistico
que puede ser asumido como indicador de crecimiento poblacional cuando los valores estimados
resultan negativos y significativos (Hedrick 2011). Para ambos estadisticos se utilizd el programa
DnaSP v5.0 (Librado y Rozas 2009) estimando valores de significancia mediante el algoritmo de
coalescencia con mil réplicas. Se obtuvieron también curvas de distribucion del numero de
diferencias entre cada par de haplotipos (distribucion mismatch, Harpending et al. 1998). Se
estimo el indice de significancia raggedness (valor r, Harpending et al. 1994) en DnaSP v5.0
(Librado y Rozas 2009). Esto se realiz6 para comparar las fluctuaciones demograficas historicas,
probando hipétesis de expansion poblacional a partir de poblaciones de tamafio constante y en
crecimiento. Los histogramas obtenidos usualmente presentan una distribucion multimodal en
muestras tomadas de una poblacion en equilibrio demografico, mientras que la distribucion de
las poblaciones que han sufrido una reciente expansion demografica es generalmente unimodal
(Hernéndez-Bafios et al. 2007, Harpending 1994). Los valores de significancia de dichas
hipétesis son estimados mediante el valor de raggedness (valor r), que es una cuantificacion del
smoothness, es decir, de la tendencia a formar distribuciones unimodales tipicos de las
poblaciones en expansion. Asi, un valor bajo de este indice indica que la poblacion se encuentra
en expansion, mientras que un valor alto de este indice indica que las poblaciones corresponden
con un modelo de poblacion estacionaria (Harpending 1994).

La estructura genética se analiz6 mediante la estimacion de diferencias pareadas del
indice de diferenciacion de Wright (Fsr), entre los clados obtenidos en la filogenia mitocondrial.
Este andlisis se realizo con el programa Arlequin v3.5 (Excoffier y Lischer 2010). Para poder
corroborar si la distribucion geografica de los individuos tiene alguna influencia sobre el patron de
distribucion de la variacion genética se realizaron también Analisis de Varianza Molecular
(AMOVA). Para ello se utiliz el programa Arlequin v3.5 (Excoffier y Lischer 2010) realizando
distintas particiones entre filogrupos, para poder inferir bajo qué estructura es posible explicar el
mayor porcentaje de variacion genética.

Tiempos de divergencia.

La estimacion de los tiempos de divergencia se realizé de dos maneras, la primera utilizando la
matriz completa de 144 secuencias del marcador mitocondrial ND2 y la segunda utilizando la
matriz concatenada y particionada con los cinco marcadores moleculares (ND2, ACOI-19, MUSK,
FGB-I5, ODC). Este andlisis se realizd con el programa BEAST v1.8 (Drummond et al. 2012)
utilizando los modelos de sustitucién obtenidos con el programa JModelTest v3.8 (Posada 2008,
Tabla 2). Se fijo un proceso de especiacion Yule (Yule 1924) como prior del arbol, en conjunto
con un modelo logaritmico normal de reloj molecular relajado no correlacionado (Drummond et
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al. 2006). Las tasas de divergencia evolutiva por marcador molecular se fijaron de la siguiente
manera: 1.25x10 sustituciones/sitio/Ma (2.5% de cambio entre linajes por millén de afios) para
el gen mitocondrial ND2 (Smith y Klicka 2010); 1.35x107 sustituciones/sitio/Ma (2.7% de cambio
entre linajes por millén de afios) para los intrones autosémicos ODC y FGB-I5 (Ellegren 2007) y
1.45x10° sustituciones/sitio/Ma (2.9% de cambio entre linajes por millén de afios) para los
intrones ligados al sexo ACOI-19 y MUSK (Ellegren 2007). La calibracion del arbol filogenético
obtenido se realizo tomando en cuenta dos dataciones geoldgicas. La primera, utilizada para el
nodo que separa los clados de Mesoamérica y Sudamérica, fue el cierre del Istmo de Panama
estimado entre 3.1 y 4.0 Ma (Daza et al. 2010, Smith y Klicka 2010), y la segunda fue el
levantamiento de la Cordillera de Talamanca en Costa Rica, estimado entre 2.5 a 3.9 Ma
(Marshall y Liebherr 2000, Daza et al. 2010); esta Ultima se establecid para el nodo que separa el
clado compuesto por los filogrupos del Golfo de México, Sureste de México-Noreste de
Centroamérica y el Noroeste de Centroameérica, del filogrupo formado por las poblaciones de
Panama. Adicionalmente, se utilizd una calibracién secundaria sobre la edad estimada para la
divergencia entre la especie Habia rubica y las especies del género Chlorothraupis hace
aproximadamente 5 Ma (Barker et al. 2015).

Para este analisis de tiempos de divergencia se especificd una distribucion normal y una
desviacion estandar logaritmica de 1.0 en todos los casos. El andlisis fue realizado con 100
millones de iteraciones con un muestreo cada 1,000 generaciones. Posteriormente, utilizando el
programa TRACER v1.6 (Rambaut et al. 2013) se confirmaron valores aceptables de mezcla y
estabilidad de verosimilitud mediante el tamario efectivo adecuado del muestreo (ESS), estimado
en valores superiores a las 200 unidades por pardmetro. Después, utilizando las herramientas
disponibles en el paquete de BEAST V. 1.8 (LogCombiner v1.8.0), se fij6 un burn-in del 25% de
los arboles obtenidos. Finalmente, con TreeAnnotator (BEAST v. 1.8) se sumaron los valores de
probabilidad posterior de los arboles obtenidos para elegir el arbol con los valores de apoyo
estadistico mas alto en los clados por medio de Maximum Clade Credibility (MCC).

M. RESULTADOS

Analisis filogenéticos.

Las hipotesis filogenéticas obtenidas a partir de las tres matrices descritas en el método
presentan diferentes grados de resolucion de acuerdo a lo esperado por la forma de evolucion de
cada marcador molecular; sin embargo, existe en las tres topologias una correspondencia clara
entre los clados recuperados y algunas de las principales caracteristicas geograficas que podrian
estar actuando como barreras al flujo génico entre las poblaciones de esta especie.

Filogenia mitocondrial.

Esta hipétesis filogenética presenta la topologia con mayor resolucion a nivel de filogrupos
(Figura 4). En este arbol se identifican tres clados principales; el primero incluye las poblaciones
mexicanas distribuidas sobre la vertiente del Pacifico mexicano, el segundo incluye las
poblaciones distribuidas sobre la vertiente del Golfo de México y el sureste de México hasta
Panama, y el tercero comprende las poblaciones distribuidas en Sudamérica. Estos tres clados
presentan una estructura genética profunda que en total separa ocho filogrupos bien
diferenciados.
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La nomenclatura empleada para delimitar estos filogrupos es la siguiente: a. Pacifico
mexicano norte, grupo de poblaciones nortefias de la vertiente del Pacifico distribuidas en los
estados de Jalisco y Colima; b. Pacifico mexicano sur, grupo de poblaciones distribuidas en los
estados de Michoacan, Guerreo y suroeste de Oaxaca; c. Golfo de México, grupo de
poblaciones distribuidas desde el sur de Tamaulipas hasta el noreste de Oaxaca; d. Sureste de
México-Noreste de Centroamérica, grupo que incluye las poblaciones de Campeche, Quintana
Roo y Chiapas en México, hasta Honduras, Nicaragua y Costa Rica en Centroamérica; e.
Noroeste de Centroamérica, grupo que incluye las poblaciones de Guatemala y El Salvador; f.
Panama, grupo conformado tnicamente por poblaciones de este pais; g. Oeste de Sudamérica,
grupo de poblaciones distribuidas en localidades de Bolivia, oeste de Brasil y Perd; h. Este-
Noroeste de Sudamérica, grupo formado por poblaciones distribuidas en localidades de
Paraguay, sureste de Brasil, noreste de Argentina y Venezuela.

Red de haplotipos.

En la red de haplotipos obtenida con secuencias del marcador mitocondrial ND2 se recuperaron
ocho grupos que corresponden con los filogrupos obtenidos en la filogenia mitocondrial. Por esta
razon fueron nombrados con la misma nomenclatura de acuerdo con la correspondencia
geogréfica que presentan (Figura 4). En esta red se observa que los filogrupos del Pacifico
mexicano, Golfo de Meéxico, Sureste de México-Noreste de Centroamérica y Noroeste de
Centroamérica estan separados por 30 pasos mutacionales y se conectan con siete haplotipos
reconstruidos (hipotéticos), necesarios para establecer las conexiones entre las redes. Estos
haplotipos reconstruidos forman una reticulacion (conexion circular) entre ellos, una
caracteristica propia de la baja resolucion que existe entre secuencias que son genéticamente
muy similares. Ademas, puede ser el resultado de una falta de muestreo, es decir, que no se ha
logrado representar toda la diversidad genética que existe entre estas poblaciones. Esta
conclusion es apoyada también por los valores bajos de probabilidad posterior obtenidos para
este clado en la hipétesis filogenética mitocondrial (PP=0.53, Figura 4), lo que indica un grado
alto de incertidumbre para esta relacion.

