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Resumen

Dentro del complejo Habia fuscicauda se reconocen seis subespecies, delimitadas en
base a los patrones de coloracién y distribuciéon que presentan. Sin embargo, en aves
Neotropicales y en otros vertebrados estos rasgos no son siempre coincidentes con la
historia filogenética. Por lo tanto, en este estudio se revisaron las relaciones
filogenéticas al interior de H. fuscicauda, mediante un andlisis multilocus con dos
marcadores mitocondriales y dos nucleares. Se obtuvieron muestras de 35 localidades
desde San Luis Potosi hasta el centro de Panama. Las muestras se asignaron a cuatro
grandes poblaciones delimitadas a priori en funcién de las provincias biogeograficas,
la distribucion de las subespecies y la distancia geografica que separa las localidades:
San Luis Potosi (SLP), Istmo, Nucleo Centroamérica (NC) y Tierras Bajas de
Centroamérica (LCA). La topologia obtenida con los arboles filogenéticos de los cuatro
genes indica la existencia de s6lo dos grupos genéticos: el clado Norte que incluye a
los individuos pertenecientes a las poblaciones Nucleo Centroamérica, Istmo y SLP, y
el clado LCA que agrupa a los individuos presentes en la regién LCA. Los resultados de
los analisis del patréon de variacion genética que presenta el marcador mitocondrial
ND2 muestran historias demograficas diferentes para los dos grupos genéticos. La
historia del clado Norte es consistente con la hipotesis de expansion demografica
reciente como lo indican las graficas mismatch y de lineas de skyline plot, la D-Tajima y
la red de haplotipos en forma de estrella. En cambio, el clado LCA parece ajustarse a la
hipétesis de tamafos demograficos constantes. Con el modelado de distribucién de
especies se estimo la distribucion potencial de los dos grupos genéticos encontrados
en tres épocas (Holoceno-medio, Ultimo Maximo Glacial y Ultimo Interglacial). Los
resultados muestran nichos ecoldgicos histéricos y al presente diferentes y eventos de
expansién y contraccion de rango mas marcados en la distribucién geografica

histoérica del clado Norte que del clado LCA.



Abstract

Habia fuscicauda is a complex with six subspecies described on the patterns of
coloration and distribution shown. However in neotropical birds and other
vertebrates those characters are not coincident with the phylogenetic history. In this
way, i analyzed the phylogenetic relationships inside of H. fuscicauda using a
multilocus analysis with two mitochondrial and two nuclears markers. I obtained
samples of 35 localities from San Luis Potosi to center of Panama. Four big
populations were delimitating a priori in function of the biogeographical provinces,
subspecies distribution and geographic distance between localities: San Luis Potosi
(SLP), Isthmus, Central America Nucleus and Low Central America (LCA). The
phylogenetic tree topology with four markers shows only two genetic groups: the
North clade includes the individuals of the NC, Isthmus and SLP populations, and the
LCA clade groups individuals of LCA population. The results of the patterns of genetic
variation of the mitochondrial marker ND2 suggest two different demographic
scenarios: North clade is congruent with demographic expansion hypothesis
considering the results of mismatch plots and skyline plots, D-Tajima statistic and
haplotypes network in start-like shape. In contrast the LCA group seems fit to
hypothesis of constant demographic sizes. With the proyection of species distribution
model was estimated the potential distribution that each genetic group presented in
three different epochs: mid-Holocene, Last Glacial Maximum and Last Inter-Glacial.
The results suggest different historic ecological niches for the clades and events of
expansion and contraction of range most notables in the historical distribution of

North clade than LCA clade.



Variacion genética de las poblaciones de la especie Habia

fuscicauda (Cabanis 1861)

1. Introduccién

1.1 Variacion genética y filogenia

La cuantificacion de la variacion genética a nivel de individuos y poblaciones, asi como
la forma en que la variaciéon esta distribuida geograficamente son elementos
importantes en el entendimiento de la biologia de cualquier especie (Vigilant y
Bradley 2004, Hickerson et al. 2010, Jetz et al. 2012). Los datos cuantitativos de la
variacion genética intraespecifica permiten obtener informacién referente al flujo
génico y a la estructura e historia evolutiva de las poblaciones. Esto es posible porque
los eventos demograficos que ocurren en las especies, tales como migraciones, cuellos
de botella o expansiones poblacionales, alteran de manera drastica los patrones de
diversidad molecular y las sefiales dejadas en el ADN por estos eventos demograficos
pueden usarse actualmente para inferirlos (Martins et al. 2009).

La historia evolutiva de las especies y las poblaciones también puede ser
esbozada en un patrén de ramificacion de linajes evolutivos (Edwards 2009). Por
ejemplo, una especie que ha sido separada genéticamente por una fuerte barrera
mostrard patrones genealdgicos dependientes de la duraciéon de la barrera y de la
historia demografica de las diferentes poblaciones disyuntas (Avise 2009). Avise y
colaboradores (1987) sefialan que el patron en las relaciones filogenéticas entre
poblaciones aisladas es funcion del tiempo de separacidn: cerca a la divergencia de
dos poblaciones, la poblacion “A” respecto de la poblacién “B” parecen polifiléticas; al
pasar las generaciones y por el sorteo de linajes “A” y “B” seran monofiléticas; en tanto
que en tiempos intermedios las poblaciones se definiran como parafiléticas.

Los arboles de genes son una poderosa herramienta para estudiar el proceso
de divergencia, aunque se debe tener en cuenta que definir una especie como un tipo
de linaje evolutivo puede estar en la interfase filogenia-tocogenia, donde se confundan
las relaciones de parentesco con las intraespecificas (De Queiroz y Donoghue 1990,

Templeton et al. 2000). Por ello, Templeton (1989) propuso el concepto cohesivo de
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especie: una especie como un linaje evolutivo con limites originados a partir de las
fuerzas que crean comunidades reproductivas. Estas fuerzas consisten en: 1)
intercambiabilidad genética: se establece como los factores que definen los limites de
dispersion través del flujo génico y 2) intercambiabilidad demogrdfica: donde
intervienen los factores que definen el nicho fundamental y los limites de dispersion
de las nuevas variantes génicas a través de la deriva génica y la seleccion natural. Los
miembros de una poblacién intercambiable comparten el mismo nicho fundamental,
el cual se define por la tolerancia intrinseca de los individuos a diversos factores
ambientales, condiciones donde estos individuos son potencialmente capaces de
sobrevivir y reproducirse. La porcion del nicho fundamental que es efectivamente
ocupado se conoce como nicho realizado (Hutchinson 1965).

Para inferir las relaciones evolutivas por medio de un arbol filogenético,
usando secuencias moleculares es necesario hacer comparaciones homélogas, de tal
manera que los nucleétidos en cada columna de la matriz estan relacionados porque
descienden de un residuo ancestral comun (Kumar y Filipski 2008, Nixon y Carpenter

2012).

1.2 Métodos de reconstruccion filogenética

El objetivo de la reconstruccion filogenética es obtener estimaciones robustas de la
filogenia y su confidencia estadistica. En los analisis filogenéticos de secuencias de
ADN alineadas, casi todos los métodos describen su evolucién usando un modelo que
consta de dos componentes: un arbol filogenético y una descripcion basada en
diferentes parametros de como las secuencias individuales cambian a lo largo de las
ramas del arbol (Whelan et al. 2001, Kelchner y Thomas 2007).

Los modelos evolutivos utilizan diferentes pardmetros para estimar el cambio
de caracteres, de tal manera que dependiendo del modelo empleado se asume una
determinada forma de evoluciéon de secuencias. Por ejemplo, si un modelo es
demasiado pobre, es decir, no estan presentes parametros clave, no tendra una
aproximacion util de la realidad. La consecuencia podria ser un error sistematico, en

donde se obtiene una filogenia bien apoyada pero inexacta (Kelchner y Thomas 2007).
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El criterio de Maxima Parsimonia (MP) no emplea ningun modelo de
evolucion de secuencias y se ha observado que esta ausencia de correccion se hace
patente cuanto mas divergentes son las secuencias, dado que el grado de homoplasia
aumenta y el arbol real se vuelve menos probables a presentar el menor nimero de
cambios (Felsenstein 1981). Ademas, si el arbol real tiene ramas terminales largas,
dos secuencias poco relacionadas podrian parecer cercanamente emparentadas, un
problema llamado atraccidén de ramas largas (LBA, por sus iniciales en inglés). La
atraccion de ramas largas es un posible resultado de no corregir la tasa de
heterogeneidad de las sustituciones del ADN ( Burns 1998, Sanderson y Shaffer 2002).

El método de maxima verosimilitud (ML, por sus iniciales en inglés) se define
como un valor proporcional a la probabilidad de obtener los datos dado un modelo, es
decir, la estimacion de la filogenia es el arbol para el cual las secuencias observadas
son las mas probables con un modelo de evolucion de secuencias y los valores de los
parametros que emplea (Williams y Moret 2003). Una ventaja que tiene sobre el
criterio de parsimonia es que hace reconstrucciones mas exactas de relaciones entre
secuencias que han sido separadas por largo tiempo o que evolucionan rapidamente
(Foster 2009). El algoritmo ML busca a través de un espacio multidimensional de
valores de pardametros y el valor del parametro que maximiza la verosimilitud es
tomado como el correcto (Holder y Lewis 2003).

A diferencia, en el enfoque bayesiano el resultado final no depende de un
valor especifico del parametro estimado, sino que se consideran todos los posibles
valores, es decir, se hace una estimacién marginal de la probabilidad del valor del
parametro en vez de conjunta (Holder y Lewis 2003). La inferencia bayesiana se
centra en la estimacion de la probabilidad posterior (pp) del arbol dados los datos. La
pp es calculada integrando la densidad de la probabilidad sobre todos los parametros
posibles del modelo (Alfaro y Holder 2006). El enfoque Bayesiano, basado en la
funcion de verosimilitud, ha provisto un método para estimar simultaneamente
arboles y las medidas de incertidumbre asociadas a las ramas a partir de Cadenas de
Markov Monte Carlo (MCMC) (O’Meara, 2012).

La probabilidad posterior representa la probabilidad que el clado

correspondiente sea el correcto si el modelo y los datos son acertados. Por el
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contrario, la interpretacion exacta del bootstrap no paramétrico, que se emplea como
medida de soporte en ML y MP es complicada y en primera instancia éste sélo ayuda a
predecir si el mismo resultado seria observado si se aumenta el muestreo, no si el
resultado es correcto (Huelsenbeck et al. 2002).

Generalmente, en los analisis se incluyen una o varias secuencias “externas”
(outgroups) para enraizar el arbol. Esto permite definir qué nodos en el arbol son mas

antiguos o cambian mas rapidamente (Holder y Lewis 2003).

1.3 Marcadores moleculares

Las poblaciones conespecificas generalmente presentan polimorfismos distribuidos
geograficamente a nivel del ADN mitocondrial (mtDNA por sus iniciales en inglés)
(Ball et al. 1988). Para estudios intraespecificos en animales, el mtDNA es
ampliamente usado porque algunas de sus secuencias evolucionan mas rapidamente
que los genes nucleares y proveen mas variacion para reconstruir la historia evolutiva
reciente de las especies debido a que nuevos estados de caracter se originan todo el
tiempo ( Melnick y Hoelzer 2005, Kumar 2008).

Existen diferentes factores que contribuyen a la rapida tasa de evolucion de la
mitocondria en animales (en plantas la tasa es muy lenta), entre ellos se puede
destacar que sus mecanismos de reparacion son mas relajados, que hay un ambiente
rico en oxigeno, al cual las moléculas de mtDNA son expuestas y se generan mas
mutaciones, o a que el mtDNA no esta asociado a histonas, que por si solas son
conservativas y pueden restringir las tasas de evolucion en ADN nuclear (Avise 2009).
Ademas, existe relajaciéon de las restricciones funcionales, debido a que la mitocondria
codifica pocos tipos de polipéptidos y no produce proteinas implicadas en su propia
duplicacion, traslacién o transcripcion (Wesley et al. 1979).

