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RESUMEN

Actualmente la integracion de informacion genética, morfologica y ecoldgica en el analisis de
limites de especie ha ido en aumento, lo que permite delimitar una especie de acuerdo a la
historia evolutiva de los grupos bioldgicos. En este sentido este trabajo tuvo como objetivo
reconocer los linajes evolutivos independientes dentro de Euphonia affinis en tres niveles
genético, morfoldgico y ecoldgico. E. affinis habita las tierras bajas de la Vertiente del Pacifico
de Meéxico hasta Costa Rica y la Vertiente del Golfo de México, se han descrito tres
subespecies: E. a. godmani distribuida en el oeste de México desde el Sur de Sonora hasta el
centro de Guerrero, E. a. affinis de Oaxaca, Chiapas y la Peninsula de Yucatan hasta
Centroamérica y E. a. olmecorum en la Costa del Golfo de México del Sur de Tamaulipas y
Este de San Luis Potosi hasta el norte y sur de Chiapas. Las subespecies E. a. affinis y E. a.
olmecorum han sido consideradas como un grupo polifilético por algunos autores. El analisis
multilocus se realiz6 con los genes ND2, ODC, GAPDH, MUSK y BRM de 23 individuos de
E. affinis, 19 pertenecen a la distribucion del Este de México y Centroamérica y cuatro
individuos distribuidos en el oeste de México. Las filogenias obtenidas para los genes ND2,
ODC y MUSK y genes concatenados muestran monofilia reciproca para dos clados dentro de
E. affinis: uno compuesto por los individuos del oeste de México y otro por los individuos del
este de México y Centroamérica. Las redes de haplotipos, valores de Fst y distancias genéticas
de dichos genes también aportan evidencia de la divergencia entre los individuos del Este de
México y Centroamérica y los individuos distribuidos en el Oeste de México. Sin embargo, no
se cuenta con informacién del centro de la vertiente del Pacifico (Guerrero y Oaxaca), por lo
que es necesario complementar dicho muestreo. De acuerdo a los tiempos de divergencia la
separacion entre los linajes del oeste de México (E. a. godmani) y del Este de México y
Centroamérica (E. a. affinis) ocurrié en un intervalo de 1.34-4.3 Ma, periodo en el que los
ciclos glaciares y el enfriamiento global fragmentaron la vegetacion tropical del &rea
Neotropical, por lo que dicha fragmentacion pudo haber propiciado la divergencia de ambos
linajes dentro de E. affinis. Dichos linajes también muestran una divergencia a nivel
morfoldgico en el patrdn del plumaje y en los analisis morfométricos se encontraron diferencias
significativas en seis caracteres: cuerda alar, largo de la cola, largo del culmen desde la parte
expuesta, alto y ancho del pico desde la base y alto de la mandibula. En lo que respecta a los
analisis de similitud de nicho ecoldgico, encontramos que el linaje distribuido en el oeste de
México presenta un nicho ecolégico mas restringido respecto al linaje del este de México y
Centroamérica, ambos linajes muestran una superposicién en su nicho ecoldgico, sin embargo,
también se identifican diferencias en la distribucion geografica y nicho ambiental. Con la
evidencia obtenida a nivel genético, morfoldgico y ecoldgico, se concluye que E. affinis
representa dos linajes evolutivos independientes, se propone sean elevados a nivel de especie,
lo que permitiria reflejar la historia evolutiva en la taxonomia del grupo, ademas de
complementar la informacion de patrones histéricos evolutivos en las especies de las tierras
bajas de México y Centroamérica.