Otra separacion importante se encuentra entre los filogrupos de Centroamérica con
respecto a los de Sudamérica. Esta relacidon cuenta con 45 pasos mutacionales y también
conecta haplotipos hipotéticos que pueden ser sefial de una falta de muestreo en las poblaciones
de esta region. El filogrupo Oeste de Sudamérica es un caso singular, pues aunque la relacion
entre los haplotipos de esta zona es estable, se requiere una gran cantidad de haplotipos
hipotéticos (doce) para conectar esta red con el filogrupo Este-Noroeste de Sudameérica. Entre
estos dos filogrupos se encuentran 41 pasos mutacionales. En este caso también se puede
encontrar concordancia con la hipdtesis filogenética mitocondrial, donde el valor de probabilidad
posterior para el clado Sudamericano es bajo (PP=0.59, Figura 4). Una mencion aparte merece
la relacion recuperada dentro del filogrupo Este-Noroeste de Sudamérica. Esta relacion es
interesante ya que fue recuperada también mediante los andlisis de filogenia descritos
anteriormente y en la red de haplotipos se encuentra dada por 29 pasos mutacionales.
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RESULTADOS CON SECUENCIAS DE DNA MITOCONDRIAL ND2

A) CORRESPONDENCIA GEOGRAFICA B) RED DE HAPLOTIPOS MITOCONDRIAL C) HIPOTESIS FILOGENETICAMITOCONDRIAL
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Figura 4. Resultados obtenidos con secuencias del marcador mitocondrial ND2. A) Mapa de distribucion y filogrupos identificados dentro de las poblaciones de Habia rubica.
ArcView GIS v3.2 (ESRI 1999); B) Red de haplotipos obtenida con Network v4.6 (Bandelt et al. 1999), los nimeros en las lineas indican el nimero de pasos mutacionales
entre filogrupos; C) Hipdtesis filogenética obtenida con Mr. Bayes v3.2 (Ronquist et al. 2012).
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Subespecies.

En cuanto a la correspondencia entre los filogrupos recuperados en la filogenia mitocondrial
(Figura 4) y las unidades taxondmicas descritas a partir de caracteres morfoldgicos en esta
especie (subespecies) se tiene que dicha relacion es baja. Por ejemplo, en la region del Pacifico
mexicano, el filogrupo Pacifico mexicano norte estd compuesto por poblaciones que coinciden
con la distribucion mas nortefia de la subespecie H. r. rosea en los estados de Jalisco y Colima, y
el filogrupo Pacifico mexicano sur incluye poblaciones cuya distribucion coincide con las
subespecies H. r. rosea desde Michoacan hasta Guerrero y H. r. affinis del oeste de Oaxaca.

Para la region que abarca la vertiente del Golfo de México, el sureste de México y el
norte de Centroamérica, el filogrupo Golfo de México coincide completamente con la distribucion
descrita para la subespecie H. r. holobrunnea desde el sur de Tamaulipas hasta el noreste de
Oaxaca. El filogrupo que incluye las poblaciones distribuidas en el sureste de México, Honduras,
Nicaragua y Costa Rica (filogrupo: Sureste de México-Noreste de Centroamérica), incluye
poblaciones de las subespecies H. r. nelsoni y H. r. rubicoides. El filogrupo que incluye
poblaciones distribuidas en Guatemala y El Salvador (filogrupo: Noroeste de Centroamérica),
coincide con la distribucién descrita para las poblaciones de la subespecie H. r. rubicoides y
finalmente, el filogrupo Panamd, coincide con la descripcion geogréfica de la subespecie H. r.
vinacea.

Para la regién sudamericana, el filogrupo Este-Noroeste de Sudamérica coincide con la
distribucion de las subespecies H. r. rubica del este de Paraguay, sureste de Brasil y noreste de
Argentina y H. r. coccinea distribuida sobre la base de los Andes en el oeste de Venezuela. La
correspondencia entre el filogrupo Oeste de Sudamérica y la(s) posible(s) subespecie(s) que
incluye es mas compleja de identificar. Esto se debe a que la region cuenta con al menos tres
subespecies que se distribuyen de manera simpatrica en la region. Estas subespecies son H. r.
peruviana, del este de Perd, oeste de Brasil y norte de Bolivia, H. . rhodinolaema, del este de los
Andes de Colombia, noreste de Brasil, este de Ecuador y noreste de Peru y H. r. hesterna, del
centro de Brasil sobre el rio Amazonas (Hilty 2011). Por lo tanto, no fue posible relacionar este
filogrupo con alguna subespecie particular.

Finalmente, todas las reconstrucciones filogenéticas obtenidas en este trabajo recuperan
una relacion monofilética entre la especie Habia rubica y las especies del género Chlorothraupis,
un resultado reportado en estudios previos (Burns 1997, Klicka et al. 2007, Barker et al. 2015,
Lavinia et al. 2015). Sin embargo, la relacion que guarda este clado con respecto de las especies
H. fuscicauda, H. atrimaxilaris y H. gutturalis ain necesita ser revisado.

Filogenia nuclear.

En este arbol se pueden reconocer tres clados principales que se corresponden con las regiones
de México, Centroamérica y Sudameérica (Figura 5). Estos tres clados estdn compuestos por
cinco filogrupos claramente diferenciados. La nomenclatura empleada para delimitar estos
filogrupos es la siguiente: a. México, que incluye las poblaciones del Pacifico mexicano, Golfo de
México y sureste de México; b. Norte de Centroamérica, que incluye las poblaciones de
Honduras, Nicaragua, Guatemala y El Salvador; ¢. Panama, que incluye las poblaciones de este
pais; d. Oeste de Sudamérica, que incluye las poblaciones de Bolivia, oeste de Brasil y Peri y e.
Este-Noroeste de Sudamérica, que incluye las poblaciones de Paraguay, sureste de Brasil,
noreste de Argentina y Venezuela. Esta estructura basica podria estar representando los eventos
de divergencia mas antiguos, a partir de los cuales se originarian los haplotipos mitocondriales
mas recientes (ver discusion).
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Filogenia concatenada.

En esta topologia se identifican tres clados principales que corresponden con las regiones
geograficas del Pacifico mexicano, Golfo de México hasta Centroamérica, y Sudamérica (Figura
6). Dentro de estos clados se identifican siete filogrupos con la siguiente nomenclatura: a.
Pacifico mexicano norte; b. Pacifico mexicano sur'y c¢. Golfo de México, que corresponden con
las mismas poblaciones identificadas en la hipotesis filogenética mitocondrial; d. Sureste de
México-Norte de Centroamérica, que incluye las poblaciones de Campeche, Quintana Roo y
Chiapas en México, Honduras y Nicaragua como en la filogenia mitocondrial, mas Guatemala y
El Salvador; e. Panamd, f. Oeste de Sudamérica, y g. Este-Noroeste de Sudamérica, que
corresponden con las poblaciones identificadas en la filogenia mitocondrial. Esta topologia refleja
las relaciones filogenéticas mas estables, pues los valores de probabilidad posterior que apoyan
cada uno de los clados y filogrupos son cercanos a 1.0. Aunque esta topologia es bastante
similar a la encontrada con DNA mitocondrial, la diferencia mas significativa entre ambos arboles
es que los datos concatenados presentan menor resolucion para identificar la divergencia entre
las poblaciones del sureste de México, Honduras y Nicaragua respecto a Guatemala y El
Salvador; es decir, entre las poblaciones del norte de Centroamérica.
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RESULTADOS CON SECUENCIAS DE DNA NUCLEAR ACOI-9, MUSK, FGB-I5, ODC.

A) CORRESPONDENCIA GEOGRAFICA B) HIPOTESIS FILOGENETICA
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Figura 5. Resultados obtenidos con secuencias de los marcadores nucleares ACOI-19, MUSK, FGB-I5 y ODC. A) Mapa de distribucidn y filogrupos identificados
dentro de las poblaciones de Habia rubica. ArcView GIS v3.2 (ESRI 1999); B) Hipdtesis filogenética obtenida con Mr. Bayes v3.2 (Ronquist et al. 2012).
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RESULTADOS CON SECUENCIAS DE DNA NUCLEAR Y MITOCONDRIAL ACOI-9, MUSK, FGB-I5, ODC, ND2.

A) CORRESPONDENCIA GEOGRAFICA
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Figura 6. Resultados obtenidos con secuencias de los marcadores nucleares y mitocondrial concatenados (ACOI-19, MUSK, FGB-I5, ODC, ND2). A) Mapa de
distribucion y filogrupos identificados dentro de las poblaciones de Habia rubica. ArcView GIS v3.2 (ESRI 1999); B) Hipdtesis filogenética obtenida con BEAST

v1.8 (Drummond et al. 2012).
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Diversidad y estructura genética mitocondrial.

En la tabla 3 se resumen los valores de diversidad genética para los filogrupos identificados; el nimero de
haplotipos encontrados es en general bajo, con excepcion del filogrupo Oeste de Sudamérica. Los valores
de diversidad haplotipica oscilaron entre 0.28 y 0.93. Los valores de diversidad nucleotidica se encontraron
entre 0.0006 y 0.001 y el indice de diferenciacion general fue de 0.94525. Los estadisticos de crecimiento
poblacional, D de Tajima y F de Fu, sugieren que las Unicas poblaciones que se ajustan a este modelo son
las que se incluyen en los filogrupos del Oeste de Sudamérica (p<0.01 y p<0.02) y Este-Noroeste de
Sudamérica (p<0.05 y 0.02). El resto de los filogrupos se ajustaron a una dindmica de tamafio poblacional
constante.

Las curvas de distribucion mismatch indicaron que los filogrupos Pacifico mexicano norte, Pacifico
mexicano sur, Golfo de México y Noroeste de Centroamérica podrian encontrarse en expansion (Figura 7).
Sin embargo este resultado no presenta valores de significancia aceptables (en todos los casos se tiene
que, r > 0.05) y no apoya lo encontrado en los valores de F de Fu y D de Tajima. Estas graficas no
mostraron coincidencia con la hipétesis de crecimiento poblacional de los filogrupos Oeste de Sudamérica
y Este-Noroeste de Sudamérica, pues sus histogramas presentan una distribucion multimodal y el indice de
raggedness es significativo (r<0.02 y R<0.03 respectivamente).