El mtDNA presenta caracteristicas que lo hacen ser una molécula ideal para
los analisis de variacidn genética: es distintivo y esta presente en una amplia variedad
de especies, lo que permite hacer comparaciones homdlogas a diferentes categorias
taxonomicas. Es facil de aislar, tiene un estructura genética simple y carece de rasgos

que compliquen su andlisis como ADN repetitivo, elementos transponibles o
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pseudogenes, su modo de herencia es matrilineal y carece de recombinacion u otros

rearreglos genéticos (Wilson et al. 1985, Avise et al. 1987).

1.4. Refugios de la diversidad y modelado de distribucion de especies

Para explicar la riqueza de la avifauna neotropical, principalmente en Sudamérica,
Haffer (1969) propone que durante el Pleistoceno el area total se subdividié en
parches de vegetacion separados unos de otros por areas abiertas. Las tierras bajas
pudieron permanecer tropicales, pero los periodos secos y humedos causaron
cambios en la distribuciéon de la vegetacion. Estos cambios climaticos se debieron
expresar, aunque de manera diferente, en varias partes del mundo. Las fluctuaciones
globales en el clima y el paisaje durante el Pleistoceno (5 Ma - 12,000 afios AP)
pudieron promover divergencia entre poblaciones y especies debido al aumento de
oportunidades para la diversificacion de linajes en nuevos habitats y la formacion de
barreras a la dispersion (Kearns et al. 2011).

Las ideas sobre que los ciclos glaciales del Pleistoceno causaron especiacion
alopatrica por subdividir poblaciones en areas desconectadas (refugios), gand
popularidad debido a que encaja con los modelos de especiacién geografica
propuestos por la sintesis moderna (Lovette 2005). De tal manera, los refugios crean
estructura genética que puede no estar asociada con barreras fisicas contemporaneas
y las huellas de expansiones poblacionales relacionadas con el término de los ciclos
glaciales deben estar contenidas en los marcadores moleculares. La coincidencia de
estos eventos demograficos con cambios en el ambiente o paisaje puede ayudar a
revelar los mecanismos ecoldgicos y evolutivos en que recae la diferenciacion de las
poblaciones (Martins et al. 2009, Chan et al. 2011). La expansion postglacial a un
nuevo territorio es importante en la distribucion geografica de los genomas de
poblaciones y especies ya que algunas poblaciones de una especie pudieron
extinguirse en ciertas partes de su rango de distribucion, otras poblaciones pueden
haberse dispersado a nuevas areas, mientras que otras sobrevivieron en refugios y se
expandieron de nuevo y estos cambios en la distribuciéon y tamafios poblacionales
ocurrieron relativamente rapido (Hewitt 2000, Harvey y Brumfield 2014).

La existencia de los refugios es inferida indirectamente mediante datos
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biogeograficos y reconstrucciones paleoclimaticas, mientras que los efectos de las
épocas glaciales Pleistocénicas se pueden inferir a partir de la estructura genética de
poblaciones, andlisis filogeograficos y estudios de especiacion con diferentes métodos

(Hewitt 1996).

1.5 Tasas de cambio y relojes moleculares

El concepto de reloj molecular esta basado en la observacién realizada inicialmente
por Zuckerkandl y Pauling (1965) que los cambios en las cadenas polipeptidicas de las
hemoglobinas en mamiferos parecen ser proporcionales en numero al tiempo
evolutivo. Esta observacién, de cambio proporcional al tiempo de divergencia entre
taxa, se trasladé a secuencias de ADN y con base en la teoria neutral se aplico,
principalmente, a regiones no codificantes (Schwartz y Maresca 2006). A partir de
estas ideas se ha ido alcanzando el objetivo de estimar el tiempo de divergencia entre
linajes de un arbol filogenético en distintos niveles jerarquicos.

La exactitud en la estimacién de las longitudes de las ramas es el parametro
mas importante que se debe tener en cuenta, ya que en un sentido biolégico las
longitudes de las ramas indican el tiempo a partir de un ancestro comun y la tasa a la
cual las substituciones ocurren, lo cual permite reconstruir el aspecto temporal de la
historia evolutiva (Kelchner y Thomas 2007, Li y Drummond 2012).

También es importante tener puntos de calibracibn o comparacion
paleontolégicos, geoquimicos o geoldgicos con los cuales se comparan los estimados
moleculares (Battistuzzi et al. 2010). Sin embargo, existen diversas complicaciones y
limitaciones al uso de los relojes moleculares. Un problema es respecto al modo de
usar los eventos geoldgicos y fosiles como punto de calibraciéon. Por un lado, las
consecuencias de los eventos geoldgicos son complejas para usarse exactamente en la
calibracién del cambio genético y, ademas, una barrera pudo sélo acentuar un patrén
de divergencia ya gestado o por el contrario no influir en absoluto (Edwards y Beerli
2000).

Ademas existen sesgos intrinsecos a los métodos moleculares y no
moleculares de estimacién (Battistuzzi et al. 2010). Por ejemplo, algunos resultados

muestran que las tasas de evolucién de secuencias no son constantes en el tiempo y
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pueden ser heterogéneas entre los distintos linajes en una filogenia (Arbogast et al.
2002, Li y Drummond 2012), aparte que la medida de diferenciaciéon genética entre
secuencias no necesariamente es una confiable indicacion de cuando divergieron. Es
asi que las comparaciones filogenéticas usando mtDNA normalmente se restringen a
poblaciones conespecificas o especies relacionadas cuya separacion no exceda unos
pocos millones de afios (Avise et al. 1987). Si el aislamiento reproductivo se acumula
gradualmente entre poblaciones alopatricas, no habra un tnico evento de especiacion
y por lo tanto no existe una sola fecha exacta de la especiaciéon. En estos casos, la
filogenia y su estudio sé6lo podria revelar informaciéon sobre el rango de tiempo a

través del cual el aislamiento persistié (Nichols, 2001).

2. Antecedentes

2.1 Situacidn taxondémica del género Habia

Las especies comunmente reconocidas dentro del ensamble Cardinalini son altamente
variables con respecto a la coloracion del plumaje, canto, tamafio corporal,
distribucién geografica y grado de dimorfismo sexual (Klicka et al. 2007).

El estudio molecular realizado por Klicka et al. (2007) sobre la sistematica de
la tribu Cardinalini emple6 175 taxa de Oscines, de los cuales 48 especies eran
pertenecientes a esta tribu. Los resultados basados en los marcadores mitocondriales
ND2 y Citocromo-b no logran un consenso sobre la afinidad evolutiva de la tribu
respecto a los otros linajes de Oscines, sin embargo, identifica a la tribu Cardinalini
como un clado bien soportado que engloba a los géneros Habia, Piranga,
Chlorothraupis, Granatellus y Amaurospiza. El mismo estudio muestra que el género
Habia es parafilético, con Habia fuscicauda como especie hermana de H. gutturalis; H.
rubica es parte del clado hermano de éstas, pero mas relacionada con el género
Chlorothraupis (Figura 1).

La especie H. fuscicauda fue descrita por Cabanis en 1861 dentro del género
Phoenicothraupis. En 1922 se decidié que el nombre genérico Habia, propuesto por
Blyth en 1840, era el valido y que Phoenicothraupis pasaba a ser una sinonimia del

género (Oberholser 1922). Actualmente el género Habia se conforma por 5 especies:
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la especie H. rubica se mantuvo; las especies H. alfaroana y H. rubra fueron
reasignadas dentro de H. rubica. La especie H. salvini paso6 a ser una subespecie de H.
fuscicauda y las especies H. cristata y H. gutturalis no tuvieron ningin cambio
(Oberholser 1922, Del Hoyo et al. 2011), mientras que la especie H. atrimaxillaris fue

descrita en 1924 (Dwight y Griscom 1924) (Figura 2).

Figura 1. Arbol de Maxima Verosimilitud que muestra las relaciones filogenéticas

entre Habia y Chlorothraupis dentro de Cardinalini (tomado de Klicka et al. 2007).

kT v‘ ]:I H. fuscicauda
o |:| H. rubica
N - - H. gutturalis
; G . [ ] H.cristata

I H. atrimaxillaris

Figura 2. Distribucion de las especies que conforman el Género Habia.
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2.2 Habia fuscicauda

2.2.1 Descripcion

La habia gorjirroja, como también se le conoce por su garganta rojiza, es de talla
media, varia entre los 18 y los 20 centimetros de longitud y tiene un peso entre 29y
47 gramos.

El macho es de cabeza color rojo opaco, con una corona carmesi poco visible y
lores oscuros. Sus partes superiores son café oscuro con un ligero matizado rojo, las
alas cobertoras superiores son rojizas y las plumas de vuelo oscuras con bordes color
rojo opaco. La cola y plumas terciarias de rojo a café rojizo y la garganta de color
escarlata-rosado intenso, que contrasta con el rojo opaco de los costados de la cabeza
y el café-rojizo del pecho (Del Hoyo et al. 2011).

La hembra es café oscura de la parte superior y palida en el resto del cuerpo
con la garganta color amarilla. Esta se encarga de construir el nido, el cual consta de
una voluminosa estructura de hojas y materiales gruesos (Del Hoyo et al. 2011).

El habitat de la especie se restringe a bosques viejos con crecimiento
secundario y hacia los bordes de los bosques, arbustos, matorrales, malezas espesas o
plantaciones abandonadas. El rango altitudinal de su distribucién va del nivel del mar
hasta los 1200 msnm en México, lugar donde alcanza su maximo nivel altitudinal (Del
Hoyo et al 2011). La alimentaciéon del ave consiste en artréopodos incluyendo
hormigas, orugas, chapulines escarabajos y otros insectos; ademas de frutos, semillas,
bayas e incluso vertebrados de pequefio tamafio. Forrajean en la vegetaciéon a menos

de 5 metros.

2.2.2 Estatus taxonémico: subespecies

Dentro de la especie Habia fuscicauda se han descrito seis subespecies, las cuales
difieren principalmente por la intensidad en la coloracion de su plumaje (Del Hoyo et
al, 2011) (Figura 3).

1) Habia fuscicauda salvini (Berlepsch 1883) con distribucién restringida en México
y Guatemala, y amplia en Belice, Honduras y El Salvador.

2) H. f. insularis (Salvin 1888) en parte del sureste mexicano y el norte de Guatemala.

3) H. f. discolor (Rigdway 1901) restringida a Nicaragua.
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4) H. f. fuscicauda (Cabanis 1861) presente en el sur de Nicaragua, parte de Costa
Rica y Panama.

5) H. f. willisi (Parkes 1969) solamente registrada en Panama.

6) H. f. erythrolaema (P. L. Sclater 1862) unicamente presente en la costa del
Atlantico de Colombia.

Un problema que identificaron Avise y Ball (1992) es que la descripcion de
subespecies esta hecha usualmente con rasgos morfoldgicos o de comportamiento,
cuya base genética puede ser poco conocida y, ain mas, se suelen asignar especimenes
a diferentes subespecies primordialmente por su localizacién geografica, lo cual
dificulta entender alguna relacién entre diferenciacién filogenética y separacion
espacial; también se ha observado que los taxa definidos morfol6gicamente pueden no
representar adecuadamente los patrones de diversidad genética en aves neotropicales
(Cheviron et al. 2005), como puede ser la presencia de fenotipos alternativos en

respuesta a factores no genéticos (Nufez-Farfan et al. 2003).

2.2.3 Distribucion

Habia fuscicauda tiene una distribuciéon que se restringe a la zona Neotropical. La
parte mas nortefia de la distribucién se encuentra en México, en San Luis Potosi y llega
al centro de Panama en un aparente continuo que comprende todo el sur mexicano y
atraviesa Centroamérica. Las areas alopatricas de la distribucién se encuentran en la
costa Atlantica de Colombia y en el sur de Chiapas y en El Salvador (Del Hoyo et al
2011) (Figuras 2y 3).