ABSTRACT

Currently the integration of genetic, morphological and ecological information in the analysis
of species boundaries has increased, which has allowed obtaining taxonomy according to the
evolutionary history of biological groups. In this sense, the goal of this study was to recognize
the independent evolutionary lineages within Euphonia affinis in three levels genetic,
morphological and ecological to make a taxonomic proposal. Euphonia affinis inhabits the
lowlands of the Pacific slope of Mexico to Costa Rica and the Gulf of Mexico slope. E. affinis
have three subspecies described: E. a. godmani distributed in the Pacific Slope from southern
of Sonora to Guerrero, E. a. affinis from Oaxaca, Chiapas and the Yucatan Peninsula to Central
America and E. a. olmecorum from Tamaulipas and San Luis Potosi East to northern of
Chiapas. Multilocus analysis was performed with the ND2, ODC, GAPDH, MUSK and BRM
genes for 23 individuals of Euphonia affinis, 19 from eastern Mexico and Central and four
individuals from western of Mexico. Phylogenies obtained for ND2, ODC, MUSK genes and
for concatenated matrix show reciprocal monophyly, to E. a. godmani y E. a. affinis.
Haplotype networks, Fst values and genetic distances also provide evidence of the divergence
between individuals of Eastern Mexico and Central America and individuals distributed in
western Mexico, with evidence of two genetic lineages: E. a . godmani distributed in western
Mexico and E. a. affinis distributed along the slope of the Gulf of Mexico, and Central America
to Costa Rica. However, no information is available from the center of the Pacific slope
(Guerrero and Oaxaca), so it is necessary to supplement with such sampling. According to the
divergence time, the separation of the linages occurred between 1.34 and 4.3 Ma, a period in
which the ice ages and global cooling fragmented tropical vegetation of the Neotropical area,
so the divergence of Euphonia affinis lineages are attributed to the fragmentation of tropical
vegetation in the past. These lineages also showed a divergence at the morphological level in
the pattern of plumage and morphometric analysis significant differences in six characters:
wing chord, tail length, culmen long, height and width of the peak and height of the jaw from
de nostrile. The ecological niche analysis showed that the lineage distributed in western Mexico
has a more restricted niche in respect of eastern lineage niche. Both lineages showed an overlap
in their ecological niche, however, differences in geographic and environmental niche are also
identified. With the evidence obtained from genetic, morphological and ecological data, this
work concluded that E. affinis represents two independent evolutionary lineages, which are
proposed them to be elevated to species level. This would reflect the evolutionary history in the
taxonomy of the group, and complementing the historical information about evolutionary
patterns in species of the lowlands of Mexico and Central America.



l. Introduccion

El integrar informacion genética, morfologica, ecolégica y conductual a la sistematica,
proporciona informacion sobre la historia evolutiva de las especies y sus poblaciones (Kohler et
al. 2010, Padial et al. 2010, Pavlova et al. 2014). La idea anterior ha llevado recientemente a
los investigadores a revisar los limites de especie, haciendo uso de diversas herramientas y

diferentes conceptos de especie.

El concepto de especie mas ampliamente utilizado es el Concepto Biologico de Especie,
propuesto por Mayr (1942), quien lo define textualmente como: “Las especies son grupos de
poblaciones naturales que actualmente se reproducen o potencialmente pueden hacerlo”. Sin
embargo este concepto de especie no ha satisfecho por completo a los taxénomos, debido a que
resulta poco practico en varios grupos taxonémicos (como fosiles, o especies con reproduccion
asexual) y sobre todo debido al amplio uso del nivel taxonémico de subespecie. El uso de
subespecies puede resultar impréctico para diversas disciplinas, por ejemplo la conservacion;
debido a que muchas veces estas no representan procesos evolutivos o de aislamiento
(Phillimore y Owens 2006; Zink 2004; Zink 2015).

Debido a la falta de un concepto que satisfaga la delimitacion de las especies y que
refleje la historia evolutiva de los linajes, se propusieron conceptos nuevos, tales como el
Concepto Evolutivo (Wiley 1978) y el Concepto Filogenético (Cracraft 1983). En 2011, de
Queiroz, propuso un nuevo concepto de especie: el Concepto Unificado de Especie, el cual se
define como el conjunto de metapoblaciones que representan un linaje que evoluciona en forma
separada de otros linajes. De Queiroz (2011) afirma que la relevancia de este concepto consiste
en la unificacion de los diferentes conceptos de especie, ademés de rescatar y considerar las
diferentes propiedades inherentes a los organismos (aislamiento reproductivo, diferencias
ecoldgicas, fijacion de caracteres, etc.) que dan origen a los diversos conceptos de especie. El
mismo autor ha hecho hincapié en el hecho que diversas caracteristicas pueden ser
cuantificables para distinguir entre grupos de especies y no todas tendran el mismo nivel de
divergencia, lo que dependera de la naturaleza de los organismos y del tiempo que llevan
divergiendo (De Queiroz 2005). Por lo que su propuesta y recomendacion es proporcionar la

mayor cantidad de evidencia posible entre los grupos que se busque evaluar, con el fin de



presentar una evidencia mas solida acerca de la divergencia y la evolucion entre los linajes (De
Queiroz 2007).