La matriz de diferencias pareadas del indice de diferenciacion de Wright (Fsr) mostré valores
superiores a 0.9 en la mayoria de las comparaciones entre filogrupos y clados (Tabla 4). Los valores mas
bajos de diferenciacion se observaron entre las poblaciones del Golfo de México y el Sureste de México-
Noreste de Centroamérica (0.82788), las poblaciones del Sureste de México-Noreste de Centroamérica y
Panama (0.81159) y las poblaciones del Sureste de México-Noreste de Centroamérica y el Noroeste de
Centroamérica (0.80624). Por otra parte, el valor mas alto de diferenciacion se encontrd entre las
poblaciones del Pacifico mexicano sury el Noroeste de Centroamérica (0.99013).
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Diversidad Diversidad Sitios Valor de FyLiD*de Valor de

Filogrupo N Haplotipos haplotipica  nucleotidica segregantes D de Tajima significancia Fu Significancia

Pacifico mexicano norte 5 2 0.40000 0.00044 1 -0.81650 P>0.10 -0.81650 P>0.10
Pacifico mexicano sur 19 2 0.28070 0.00031 1 -0.77799 P>0.10 -0.57360 P>0.10
Golfo de México 16 5 0.73333 0.00108 3 -0.34679 P>0.10 -0.70630 P>0.10
jg@;fﬂi‘;gj:;go"vor este 18 6 082353 0.00414 10 0.33984 P>0.10 0.45503 P>0.10
Noroeste de Centroameérica 13 4 0.52564 0.00065 3 -1.43714 P>0.10 -1.35316 P>0.10
Panama 8 5 0.85714 0.00395 9 -0.04534 P>0.10 0.13900 P>0.10
Oeste de Sudamérica 26 17 0.93538 0.00311 24 -2.20278 **P<(0,01 -3.20159 *P<0.02
gfﬁja,’:’q‘;rr ‘,.’:;te de 20 8 0.83684 0.00646 38 206341  *P<0.05  -3.27526  *P<0.02
ol s 6 ooess ooz s Laesis o 078080 55010
T

Tabla 3. Filogrupos mitocondriales y caracteristicas del rango para el marcador molecular ND2. DnaSP v5.0 (Librado y Rozas 2009). En negritas, los valores de
significancia que indican crecimiento poblacional.
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Figura 7. Curvas de distribucién Mismatch para los ocho filogrupos mitocondriales. Valores de significancia (r=raggedness). DnaSP v5.0 (Librado y Rozas 2009)
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Sureste de

. Paqﬂco Pac_lﬂco Golfo de  México-Noreste Noroeste de i Oeste de Este-Noroeste
Filogrupos mexicano  mexicano iy - Panama . de
México de Centroamérica Sudameérica .
norte sur L. Sudamérica
Centroamérica
Pacifico mexicano norte 0.00000
1
Pacifico mexicano sur 0.95222 0.00000
Golfo de México 0.97730 0.9848§ 0.00000

Sureste de Mexico-Noreste de 091817 095219  0.82788  0.00000

Centroamérica

Noroeste de Centroamérica 0.98522 0.99013 | 0.95152 0.80624 0.00000

Panama 0.94797  0.97543 | 0.92521 0.81159 0.92795 0.00000

Oeste de Sudamérica 0.95778 0.96987  0.95864 0.93829 0.96033 0.94988 0.00000

Este-Noroeste de Sudamérica 0.92217  0.94779  0.92841 0.90846 0.92708 0.91472 0.91556 0.00000

Clado 1 Pacifico mexicano; Clado 2 Golfo de México hasta Panamd; Clado 3 Sudamérica.

Tabla 4. Matriz de diferencias pareadas (Fsr) entre filogrupos y clados identificados con el marcador molecular ND2. Arlequin v3.5 (Excoffier y Lischer 2010).
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El Anélisis de Varianza Molecular (AMOVA) permitio determinar qué fuentes de variacion explican
mejor la distribucion de la variacion genética. El primer analisis (Tabla 5a), indico que la variacion genética
de la especie para el gen mitocondrial ND2 se encuentra explicada en un 94.31% por la diferencia que hay
entre los filogrupos identificados en la filogenia. Mientras que 5.69% de la variacion genética se encuentra
explicada por la comparacion entre los individuos dentro de los filogrupos.

También se realizaron analisis adicionales de varianza molecular, agrupando los filogrupos de
acuerdo con los clados recuperados (i.e. Pacifico Mexicano, Golfo de México hasta Panama y
Sudamérica); (Tabla 5b). Este andlisis de varianza repartio el porcentaje de variacion de la siguiente
manera, la comparacion entre grupos (clados) explica el 49.47% de la variacion, la comparacion entre
poblaciones dentro de los grupos (filogrupos) explica el 45.57% y la comparacion entre individuos dentro de
los filogrupos explica el 4.97%.

Adicionalmente, se considerd a las poblaciones de Panama como un grupo separado del clado
centroamericano  (AMOVA no incluida). Este resultado muestra que el filogrupo Panamd es
significativamente distinto del clado formado por los filogrupos Golfo de México, Sureste de México-
Noreste de Centroamérica y Noroeste de Centroamérica, pues el porcentaje de variacion de las
comparaciones entre grupos es mas alto que las comparaciones dentro de los grupos. Los valores de
significancia en todas las pruebas son de P<0.05.
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o ) Componentes de Porcentaje de Valor de
Fuente de Variacion ~ Grados de Libertad  Suma de Cuadrados ) o o )
Varianza Variacion Significancia

a) Ocho filogrupos mitocondriales
Entre poblaciones 7 2262.903 21.10470 94.31 0.00000 +/- 0.00000
Dentro de las

, 117 149.097 1.27434 5.69
poblaciones
Total 124 2412.000 22.37904
Indice de fijacién Fsr: 0.94306
b) Tres clados
Entre grupos 2 1429.698 12.68837 49.47 0.00978 +/- 0.00259
Entre poblaciones

5 833.204 11.68775 45.57 0.00000 +/- 0.00000

dentro de los grupos
Dentro de las

_ 117 149.097 1.27434 4.97 0.00000 +/- 0.00000
poblaciones
Total 124 2412.000 25.65045

indice de fijacién Fsr: 0.94306

Tabla 5. Sumario de AMOVA entre filogrupos y clados identificados con el marcador molecular ND2. Arlequin v3.5 (Excoffier y Lischer 2010).
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Diversidad genética del DNA nuclear.

Se obtuvieron entre 37 y 39 secuencias de cuatro marcadores nucleares, dos intrones ligados al
cromosoma Z (ACOI-19 y MUSK) y dos intrones autosoémicos (FGB-I5 y ODC). Estos marcadores fueron
analizados de manera independiente para obtener valores de diversidad que se detallan en la Tabla 6. La
proporcion de sitios polimérficos es comparativamente menor en los marcadores nucleares que en el
marcador mitocondrial ND2. El porcentaje de sitios variables en estos marcadores es en general mas bajo
(MUSK, 9.37%; ACOI-19, 13.14%; FGB-I5, 10.39% y ODC, 6.47%) en comparacion con el porcentaje de
sitios variables del marcador ND2 (24.8%), incluido en esta tabla con fines comparativos. Otra
caracteristica importante de los marcadores nucleares es la baja presencia de mas de dos variantes por
sitio, algo que podria estar asociado a la baja tasa de cambio que presentan y que explicaria por qué las
genealogias nucleares reflejan cambios evolutivos mas antiguos que las mitocondriales.

. . No. Sitios Sitios Mas de 2 Datos
Marcador Individuos  Secuencias - . A . p
Sitios  monomorficos polimérficos  variantes ausentes

ND2 125 125 1041 782 259 229 - -
ACOI-I9 38 76 852 452 112 8 7 281
MUSK 39 78 576 181 54 2 4 337
FGB-15 38 76 577 236 60 4 2 279
oDC 39 78 711 584 46 1 8 73
NUCLEARES 37 74 2716 1733 268 17 20 695

Tabla 6. Sumario de diversidad para los marcadores nucleares utilizados en este estudio. DnaSP v5.0 (Librado y

Rozas 2009).

Tiempos de divergencia.

Los tiempos de divergencia obtenidos con secuencias mitocondriales (Figura 8) y concatenadas (nucleares
y mitocondrial, Figura 9) presentan valores de divergencia similares entre filogrupos. Por lo anterior, los
resultados de ambos arboles se explican de manera simultanea, reportando primero el tiempo promedio
estimado para los datos mitocondriales (mtDNA) seguido del promedio estimado con datos concatenados
(concatDNA). Los valores en los intervalos de confianza se retomaran mas adelante durante la discusion.