La distribucién que se observa actualmente incluye regiones geograficas que
son reconocidas por su complejidad. En México se distribuye en la region del Istmo de
Tehuantepec, la cual une Norteamérica con el Nucleo de Centroamérica y es
reconocida como una barrera biogeografica para muchos taxa (Mulcahy et al. 2006).
El Istmo, junto con la Depresion de Nicaragua delimitan una segunda zona geografica,
la cual se conoce como nucleo de Centroamérica (NC) y cuyo principal rasgo orogénico
son las tierras altas de Chiapas y Guatemala (Marshall y Liebherr 2000). La depresion
de Nicaragua formada entre 12.8-7.1 Ma es la principal barrera entre las tierras altas

de Guatemala y Chiapas con la cordillera de Talamanca (17.5 Ma) (Miguez-Gutiérrez
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et. al. 2013).

Al sur de la Depresiéon de Nicaragua, la distribucién de la especie comprende
las Tierras Bajas de América Central (Costa Rica y Panama). Esta zona se posiciona en
la interseccidn de cuatro placas tectdnicas, cuyos limites crean un paisaje accidentado,
lo cual contribuye a la extincién local y aislamiento genético en las poblaciones
(Miguez-Gutiérrez et al. 2013). La complejidad de esta area se debe a su papel como
una zona transicion entre las biotas de norte y Sudamérica, ademas de su variada
fisiografia, geomorfologia e historia geolégica (Jackson et al. 1996).

Esta zona, a pesar de ser pequefia en extension geografica es una de las mas
complejas fisica y biol6gicamente en el mundo (Bagley y Johnson 2014) y estudios de
filogeografia comparada con avifauna neotropical muestran que la alta diversidad
beta de esta region es resultado de multiples ciclos de vicarianza y dispersion, quiza
siendo la dispersidn el rasgo principal en la conformacién biogeografica (Witt 2004).
La cordillera de Talamanca es la barrera geografica mas conspicua que se presenta y
separa de manera importante la region LCA en la zona Este y la Oeste (Kohlmann y
Halffter 1988). Esta barrera es importante porque del lado Este podemos encontrar a
las especies H. rubica y H. atrimaxillaris, mientras que en el lado Oeste de la cordillera

Unicamente se encuentra la especie H. fuscicauda.
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B . f salvini

H. f. insularis
L | H.f. discolor
- H. f. fuscicauda
g H. f. willisi

H. f. erythrolaema

H. f. salvini

H. f. willisi H. f. fuscicauda

H. f. erythrolaema

Figura 3. Distribuciéon geografica de las 6 subespecies reconocidas para Habia

fuscicauda.
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3. Objetivos
General:
Describir y analizar los patrones de variacidn genética en las poblaciones de la especie

H. fuscicauda y establecer una hipotesis de filogenia entre sus poblaciones.

Particulares:
o Describir la variacién genética de las poblaciones de la especie H. fuscicauda.
o Identificar los procesos que pudieron o pueden estar manteniendo los patrones

de variacion genética observados en las poblaciones.

. Estimar los tiempos de divergencia entre las principales poblaciones de la
especie.
. Delimitar las areas de estabilidad histérica para la especie y compararla con la

evidencia genética.
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4. Material y métodos

4.1. Obtencion de muestras

Los 64 tejidos que se utilizaron para realizar las extracciones de ADN mitocondrial y

nuclear de la especie H. fuscicauda se encuentran depositados en la coleccién de

tejidos del Museo de Zoologia “Alfonso L. Herrera” de la Facultad de Ciencias de la

UNAM. Las muestras han sido colectadas en diferentes salidas de campo y se

encuentran almacenadas en congeladores a -72°C. También se solicitaron tejidos a la

Universidad de Washington (3) y a la Universidad del estado de Louisiana (9) que

corresponden a la distribucion Centroamericana (Tabla AT1, ver Apéndice).

Con la intencién de aumentar el muestreo de las poblaciones de Centroamérica

y Veracruz, se solicitaron las secuencias del gen mitocondrial ND2 de 66 individuos al

Laboratorio de John Klicka del Museum of Natural History and Culture, de las cuales

dos pertenecen a las especies mas emparentadas con H. fuscicauda y fueron

empleadas como grupo externo: H. gutturalis y H. atrimaxillaris (Klicka et al. 2007)

(Tabla AT2, ver Apéndice). La especie H. rubica también fue empleada como grupo

externo.

Se obtuvieron muestras de 35 localidades, a partir de las cuales se
delimitaron 4 poblaciones en funcion de la distribucion de las subespecies, las
provincias Biogeograficas reconocidas por Morrone (2004) y la distancia geografica
que separa a las localidades (Figura 4):

1) Zona del Istmo: incluye a la poblacion del Istmo, junto con los individuos de El
Rosario, Tabasco, dada su cercania geografica. Para esta poblacion se
emplearon muestras de 22 individuos.

2) Zona nucleo Centroamérica: que incluye las subpoblaciones de:

a) Subpoblacién Peninsula de Yucatan, junto con los individuos de la localidad
Yaxchilan, Campeche, dada su cercania geografica, y que putativamente
representan la subespecie H. f. insularis, esta subpoblacién cuenta con 30
individuos.

b) Subpoblacién de Chiapas en la costa del Pacifico, siendo la unica area

alopatrica de la que se tienen muestras, con n =7.
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c) Subpoblacién presente en las tierras bajas del Este de Centroamérica,
presenta 25 individuos muestreados.
d) Subpoblacion de Nicaragua (n = 3).

3) Tierras Bajas de Centroamérica (LCA, Low Central America): conformada por la
poblacién LCA que cuenta con 34 individuos muestreados.

4) SLP (San Luis Potosi): los dos individuos muestreados se asignaron en una

poblacién adicional, pero el bajo nimero de muestras impidié obtener algunos

estadisticos y resultados.

P. Yucatan
Istmo

B Nicaragua
n=3

Centroamérica
n =65

Tierras Bajas de

Centroameérica
n=34

Ao

Figura 4. Las tres zonas geograficas reconocidas y las cuatro poblaciones delimitadas
en funcion de la distancia geografica y las provincias biogeograficas reconocidas por

Morrone (2004).
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4.2. Protocolos de laboratorio

El DNA se extrajo a partir de higado o tejido muscular congelados a -70 ¢C con ayuda
del kit de extraccion DNAeasy Qiagen con las especificaciones del fabricante en una
elucion final de 100 g de buffer AE.

Se amplificaron cuatro genes: las subunidades 2 y 4 de la NADH
deshidrogenasa de origen mitocondrial, con los primers L-5212 - H-6313 (Sorenson et
al. 1999) y LEU - ND4 (Arévalo et al. 1994), respectivamente. Los genes nucleares se
amplificaron empleando los primers ODC-2F - ODC-2R para obtener el intrén 6 del
gen Ornitina dexcarboxilasa (ODC) y ACO1-i9F2 - ACO1-i9R2 para amplificar el
intrén-9 del gen Aconitasa-1 que se encuentra ligado al cromosoma sexual Z (Barker
et al. 2008). Las secuencias particulares para cada primer empleado se encuentran en
la Tabla AT3 (ver Apéndice).

La amplificaciéon de las regiones de ADN mediante la técnica de PCR se llevo a
un volumen final de 12.5 4, utilizando el siguiente protocolo: 0.5 x4l de extraccidn,
9.5875 ul de agua desionizada, 1.25 1 de buffer A (10x), 0.1875 1 de mix-dntp’s a 10
M, 0.375 4l de MgClz (50 M), 0.25 4l de cada primer (10 M) y 0.1 z1 de taq
polimerasa. En muestras dificiles se llegdé a un volumen final de 14 x4l aumentando la
cantidad de ADN.

Las pruebas de temperatura correspondientes se realizaron en un
termociclador Multigene Optimax (Labnet international). Para la amplificacion de los
dos genes mitocondriales los protocolos utilizados fueron los siguientes: 2:30 minutos
de desnaturalizacion a 94 °C seguido de 35 ciclos de: apertura 94 °C por 30 s,
alineamiento 54 °C 6 50 °C durante 45 s y elongacién a 72 °C por 2 minutos; seguido
de 10 minutos de extension a 72 °C. Para amplificar las dos regiones de ADN nuclear
se utiliz6 el siguiente protocolo: 2:30 minutos de desnaturalizacién seguido de 35
ciclos de: apertura a 94 °C por 30 s, alineamiento a 54 °C (ACO1-i9) 6 65 °C (ODC)
durante 30 sy elongacion a 72 °C durante 60 s. Finalmente, 10 minutos de extension a
72 °C.

En cada corrida se emplearon muestras control para asegurar que no hubiera

contaminacion. El resultado de la amplificaciéon se corrio en un gel de agarosa al 1 %
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en la camara de electroforesis con un voltaje de 120 V durante 20 minutos.
Posteriormente fue tefiido con bromuro de etidio y visualizado en un transiluminador
de luz ultravioleta a 254 nm (Bio-imaging Systems). Los productos para las reacciones
de PCR se mandaron a secuenciar a la Universidad de Washington, EUA (High-

Throughput Genomic Unit).

4.3. Alineacion de secuencias

Las secuencias forward y las secuencias reverse fueron empalmadas y alineadas en
Sequencher 4.8 (GeneCodes, Ann Arbor, MI, EUA) con ayuda de una secuencia de
referencia para cada gen, la cual fue obtenida de GeneBank (NCBI). Las ambigliedades
y discrepancias entre las secuencias fueron corregidas manualmente con ayuda de los
cromatogramas.

El alineamiento multiple de secuencias para cada gen y el grupo externo se
llevo6 a cabo en Clustal X (Thompson et al. 1997). El alineamiento resultante para cada
gen fue analizado con jModelTest 2.1.6 (Posada y Crandall 2008) para obtener el
modelo de sustitucion y valor de los parametros que se ajustaran mejor a los datos

empleando el Criterio de Informacién de Akaike (Akaike 1973).

4.4. Medidas de diversidad genética
Para analizar y describir a las poblaciones en funcién de su variaciéon genética se
emplearon diversos estimadores.

La diversidad haplotipica (Hd) se define como la probabilidad de que tomados
dos haplotipos aleatoriamente de una muestra éstos sean diferentes y se calcul6 con la

siguiente formula:

Hd = — 1—§:P2
T n-1 ‘

i=1

donde (n) es el numero de individuos, (k) es el numero de haplotipos y (P;) es la
frecuencia del haplotipo i.

El valor medio de las diferencias pareadas m se computé mediante la

ecuacion:
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de acuerdo a: (d;j) como la proporcion de diferencias nucleotidicas entre las
secuencias i y j, k siendo el nimero de haplotipos, P; la frecuencia absoluta del

haplotipo i y n es igual al tamafio muestral.

El estimador de Watterson, o theta de Watterson (& 6 6w) (Watterson 1975),

es estimado bajo el modelo de sitios infinitos para DNA no recombinante:

donde (S) es la proporcién de sitios segregantes y (a;) se obtiene mediante la

siguiente ecuacién:

n-—1

1
e 3

i=
(n) es el numero de individuos.
Estos estadisticos fueron calculados con ayuda del programa DnaSP 5.0

(Librado y Rozas 2009).

4.5. Filogenia y red de haplotipos

Se construyd un arbol Bayesiano, uno de Maxima Verosimilitud y otro de Maxima
Parsimonia usando la matriz concatenada de los cuatro genes y una matriz con el gen
mitocondrial ND2.