En Aves se han utilizado diversos métodos para delimitar a las especies. Asi se han
Ilevado a cabo anélisis morfométricos (Ej. Navarro-Sigiienza et al. 2001), de coloracion, donde
los caracteres se pueden determinar en forma cualitativa y cuantitativa (Ej. Frith y Frith 1983,
Rathbun et al. 2015), y metodologias que se han visto beneficiadas con el avance de la
biotecnologia y bioinformatica, por ejemplo la generacion de filogenias utilizando caracteres
moleculares, resaltando la variacion genética dentro de las poblaciones (Ej. Olsson et al. 2013),
caracteres provenientes de los cantos (Ej. Sosa-Lopez ef al. 2013), y por ultimo, se ha usado el
modelado de nicho ecoldgico (Ruiz-Sanchez et al. 2015). Generalmente este tipo de estudios
tiene como objetivo resolver limites dentro de complejos de especies, o bien evaluar las
subespecies propuestas, muchas veces reconocidas por autoridades taxondémicas como AOU

(American Ornithology Union) o IOC World Bird List (International Ornithology Committe).

Los caracteres morfométricos han sido Utiles para diferenciar especies (Ej. Weller 2000;
Navarro-Siglienza et al.2001) y distinguir patrones de variacién geografica atribuidos a
aspectos ecoldgicos, como el caso de las clinas (Grant 1972), o con categorias geograficas
distinguibles, atribuidas a distribuciones alopatricas y/o factores histéricos, que resultaron en
una divergencia morfologica (Sanchez-Gonzalez et al. 2007). Actualmente, gracias al uso de
caracteres genéticos, se sabe que la complejidad geoldgica, heterogeneidad del ambiente y las
oscilaciones climéaticas han influido en los patrones de diversidad genética, demogréfica y
divergencia en las poblaciones de las especies (Ej. de-Nova et al. 2012; Gu et al. 2013;
Rodriguez-Gomez y Ornelas 2015), hip6tesis que no se pueden comprobar con el uso exclusivo
de caracteres morfologicos. Adicionalmente, con el uso de modelado de nicho ecolégico, se
han podido sustentar las hipotesis obtenidas con datos genéticos (Smith et al. 2011), delimitar
especies (Raxworthy et al. 2007; Ruiz-Sanchez et al. 2015) y entender el proceso de
especiacion, con procesos como el Conservadurismo de Nicho y Divergencia de Nicho
Ecoldgico (Brook et al. 2006; Hua y Wiens 2013),

Cada vez son mas los estudios donde se pretende poner a prueba los limites de especie,
integrando mas de dos métodos con el fin de obtener resultados mas robustos (Ej. Ruiz-

Sanchez y Sosa 2010; Rivera et al. 2011). Sin embargo, siguen siendo mas los trabajos que
5



utilizan una sola metodologia, por lo que resulta relevante continuar construyendo una
taxonomia integrativa, haciendo uso de métodos que incorporen el origen y evolucion de las

especies, como sugiere Padial et al. 2010.

Con el propdsito de contribuir a la generacion del conocimiento taxondémico, patrones
geograficos, procesos evolutivos y de especiacion que originan a las especies, el objetivo
principal de este trabajo es identificar los linajes evolutivos independientes dentro de Euphonia
affinis (Lesson, 1842) en tres niveles: genético, con datos mutilocus moleculares; morfologico,

con caracteres morfométricos; y ecologico, con el modelado de nicho ecoldgico.

Euphonia affinis es un ave del orden Passeriformes de la familia Fringillidae, residente
de las tierras bajas de México y Centroamérica hasta Costa Rica (AOU 2003). Se distribuye a
lo largo de la Vertiente del Pacifico desde Sonora hasta el centro de Guerrero en Mexico y en el
este de México desde el este de San Luis Potosi y a lo largo de toda la vertiente del Golfo, y en
la Costa de Pacifico del suroeste de Oaxaca a Centroamérica desde Nicaragua hasta el Noroeste
de Costa Rica (Howell and Webb 1999).