El tiempo estimado de divergencia entre el clado Habia rubica-Chlorothraupis y el clado del género
Habia se encuentra entre 4.92 y 7.28 millones de afios (Ma), (mtDNA/concatDNA, segun los datos
mitocondriales y concatenados respectivamente). Posteriormente se identifica la divergencia entre la
especie Habia rubica y el género Chlorothraupis datado entre 4.45 y 5.04 Ma (mtDNA/ concatDNA). La
historia de diversificacion dentro de la especie Habia rubica comenzaria con la divergencia entre los clados
de Mesoamérica y Sudamérica, la cual se estimo entre 3.59 y 3.56 Ma (mtDNA/ concatDNA). Los eventos
de diversificacion dentro de los clados de estas dos regiones parecen haber sucedido de manera casi
simultanea. Por un lado, dentro del clado de Mesoamérica, la primera divergencia se encuentra entre los
clados del Pacifico mexicano y el Golfo de México hasta Centroamérica datado entre 3.25 y 3.08 Ma
(mtDNA/ concatDNA). La separacion entre los filogrupos del Pacifico mexicano sur y el Pacifico mexicano
norte fue datada entre 1.76 y 0.72 Ma (mtDNA/ concatDNA). Dentro del clado formado por los filogrupos
del centro-sureste de México y Centroamérica podemos identificar una nueva divergencia que separa el
clado formado por los filogrupos del Golfo de México, Sureste de México-Noreste de Centroamérica y
Noroeste de Centroamérica del filogrupo de Panamd hace 2.98 a 2.81 Ma (mtDNA/ concatDNA).
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Dentro del clado formado por los filogrupos del norte de Centroamérica se identifican dos eventos
de divergencia en la topologia obtenida con DNA mitocondrial. El primero que separa las poblaciones de
Guatemala y El Salvador (Noroeste de Centroamérica) del clado formado por los filogrupos de la region del
Golfo de México y el Sureste de México-Noreste de Centroamérica datado hace 2.24 Ma (mtDNA). Y el
segundo que separa estos Ultimos dos filogrupos datado hace 1.95 Ma (mtDNA). Dentro de la topologia
obtenida con datos concatenados se identifica un Unico evento de divergencia entre los filogrupos de Golfo
de México y Sureste de México-Norte de Centroamérica (Campeche, Quintana Roo y Chiapas en México,
Honduras, Nicaragua, Guatemala y El Salvador) datado hace 2.12 Ma (concatDNA). Finalmente, los
filogrupos del Oeste de Sudamérica y Este-Noroeste de Sudamérica presentan un Unico evento de
divergencia en ambas topologias, que fue datada entre 2.95 y 2.86 Ma (mtDNA/ concatDNA) y que
coincide con el primer evento sucedido entre las poblaciones del norte de Centroamérica y Panama.
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RESULTADOS CON SECUENCIAS DE DNA MITOCONDRIAL ND2
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Figura 8. Resultados obtenidos con secuencias del marcador mitocondrial ND2. A) Mapa de distribucion y filogrupos identificados dentro de las poblaciones de Habia rubica.
ArcView GIS v3.2 (ESRI 1999); B) Tiempos de divergencia obtenidos con BEAST v1.8 (Drummond et al. 2012).
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RESULTADOS CON SECUENCIAS DE DNA NUCLEAR Y MITOCONDRIAL ACOI-9, MUSK, FGB-I5, ODC, ND2.
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Figura 9. Resultados obtenidos con secuencias de los marcadores nucleares y mitocondrial (ACOI-19, MUSK, FGB-I5, ODC, ND2). A) Mapa de distribucion y filogrupos
identificados dentro de las poblaciones de Habia rubica. ArcView GIS v3.2 (ESRI 1999); B) Tiempos de divergencia obtenidos con BEAST v1.8 (Drummond et al. 2012)
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IV. DISCUSION

En este estudio se exploraron los patrones de distribucién geografica y relaciones filogenéticas
dentro y entre las poblaciones de la especie Habia rubica con marcadores de DNA nuclear y
mitocondrial. Una inferencia evolutiva realizada a partir de datos nucleares y mitocondriales
proporciona un contexto histdrico diferente del que podriamos obtener con el andlisis de datos
separados ya que la informacion que proporcionan proviene de procesos hereditarios diferentes.
Por esta razdn la combinacion de ambos marcadores moleculares es una buena herramienta
para explorar los procesos de diversificacion que pudo haber experimentado una especie (Neiy
Kumar 2000). Esta complementariedad es debida a que, de manera tipica, los marcadores
nucleares proporcionan un registro mas antiguo de los eventos demograficos que los
marcadores de origen mitocondrial (Hillis et al. 1996). De esta manera el DNA nuclear, al tener
una tasa de cambio evolutivo mas lenta, presenta una resolucion adecuada para resolver
relaciones filogenéticas mas antiguas, mientras que el DNA mitocondrial, que tiene una tasa de
cambio evolutivo mas rapida, acumula una gran cantidad de cambios mutacionales en periodos
de tiempo relativamente cortos y proporciona buena resolucién para identificar los eventos de
divergencia mas recientes (Hillis et al. 1996). Asi, el diferente grado de resolucion de ambos tipos
de marcadores influye sobre la inferencia filogenética, y los marcadores nucleares pueden
proporcionar pistas sobre el posible origen de los haplotipos de DNA mitocondrial mas recientes
(Hillis et al. 1996).

Los datos obtenidos en este trabajo proporcionaron informacion que permite hacer
inferencias acerca de la historia evolutiva de la especie Habia rubica y sus taxa relacionados
(géneros Habia y Chlorothraupis). A nivel de género se recuperd una relacion parafilética entre
Habia y Chlorothraupis, como resultado de la relacion reciprocamente monofilética encontrada
entre Habia rubica y las especies del género Chlorothraupis. Este resultado coincide con lo
reportado en estudios previos (Klicka et al. 2000, 2007, Barker et al. 2015, Lavinia et al. 2015),
que han influido sobre algunas clasificaciones recientes que fusionan ambos géneros. Un
ejemplo de ello es el caso de la I0OC donde las especies del género Chlorothraupis se consideran
parte del género Habia (e.g. Habia stolzmanni, Habia carmioli, Habia olivacea;
http://www.worldbirdnames.org/; Apéndice II).

Filogenia, diversidad y estructura genética de Habia rubica.

Las hipdtesis filogenéticas obtenidas en este proyecto (mitocondrial, nuclear y concatenada),
indican que la estructura genética de las poblaciones de Habia rubica presentan una
correspondencia geografica que separa las poblaciones de Mesoamérica y Sudameérica (Figuras
4, 5y 6). Dentro de Mesoamérica se identifican cinco filogrupos que corresponden con las
subregiones del Pacifico mexicano (2), el centro de México hasta Panama (3). El grado de
resolucion que presenta cada una de las hipétesis filogenéticas obtenidas sugiere que entre las
poblaciones del sureste de México (Campeche, Quintana Roo y Chiapas) hasta el norte de
Centroamérica (Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua y Costa Rica) la relacion
filogenética es compleja. Estas reconstrucciones presentan una topologia distinta, pues mientras
los haplotipos mitocondriales indican que las poblaciones de México se encuentran mas
relacionadas con las poblaciones del noreste de Centroamérica (Honduras, Nicaragua y Costa
Rica), la filogenia concatenada indica que el sureste mexicano se relaciona estrechamente con
las poblaciones de todo el norte de Centroamérica (incluyendo Guatemala y El Salvador). Y por
otro lado, los datos nucleares indican que las poblaciones de México son diferentes de las
poblaciones de Centroamérica.
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Esta compleja estructura filogenética en Centroamérica es consecuente con la compleja
historia geoldgica y biogeografica de la region (Coates y Obando 1996), y el surgimiento de
caracteristicas geograficas como el Istmo de Tehuantepec en el sur de México, el Sistema de
Fallas Motagua-Polochic-Jocotan en el norte de Centroamérica y la Cordillera de Talamanca en
Costa Rica. Estas caracteristicas geograficas pudieron haber actuado como barreras que
impidieron eventos de dispersion de los individuos y/o limitado el intercambio genético entre
poblaciones cercanas, generando una profunda divergencia genética a través de periodos de
tiempo relativamente cortos (Daza et al. 2010, Gutiérrez-Garcia y Vazquez-Dominguez 2012).
Este patron es consistente con lo encontrado en trabajos realizados con otros grupos bioldgicos
de la regién de Centroamérica (Gutiérrez-Garcia y Vazquez-Dominguez 2013, Suarez-Atilano et
al. 2014), lo cual también se ve reflejado en los analisis de diversidad y estructura genética,
como la red de haplotipos (Figura 4), donde fue necesario reconstruir al menos cinco haplotipos
hipotéticos para conectar los grupos genéticos de México y Centroamérica. Las diferencias
pareadas también reflejaron esta relacion de reciente divergencia entre las poblaciones de
México y Centroamérica donde los valores de Fsr fueron los mas bajos de la matriz (Tabla 4,
valores en negritas), es decir, se trata de las poblaciones genéticamente mas semejantes entre
Si.

Los Analisis de Varianza Molecular (AMOVA, Tabla 5b), mostraron mas claramente que
las poblaciones de Panama son las que se encuentran genéticamente mas diferenciadas del
resto de Centroamérica y México. Esto Ultimo es consecuente con la separacion genética
encontrada en la filogenia nuclear, lo cual sugiere que dicha divergencia es mas antigua. Este
resultado difiere parcialmente de lo encontrado por Lavinia et al. (2015), para Mesoamérica,
principalmente porque los datos obtenidos en el trabajo citado carecen de muestras importantes
que modifican drasticamente la topologia encontrada en ambos estudios.

Los resultados de este trabajo muestran que la region Sudamericana se encuentra
compuesta por dos filogrupos bien diferenciados, uno en la parte oeste y otro en el este-noroeste
de la region; que coinciden con lo reportado por Lavinia et al. (2015). Sin embargo, cabe notar
que este Ultimo estudio carece de representacion de las poblaciones del noroeste de
Sudameérica, mientras los datos del presente trabajo indican que dichas poblaciones se
relacionan méas estrechamente con las poblaciones del este Sudamericano que con las del
oeste, que geograficamente se encuentran mas cercanas. Esta relacion sugiere una historia
evolutiva compleja que podria estar relacionada con la historia evolutiva de las especies
vegetales asociadas al ambiente que habita cada poblacion de Habia rubica (i.e. Bosque de
lluvia del Amazonas y BNES del Atlantico y norte de Sudamérica; Figura 3), (Pennington et al.
2004).

Debido a que la resolucion de la hipdtesis filogenética concatenada (Figuras 6 y 9)
resuelve las relaciones filogenéticas con valores de probabilidad posterior mas altos, en las
secciones consecutivas se discute la estructura genética encontrada en esta filogenia
vinculandolos con algunos de los principales datos obtenidos por el andlisis de tiempos de
divergencia.