Los arboles bayesianos fueron construidos con ayuda del programa MrBayes
v3.2.3 (Ronquist y Huelsenbeck 2003). En todos los casos se emplearon 3 cadenas
calientes y una fria, con un burn-in del 25% y 10 millones de generaciones con un
muestre6 cada 1,000 arboles. Se emplearon los valores de tasas de cambio y
frecuencia de bases obtenidas en jModelTest y para la matriz concatenada se utilizo el
algoritmo reversible-jump. El algoritmo de salto-reversible caracteriza de mejor
manera los datos que no son homogéneos (diferentes genes), porque considera

modelos en todo el rango de complejidad (Gowri-Shankar y Rattray 2007, Eastman et
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al. 2011).

Los arboles de ML fueron elaborados con el programa Rxml.GUI 1.31 (Silvestro
y Michalak 2011). Los valores de apoyo para los arboles fueron obtenidos a partir de
10,000 réplicas bootstrap. Es importante resaltar que el programa s6lo trabaja con el
modelo de evoluciéon GTR (Tavare 1986), por lo cual los arboles fueron construidos
con los supuestos de este modelo. Dado que este algoritmo de busqueda s6lo admite
topologias con un valor mayor de verosimilitud a la topologia anterior (hill-climbing),
fue necesario realizar multiples buisquedas con diferentes arboles de inicio para
disminuir la probabilidad de que la topologia resultante sea un maximo local
(Wilkinson 1995, Rokas 2001, Pattengale et al. 2010, Stamatakis 2015).

La obtenciéon de los arboles mas parsimoniosos se llevé a cabo con el
programa PAUP 4.6.0 (Swofford 2002). En todos los casos el arbol de inicio se obtuvo
afiadiendo secuencias al azar y la busqueda se realizé6 mediante el método TBR (Tree
Bisection and Reconection) donde el arbol de inicio es partido en dos subarboles y
reconectados en diferentes partes de las ramas (Swofford 1991). Los valores de apoyo
fueron calculados con 100 réplicas bootstrap.

Se emple6 el programa Network 4.6.1.3 (Bandelt et al. 1999) para construir
una red de haplotipos para cada uno de los genes empleando el algoritmo median-
joining. En el caso de los marcadores mitocondriales se modificé la proporcién de 1:1

para transiciones/transversiones a una 3:1 recomendada para mtDNA.

4.6. Estimacion de tiempos de divergencia

Para calcular los tiempos de divergencia de los principales grupos filogenéticos dentro
de la especie H. fuscicauda se empled el programa BEAST v1.8 (Drummond et al.
2012). Ante la ausencia de fésiles que permitieran calibrar el reloj molecular se
empled Unicamente la tasa de sustitucion de los diferentes marcadores. La tasa de
sustitucion para el gen mitocondrial ND2 es de 2.5 % por Ma (media = 0.0125, DE =
0.1), para el marcador nuclear Aco1-i9 en 0.19 % por Ma (media = 0.00145, DE = 0.45)
(Pulgarin-R. et al. 2013) y para ND4 la tasa fue ligeramente menor que para el otro
gen mitocondrial ND2 (2.0 % por Ma, media = 0.01, DE = 0.4) (Pacheco et al. 2011).

Fue empleado un proceso de Yule y se eligié un reloj molecular relajado, es decir, no

28



se asumi6 divergencia constante en todas las ramas, sino que se le asigné una funcién
de probabilidad lognormal (Li y Drummond, 2012). Se realizaron dos corridas
independientes. En cada una se computaron 250 millones de generaciones y se
muestreo un arbol cada 2,500, se descarto el 25 % como burn-in. Con ayuda de Tracer
v1.6 (Rambaut y Drummond 2014) se combinaron las dos corridas y se verifico que se
hubiera alcanzado un valor de tamafo efectivo muestral (ESS) mayor al limite
recomendado para los parametros del modelo, ESS > 200 000. Por ultimo, con el
programa TreeAnnotator v1.8.2 (Rambaut y Drummond 2012) se resumi6 la

informacién obtenida de los arboles.

4.7. Andlisis de delimitacion y estructura poblacional

La estructura genética poblacional de la especie H. fuscicauda fue estimada mediante
dos métodos: 1) Con el programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al. 2000) y 2) con el
programa Geneland (Guillot y Estoup 2005), usando R (R Development Core Team
2008).

El algoritmo que emplea Geneland agrupa las muestras en un cierto niumero
de grupos K, de tal manera que cada grupo es homogéneo. El agrupamiento se hace
tomando en cuenta tanto el haplotipo del individuo como su georreferencia exacta. Se
evaluaron 10 corridas independientes con valores de K desde 1 a 5 y un millén de
iteraciones MCMC (Markov chain - Monte Carlo) muestreando cada 100. Se asumio
correlacion en la frecuencia de los haplotipos entre grupos.

El analisis Structure consisti6 de 500 mil réplicas burn-in y un milléon de
réplicas para calcular el mejor nimero de poblaciones K para los datos genéticos. Se
evaluaron valores para Kde 1 a 5 con 10 repeticiones para cada una. Los parametros
con los cuales corri6 el programa son: modelo mezclado (el gen del individuo
analizado puede provenir de otra poblacidn) y frecuencias alélicas correlacionadas
(debido a posible migracién), ademas a cada individuo se le asign6 un id
correspondiente a la poblacién de la cual procede (Pritchard et al. 2000, Pritchard
2010). En los dos casos el valor de K que mejor se ajusté a los datos y la corrida para el
valor de K que mejor representd el agrupamiento de individuos fue obtenido con el

programa CLUMPAK (Kopelman et al. 2015).
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Ademas, se llevaron a cabo estimaciones de la diferenciaciéon poblacional e
interconectividad entre los grupos encontrados. El estadistico Fsr, en términos de

coeficientes de endogamia, para fines de practicidad, se puede interpretar como:
Fop =00 (Slatkin 1991).

En la férmula fy es la probabilidad de identidad por descendencia (ibd, por sus
iniciales en inglés) de dos haplotipos diferentes tomados de la misma poblaciény f1 es
la probabilidad de ibd de dos haplotipos tomados de diferentes poblaciones. La
significancia estadistica se puede estimar permutando haplotipos entre poblaciones
entre grupos. Se esperan valores cercanos a cero para grupos de poblaciones poco o
nada diferenciados (Excoffier et al. 2005).

El andlisis de varianza molecular (AMOVA), prueba la estructura genética
mediante un analisis jerarquico de varianza. La varianza total se particiona en
componentes de covarianza debidos a diferencias intra-individuos, inter-individuos y
poblacionales. La significancia se logra permutando haplotipos, individuos o
poblaciones entre individuos, poblaciones o grupos de poblaciones (Excoffier et al.

2005).
El estadistico Fst y el AMOVA se calcularon con el programa Arlequin v3.5.1.2

(Excoffier et al. 2005).

4.8. Andlisis demogrdficos

Los graficos mismatch representan la distribucién del numero observado de
diferencias entre pares de haplotipos. Una regla de dedo es que las distribuciones son
unimodales para poblaciones con reciente expansiéon demografica o poblaciones que
tuvieron expansion de rango con altos niveles de migracion entre subpoblaciones
conjuntas; mientras que los graficos son multimodales para poblaciones con tamafios
historicos constantes o con expansidn de rango pero baja tasa de migracion (Ray et al.
2003, Excoffier et al. 2009). El indice raggedness de Harpending (HRI) de la
distribucién observada toma valores altos para distribuciones multimodales y bajos

para distribuciones unimodales (Harpending 1994).
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Una expansién poblacional sucede cuando una poblaciéon en equilibrio
aumenta de tamafio en cierto nimero de generaciones, pasando de un tamafo Ny a N;.
De igual manera la expansion espacial ocurre si el rango de una poblaciéon aumenta
sobre el tiempo y el espacio (Excoffier et al. 2005), y una expansiéon de rango lo
suficientemente grande puede llevar a la misma sefal en la distribuciéon mismatch que
la expansion demografica sélo si hay migrantes intercambiandose entre poblaciones o
subpoblaciones y que durante la expansion también se dé un crecimiento poblacional,
tal que se llegue a un modelo de islas infinitas ( Ray et al. 2003, Excoffier et al. 2009).

En la distribucion del nimero de diferencias observadas entre pares de
haplotipos, la forma depende del nimero de genes (Nm) intercambiados entre
poblaciones, es decir, depende del producto N * m, no s6lo de la tasa de migracion (m)
o el tamano poblacional (N).

También se realiz6 la prueba de neutralidad D de Tajima (Tajima 1989), la
cual estd basada en el modelo de sitios infinitos sin recombinacién. Esta prueba
compara dos estimadores del parametro mutacional theta:

6 = 2Nu (para poblaciones haploides).

El estadistico D esta definido como:

0,6

JVar(6, — 6s)

Los valores de D con significancia estadistica, no sélo se refieren a factores de

seleccion natural operando, sino que pueden indicar expansién poblacional, cuellos de
botella o heterogeneidad en la tasa de mutacion (Tajima 1993). En cambio, si D resulta
positiva quiere decir que m tiene un mayor valor que 6, indicacion de que algunos
alelos se encuentran bajo seleccidon positiva (Tajima 1989). La significancia del
estadistico D se prueba generando muestras aleatorias bajo la hipdtesis de
neutralidad y equilibrio poblacional. El valor de probabilidad del estadistico D es
obtenido como la proporcién de valores aleatorios del estadistico Fs menores o iguales
a los observados. Las distribuciones mismatch y el estadistico D de Tajima se
calcularon con el programa Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier et al. 2005).

Con los tiempos estimados para la divergencia de cada uno de los dos grupos

genéticos encontrados se realizé un andlisis de skyline plot. Se corrié el modelo por
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100 millones de generaciones en BEAST v1.8 (Drummond et al. 2012), muestreando
cada 100. Con el programa Tracer v1.6 (Rambaut y Drummond 2014) se descarto el
20% de burn-in, se verificd que se hubiera alcanzado un valor ESS > 200 000, y se

procedié a calcular los graficos de skyline plot.

4.9. Modelado de distribucion de especies y proyeccion al Pleistoceno-Holoceno

El modelado de distribucion de especies (SDM, species distribution model) fue
realizado para cada grupo genético encontrado, con el programa MaxEnt (Phillips et
al. 2004).

De acuerdo a Hewitt (1996) y Chan et al. (2011), el SDM es una herramienta
que apoya en la hipétesis de conservadurismo de nicho (o dicho de otra manera que
ha estado adaptada a los mismos rangos ecolégicos en toda su historia evolutiva) y no
la de ocurrencia de adaptacién a nuevas condiciones ecolégicas.

Los datos consistentes en georreferencias para avistamientos de la especie
fueron obtenidos de la base GBIF (www.gbif.es). Se eliminaron los registros que caen
en el mismo punto para reducir los sesgos que puede producir el muestro.

Se emple6 informacidn de las 19 variables bioclimaticas de Bioclim (WorldClim
- Global Climate Data) (Hijmans et al. 2005). Para cada una de las variables se extrajo
el valor de raster y se hizo un analisis de correlacion de variables con la intencion de
no redundar en la informacién o no mantener variables que parecen importantes para
la especie pero no lo son en realidad. Por ejemplo, la BIO3 (Isotermalidad) recoge
informacion tanto de la BIO2 como de la BIO7. Se considero6 el limite de 0.90% como
valor de correlacion entre variables.

Con el programa R (R-development core team 2008) se estimaron las
distancias de Mahalanobis. Se eliminaron los datos que se encontraban a mas de dos
desviaciones estandar con la intencién de no incluir en el modelo datos que exageran
las capacidades ecoldgicas de la especie. En total se emplearon 817 registros: 643
para el clado Norte y 164 registros para el clado LCA.

También se realizé6 un andlisis de componentes principales para estimar
cuantos componentes explican al menos el 90% de los datos. El corte se hizo en cinco

componentes en los dos casos: Para el clado Norte se usaron las siguientes variables:
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Bio4, Bios5, Bioé6, Bio7, Bios, Bio13, Bio16 y Bio17; y para el clado LCA se emplearon las
variables Bio1, Bio2, Bio3, Bio4, Bio14, Bio15, Bio16 y Bio19.