Existen dos unidades geograficas y morfoldgicas descritas para E. affinis en las cuales
se ha basado la descripcion de las dos subespecies actualmente reconocidas (AOU 1998) (Fig.
1): Euphonia affinis godmani (Brewster, 1889) (Fig. 1la.) que se distribuye en el oeste de
Meéxico, desde Sonora hasta el centro de Guerrero y Euphonia affinis affinis (Lesson, 1842)
(Fig. 1b.) del este de San Luis Potosi, Sureste de Tamaulipas, Veracruz, Puebla y norte-suroeste
de Oaxaca y la Peninsula de Yucatan hasta Honduras, y en la Costa del Pacifico de
Centroamérica desde Nicaragua hasta el noroeste de Costa Rica. Las caracteristicas
morfolégicas que distinguen las dos subespecies son las plumas cobertoras subcaudales, en
color blanco para E. a. godmani, y en color amarillo en E. a. affinis, caracteristicas constantes
en ambos sexos. Dickerman (1981) describe una tercera subespecie Euphonia affinis
olmecorum, basada en diferencias de coloracion de las hembras, describiéndolas con una
coloracion mas péalida con respecto a las hembras de E. a. affinis. La distribucion descrita para
E. a. olmecorum es la siguiente: en la Costa del Golfo de México del Sur de Tamaulipas y Este
de San Luis Potosi hasta el norte y sur de Chiapas (Hilty 2011), sin embargo, dicha subespecie
no ha sido oficialmente reconocida y es considerada junto con E. a. affinis un grupo polifilético
(Clement “Checklist” 2011).



0 2 4 8 12 16
T — e Kilometros E. a. affinis - E. a. godmani E. a. olmecorum Q

Fig. 1. Distribucion geografica de Euphonia affinis. Dos unidades morfoldgicas y geograficas
E. a. godmani (a) distribuida del sur de Sonora hasta el Centro de Guerrero, y (b) E. a.
affinis/E. a. olmecorum distribuido del este de San Luis Potosi, suroeste de Tamaulipas,
Veracruz, hasta la Peninsula de Yucatéan, suroeste de Oaxaca hasta la Costa del Pacifico desde
Nicaragua hasta el noroeste de Costa Rica. Imagenes Hillty 2011, distribuciones modificadas

de Natureserve.

1.1 Familia Fringillidae y género Euphonia

La familia Fringillidae conocidos como pinzones (finches en inglés), son aves del orden
Passeriformes. Se caracterizan por ser de tamafio pequefio a mediano, con pico conico y en
algunos casos, plano. En general sus habitos son vegetarianos, alimentandose principalmente de

semillas y frutas. Estas aves se distribuyen alrededor de todo el mundo, con una diversidad
7



mayor en Eurasia, sin embargo, se encuentran bien representadas en Africa, Norteamérica y

Sudameérica (Collar y Newton 2010).

Los miembros de la familia Fringillidae presentan reducida la 102 pluma primaria en las
alas, caracteristica compartida con otras familias del orden y con quienes forman el grupo de
Oscines de nueve plumas primarias (Hall 2005). Tradicionalmente, se reconocian dos grandes
grupos dentro de Fringillidae (Sibley y Ahquist 1982), cada uno conformaba una subfamilia:
Fringillinae, que seria el grupo basal con tres especies del género Fringilla, de distribucién
Paleartica. Carduelinae siendo la mas numerosa, con 47 géneros y que presenta la mayor
diversidad morfoldgica, ecoldgica y de distribucion, lo que ha generado que dentro de la
subfamilia se sugirieran varios subgrupos o tribus (IOC 2015). Recientemente ha sido
propuesta una nueva subfamilia, Euphoninae (Yuri y Mindell 2002, Zuccon et al. 2012),
conformada por los géneros Euphonia y Chlorophonia, anteriormente incluidos en la familia
Neotropical Thraupidae. Sin embargo, la historia evolutiva de esta subfamilia permanece
desconocida.

Los géneros Euphonia y Chlorophonia son géneros de distribucion Neotropical y
probablemente se trate de géneros parafiléticos (Zuccon et al. 2012), trabajo que con base a una
analisis multilocus para la familia Fringillidae, revela que la especie Euphonia musica esta mas
relacionado con la especie Chlorophonia cyanea. E1 10C World Birds List (International
Orntihological Committee) (Gill y Dansker, 2015) propone que Euphoninae deberia estar
formada por tres géneros: Chlorophonia compuesto con cinco especies: C. cyanea, C.
pyrrhophrys, C. flavirostris, C. occipitalis y C. callophrys; Cyanophonia que incluiria a las tres
eufonias de capucha azul: E. musica, E. elegantissima y E. cyanocephala; y Euphonia que

incluiria a las 24 especies restantes del género Euphonia.