Tiempos de divergencia.

La diversificacion dentro de Habia rubica parece haber ocurrido en un periodo de tiempo
relativamente corto (~3 a 4 Ma, Figura 8, 9) a través de las épocas del Plioceno-Pleistoceno, con
una dispersion latitudinal en direccion sur a norte. Dentro de los tres clados principales del
Pacifico Mexicano, Centroamérica y Sudamérica, se distinguen dos, tres y dos filogrupos
genética y geograficamente bien diferenciados. Las hipétesis filogenéticas obtenidas con DNA
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nuclear y mitocondrial (Figuras 4, 5) recuperan la misma relacion entre los subclados de México
como grupo hermano de Centroamérica y de ambos como grupo hermano de Sudameérica. Los
datos no pueden indicar si el origen de esta especie es norteamericano 0 sudamericano sin
embargo, estudios como los realizados por Smith y Klicka (2010) y Barker et al. (2015) basados
en datos moleculares e hipétesis de areas ancestrales, sugieren que la familia Cardinalidae es
de origen Norteamericano. Es posible que las poblaciones de Panama se mantuvieran como
grupo relicto, diferenciadas del resto de Centroamérica para posteriormente expandirse hacia el
sur de su distribucion donde la diversificacion ocurrié de manera relativamente rapida.

Clado del Pacifico mexicano.

Este clado se encuentra estructurado por dos filogrupos que corresponden a la parte norte y sur
de la vertiente del Pacifico mexicano (Figura 9). Debido a que la distribucion alopatrica de las
poblaciones del norte y sur de esta region responde al patrdn filogenético encontrado en este
andlisis, es posible sugerir que existe una historia de aislamiento entre ambas zonas que se ha
mantenido durante periodos de tiempo relativamente cortos (~1 a 2 Ma, Figura 8 y 9). Este
aislamiento puede estar influenciado por factores como el surgimiento de caracteristicas
geograficas que podrian estar actuado como barrera al intercambio genético (Vazquez et al.
2009).

La Faja Volcanica Transmexicana es una de las caracteristicas geograficas que podria
estar actuando como barrera entre los filogrupos del norte y sur de la vertiente del Pacifico. La
parte del este y el centro de esta Faja es resultado de procesos ocurridos durante el Mioceno
tardio y Plioceno temprano (~11.8 a 5 Ma), y la parte oeste (del Pacifico) se formd durante el
Plioceno tardio y Cuaternario (~2 Ma) donde la altitud predominante es inferior a los 2000 msnm
(Niza-Gamez et al. 2012). Una segunda caracteristica geografica que podria determinar los
limites genéticos entre estos dos filogrupos es la Sierra de Coalcoman, una formacion
montafiosa costera que se encuentra en el estado de Michoacan, al oeste del Rio Balsas
(Reyes-Velazco et al. 2013), donde se encuentra la Cuenca del Balsas, una depresion de tierras
bajas aridas que se formd en el Plioceno-Pleistoceno como respuesta al levantamiento de la Faja
Volcénica Transmexicana (Becerra y Venable 1999, Marshall y Liebherr 2000) y ha sido sefialada
como una importante barrera biogeografica para grupos de vertebrados que incluyen serpientes
(Bryson et al. 2008, Devitt 2006), mamiferos (Amman y Bradley 2004) y aves (Navarro-Siglienza
et al. 2008). Fisiograficamente, esta cuenca esta limitada al norte por la Faja Volcanica
Transmexicana, desde el cerro La Malinche hasta el limite entre los estados de Michoacan y
Jalisco, por el este con la Sierra Madre de Oaxaca y por el sur y el oeste con la Sierra Madre del
Sur; (Nava et al. 1998). Es una depresion con direccion este-oeste que se caracteriza por tener
pocas superficies planas y varios tipos de vegetacion que va desde matorrales xerdfilos y
bosques tropicales hasta bosque de pino-encino, resultado de la variacion climatica que produce
el desnivel altitudinal. Juntas, estas caracteristicas geograficas conforman una barrera extensa
que separa la distribucion de las poblaciones del Pacifico, y podria estar influenciando la
estructura genética de las poblaciones de esta region.

El surgimiento de formaciones como la Faja Volcanica Transmexicana, la Sierra Madre
del Occidental y la Sierra Madre del Sur, originaron la distribucion actual de las selvas bajas del
occidente de México, las cuales se caracterizan por presentar vegetacion de bosque tropical
deciduo y semi-deciduo (Morrone 2006), que puede ser asociada con algunas provincias
biogeograficas y ecorregiones delimitadas de acuerdo a caracteristicas geograficas y ecoldgicas
(Olson et al. 2001). La complejidad orografica de esta region es conocida debido al alto nimero
de endemismos caracteristicos de las selvas bajas del Pacifico y del Balsas en grupos como las
aves (Rios-Mufioz 2006), los reptiles (Garcia 2006) y las plantas (e.g. género Bursera,
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Rzedowski 1978; Becerra 2005). Patrones biogeograficos intra-especificos han sido reconocidos
en algunas especies como la iguana negra (Zarza et al. 2008) y las serpientes (Bryson et al.
2011) a lo largo de la provincia Costa Mexicana del Pacifico.

Clado del Golfo de México, Sureste de México-Norte de Centroamérica y Panama.

Los resultados en este trabajo muestran que las poblaciones distribuidas desde la vertiente del
Golfo de México hasta Centroamérica son genéticamente similares (Figura 6). La topologia
dentro de este clado sugiere una correspondencia geogréfica con sentido norte-sur entre 1os tres
filogrupos identificados, donde las poblaciones de Panama se encuentran genéticamente mas
diferenciadas del complejo que forman los filogrupos del Golfo de México y el Sureste de
México-Norte de Centroamérica. Esta profunda diferenciacion genética de las poblaciones
panamefias con respecto al resto de las poblaciones centroamericanas es congruente con una
divergencia antigua encontrada en la filogenia obtenida con marcadores nucleares (Figura 5).
Este resultado también es apoyado en los Andlisis de Varianza Molecular y la red de haplotipos
mitocondrial donde las diferencias genéticas entre ambos agrupamientos son extremas (Tabla
5b; Figura 4).

Las poblaciones de México (Golfo de México y Sureste de Meéxico) y norte de
Centroamérica (Honduras, Nicaragua, Guatemala, El Salvador, Costa Rica), se encuentran mas
estrechamente relacionadas entre si, por lo que el nivel de diferenciacion entre las poblaciones
de esta regién es mas bajo en comparacion con el resto de los filogrupos identificados. Esta
similitud genética de las poblaciones centroamericanas se ve reflejada en resultados como la red
de haplotipos (Figura 4) y la matriz de diferencias pareadas (Tabla 4, valores en negritas) y es
consistente con la historia geoldgica y biogeografica de la region que ha dado como resultado
una topografia altamente fragmentada (Coates y Obando 1996). Caracteristicas geogréficas
tales como montafias, rios, tierras bajas, lagos y actividad volcanica generan amplia
heterogeneidad ambiental, que podria estar actuando como corredores o barreras a la dispersion
en diferentes escalas espacio-temporales (Savage 1982, Bermingham y Martin 1998, Burnham y
Graham 1999, Cavers et al. 2003, Bryson et al. 2011, Gutiérrez-Garcia y Vazquez-Dominguez
2012).

Dentro de este complejo hiogeografico, la separacion entre los filogrupos Golfo de
México y Sureste de México-Norte de Centroamérica, muestra una correspondencia geografica
con la posicion del Istmo de Tehuantepec, que es una planicie de tierras bajas que pudo haber
actuado como barrera en el pasado. Este istmo emergi6 hace aproximadamente 3 Ma (Castoe et
al. 2009) y ha sido reconocida como una importante barrera para la dispersion de taxa de tierras
altas (Marshall y Liebherr 2000) y como conexion entre las costas del Pacifico y Golfo de México
en taxa de tierras bajas (Huidobro et al. 2006). La separacion entre estas poblaciones fue
estimada entre 1.41 y 2.77 Ma (Figura 9). Esta divergencia podria estar asociada a un proceso
de diversificacion ocurrido a través del canal interocednico presente antes de que emergiera el
Istmo de Tehuantepec. Patrones similares han sido encontrados en organismos como Boa
constrictor (Sudrez-Atilano et al. 2014). La separacion entre los filogrupos Golfo de México,
Sureste de México-Noreste de Centroamérica y Noroeste de Centroamérica de la filogenia
mitocondrial fue estimada entre 1.48 y 2.87 Ma (Figura 8) y posee una correspondencia
geografica con la presencia de la Cordillera Volcanica Centroamericana, que en México
corresponde con la Sierra Madre de Chiapas sobre la vertiente del Pacifico en el sur; con la
Sierra de Chiapas y Guatemala por el norte, y con el extremo oeste del Sistema de Fallas
Motagua-Polochic-Jocotan de Guatemala. Estos sistemas montafiosos pueden haber actuado
como barreras geograficas a la dispersion en estas poblaciones, pues rodean el area de
distribucion de las poblaciones de Guatemala y El Salvador (Daza et al. 2010, Gutiérrez-Garcia y
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Vazquez-Dominguez 2012, Gutiérrez-Garcia y Vazquez-Dominguez 2013, Suarez-Atilano et al.
2014). Finalmente, la separacion entre este subclado y las poblaciones de Panama se estimo
entre 25 y 3.1 Ma (Figura 9). La edad calculada para esta divergencia coincide con el
surgimiento de la Cordillera de Talamanca estimada entre 2.5 y 3.9 Ma (Daza et al. 2010) por lo
que es posible que dicha divergencia se encuentre influenciada por eventos anteriores y
determinada por el levantamiento de dicha Cordillera. La relacion filogenética encontrada en
estas poblaciones coincide con lo recuperado a partir de la red de haplotipos y esto nos indica
que dentro de esta regidn Centroamericana la complejidad orogragrafica actlia barrera
importante entre poblaciones geograficamente cercanas. Esta complejidad topografica ha sido
sefialada en estudios anteriores como probable factor para generar procesos de diversificacion
(Suérez-Atilano et al. 2014).