Finalmente, en Bioclim (WorldClim - Global Climate Data) (Hijmans et al. 2005)
se obtuvieron capas de las condiciones climatoldgicas del Holoceno-medio (6,000
afios AP), Ultimo Méaximo Glacial (22,000 afios AP) y Ultimo Interglacial (~120,000 -
140,000 anos AP), con la intencién de modelar la distribucién de la especie a estos
tiempos. Se emplearon los modelos de CCSM (Community Climate System Model) los

cuales simulan el sistema climatico terrestre.

5. Resultados

5.1. Descripcién de las secuencias de ADN y diversidad genética de las poblaciones

En total se amplificaron cuatro regiones gendmicas de la especie H. fuscicauda: dos
regiones mitocondriales: las subunidades ND2 y ND4 del gen NADH deshidrogenasa y
dos nucleares: el intrén-6 del gen Ornitina dexcarboxilasa (ODC) y el intrén-9 del gen
Aconitasa-1, que se encuentra en el cromosoma sexual Z.

La totalidad de las muestras pertenecientes a la subpoblacién Este de
Centroamérica y gran parte de la poblacion de las Tierras Bajas de Centroamérica no
estan presentes en la coleccion del Museo de Zoologia, por lo cual no fue posible
obtener secuencias de regiones gendmicas diferentes a ND2. En el resto de
poblaciones y subpoblaciones se realiz6 un remuestreo de los individuos de cada
clado genético con la intencién de no amplificar todas las muestras para cada gen
(Tabla 1).

La matriz concatenada final cuenta con 3423 pb (pares de bases). El gen ODC
es el que presenta menos sitios variables (20). Por el contrario, el gen ND2 es el que
tiene mas sitios variables (69) e informativos para parsimonia con 51 sitios (Tabla 2).
El gen mitocondrial ND4 tuvo una longitud de 924 pb y ND2 present6 una longitud
variable entre 877 pb y 970 pb, pero se rasurd la matriz a la secuencia mas corta. Los
marcadores nucleares presentan una extension de 635 pb para ODC y 987 pb para

Aco1-i9 (Tabla 2).
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La poblaciéon Nucleo Centroamérica (n = 65) es la que mayor nimero de
haplotipos tiene con h = 24. Sin embargo, su valor de diversidad haplotipica, Hd = 0.84,
no difiere en gran medida en comparaciéon con las otras poblaciones. Dentro de las
subpoblaciones de NC, la subpoblacion Este de Centroamérica (n = 25) tiene el valor
mas alto de diversidad haplotipica, Hd = 0.94, mientras que la subpoblaciéon de
Nicaragua (n = 3) presenta el valor mas bajo, Hd = 0.67 (Tabla 3). La poblacion del
Istmo (n = 22) cuenta con 10 haplotipos y una diversidad haplotipica Hd = 0.84,
mientras que la poblacién presente en la region LCA (n = 34) también presentd 10
haplotipos y el valor mas bajo de diversidad haplotipica Hd = 0.79 (Tabla 3).

La diversidad nucleotidica 7 es mas baja en las poblaciones NC e Istmo 7 =
0.0042 y 7= = 0.0032, respectivamente, que en la poblaciéon LCA, 7= 0.0058 (= 0.58%
de diferencias entre pares de secuencias; Tabla 3). Dentro de las subpoblaciones NC,
Nicaragua presenta el valor mas alto de 7 = 0.025 (Tabla 3), aunque el bajo muestreo
en esta poblacion hace poco confiables los valores de los estimadores, este valor alto
es de esperarse porque la poblacién presenta hibridacién entre clados (se discute mas

adelante).

Tabla 1. Tamafio muestral de acuerdo al gen amplificado para cada poblacién y

subpoblacién.
Poblacion Subpoblaciéon Mitocondrial Nuclear
ND2 ND4 ODC ACO1-i9

SLP 2 4 4 3

Istmo Tehuantepec 22 6 6 4

Nucleo Centroamérica P. Yucatan 30 13 13 12
Chiapas 7 3 3 2
Este de Centroamérica 25 0 0 0
Nicaragua 3 3 3 3
Total 65 19 19 17

LCA 34 4 3 3

Total 123 33 32 27

34



Tabla 2. Numero de bases amplificadas por gen, valores de sitios variables y sitios

informativos para parsimonia y el mejor modelo de sustitucién y los valores de los

parametros que emplea encontrados en jModeltest empleando el Criterio de

Informacion de Akaike.

ND2 ND4 OoDC ACO1-i9
Numero de secuencias 123 34 32 28
Pares de bases 877 924 635 987
sitios variables 69 35 20 53
Sitios inf. de parsimonia 51 30 13 48
Modelo de sustitucion TIM2 +T HKY + | TrN TrN+l
Frecuencia de bases
frecA 0.239 0.231 0.274 0.259
frecC 0.353 0.129 0.165 0.177
frecG 0.104 0.320 0.205 0.204
frecT 0.248 0.319 0.356 0.361
Tasa de sustitucion
r(AC) 4.185 1.000 1.000 1.000
r(AG) 198.040 32042.800 4.516 10.556
r(AT) 4.185 1.000 1.000 1.000
r(CG) 1.000 1.000 1.000 1.000
r(CT) 83.150 32042.800 1.065 4.730
r(GT) 1.000 1.000 1.000 1.000
Gamma/Sit. Inv. '=0.17 [=0.869 - [=0.820

Tabla 3. Valores de diversidad genética obtenidos por poblacién. Se indican el

numero de individuos (n), de haplotipos (h) y de sitios segregantes (s), diversidad

haplotipica (Hd), diversidad nucleotidica () y theta de Watterson (6-W).

Poblacion  Subpoblaciones n s h Hd V3 ew
SLP 2 7 2 1 0.008
Istmo 22 14 10 0.83 0.003 0.0051
NC 65 50 25 0.86 0.0042 0.014

P. Yucatan 30 18 14 0.9 0.0032

Chiapas 7 3 4 081 0.0015

Este Centroamérica 25 20 12 0.83 0.0036

Nicaragua 3 27 2 0.67 0.025
Norte 89 58 32 0.88 0.0037 0.011
LCA 34 19 10 0.80 0.0058 0.0064
Total 123 69 42 0.93 0.018 0.017
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5.2. Filogenia y red de haplotipos

En total se obtuvieron 42 haplotipos en 35 localidades muestreadas con el gen
mitocondrial ND2. Su red de haplotipos muestra la existencia de dos haplogrupos
separados mediante una distancia de 20 pasos mutacionales (Figura 3). El primer
haplogrupo, denominado Norte, comprende las poblaciones de SLP, Nucleo
Centroamérica e Istmo, mientras que la poblacién LCA conforma el segundo
haplogrupo (Figura 4). El gen ND4 mantiene una dicotomia similar a la red ND2, con
17 pasos mutacionales, pero tiene menor resoluciéon al presentar menor nimero
muestral. En contraste, las redes para los genes nucleares no muestran un patrén de
separacion congruente con la delimitacion geografica propuesta (Figura 5).

Diez haplotipos estan presentes en la poblacion del Istmo, de los cuales siete
son unicos. En la poblacion NC hay 19 haplotipos Unicos y seis compartidos y en la
poblacion LCA 9 de los 10 haplotipos encontrados son unicos (Tabla 4 y Figura 4). El
H_12 se comparte en 16 localidades; esta presente en las cuatro subpoblaciones
delimitadas para NC y es uno de los dos haplotipos que esta poblacién comparte con la
del Istmo. El H_32 se comparte en cuatro localidades dentro de la region del Istmo y
no se encontrd en ninguna otra poblacién, mientras que el H_7 estad presente en cuatro
localidades de la poblacion LCA y es el unico haplotipo que se comparte entre la
poblacion LCA y la poblacién Nucleo Centroamérica (Tabla 4).

Es importante sefialar la conformacion de estrella resultante para el grupo
Norte: un unico haplotipo ancestral de alta frecuencia (H_12 en rojo) que da origen a
varios haplotipos de baja frecuencia (en verde) y al H_32 (naranja), el cual a su vez es
de alta frecuencia en la poblacion del Istmo y da origen a cinco haplotipos, todos ellos
presentes Unicamente en esta poblacion (Figura 4).

Los tres diferentes arboles construidos con el marcador ND2 coinciden en la
topologia general, por lo cual se puede determinar que existe congruencia en las
relaciones filogenéticas resultantes (Walker et al. 1997, Melnick y Hoelzer 2005), y
también en asignar un alto apoyo a algunos de los clados dentro del arbol, tomando en
cuenta que se consideraron diferentes umbrales de soporte relativamente alto: para la
probabilidad posterior pp = 0.90 y para el bootstrap bt = 75%.

Con el gen ND2 el arbol de MP cuenta con 286 pasos, un indice de consistencia
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CI = 0.75 y un indice de retencion RI = 0.95 (Figura AF1-A, ver Apéndice). Y el arbol
filogenético de ML tiene un valor de verosimilitud -InL = -2562.68 (Figura AF1-B, ver
Apéndice). Los arboles de ML y MP de la matriz concatenada presentan una topologia
similar (AF1-C y AF1-D, ver Apéndice). El arbol de MP cuenta con 240 pasos, un CI =
0.90 y RI = 0.87, valores indicativos de poca homoplasia (Farris 1989).

La principal relacion que describe ND2 y la matriz concatenada es la
separacion de la especie H. fuscicauda en dos clados, patréon consistente con lo
encontrado en las redes de haplotipos. Un clado contiene individuos de las
poblaciones SLP, Nucleo Centroamérica e Istmo, denominado Clado Norte, y el otro
clado presenta individuos pertenecientes a la poblacién LCA y un individuo de la
subpoblacién Nicaragua. Los valores de soporte resultantes del método Bayesiano
para la dicotomia Norte - LCA son altos (Figuras 4 y 5).

El clado Norte tiene valores de soporte altos para el gen ND2 (Figura 4), pero
en la matriz concatenada tiene valores bajos de probabilidad posterior y de bootstrap
para MP (Figura 5). Al interior de este clado se reconoce poca estructuracion
geografica y so6lo se forman algunas agrupaciones pequenas. Llama la atencién que
algunos individuos pertenecientes a la poblacion de Este de Centroamérica se
presentan en el mismo subclado que forman los individuos de la regiéon del Istmo,
principalmente de la localidad de Los Tuxtlas, aunque con valores de apoyo por
debajo del umbral definido como alto (Figura 4).

El segundo clado, restringido a la zona LCA, que abarca 7 localidades entre
Costa Rica y la parte central de Panama, muestra valores de soporte altos en todos los
casos Figuras 4y 5).

El patron general de separacion a partir de la matriz concatenada indica que la
diferencia principal Norte-LCA se dio hace 2.4 Ma - 700,000 afios AP, con una pp = 1.
La principal separacion en el clado Norte, explicada por un posible evento de
expansion demografica indica una edad aproximada entre 270,000 - 970,000 afios AP,
mientras que para el clado LCA la divergencia se traslada a 140,000 - 740,000 afios AP
(Figura 6).
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Figura 4. a) Arbol Bayesiano para el gen mitocondrial ND2. Se indican los valores de soporte en el orden Bayes-ML-MP. b) Red
de Haplotipos construida con el algoritmo median joining para ND2, se indican los haplotipos compartidos y el nimero de
pasos mutacionales entre haplotipos. c) Distribucién geografica de los haplotipos. El tamafio del circulo es indicativo del

numero de individuos que presentan el haplotipo.
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Figura 5. a) Arbol Bayesiano para la matriz concatenada. Se indican los valores de soporte en el orden Bayesiano-ML-MP. b)
Distribucion geografica de los haplotipos. El tamafio del circulo es indicativo del nimero de individuos que presentan el

haplotipo. c) Redes de Haplotipos construidas con el algoritmo median joining para los tres marcadores.
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Tabla 4. Haplotipos compartidos entre una o mas poblaciones para el gen ND2

Haplotipo Poblacion

7 NC (Nicaragua) y LCA.

12 Istmo y NC.

13 NC (Chiapas y P. Yucatan) y SLP.

15 Istmo y NC (P. Yucatan y Este Centroamérica).

18 SLP y NC (Chiapas, Este Centroamérica y P. Yucatan).
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Figura 6. Tiempos de divergencia para la especie H. fuscicauda estimados en Beast

empleando la matriz concatenada.