El género Euphonia contiene 27 especies todas distribuidas en la region Neotropical
(AOU 2003). Ridgely y Tudor (2009) describen al género como aves de cola pequefia y picos
aplanados. Generalmente los machos presentan una coloracion azul negruzca en la cabeza, y en
la mayoria de los casos con un copete anterior amarillo, sin embargo, existen cinco variantes de
patron de coloracion. La parte del abdomen suele ser amarillo, contrastando con la garganta

negra. A diferencia de los machos, las hembras son pardas, con coloraciones olivo o amarillo, y
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en la parte ventral grises, o café-castafio. La mayor parte de las eufonias tienen habitos
arboreos, habitando desde bosgques himedos, sabanas, zonas montanas Yy tierras bajas. Son
especies conspicuas que frecuentemente se encuentran perchando en las partes altas de los
arboles, donde suelen vocalizar. Sus cantos no tienen una estructura definida; por lo que en
general son los Ilamados los que suele encontrarse descritos en la literatura. En lo que respecta
a sus hébitos alimenticios las eufonias son aves frugivoras, consumen una gran cantidad de
bayas, y muérdago que maceran en sus picos antes de ingerirlos. La construccién de los nidos

es en forma de cupula, de material fibroso y con entrada lateral.

Aunque no existe un estudio especifico que determine las relaciones filogenéticas y los
limites de especie dentro del género Euphonia, se han sugerido hipdtesis acerca de sus
relaciones filogenéticas y su distribucion (AOU 1998; Hilty 2011; Zuccon et al. 2012; Cuadro

1). Dichos estudios se resumen en la Cuadro 1.

Cuadro 1.

Grupos filogenéticos dentro del género Euphonia (AOU 1998, Hilty 2011 y Zuccon et al. 2012).

Especies (Grupos)

Distribucion geogréfica

Habitat

Euphonia elegantissima

Euphonia musica’

Euphonia cyanocephala

Tierras altas desde México
hasta Panama.

Islas de las Antillas: Santo
Domingo, Republica
Dominicana, Puerto Rico,
Antigua y Barbuda, Isla
Guadalupe.

Sur de Colombia, Ecuador,
Venezuela, Guyana Francesa,
Per(, Bolivia, Argentina,
Paraguay y Brasil.

Bosque de pino-encino, bosque
mesofilo de montafia.

Habita desde bosques secos a
himedos, areas perturbadas y en
distintas altitudes.

En los limites de los bosques, areas
de crecimiento secundario,
plantaciones y areas abiertas.

Euphonia jamaica

Jamaica.

Bosques y sus bordes, areas
abiertas, jardines y areas de
crecimiento secundario.

Euphonia plumbea

Colombia,Brasil, VVenezuela,
Guyana Francesa, NE de Per
y N de Brasil.

Bosques secos, sabanas y areas
abiertas.

Euphonia affinis

Costa oeste y este de México,
Centroamérica desde
Nicaragua hasta el NE de
Costa Rica.

Zonas semiabiertas, bosque seco,
bosque de crecimiento secundario,
matorral, areas de cultivo, limites
de bosque humedo y bosque de
galeria.




Euphonia luteicapilla

Euphonia chlorotica®

Euphonia trinitatis

Tierras bajas del Caribe, del E
de Nicaragua al NW de
Panamg, S de Costa Rica al E
de Panama.

Venezuela, Brasil, Colombia,

Per0, Bolivia, Paraguay y
Argentina.

Colombia y Venezuela.

Bosque seco a htimedo. Areas
semiabiertas, de cultivo y de
crecimiento secundario.

Borde de bosques en rios,
vegetacion en crecimiento, areas
abiertas. Desde bosques secos a
himedos, bosques de galeria.

Bosques secos, bosques de galeria,
borde de bosques himedos, areas
de matorral y zonas de cultivo.

Euphonia concinna

Colombia.

Areas abiertas secas, bosques
semiabiertos, sitios de baja
elevacién y bosque seco.

Euphonia saturata

Colombia, W de Ecuador y
NW de Peru.

Avreas abiertas, parques, valles secos
con bosque caducifolio.

Euphonia finshi

Venezuela, N de Brasil y
Guyana Francesa.

Bosque de galeria, bordes de
bosque humedo, sabanas y parches
de bosque.

Euphonia violacea

Euphonia laniirostris

Venezuela, Brasil, Panama,
Brasil, Paraguay y Argentina.

Costa Rica, Colombia y
Panama, Per(, Ecuador, Brasil,
Paraguay y Argentina.

Bosque humedo.

Bosque humedo.

Euphonia hirundinacea

Costa Oeste de México desde
San Luis Potosi. Costa Rica y
Honduras. En Centroamérica
tierras bajas de Nicaragua
hasta Costa Rica.

Bosques humedos, limites entre los
bosques hiimedos y los bosques
Secos.

Euphonia chalybea

Brasil, E de Paraguay y NE de
Argentina.