Clado de Sudamérica.

La estructura genética encontrada entre las poblaciones sudamericanas se caracteriza por el
reconocimiento de al menos un evento de divergencia genética que separo las poblaciones del
oeste y este-noroeste de Sudamérica (Figura 9). Estos dos subclados tienen una
correspondencia geografica influenciada por la distribucion disyunta que presentan las
poblaciones vegetales asociadas al bosque de lluvia de la region Amazonica y el bosque
neotropical estacionalmente seco del Atlantico brasilefio (Pennington et al. 2000, 2004, 2009).
Ambas regiones constituyen dos de los dominios morfoclimaticos mas importantes de
Sudamérica (Costa 2013) y de los bosques tropicales mas diversos del mundo (Myers et al.
2000, Batalha-Filho et al. 2013, Costa 2013).

Estos dos biomas se encuentran separados por un borde diagonal de habitats mas
xerofilos que incluye la region geogréafica de Chaco, que es una amplia extension boscosa
distribuido entre el norte de Argentina, sur de Bolivia y centro-sur de Brasil, la ecorregion de
sabana tropical conocida como Cerrado del centro de Brasil y la ecorregion de bosque tropical
caducifolio de Caatinga situado al noreste de Brasil. Este corredor de vegetacion seca mas
abierto ha sido considerado una barrera importante para la migracion de especies que habitan
los bosques del Atlantico y el Amazonas (Moojen 1948, Raven y Axelrod 1974, Rizzini 1979, Mori
et al. 1981, Por 1992). Sin embargo, existe amplia evidencia de un antiguo contacto entre ambos
tipos de bosque, a través de la vegetacion diagonal seca de Sudamérica. Algunos estudios
indican que estos bosques centrales brasilefios, de la region de Cerrado, son una parte integral
del escenario evolutivo en taxa de tierras bajas, ademas de que juegan un rol importante como
habitats del presente y pasado para las especies del bosque de lluvia (Costa 2013). Por lo tanto,
el rol de estos bosques centrales de Brasil como rutas para migracion que permitieron la
diversificacion de especies boscosas puede ser reconocido, especialmente cuando existe
evidencia de una cobertura forestal amplia en el pasado (Oliveira-Filho y Ratter 1995, Vivo
1997).

Existen al menos dos rutas de conexion espacio-temporales entre los bosques del
Amazonas y del Atlantico (Figura 1). Las conexiones mas antiguas (Mioceno medio a tardio) a
través de la corriente sur de Cerrado y Mato Grosso hacia Chaco y sabanas de palma de Bolivia
y Paraguay. Estas conexiones antiguas pudieron haber estado asociadas con eventos como
cambios geotectdnicos ocurridos durante el periodo Nedgeno, ademas del levantamiento de los
Andes. Las conexiones mas recientes (Plioceno al Pleistoceno) que pudieron estar asociadas a
los cambios climéticos ocurridos durante el Cuaternario y promovieron la expansion de los
bosques de galeria a través de lo que actualmente se conoce como Cerrado y Caatinga en el
noreste de Brasil (Batalha et al. 2013). Estas (ltimas pueden sugerir una posible explicacion a la
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estrecha relacion genética encontrada entre las poblaciones del Atlantico brasilefio y el noroeste
Sudamericano (1.22 a 2.76 Ma, Figura 9).

Sobre la conexion mas reciente propuesta para el noreste de Brasil existen datos
geoldgicos y palinoldgicos que abarcan los Ultimos 900 mil afios (Pleistoceno) e indican que
existieron periodos de tiempo que permitian la expansion del bosque de galeria dentro de
Cerrado y Caatinga que promovieron el contacto entre los bosques de Sudamérica (Auler et al.
2004, Auler y Smart 2001, Behling et al. 2000, Oliveira et al. 1999, Wang et al. 2004). En aves,
se encontrd que varios taxa distribuidos en los bosques del Atlantico y Amazonas muestran
distribuciones que se extienden a lo largo del bosque de galeria de Cerrado (Silva 1996).
Basados en analisis moleculares se han propuesto viejas conexiones (Mioceno) entre los
bosques del Atlantico y del Amazonas para especies de lagartos (Pellegrino et al. 2011) y
mamiferos (Galewski et al. 2005). En uno de estos estudios, Martins et al. (2009) observd que
algunas poblaciones de murciélagos vampiros del Atlantico y el Amazonas divergieron en el
Pleistoceno, siguiendo la expansion de habitats secos entre estos dos biomas. Ademas de esto,
es bien conocido que el levantamiento de los Andes fue crucial para la evolucion de los paisajes
de la Amazonia, y jugd un rol clave en la diversificacion de organismos en regiones adyacentes
(Hoorn et al. 2010, Hoorn y Wesselingh 2010).

Los resultados de tiempos de divergencia obtenidos en este estudio coinciden de
manera parcial con lo reportado por Lavinia et al. (2015) por las siguientes razones: 1) incluye
marcadores nucleares y mitocondriales distintos a los utilizados en este estudio (FIB5, VLDLIR y
COl, Cyt b respectivamente), 2) no incluye al género Chlorothraupis en sus andlisis de tiempos
de divergencia, cuya edad es utilizado en este estudio como punto de calibracion, 3) hay una
representacion escasa de las poblaciones mesoamericanas. Aunque es importante mencionar
que la edad estimada para la divergencia entre el este y oeste de Sudamérica reporta un tiempo
de divergencia similar (3.65 Ma) a los valores mas tempranos de nuestro intervalo (2.13-3.52 Ma,
Figura 9), por lo que es posible que la diferencia entre ambos estudios radique en los puntos
mencionados anteriormente.

Actualmente los limites entre subespecies de Habia rubica se encuentran bien definidos
a partir de la variacién geografica que presentan sus poblaciones a nivel morfoldgico pues para
algunas de las subespecies los limites de distribucion se reportan a nivel de localidad. Sin
embargo, en la mayoria de los filogrupos recuperados en este estudio (filogenia concatenada,
Figura 6) se encuentran contenidas al menos dos subespecies genéticamente similares. Ello
muestra la necesidad de hacer una revision taxondmica de esta especie que combine aspectos
morfoldgicos, morfométricos y genéticos, para lograr resolver adecuadamente las relaciones
filogenéticas de este complejo. Ademas de la topologia general de la filogenia es consecuente
con discontinuidades geograficas que pudieron haber formado linajes evolutivamente
independientes (i.e. especies), que no coinciden con los limites establecidos a partir de
caracteres morfoldgicos. Seria necesario incluir ademas a la especie colombiana Habia cristata
en andlisis posteriores para poder obtener una hipétesis filogenética y de diversificacion
completa para el género Habia.

V. CONCLUSIONES
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Las poblaciones de la especie Habia rubica presentan una profunda estructura genética que
separa por lo menos siete filogrupos dentro de la hipdtesis filogenética obtenida en este estudio.
Estos filogrupos estan conformados, en la mayoria de los casos, por mas de una subespecie
descrita a partir de caracteres morfoldgicos, sin embargo, se corresponde con algunas
discontinuidades geograficas que podrian explicar la diferenciacion genética presente entre sus
poblaciones. El proceso de diferenciacion genética de las poblaciones se encuentra intimamente
ligado con el proceso de cambio geoldgico y ecoldgico del territorio que habita la especie, de
manera que es posible encontrar patrones de distribucion claramente influenciados por los
procesos histdricos especificos. La topologia de la hipotesis filogenética nos indica también que
el proceso de diversificacion dentro de esta especie ha sido mas dinamica entre las poblaciones
mesoamericanas que entre las poblaciones sudamericanas, sin embargo, es necesario incluir
poblaciones del noroeste de Sudamérica para obtener una hipétesis filogenética mas adecuada
de la especie.
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APENDICE . Muestras utilizadas en el estudio y siglas de la institucion de procedencia. Museo de Zoologia de la Facultad de Ciencias, UNAM (MZFC); Museo Burke de la
Universidad de Washington (UWBM); Universidad de Lousiana (LSU); Universidad de Kansas (KU); Genbank (GB) y secuencias proporcionadas por el Dr. John Klicka

(Secuencia).