40



5.3. Analisis de delimitacion poblacional

El resultado de la dicotomia Norte-LCA se confirma con el resultado de los analisis
hechos en Geneland y Structure. Las isoéclinas de asignacién poblacional apoyan la
separacion Norte-LCA. Sin embargo, la poblacién de Nicaragua no se asigna dentro del
valor de 1 para las isoclinas de ninguno de los dos grupos, aunque tiene un valor mas
alto de pertenencia (0.8) al grupo de la zona Tierras Bajas de América Central (Figura
7). De manera similar, el andlisis en Structure reconoce la existencia de dos grupos
genéticos. Las poblaciones de SLP, Istmo y a excepcién de un individuo en la poblacién
Nucleo Centroamérica se delimitan como una unidad genética (Figura 8, en azul). La
poblacion de las Tierras Bajas de América Central se reconoce como otro grupo
genético (Figura 8, en naranja).

Los valores de Fsr sugieren que las poblaciones LCA e Istmo se diferencian de
manera significativa (P < 0.05) respecto de todas las demds poblaciones y
subpoblaciones y entre ellas (Tabla 5). Entre las subpoblaciones de NC sélo se indican
diferencias significativas entre la subpoblaciones Peninsula de Yucatan y Nicaragua,
aunque el bajo nimero muestral de esta ultima (n = 3) no permite establecer un alto
grado de confianza al resultado.

El arbol de Neighbor Joining construido con los mismos valores Fsr separa los
dos grupos genéticos Norte - LCA. Dentro del clado Norte se agrupan la poblacién SLP
y la subpoblacién Nicaragua, pero esta asociacién es poco confiable dada la distancia
geografica y el bajo nimero muestral de cada una (n = 3) (Figura 9).

Como es de esperar, las diferencias genéticas en la especie H. fuscicauda se dan
mayormente entre grupos de poblaciones (Norte - LCA) con el 79.6% de acuerdo al

AMOVA y no al interior de los grupos o de las poblaciones (Tabla 6).
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Figura 7. Analisis de membresia poblacional realizado en Geneland usando el
marcador mitocondrial ND2. Del lado izquierdo se observa la probabilidad de
pertenecer a la poblaciéon Norte. En el lado derecho se muestra la probabilidad de

pertenecer a la poblacién LCA.

Nucleo Centroameérica SLP Istmo Tierras Bajas de
Ameérica Central

Figura 8. Analisis de delimitacién poblacional realizado en Structure empleando el
gen mitocondrial ND2. Se muestra la ocurrencia de dos grupos genéticos. El azul se

corresponde a la poblacion Norte y en naranja se sefiala la poblacion LCA.
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Tabla 5. Valor Fst con el gen ND2, n = 123. Numero de permutaciones = 110, valor de

significancia 0.05. Se sefiala con (+) las poblaciones con valores significativos.

LCA Istmo  Chiapas EsteC. Nicaragua Pen. Yuc. SLP
LCA + + + + + +
Istmo 0.86 + + + + +
Chiapas 0.84 0.34 - - - +
Este C. 0.85 0.20 0.04 - - +
Nicaragua  0.65 0.46 0.22 0.32 + -
Pen. Yuc. 0.86 0.28 0.06 0.02 0.38 +
SLP 0.81 0.39 0.42 0.15 -0.13 0.24
Chiapas
P. Yucatan
Este Centroamérica
Istmo
Nicaragua
SLP
LCA
01
| e |

Figura 9. Arbol de Neighbor-Joining que resume graficamente los valores Fsr. Se sefiala el

grupo Norte en rojo y la poblacion LCA en azul.

Tabla 6. AMOVA para la especie H. fuscicauda empleando el gen mitocondrial ND2, n

=123.P<0.001 y 1023 permutaciones.

Variacion gl suma de Varianza  Porcentaje
cuadrados de variacion

Entre grupos 3 2035.22 26.34 79.59

Entre poblaciones dentro 3 42.86 0.60 1.81

de cada grupo

Dentro de las poblaciones 116 713.88 6.15 18.60

Total 122 2791.97 33.09
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5.4. Historia demogrdfica y de rango

Los resultados obtenidos mediante las graficas de diferencias pareadas o mismatch
indican que los datos se ajustan a un modelo de expansiéon demografica-geografica.
Los valores del indice reggadness de Harpending (HRI) para expansion demografica
son significativos para la subpoblacidn de la Peninsula de Yucatan y la poblacion LCA,
P(sim HRI >= obs HRI) < 0.05), mientras el resto de las poblaciones y subpoblaciones
presentan valores no significativos, P(sim HRI >= obs HRI) > 0.05, es decir, no se
rechaza la hipdtesis nula de expansion demografica (Tabla 7). Al evaluar los
resultados de expansion de rango se encontré que todos los valores de HRI son no
significativos, P(sim HRI >= obs HRI) > 0.05, por lo cual no se puede rechazar la
hipdtesis de expansién de rango (Tabla 7).

Un andlisis detallado de las distribuciones mismatch para los dos clados
genéticos encontrados sugiere historias demograficas diferentes. El grafico mismatch
para el clado Norte se asemeja a una distribucién unimodal, tal como lo indica el
indice raggedness y el grafico skyline, donde se puede observar un crecimiento
demografico reciente (Figura 10). El grafico para LCA presenta una distribucion
erratica, lo cual sugiere tamafios poblacionales constantes y se confirma con las
graficas Skyline (Figura 10).

La prueba de D-Tajima es consistente con lo encontrado en la graficas
mismatch y skyline. El valor D-Tajima es negativo y significativo para todas las
poblaciones y subpoblaciones del clado Norte, P < 0.05, lo cual reafirma la hipétesis de

expansion de rango y/o demografico (Tabla 7).

Tabla 7. Valores obtenidos de los graficos mismatch o de diferencias pareadas para
cada poblacidn con n > 3 y los valores de la prueba de neutralidad D-Tajima. Valor de

significancia en todos los casos 0.05.

Poblacién SLP Istmo Ntcleo Centroamérica Norte LCA
Subpoblacion Chiapas P. Yuc. Este C. Nic.

n 2 22 7 30 25 3 89 34
Exp.

Demografica
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HRI - 0.041 0.23 0.12 0.073 - 0.048 0.175

P(Sim. >= - 0.66 0.37 0.006 0.088 - 0.07 0.004
Obs.)
Exp. Espacial
P(Sim. >= - 0.81 0.43 0.052 0.62 - 0.47 0.274
Obs.)
D-Tajima - -1.1 -0.73 -1.43 -1.39 - -2.17 0.43
P(Dsimul<D - 0.001 0.01 0001 O - 0.001 0.03
obs)
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Figura 10. Distribuciones mismatch con el gen mitocondrial ND2. Las barras
muestran las frecuencias observadas; la linea continua indica el modelo esperado bajo
expansion de rango y la linea discontinua para expansion demografica. Graficos
skyline plots basados en el gen mitocondrial ND2. La linea indica la media estimada de
Ney las areas iluminadas representan el 95% de intervalo de confianza. Norte (n = 89)

y LCA (n = 34).
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5.5. Modelado de distribucién potencial al Holoceno - Pleistoceno

El valor del area bajo la curva es AUC = 0.96 para los training data y de AUC = 0.97
para los puntos de prueba en el modelado de distribucion de especies (SDM) para el
clado LCA. El SDM para el clado Norte presenta valores de AUC = 0.94 para los datos
de entrenamiento del modelo y de AUC = 0.95 para los datos de prueba del modelo. El
valor AUC evalua el desempefio del modelo, toma valores entre 0.5 < AUC < 1, donde el
limite inferior indica un desempefio igual al esperado con datos al azar y 1 una
prediccion perfecta (Raes y Steege 2007).

El modelado de distribuciéon potencial de la especie al presente se ajusta de
buena manera a la distribucién que se tiene registrada. Como es de esperar el modelo
registra areas de alta probabilidad a las que la especie no ha tenido acceso, como es
Cuba para el modelo del clado Norte (Figura 11-a) y el Sur de Colombia y Jamaica para
el modelo LCA (Figura 11-a).

Los resultados para la distribucién potencial a las principales condiciones
climaticas de las que se tienen registro en el Holoceno-medio (6,000 afios AP)
muestran un area de distribucién potencial mayor que en el presente para la
poblaciéon LCA, e identifica como de alta probabilidad dreas en el norte de Sudamérica,
principalmente en Colombia y en Centroamérica (El Salvador, Guatemala y Belice;
Figura 11-b). En el caso del clado Norte la distribucion para el Holoceno-medio es
semejante a la distribucién actual a excepcidn de la zona de distribucion en la costa
del Pacifico, que incluye Chiapas y El Salvador que no se predicen (Figura 11-b).

En las condiciones del ultimo maximo glacial (LGM), hace 22,000 afios, se
registran muchos parches de alta probabilidad para la ocurrencia de la especie, llaman
la atencidn la areas en Guerrero y Nicaragua, que no se habia presentado (Figura 11-
c). La poblacién LCA se muestra estable en Panama y Costa Rica, y se sugiere la costa
Colombiana del Pacifico como un area ecoldgicamente viable para la especie (Figura
11-c).

Para las condiciones del ultimo interglacial, hace 120,000 - 140,000 afios, el
area geografica de alta probabilidad para el clado Norte es muy amplio. El analisis
sugiere viabilidad ecoldgica para gran parte de Sudamérica, la region LCA, Nicaragua,

el Istmo de Tehuantepec, El salvador y Chiapas, asi como un pequefio parche en
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Guerrero (Fig. 11-d). En el caso del clado LCA la poblacién se mantiene estable en
Panama, Costa Rica, pero parece aumentar de manera drastica su area potencial de

distribucién en la costa Colombiana del Pacifico (Figura 11-d).

d)
Ultimo Interglacial
(120 000 - 140 000 a.p.)

a)
Presente

b)
Holoceno - medio
(6 000 ainos a.p.)

Areas de Est

c)
Ultimo Maximo
Glacial (22 000 a.p.)

Figura 11. Distribucién potencial para el clado Norte (rojo) y el clado LCA (azul) en
cuatro tiempos: a) presente; b) Holoceno-medio; c) Ultimo Maximo Glacial (LGM) y d)
Ultimo Interglacial (LIG). Areas de estabilidad histérica o donde la especie tuvo alta

probabilidad de presencia en los tres tiempos del pasado: e) Norte y f) LCA.
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El SDM para el clado Norte sugiere dos areas pequefias histéricamente
estables en Veracruz y Tabasco, que corresponden al area geografica de la poblacion
del Istmo (Figura 11-e). Los resultados también sugieren areas de estabilidad
historica para la poblacién LCA, es decir, areas de alta probabilidad para la ocurrencia
de la especie en los tres tiempos modelados al pasado. Estas areas coinciden con las
poblaciones LCA (Costa Rica y Panama) y Colombia (no muestreada; Figura 11-f).

Sin embargo, se debe tener en mente que las areas que aparecen como nicho
potencial al pasado, a pesar de tener las condiciones climatoldgicas apropiadas, no
confirman la ocurrencia de la especie, pues con la informacién que se cuenta no se
puede determinar si ésta tuvo la capacidad de desplazarse y tolerar las condiciones

bidticas presentes en dichas areas.