Dentro de bosques himedos y en
sus bordes, areas abiertas, en tierras
bajas.

Euphonia fulvicrissa

Euphonia imitans

Panamd, Colombia y Ecuador.

Costa Rica y Panama.

Bosques himedos y sus limites.

Bosques humedos y sus limites,
zonas abiertas, en tierras bajas.

Euphonia gouldi

Desde el sureste de México
hasta el extremo de Honduras,
Nicaragua, Costa Rica 'y
Panama.

Bosque humedo perennifolio.

Euphonia chrysopasta

Colombia, Venezuela, Brasil,
Ecuador y Bolivia.

Bosque humedo, y sus limites en
tierras bajas.

Euphonia mesochrysa

Colombia, Ecuador, Perdy
Bolivia.

Bosque humedo y bosques de
niebla.
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Euphonia minuta

Sureste de México, hasta
Panama. Colombia, Ecuador,
Venezuela y Brasil.

Bosque tropical himedo y a lo
largo de sus limites.

Euphonia anneae

Euphonia xanthogaster

Costa Rica a Panama, hasta
Colombia.

Panama, Colombia, Ecuador,
Venezuela, Brasil, Perl y
Bolivia.

Bosque de niebla y sus limites.
Bosques de crecimiento secundario.

Bosques himedos y a sus
alrededores. Bosque de niebla.

Euphonia rufiventris®

Euphonia pectoralis

Euphonia cayennensis®

Venezuela, Colombia, Bolivia
y Brasil.

Brasil, E de Paraguay y NE de
Argentina.

SE de Venezuelay NE de
Brasil.

Dosel de bosque himedo y sus
alrededores.

Dosel del Bosque hiimedo y sus
alrededores.

Bosgue humedo y sus limites.
Avreas abiertas secas.

De acuerdo con los anélisis hechos por Zuccon et al. (2012): ‘Chlorophonia cyanea cercana a
las Eufonias: E. musica, E. elegantissima y E. cyanocephala. Euphonia finshi relacionada con

E. chlorotica y *Euphonia cayennensis y E. rufiventris.

1.2 Generalidades de Euphonia affinis (Lesson 1849)

Euphonia affinis (Lesson, 1842) es un ave de tamario pequefio, que habita las tierras bajas de
México y Centroamérica, principalmente en la vegetacion de Bosque Tropical Seco, en los
limites del Bosque Tropical Perennifolio y Bosque de galeria, comunmente a una altitud del
nivel del mar a 1000 msnm, pero puede llegar hasta 2500 msnm. Residente todo el afio, se
distribuye a lo largo de la Vertiente del Pacifico en México y Centroamérica y la Vertiente del
Golfo de México (Fig. 1).

Con dimorfismo sexual marcado (Fig. 2), los machos exhiben una coloracion amarilla
en el vientre y un copete amarillo, mientras que la cabeza, dorso y garganta, presenta una
coloracion negro-azulado. A diferencia de los machos las hembras, son pardas, con el dorso y
la cabeza en una coloracion que va del gris a gris olivo, y el vientre amarillo palido. A lo largo
de su distribucion geografica, E. affinis presenta discontinuidades morfologicas, que ha

resultado en tres hipdtesis taxondmicas:

1) Dentro de E. affinis, hay dos subespecies: E. a. godmani (Brewster, 1889), que se distribuye

en la Costa del Pacifico de SE de Sonora al centro de Guerrero y presenta las plumas cobertoras
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subcaudales en color blanco. Euphonia. a. affinis (Lesson, 1842), distribuida a lo largo de la
Costa del Golfo de México del S de Tamaulipas y el E de San Luis Potosi al N y S de Chiapas,
Peninsula de Yucatan y Cozumel hacia el sur a través de Belice y Guatemala al N de Honduras,
Costa del Pacifico de México de O de Oaxaca al sur a través de la Costa NO de Costa Rica
(Guanacaste) y presenta las plumas cobertoras subcaudales en color amarillo. Esta hip6tesis es
la mas aceptada en la literatura (Howell and Webb 1995) y por la autoridad taxonémica AOU
1998.