Coleccion  Subespecie por region Pais/Estado No. Catalogo Localidad Latitud Longitud
Golfo de México

MZFC H. rubica holobrunnea HIDALGO HGO-SLP 143 El Coyol, LKm al E 21.075 -98.955
MZFC H. rubica holobrunnea VERACRUZ TUX 37 Cerca Estacion Bioldgica Tropical Los Tuxtlas 18.58875833 -95.09799444
MZFC H. rubica holobrunnea VERACRUZ NAR 28 El Naranjal, 2 km SE 18.7993556  -96.9579889
MZFC H. rubica holobrunnea VERACRUZ TXT 15 Ejido La perla de San Martin, Municipio San Andrés Tuxtla 18.550389 -95.1236667
MZFC H. rubica holobrunnea VERACRUZ TXT 19 Ejido La perla de San Martin, Municipio San Andrés Tuxtla 18.550389 -95.1236667
UWBM H. rubica holobrunnea VERACRUZ \Ver343363 San Andrés Tuxtla 18.32111111  -94.83194444
UWBM H. rubica holobrunnea VERACRUZ Ver393884 San Andrés Tuxtla 18.32111111  -94.83194444
MZFC H. rubica holobrunnea VERACRUZ TXT 58 Los Tuxtlas 18.30983333  -94.88069444
MZFC H. rubica holobrunnea VERACRUZ TXT 62 Los Tuxtlas 18.30622222 -94.87983333
MZFC H. rubica holobrunnea VERACRUZ TXT 63 Los Tuxtlas 18.30622222 -94.87983333
MZFC H. rubica holobrunnea VERACRUZ TXT 64 Los Tuxtlas 18.30079 -94.72156
MZFC H. rubica holobrunnea OAXACA CHIMA 416 La Cabafa, 6.2 km NO San Francisco La Paz 17.066819 -94.05
MZFC H. rubica holobrunnea OAXACA OMVP 545 Chalchijapa, a 20 km NE del pueblo 17.06666667 -94.58333333
MZFC H. rubica holobrunnea OAXACA OMVP 546 Chalchijapa, a 20 km NE del pueblo 17.06666667 -94.58333333
MZFC H. rubica holobrunnea OAXACA OMVP 563 Chalchijapa, Camino a Sierra de Tres Picos 17.02 -94.65861111
MZFC H. rubica holobrunnea OAXACA OMVP 574 Chalchijapa, Camino a Sierra de Tres Picos 17.02 -94.65861111

Sureste de México

MZFC Habia rubica nelsoni CAMPECHE Y408 176 Ejido El Pafiuelo, EI Mirador 18.02006667 -90.32003333
MZFC Habia rubica nelsoni CAMPECHE B 2000 El Arroyo, 6 Km S Silvituc 18.59277778 -90.25611111
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MZFC
MZFC
MZFC
MZFC
MZFC
MZFC
MZFC

MZFC
MZFC
MZFC
MZFC
MZFC

UWBM
UWBM
MZFC
MZFC
MZFC
MZFC
MZFC
MZFC
MZFC
MZFC
MZFC

Habia rubica nelsoni
Habia rubica nelsoni
Habia rubica nelsoni
Habia rubica nelsoni
Habia rubica nelsoni
Habia rubica rubicoides
Habia rubica rubicoides

Pacifico Norte de México

Habia rubica rosea
Habia rubica rosea
Habia rubica rosea
Habia rubica rosea
Habia rubica rosea

Pacifico Sur de México

Habia rubica rosea
Habia rubica rosea
Habia rubica rosea
Habia rubica rosea
Habia rubica rosea
Habia rubica rosea
Habia rubica rosea
Habia rubica rosea
Habia rubica rosea
Habia rubica rosea
Habia rubica rosea

CAMPECHE
CAMPECHE
CAMPECHE
QUINTANAROO
QUINTANAROO
CHIAPAS
CHIAPAS

JALISCO
JALISCO
JALISCO
JALISCO
COLIMA

MICHOACAN
MICHOACAN
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO

B 2037
MOL11 21
MOL11 22
MOL11 49
ADAB 95289
YACH 378
YACH 528

URRA55
URRA 60
URRA63
URRA 67

CONACyT 799

Michbts08126

Michbts08 196

MOLGRO 40
MOLGRO 41
MOLGRO 42
MOLGRO 43
MOLGRO261
MOLGRO262
MOLGRO454
MOLGRO455
MELGRO438

El Arroyo, 6 Km S Silvituc

Nuevo Becal 4 km al Norte

Nuevo Becal "El Chorro" 7 km al Norte

Tres Garantias 3 km al Este

Felipe Carrillo 42 Km

Zona Arqueoldgica de Yaxchilan

Campamento Arqueoldgico INAH de Yaxchilan

Los Jardines Botanicos de Vallarta
Los Jardines Botanicos de Vallarta
Los Jardines Botanicos de Vallarta
Los Jardines Botanicos de Vallarta
Laguna La Maria

La Mira; Rancho la Bonetera [18.0951 / -102.3960] Lazaro Cardenas
La Mira, Lazaro Cérdenas

Municipio chilpancingo, Acahuizotla a 1km camino a San Roque
Municipio chilpancingo, Acahuizotla a 1km camino a San Roque
Municipio chilpancingo, Acahuizotla a 1km camino a San Roque
Municipio chilpancingo, Acahuizotla a 1km camino a San Roque
Zona Arqueoldgica Tehuacalco, Finca La Juntita

Zona Arqueoldgica Tehuacalco, Finca La Juntita

Zihuatanejo, Ixtapa ciclopista

Zihuatanejo, Ixtapa ciclopista

Zihuatanejo, Ixtapa ciclopista

18.59277778
18.59923333
18.59093333
18.59923333
19.1597222

16.08416667
16.90583333

20.46576
20.46576
20.46576
20.46576
19.45686111

18.0951
18.1685
17.3579444
17.3579444
17.3579444
17.3579444
17.00378
17.00378
17.53026
17.53026
17.53026

-90.25611111
-89.27811667
-89.2577
-89.27811667
-87.8888889
-90.97666667
-90.98277778

-105.29386
-105.29386
-105.29386
-105.29386
-103.7061667

-102.396
-102.3113
-99.4624722
-99.4624722
-99.4624722
-99.4624722
-99.6437
-99.6437
-101.44284
-101.44284
-101.44284
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MZFC
MZFC
MZFC
MZFC
MZFC
MZFC
UWBM
UWBM

UWBM
UWBM
UWBM
LSU

LSU

LSU

LSU

LSU
Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia

Habia rubica affinis
Habia rubica affinis
Habia rubica affinis
Habia rubica affinis
Habia rubica affinis
Habia rubica affinis
Habia rubica affinis
Habia rubica affinis

Centro y Sudamérica

Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica

OAXACA
OAXACA
OAXACA
OAXACA
OAXACA
OAXACA
OAXACA
OAXACA

Argentina
Argentina
Argentina
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia

E Brasil
E Brasil
E Brasil
W Brasil
W Brasil

OMVP 160
OMVP 161
OMVP 672
OMVP 682
OMVP 1008
MIA 81
Oaxjk07115
0axjk07058

DHB 1801
GAV 821

GAV 822
22625

8909

8959

12591

12594

1052

22623

18345

ZMUC 145305
ZMUC 137118
ZMUC 137117
FMNH 345472
ZMUC 120394
457560

1 km N del Amate

1 km N del Amate

Yucunino, cerca de Santa Ana del Progreso, Putla

Cerca de Santa Maria del Progreso

Distrito de Juquila, 4 km E Pefias Negras

Finca Soconusco a 3 km de Pluma Hidalgo, Dto. Pochutla
coastal mountains nearest Pochutla

coastal mountains nearest Pochutla

Provincia de Misiones

Provincia de Misiones

Provincia de Misiones

La Paz Department

Pando Department

Pando Department

Santa Cruz Department

Santa Cruz Department

La Paz Department

La Paz Department

Santa Cruz Department

Beni, Beni Biol. Station

Sao Paulo, Fazenda Capricornio
Sao Paulo, Fazenda Capricornio
Sao Paulo, Fazenda Capricornio
Mato Grosso, Rio Cristalino
Amazonas, Maraa, Lago Cumapi

16.96333333
16.96333333
16.82833333
16.82
16.23666667
15.925
16.1952
16.1952

-26.9552
-26.9552
-26.9552
-16.499722
-10.798889
-10.798889
-17.866667
-17.866667
-16.499722
-16.499722
-17.866667
-14.378275
-23.605986
-23.605986
-23.605986
-9.447764
-1.683056

-97.90666667
-97.90666667
-97.88
-07.88833333
-97.28666667
-96.42
-97.1513
-97.1513

-55.0877
-55.0877
-55.0877
-68.15
-66.9988
-66.9988
-63

-63

-68.15
-68.15

-63
-65.095778
-46.458783
-46.458783
-46.458783
-55.856972
-65.833056
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Secuencia
Secuencia
LSU
Secuencia
KU

KU

KU

KU

KU

KU

KU
Secuencia
Secuencia
UWBM
Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia
UWBM
UWBM
Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia
UWBM

Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica

W Brasil

W Brasil

W Brasil
Costa Rica
El Salvador
El Salvador
El Salvador
El Salvador
El Salvador
El Salvador
El Salvador
El Salvador
El Salvador
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Honduras
Honduras

Honduras/Nicaragua

Nicaragua
Nicaragua
Nicaragua
Nicaragua
Nicaragua
Panama
Panama
Panama

457559
457558
36646

ZMUC 130351

5934
5937
5949
5974
5978
5982
5985
434136
434137
DHB 4369
DHB 4362
DHB 4377
DHB 4399
GAV 2110
GMS 145
EF 529897
DAB 1485
DAB 1486
DAB 1484
DAB 1508, GMS 1070
DAB 1349
GMS 1113
GMS 1013
JTK04 160

Amazonas, Japura, Rio Acanaui

Amazonas, Japura, Rio Mapari

Rondunia

Alajuela, Monteverde

Dpt. Ahuachapan

Dpt. Ahuachapan

Dpt. Ahuachapan

Dpt. Sonsonate

Dpt. Sonsonate

Dpt. Sonsonate

Dpt. Sonsonate

Ahuachapan, Municipio San Pedro Puxtla. Canton Concepcion
Sonsonate, Municipio Izalco. Canton Las Lajas, Bosque Las Lajas
Quezaltenango (Xela), 25 km S; Finca Patrocinio
Quezaltenango (Xela), 25 km S; Finca Patrocinio
Quezaltenango (Xela), 25 km S; Finca Patrocinio
Quezaltenango (Xela), 25 km S; Finca Patrocinio
La Ceiba, 9.7 km SW; Rio Quebrada; CURLA

La Ceiba, 9.7 km SW

ND

Dpt. de Managua

Dpt. de Managua

Dpt. de Managua

Dpt. de Managua

Matagalpa

El Valle, foohills northeast of town

Santa Fe, 3 km W; Hacia Alto de Piedra Road
Santa Fe, 3 km W; Hacia Alto de Piedra Road