6. Discusion

6.1. Variacién genética y filogenia

Se describié y cuantificé la variacién genética dentro de las poblaciones y entre
poblaciones de la especie H. fuscicauda. El clado Norte presenta un valor de diversidad
nucleotidica relativamente bajo 7= 0.0037. Los valores bajos de 7 son indicativos de
poblaciones con divergencia en el pasado cercano, tamafos poblacionales histdricos
pequefios 6 poblaciones que han pasado por un cuello de botella (Liy Sadler 1991,
Liu et al. 2006, Burney 2009). Dentro del clado Norte la poblaciéon del Istmo
(#=0.003) y las subpoblaciones presentes en la poblacién Nucleo Centroameérica
(7=0.0042; P. Yucatan 7=0.003;Chiapas 7=0.001yEste de Centroamérica
7=10.003) presentan los valores mas bajos de 7. La subpoblacion de Nicaragua es la
que tiene un valor mas alto de diferencias entre pares de secuencias 7= 0.025 =2.5%,
lo cual es de esperar porque presenta un individuo con haplotipo del clado LCA.

El estimador de Watterson, a diferencia de la diversidad nucleotidica, no esti
influenciado por la frecuencia de las secuencias. Si los valores de los dos estimadores
son similares se considera que la poblacién se comporta de manera cercana a la
neutralidad (Nei 1987). Los baja diferencia entre los valores de W (0.0064) y de

7(0.0058) en la poblacion LCA es proxima a la neutralidad. Mientras que para el clado
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Norte el valor de W (0.11) es casi del triple que para 7(0.0037), esto es debido a la
influencia de la alta frecuencia del H_12 en la estimacién del parametro de diversidad
nucleotidica.

En el haplogrupo Norte el H_12 compartido en 16 localidades es propuesto
como ancestral y posiblemente estd implicado en la expansiéon de rango que se
produjo en esta area (Cheviron et al. 2005). El haplogrupo Norte presenta cuatro
haplotipos derivados compartidos entre poblaciones, lo cual indica una mayor tasa de
migracion respecto al haplogrupo LCA, donde sdlo se presenta un haplotipo
compartido entre dos localidades.

Las relaciones filogenéticas con base en el analisis multilocus de cuatro genes
muestran que al interior del clado Norte hay poca estructura geografica, lo cual se
espera en poblaciones con expansién demografica o de rango reciente. Este resultado
es consistente con lo mostrado en la red de haplotipos del gen ND2, que sugiere un
evento de expansion demografica o geografica al mostrar un exceso de variantes de
baja frecuencia (Slatkin y Hudson 1991, Excoffier et al. 2009). Un elevado nimero de
variantes haplotipicas de baja frecuencia se puede deber a episodios de crecimiento
demografico, ya que se mantienen haplotipos que de otra manera se hubieran perdido
(Harpending 1994), a que la migracion es tan elevada que anula los efectos de la
deriva génica o que ha transcurrido muy poco tiempo desde una expansion de rango,
tal que un balance entre migracién y deriva no se ha alcanzado (Slatkin 1993). Por el
contrario, un cuello de botella deja una huella que consiste en baja diversidad
haplotipica, porque causa pérdida de haplotipos raros y aumenta la frecuencia relativa
de los de media y alta frecuencia. Las consecuencias son transitorias y se espera que
desaparezcan una vez que el equilibrio mutacién - deriva se alcance (Stone et al.
2002). A pesar de que la poblacion LCA presenta el valor mas bajo de diversidad
haplotipica (Hd = 0.80) y el valor de D-Tajima es positivo y significativo, lo cual es
indicativo de que la poblacién ha decrecido o esta actuando seleccién balanceadora,
con los graficos mismatch y skyline plot no se encontré evidencia de que la poblacion
haya decrecido.

El resto de las poblaciones y subpoblaciones muestran valores del parametro

D-Tajima negativos y significativos, lo mismo al evaluar el clado Norte en conjunto.
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Este parametro compara entre dos estimadores del pardmetro mutacional g, la 8- W'y
el estimador de Tajima 6-z La 6-W es mas dependiente del tamafo poblacional al
presente y 6—r es influenciado mayormente por el tamafio de la poblacién original.
Por lo tanto, una historia de seleccion direccional o crecimiento de rango al presente
con altos niveles de migraciéon genera un valor negativo y significativo para la D-
Tajima (Tajima 1989, Liu et al. 2006).

La distribucion mismatch para el clado Norte es bimodal con modas en 0 y 4
diferencias, mientras que para LCA es multimodal. Este resultado es congruente, de un
modo general, con lo descrito para las poblaciones. Se espera para poblaciones con
valores altos de migracién que gran parte de los haplotipos hayan emigrado de la
poblaciéon muestreada antes de que lleguen a la coalescencia. Para el clado Norte se
infiere que la mayoria de los eventos de coalescencia ocurren al tiempo de la
expansion demografica/espacial (moda en 4) y otros tantos en 0 diferencias. El grafico
skyline plot también soporta la hipdtesis de expansién demografica para este clado.

En cambio la poblacion LCA presenta una distribucion mismatch
erratica/multimodal, lo cual puede indicar baja tasa de migracion o tamafios
poblacionales constantes. En poblaciones con valores de migracion bajos se espera
que una gran cantidad de los eventos de coalescencia sean recientes y ocurran antes
de que los genes emigren, diferencias = 0. (Ray et al. 2003, Excoffier et al. 2009). El
grafico skyline plot indica que la hipétesis de demografia constante para el clado LCA
es la mas probable.

El patrén dicotomico de dos grupos genéticos también se detecta con los
analisis de delimitaciéon poblacional en Geneland y Structure y con el estadistico Fsr.
Los valores Fsr muestran que la poblaciéon LCA se diferencia significativamente de
todas las demas con valores 0.81 < Fsr < 0.86. Estos valores son mayores a los
obtenidos en otros trabajos que analizan el estadistico Fst entre subespecies
propuestas: colibri de orejas blancas Hylocharis leucotis (Fst < 0.52; Zamudio-Beltran
2011), Picoides villosus (Fst < 0.86 para 6/7 subespecies; Klicka et al. 2011) y la
tucaneta, Aulacorhynchus prasinus (Fst= 0.57; Puebla-Olivares et al. 2008).

En Structure se observa que dos de los tres individuos analizados para la
subpoblacién de Nicaragua se agrupan en el clado Norte y el restante presenta el
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haplotipo H_7, presente en cuatro localidades del clado LCA, es decir, Nicaragua es un
area de hibridaciéon entre los dos clados. Al igual en Geneland la subpoblacién de
Nicaragua es mostrada con valores intermedios de pertenencia al clado Norte,
probablemente debido a la hibridacién presente.

La Cordillera de Talamanca y la Depresion de Nicaragua parecen ser las
principales barreras geograficas que delimitan los dos clados genéticos. Como lo
indica el SMD las condiciones para la distribucion de la especie no son propicias en la
ladera Este de la cordillera ni en gran parte de Nicaragua. Otros estudios, realizados
en aves de tierras altas, muestran también la importancia de la Depresion de
Nicaragua como barrera vicariante en la conformacién de la estructura genética de la
avifauna neotropical (D’Horta et al. 2013) a nivel de poblaciones: Lepidocolapes affinis
(Arbelaez-Cortés et al. 2010) y Aulacorhynchus prasinus (Puebla-Olivares et al. 2008)
y también en otros niveles de organizacion y de diferentes grupos de animales (Bagley
y Johnson 2014). A pesar de esto, la poblacién LCA mantiene flujo genético con la

subpoblacién delimitada en Nicaragua.

6.2. Divergencia de los clados

El SDM muestra que cada uno de los dos clados genéticos delimitados presenta un
nicho ecolégico diferente y también indica procesos que son respaldados por la
evidencia genética. La proyeccion de la distribucidn potencial de los dos clados en los
principales periodos de cambios ecolégicos en el Pleistoceno - Holoceno predice areas
de estabilidad historica para el clado LCA en Costa Rica, Panama y una pequefia area
en Colombia, que corresponde a la subespecie H. f. erythrolaema, y muestra que la
disponibilidad de nicho ha sido mas cambiante en el tiempo para el clado Norte,
donde sélo se recuperan dos pequefias areas probables de estabilidad histérica. Este
clado parece haber experimentado a lo largo de su historia evolutiva eventos de
expansion y contraccion de rango, que pueden estar acompafiados de expansiones
poblacionales y cuellos de botella (Harvey y Brumfield 2014), aunque los valores de
diversidad genética no consistentes con areas funcionando como refugios y areas
colonizadas en tiempos postglaciales (Hewitt 2000, Troy et al. 2001), lo cual puede

ocurrir en poblaciones que atraviesan por una expansién de rango pero mantienen
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altos niveles de flujo genético (Carnaval y Moritz 2008, He et al. 2010, Jezkova et al.
2015). De acuerdo a las ideas sobre los refugios Pleistocénicos, los eventos climaticos
que ocurrieron en el Pleistoceno separaron muchas poblaciones que son consideradas
conespecificas, lo cual causdé elevada diversificacion filogeografica intraespecifica
(Ibrahim et. al. 1996, Lovette 2005).

Sin embargo, los resultados del modelado de nicho ecolégico deben ser
tomados con precaucién dado que no hay fésiles que permitan la reconstruccion de la
paleodistribucién con certeza (Moritz 2000) y que en el modelado se ignoraron
factores biodticos y de vagilidad que pueden jugar un papel determinante en restringir
o modificar la distribucion realizada de la especie (Hewitt 1996, Carnaval et al. 2009).

Los clados parecen haber alcanzado la etapa de filogrupos, dado que el arbol
mitocondrial presenta monofilia reciproca (Klicka y Zink 1999, Avise et al. 1987).
Klicka y Zink (1999) identifican al filogrupo como una etapa evolutiva dentro del
proceso de especiacion a punto de alcanzar el nivel taxonémico de especie. De
acuerdo a simulaciones computacionales que toman en cuenta el tamafio efectivo y el
tiempo generacional, la etapa de filogrupos en Oscines es alcanzada en menos de
200,000 anos tras la separacion inicial de las poblaciones, pero contintian sin ser
reconocidas como especies diferentes hasta 800,000 - 4.5 Ma después de la
separacion inicial (Klicka y Zink 1999). Por su parte, Avise y Walker (1998)
encontraron que el 44 % de 63 especies de aves con origen en el Pleistoceno se habian
dividido en filogrupos. Se espera que poblaciones aisladas en un refugio glacial sin
migrantes, por el sorteo de linajes, presente clados discretos en 10,000 afios para
mtDNA al tener tamafo efectivo menor (% parte) y tasas de cambio mas rapidas
respecto de genes nucleares (Stone et al. 2002, Kizirian y Donnelly 2004).

En cualquier caso los patrones filogenéticos encontrados no son consistentes
con la hipdtesis taxondmica de seis subespecies dentro del complejo H. fuscicauda,
sino con dos filogrupos o subespecies. Pero es importante sefialar que falta analizar
ejemplares de la poblacién colombiana (H. f. erythrolaema) que puede corresponder a
un filogrupo diferente, puesto que se predice como un area histéricamente estable

para la especie en los cuatro tiempos modelados para el clado LCA.
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7. Perspectivas

Los analisis mostrados sobre la filogenia y variacion genética de la especie Habia
fuscicauda abren la posibilidad de completar y complementar el estudio genético con
la intencion de dar una conclusién mas contundente sobre el status taxonémico de dos
clados genéticos presentes en el complejo H. fuscicauda.

Sera importante obtener un muestreo de la zona de distribucién
perteneciente a la poblacion colombiana, definida como H. f. erythrolaema. Ademas,
completar el muestreo en las poblaciones de las Tierras Bajas de Centroamérica y
Nucleo Centroamérica, de tal manera que sea posible evaluar los marcadores
mitocondriales y los nucleares concatenados con un tamafio muestral mas grande, con
la finalidad de robustecer los resultados.