2) Dentro de E. affinis existen tres subespecies: E. a. godmani y E. a. affinis, descritas
anteriormente, y E. a. olmecorum (Dickerman, 1981) (Hilty 2011), no reconocida por el AOU
1998. Para E. a. olmecorum, los machos no presentan diferencias morfolégicas respecto a E. a.
affinis, sin embargo, las hembras tienen una coloracién mas palida respecto a las hembras de E.
a. affinis. Para ésta tercera subespecie sugerida (E. a. olmecorum), la distribucion geografica
seria, la Costa del Golfo de México del S de Tamaulipas y al SE de San Luis Potosi al y N de
Chiapas, mientras que E. a. godmani presentaria una distribucion que va de la Costa del
Pacifico de SE de Sonora al centro de Guerrero y E. a. affinis presentaria una distribucién que
va de la Peninsula de Yucatan y Cozumel hacia el Sur a través de Belice y Guatemala al N de
Honduras. Costa del Pacifico de México de O de Oaxaca al Sur a traves de la Costa NO de
Costa Rica (Guanacaste). De acuerdo con Clement “Checklist” (2011) la distribucién de E. a.
olmecorum se encuentra en el sureste de México: Oaxaca y Chiapas; y considera a E. a. affinis

y E. a. olmecorum como un grupo polifilético.

3) Una tercera hipotesis considera a E. affinis y E. godmani como dos especies distintas
(Ridway y Friedamn 1901; Navarro y Peterson 2004).

Para E. affinis no existe un estudio que mida la variacién geogréfica dentro de sus
poblaciones, salvo, algunas observaciones; Ridgway y Friedman (1901) reportan una media
menor para caracteres morfométricos, en los individuos de Honduras y describen a los
individuos de la Peninsula de Yucatdn, mas oscuros respecto a los que provienen de otras
localidades. En lo que respecta a E. godmani, la describen muy similar a E. minuta humilis pero
mas grande y mas oscura. Ambas subespecies han sido relacionadas con las especies E.

chlorotica, E. luteicapilla'y E. minuta (Hilty 2011).
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b)

Fig. 2. Morfotipos para E. affinis. Columna izquierda machos, columna derecha hembras. a) E. a. godmani y b) E. a. affinis.

1.3 Objetivos

1.3.1 General.

Reconocer linajes evolutivos independientes dentro de Euphonia affinis, en los niveles

genético, morfoldgico y ecoldgico, para poder reevaluar el estatus taxonémico de la especie y

sus subespecies propuestas.

1.3.2 Particulares

a)

b)

Obtener las relaciones filogenéticas, distancia genética, indice de Fijacion Fg y
tiempos de divergencia dentro de los linajes determinados con datos multilocus,
obtenidos con los genes nucleares Musk (Receptor de la Tirosina en Musculo y
esqueleto), BRM (Proteina Brahma, intron 11), ODC (Ornitina-descarboxilasa) y
GAPDH (Gliceraldehido-3fosfato deshidrogenasa, intron 11) y con el gen
mitocondrial ND2 (NADH deshidrogenasa subunidad 2).

Evaluar la variacion morfométrica entre los linajes encontrados con los datos
multilocus (genéticos) en Euphonia affinis.

Reconstruir los modelos de Nicho Ecologico y distribucion geogréafica, actual, para
el dltimo maximo glaciar (~22,000) y el Gltimo periodo interglaciar (~120,000 —
140,000) para cada uno de los linajes genéticos encontrados. Asi como evaluar la

similitud o diferenciacion de nicho ecoldgico.
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d) Reevaluar el estatus taxondmico de las subespecies descritas, en Euphonia affinis,

con bhase a la historia evolutiva reconstruida.

Il. Método

2.1 Obtencion y analisis de datos genéticos

2.1.1 Obtencion de muestras y trabajo de laboratorio.

Para este trabajo se utilizaron muestras de tejido pertenecientes a distintas colecciones

cientificas, tanto para el grupo de estudio y el grupo externo (Fig. 3 y Cuadro 2).
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Fig. 3. Localidades de Euphonia affinis (tejidos).

Cuadro 2.

Localidades para E. affinis y grupo externo.

Especie NUim.  de Localidad Institucion  Fecha de
Catéalogo Colecta
E.a. godmani VGR 1073  Bajosori 10 km al SO de Choix, Ejido 1. MZFC 24/08/2006
Municipio Choix, Sinaloa, México.
E.a. godmani VGR 1189 Bajosori 10 km al SO de Choix, Ejido 1. MZFC 20/09/2007
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E. a. godmani

E. a. godmani

E. a. affnis

E. a. affnis

E. affinis

E. a. affnis

E. a. affnis

E. a. affnis

E. a. affnis

E. a. affnis

E. a. affnis

E. a. affnis

E. a. affnis

E. a. affnis

E. a. affinis

E. a. affnis

E. a. affnis

E. a. affnis

E. a. affnis

E. a. affnis

ORT 003

CPM 003

CONACYT

1301
GES 350

MOL
15 58

NIZA 120

Y408 192

YUC 13-60
MAGH
10 25
MAGH
10_36
MAGH
08_201
PEP 2770
PEP 2769
PEP 2768
PEP 2602
DAB 1922

GAV 2440

2099
1983

9347

Municipio Choix, Sinaloa, México.
Singayta a 3.5 km. Municipio San Blas,
Nayarit, México.