-1.882719
-2.487381
-11.505733
10.306983
13.81
13.81
13.81
13.828
13.828
13.828
13.828
13.92595
13.682358
14.65
14.65
14.65
14.65
15.43
15.43

ND

11.99
11.99
11.99
11.99
13.015
8.616667
8.05

8.05

-66.929589
-68.260803
-63.580611
-84.809731
-89.807
-89.807
-89.807
-89.567
-89.567
-89.567
-89.567
-89.841133
-89.662811
-91.6

-91.6

-91.6

-91.6
-86.52
-86.52

ND

-86.26
-86.26
-86.26
-86.26
-85.924
-80.1

-81.1

-81.1
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Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia
KU

KU

KU

KU

KU

KU

KU

KU

LSU
Secuencia
Secuencia
Secuencia
Secuencia
KU

KU

KU

KU

KU

LSU

LSU
Secuencia
Secuencia
Secuencia

Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica

Panaméa
Panaméa
Panaméa
Panaméa
Panaméa
Paraguay
Paraguay
Paraguay
Paraguay
Paraguay
Paraguay
Paraguay
Paraguay
Paraguay
Paraguay
Paraguay
Paraguay
Paraguay
Perl
Peru
Perl
Peru
Perl
Peru
Perl
Peru
Perl
Peru

GMS 1070
JTKO4 138
JTKO04 166
ANSP 5772
ANSP 5771
205

226

259

313

3662

3785

3852

3853
25853
25909
25830
ZMUC 144784
MVZ 168909
457

628

636

711

722

27368
27369
40060
40061
11166

El Valle, foohills northeast of town

Santa Fe, 3 km W; Hacia Alto de Piedra Road
Santa Fe, 3 km W; Hacia Alto de Piedra Road
ND

ND

Dpt. Caazapa, San Rafael Nat. Park

Dpt. Caazapa, San Rafael Nat. Park

Dpt. Caazapa, San Rafael Nat. Park

Dpt. Caazapa, San Rafael Nat. Park

Dpt. ltapua, San Rafael N.P.

Dpt. Itapua, San Rafael N.P.

Dpt. ltapua, San Rafael N.P.

Dpt. Itapua, San Rafael N.P.

Caazapa Department

Caaguazu Department

Caazapa Department

Caazapd, Reserva Ecol. Caaguazee

Dpt. ltapua, El Tirol, 19.5 Km por la carretera NNE Encarnacion
Dpt. Madre de Dios, 15 km NE Maldonado
Dpt. Madre de Dios, 15 km NE Maldonado
Dpt. Madre de Dios, 15 km NE Maldonado
Dpt. Madre de Dios, 15 km NE Maldonado
Dpt. Madre de Dios, 15 km NE Maldonado
Dpt. Loreto

Dpt. Loreto

Dpt. Loreto

Dpt. Loreto

Dpt. Ucayali

8.616667
8.05

8.05

ND

ND

-26.35
-26.35
-26.35
-26.35
-26.516667
-26.516667
-26.516667
-26.516667
-26.226069
-25.46
-26.226069
-26.06667
-27.183328
-12.33
-12.33
-12.33
-12.33
-12.33
-4.232472
-4.232472
-4.232472
-4.232472
-9.825117

-80.1

-81.1

-81.1

ND

ND
-55.516667
-55.516667
-55.516667
-55.516667
-55.8

-55.8

-55.8

-55.8
-56.024997
-56.02
-56.024997
-55.75
-95.777844
-69.03
-69.03
-69.03
-69.03
-69.03
-74.217933
-74.217933
-74.217933
-74.217933
-73.08775
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Secuencia
Secuencia
Secuencia

LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
GENBANK

Klicka et al. 2007

Genbank

Barker et al. 2012

LSU
LSU
Genbank

Klicka et al. 2007

LSU
LSU
LSU
Genbank

Klicka et al. 2007

Secuencia

Habia rubica
Habia rubica
Habia rubica

Grupo hermano

Chlorothraupis carmioli
Chlorothraupis carmioli
Chlorothraupis carmioli
Chlorothraupis carmioli
Chlorothraupis carmioli
Chlorothraupis carmioli
Chlorothraupis carmioli

Chlorothraupis carmioli

Chlorothraupis carmioli

Chlorothraupis olivacea
Chlorothraupis olivacea

Chlorothraupis olivacea

Chlorothraupis stolzmanni
Chlorothraupis stolzmanni
Chlorothraupis stolzmanni

Chlorothraupis stolzmanni

Grupo externo

Habia gutturalis

Peru
Peru
Venezuela

Bolivia
Bolivia
Peru
Panama
Peru
Perd
Peru

Ecuador

Peru

Panama
Panama

Ecuador

Ecuador
Ecuador
Ecuador

Ecuador

Colombia

FMNH 398440
ANSP 1495
IC 1110

106762
1068
27849
28343
2060
21207
5510

EF529900

KC007580

2196
52930

EF529901

7860
7876
11847

EF529899

TA15

Municipio Madre de Dios, Quebrada Aguas Calientes, 2.75 km E Shintuya

ND
Barinas, Calderas

Dpt. Beni

Dpt. La Paz

Dpt. Loreto
Provincia Panama
Dpt. Pasco

Dpt. Puno

Dpt. San Martin

ND

Dpt. San Martin
Provincia Darién
Provincia Darién
ND

Provincia El Oro

Provincia El Oro
Provincia Esmeraldas

ND

ND

-12.6669
ND
8.313675

-14.378275
-16.499722
-4.232472
8.983056
-10.447575
-15.840222
-1.244489

ND

-7.244489

7.868172
7.868172

ND

-3.445478
-3.445478
-0.968178

-2.96502313

ND

-71.2706
ND
-70.050314

-65.095778
-68.15

-74.217933
-79.516667
-75.154539
-70.021881
-76.825964

ND

-76.825964

-77.836728
-77.836728

ND

-79.829675
-79.829675
-79.651719

-79.11069585

ND

ol



UWBM
MZFC

Habia atrimaxilaris
Habia fuscicauda

Costa Rica
México, Campeche

ND
B1908

ND
El Arroyo, 6 km al sur de Silvituc

ND
18.5927778

ND
-90.2360
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APENDICE II. Clasificacion propuesta por el OIC (http:/www.worldbirdnames.org/).

Cardinalidae: Cardinals, Grosbeaks
Red-throated Ant-Tanager, Habtn frectomnda

Black-chesked Ant-Tanager, Halda atrimarillaris
Sooty Ant-Tanager, Halila guitnralis
Crestad Ant-Tanager, Halda cristais
Red-crowned Anz-Tanager, Habia raliea
Ochre-breasted Tanager, Habia stolsmanmi
Carmial’s Tanager / Ofive Tanager, Halia enrmiol
Lemon-spectacled Tanager, Halda oliversn
| Northern Cardinal, Cardinalis cordinalis
‘I:E Vermilion Cardinal, Cardinaliz phoenfoeus
Pyrrhuloia, Candinalis sinuaius
Black-faced Grosbeak, Carpothmustes poliogaster
_E Yallow-grean Grosbeak, Cargothmusies nadensds
Crimson-collared Grosbeak, Riedothranpis colaeno
_E Red-and-black Grosbeak, Periporphiyrne erptimomelns
— Rose-throated Tanager, Pimnge meseogularis
Red-headed Tanager, Pimnge erpthroceptels
White-winged Tanager, Pimnga leteoptem
Red-hooded Tanager, Pimnge rbriceps
Scarler Tanager, Pirange olfvaces
Summer Tanager. Pirengo rulm
Waesern Tanager, Pirangn ludovicfana
Flame-cofored Tanager, Pirenga dentat
Lowland Heparic Tanager / Red Tanager, Pirenga fTasa
Momhern Hepatic Tanager / Hepatic Tanager, Pimnga Sepation
Highland Hepatic Tanager [ Tooth-billed Tanager, Pimnon hites
Black-headed Grosbeak, Pheucticus melsnocepha s
Rose-breasted Grosbeak, Pheuscticns Indovicianmes
Gaoldan Grosheak [/ Southern Yellow Grosbeak, Phenctiene shryeogaster
Black-backed Grosbeak, Pheneticus aureorentris
Oranga—colored Grosbeak, Pheuctirns aumntiocus
Yellow Grosbeak [ Mexican Yellow Grosbeak, Phencitens chrysopeplus
Black-thighed Grosbheak, Pheucticus tibinfie
Rose-breasted Chat, Cranateline pelreln
Red-breasted Chat, Gronateilus venustne
Gray-throated Chat, Grenateliue sallned
r— Dickcissel, Spiza ameriouna
Cabanis's Seedeater, Amaurmspiza ronotlor
*Ecuadarian Seedeater, Amaumsping sequatoriaii
Carrizal Seadeater, Amsurospise mrrizenais
Blackish-blue Ssedeater, Amanmema moesia
*Rothschild's Grosbeak, Cyancloma rothechildi
Blue-black Grosbeak. Cyancioria epanofde:
Glaucous-blue Grosheak, Cpanolomia plovcocaerilen
— Ultramaring Grosbeak, Cyancloria brissond
_E *Turquoise-fronted Bunting, Pazeering imdigociog
Blue Bunting, Paszerina perelling
Blue Grosbeak, Praserine coerulen
Indigo Bunting, Passering cyanen
Lazuli Bunting, Passerina amaena
Rose-bellied Buming, Passering maiiae
Orange-breasied Bunting, Passering laclmcherss
Varied Bunting, Passertna versicolor
Fainted Bunting, Fassering ciris

Sourpes: Bryson et al. {2013}, Bums (1998), Caring and Bromfield (2008). Klicks et al. {2007), Pulgarin-R
ot al. (2003).
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