Complementar el estudio genético con analisis de morfologia para establecer
si se corresponden o no y determinar si realmente la morfologia soporta de manera

contundente la hipodtesis taxondmica de seis o la de dos subespecies.
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8. Conclusiones

Dentro del complejo H. fuscicauda se pueden reconocer dos grupos genéticos con
correspondencia geografica definida: por un lado el clado Norte, con correspondencia
geografica a las zonas de distribucion que comprenden desde SLP, el Istmo de
Tehuantepec y la zona Nucleo Centroamérica hasta Nicaragua; y por otro el clado LCA
que comprende las regiones de Costa Rica y Panama.

La filogenia encontrada con cuatro marcadores moleculares no es coincidente
con la hipoétesis taxondémica de seis subespecies dentro del complejo H. fuscicauda, aun
en espera de incluir en el analisis la poblacién colombiana.

La Cordillera de Talamanca junto con la Depresion de Nicaragua parecen ser
las barreras geograficas mas evidentes que posiblemente estdn limitando el
intercambio genético entre los dos clados delimitados. Aunque en Nicaragua también
se tiene una zona de contacto entre los dos grupos genéticos, como evidencia el
haplotipo que comparten.

No sélo las barreras fisicas han moldeado la estructura genética de los clados,
dentro de las poblaciones del clado Norte se encontraron procesos altamente
coincidentes con una expansion de rango/demografica asociada: el arbol filogenético
no resuelto al interior y la ausencia de correlacion espacial-genética, la red de
haplotipos en patrdn de estrella, la cuasi ausencia de estructura genética, los graficos
mismatch y skyline y los analisis de SDM son coincidentes con este patron.

La poblacidn del Istmo, que se agrupan dentro del mismo clado de acuerdo a
los arboles filogenéticos muestra una ligera diferenciacién, pues la poblacidn
mantiene haplotipos privados y compartidos entre localidades.

Los datos genéticos (graficos mismatch y skyline) y los obtenidos con el SDM
parecen coincidir en indicar estabilidad demografica y de habitat en la poblacién LCA,
aunque los resultados del SDM se deben tomar como indicativos no como definitivos
en tanto que falta evidencia que sustente la paleodistribucion de la especie.

El SDM también indica que actualmente los dos clados tienen tolerancia a
diferentes condiciones climatoldgicas y estas diferencias pueden afectar de manera

importante la limitacién de su distribucion.
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8. Apéndice

Tabla AT1. Relacion de tejidos de la especie H. fuscicauda con los que cuenta el Museo de Zoologia de la facultad de ciencias
“Alfonso L. Herrera” y que se amplificaron para alguno de los 4 marcadores empleados en este trabajo.

No. Pais Estado/ Localidad ND ND ACOI oD Latitud Longitud
Catalogo provincia 2 4 9 C

MOL11 08 Nuevo Becal 4 km al Norte X X X X - 18.5992333
89.2781167 3

CONACYT99-156 Tenab6 a7 Km W X X X X - 20.1747222
90.3138889 2

MOL11 44 Nuevo Becal 4 km al Norte X X X - 18.5992333
89.2781167 3

MOL11 13 Campeche Nuevo Becal 4 km al Norte X X X X - 18.5992333
89.2781167 3

Y408 077 Ejido El Pafiuelo, El Mirador X - - - - 18.0200666
90.3200333 7

Y408 076 Ejido El Pafiuelo, El Mirador X - - - - 18.0200666
90.3200333 7

Y408 102 Ejido El Pafiuelo, EI Mirador X - - - - 18.0200666
90.3200333 7
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Yach 282 Porcién norte de la Omega, Monumento Natural Yaxchilan X X - X - 16.9016666
90.9733333 7

CHIS 092 Pijijiapan, Rancho Lluvia de Oro 900 m NW de Rancheria las X - - - -93.105 15.7449444
Guadalupes 4

RS 10 Rancho Las Conchitas X X X X -92.596944  15.245
CHIS 071 Pijijiapan, Rancho Lluvia de Oro 900 m NW de Rancheria las X - - - -93.105 15.7449444
Guadalupes 4

CHIMA 493 Chalchijapa, 2.3 km antes del pueblo en Galera X X X X - 17.0066666
94.6894444 7

NIZA 23 Nizanda, El Naranjo X X - X -95.0425 16.7924999

GES 164 Puerto Morelos, Jardin Botanico X - - - - 20.8352777
86.9005556 8

ADAB 96575 Felipe Carrillo Estacidn Santa X - - - -88.026389  19.585278

GES 166 Méx. Puerto Morelos, Jardin Botanico X - - - - 20.8352777
86.9005556 8

ADAB 95100 X-Hazil 3Km S X - - - -87.959722  19.2825

ADAB 95370 Felipe Carrillo X X X X -87.580556  19.818056

ADAB 95442 Felipe Carrillo X - - - -87.580556  19.818056



ADAB 95239 Felipe Carrillo X X X X -87.580556  19.818056

JCN 111 Ejido Camarones 1 km E X X X X -99.18929 21.89059

IALL 190 SAN LUIS Camino a Tetlama - X X X - 21.2540222
POTOSI 98.6667028 2

TAB 001 Ejido Central Fournier (Segunda Seccion), Laguna El Rosario X X X X - 17.8708333
93.8833333 3

17.8708333

TAB 021 Ejido Central Fournier (Segunda Seccion), Laguna El Rosario X - - - -
93.8833333 3

17.8708333

TAB 039 Ejido Central Fournier (Segunda Seccién), Laguna El Rosario X - - - -
93.8833333 3

OMVP 0664 OAXACA Santa Ana del Progreso X X X X - 16.82
97.8883333

B-16159* Guapiles X - - - -83.780645 10.216684

B-16285* Guapiles X - - - -83.780645 10.216684

B-60690* Honduras Depto. Copan Copan Ruinas, 15 km ENE X - - - -88.744722  15.73

DAB1068* La Luz X X X X -84.852 13.702

DAB1245* La Luz X X X X -84.852 13.702



B-28739* Pdnama Pdnama Chagres National Park (old boyscout camp) X - - - -79.624153  9.034624
B-28740* Chagres National Park (old boyscout camp) X X X X -79.624153  9.034624
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Tabla AT2. Secuencias solicitadas al Museum of Natural History and Culture.

Especie Catalogo Pais Latitud Longitud
Habia fuscicauda UAM 8007 /KSW2118 -88.8728 16.2633
Habia fuscicauda UAM8033_KSW2144 -88.8728 16.2633
Habia fuscicauda UAM8048/KSW2159 -88.8728 16.2633
Habia fuscicauda UAM 8075/KSW2186 -88.8728 16.2633
Habia fuscicauda UAM 9082 /KSW2213 Belice -88.8728 16.2633
Habia fuscicauda UAM 9222 /KSW2773 -88.8728 16.2633
Habia fuscicauda UAM 9224 /KSW2775 -88.8728 16.2633
Habia fuscicauda UAM 9083 /KSW2214 -88.8728 16.2633
Habia fuscicauda UAM 18369/AB]_888 -88.83 16.135
Habia fuscicauda UAM 18369/ABJ_892 -88.83 16.135
Habia fuscicauda Copan_ha52 -89.05 14.86667
Habia fuscicauda Copan_ha91 -89.05 14.86667
Habia fuscicauda Copan_ha70 -89.05 14.86667
Habia fuscicauda Copan_dhb3524 -89.05 14.86667
Habia fuscicauda Copan_gav1657 -89.05 14.86667
Habia fuscicauda Copan_dhb3147 Honduras -89.05 14.86667
Habia fuscicauda Copan_jk00045 -89.05 14.86667
Habia fuscicauda Copan_dhb3730 -89.05 14.86667
Habia fuscicauda Copan_dhb3439 -89.05 14.86667
Habia fuscicauda Copan_dhb3418 -89.05 14.86667
Habia fuscicauda Atlan_dhb3711 -87.457222 15.764167
Habia fuscicauda GAV1363 -89.05 14.86667
Habia fuscicauda GLS 280 -94.87 18.23
Habia fuscicauda MGL 106 -94.87 18.23
Habia fuscicauda MGL 083 -94.87 18.23
Habia fuscicauda GLS 256 -94.87 18.23
Habia fuscicauda GLS 266 -94.87 18.23
Habia fuscicauda TUX 1423 -95.079 18.5863
Habia fuscicauda TUX 1418 -95.079 18.5863
Habia fuscicauda PEP 2890 México -95.21 18.45
Habia fuscicauda FMNH 343367 -94.9 18

Habia fuscicauda bts07 432 -99.07476 18.58412
Habia fuscicauda bts07 433 -99.07476 18.58412
Habia fuscicauda GLS 263 -94.87 18.23
Habia fuscicauda TUX 1090 -95.079 18.5863
Habia fuscicauda bts08-364 -90.6754 18.6413
Habia fuscicauda bts07139 -82.4016 9.2258
Habia fuscicauda 1JL04_105 -82.4016 9.2258
Habia fuscicauda JTW_226 -82.4016 9.2258
Habia fuscicauda B-58070 -82.4016 9.2258
Habia fuscicauda B-58086 -82.4016 9.2258
Habia fuscicauda B-58069 -82.4016 9.2258
Habia fuscicauda B-58082 -82.4016 9.2258
Habia fuscicauda B-58127 -82.4016 9.2258
Habia fuscicauda JK06_215 -82.4016 9.2258
Habia fuscicauda B-58114 -82.4016 9.2258
Habia fuscicauda MJM_2844 -82.4016 9.2258
Habia fuscicauda MJM_4247 -82.4016 9.2258
Habia fuscicauda gms_1142 -80.01878 9.222532
Habia fuscicauda jk 04 317 Panama -80.01878 9.222532
Habia fuscicauda jmd 277 -79.5833 9.2516
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Habia fuscicauda jmd 263 -79.5833 9.2516

Habia fuscicauda JK04103 -81.116667  8.5016
Habia fuscicauda jmd136 -81.116667 8.5016
Habia fuscicauda MJM_197 -79.5833 9.2516
Habia fuscicauda MJM_202 -79.5833 9.2516
Habia fuscicauda MJM_230 -79.5833 9.2516
Habia fuscicauda MJM_363 -79.5833 9.2516
Habia fuscicauda MJM_362 -79.5833 9.2516
Habia fuscicauda MJM_621 -79.5833 9.2516
Habia fuscicauda MJM_620 -79.5833 9.2516
Habia fuscicauda MJM_208 -79.5833 9.2516
Habia fuscicauda MJM_207 -79.5833 9.2516
Habia fuscicauda MJM_286 -79.5833 9.2516
Habia gutturalis PCPR089 Colombia - -

Habia atrimaxillaris B16109 = - -

Tabla AT3. Primers con sus respectivas secuencias empleados para la amplificacion

de los cuatro genes empleados en este trabajo.

Gen Primer Secuencia

ND2 H6313 5-CTCTTATTT AAG GCT TTG AAG GC-3’
L5219 5°-CCC ATA CCC CGA AAATGA TG-3’

ND4 Leu 5°-CAT AACTTT TAC TTG GAT TTG CAC-3’
ND4 5’-CAC CTA TGA CTA CCA AAA GCT CA-3’

ACO1-i9 ACO1-19F2 5-CTC CTC TCA GGA TCCAGA T-3°
ACO1-19R2 5-CAA CTT TGT GGG GTC T-3’

oDC ODC-2F 5’-GCG TGC AAA AGA ACT TGA CC-3°
ODC-2R 5’-AGC CAC CAC CAA TAT CAA GC-3°
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Figura AF1. Los diferentes arboles elaborados a partir de los tres métodos de
reconstruccién filogenética empleados en este trabajo. A) Arbol ND2 de maxima
parsimonia. B) Arbol ND2 de Maxima Verosimilitud. C) Arbol concatenado de Maxima

Verosimilitud. D) Arbol concatenado de Maxima Parsimonia.
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