Jalisco, México.

Nizanda Camino a las Sabanas.
Municipio Asuncion Ixtaltepec, Oaxaca,
México

ElI Arroyo, 6 Km al S de Silvituc.
Campeche, México.

Km 191 carretera Oaxaca — Puerto Angel,
Santiago La Galera. Municipio Candelaria
Loxicha, Oaxaca; México

Nizanda, Piedra Azul. Municipio de
Asuncion Ixtaltepec, Oaxaca, México.
Rancho San Salvador, Anexa Chunkilin.
Municipio Rio Lagartos, Yucatan,
México.

Reserva de la Bio6sfera Rio Lagartos.
Municipio Tizimin, Yucatan, México.
Reserva de la Sierra Gorda, El Pantanal,
Orilla del Rio Sta. Maria m 676.

Reserva de la Sierra Gorda, El Pantanal,
Orilla del Rio Sta. Maria m 676.

Reserva de la Sierra Gorda, El Pantanal,
Orilla del Rio Sta. Maria m 676.

Cerro San Martin Pajapan 2 Km al S La
Valentina. Veracruz, México.

Cerro San Martin Pajapan 2 Km al S La
Valentina. Veracruz, México.

Cerro San Martin Pajapan 2 Km al S La
Valentina. Veracruz, México.

Sierra de Santa Martha a 5km del NE del
Bastonal.

Las Plazulas, Laguna Blanca.
Departamento de Granada, Nicaragua.
San Felipe Retalhuleu 5 Km al Sur Finca
el Nifio. Departamento de Retalhuleu,
Guatemala.

24 km al Sur de Silvituc. Municipio
Campeche, México.

24 km al Sur de Silvituc. Municipio
Campeche, México.
Animas. Zacatecoluca.
Salvador.

La Paz, EI

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

MZFC

CNAV/IB

CNAV/IB

CNAV/IB

CNAV/IB

CNAV/IB

CNAV/IB

CNAV/IB

UwBM

UwBM

KU

KU

KU

03/12/2009
ND/05/2014
12/02/2002

13/03/1998

23/11/2002

14/04/2008

23/04/2013

04/01/2010

04/01/2010

17/12/2008

17/061994

17/06/1994

17/06/1994

21/04/1998

23/10/1996

01/10/2002

08/03/1998

08/03/1998

06/04/2004
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E. a. affnis 9346 Animas. Zacatecoluca. La Paz, El KU 06/04/2004
Salvador.

Grupo externo

Chlorophonia DAB 10 km al N de Matagalpa, Nicaragua UuwBM 17/04/1996
occipitalis 1391

Euphonia 3226 Bahia Negra, 14 km W, Estancia Triunfo; KU 09/10/1999
chlorotica Alto Paraguay, Paraguay.

Euphonia 3199 Bahia Negra, 14 km W, Estancia Triunfo; KU 07/10/1999
chlorotica Alto Paraguay, Paraguay.

Euphonia B 28445 2 km al SO del Rio Farfan; Panama, LUSMZ ND7ND/ND
luteicapilla Panamé

Haemorhous QRO. 251 La Florida, Municipio Careyta de Montes, MZFC 09/03/1997
mexicanus Querétaro, México.

MZFC: Museo de Zoologia Alfonso L. Herrera, Facultad de Ciencias, UNAM. CNAV/IB: Coleccion Nacional de
Aves/Instituto de Biologia, UNAM.UWBM: Universidad de Washington, Museo de Burke, E.U.A. KU: Coleccién
Ornitoldgica Universidad de Kansas, E.U.A. LUSMZ: Museo de Historia Natural de Lousiana, E.U.A.

Extraccion de DNA. Se realiz6 mediante el Kit de extraccién DNeasy de Qiagen, siguiendo las

especificaciones del fabricante.

Para verificar la presencia de DNA en las extracciones se realizd una electroforesis en
gel de agarosa al 1%. El gel de agarosa se prepard colocando 50ul de Buffer TBE 1X (Tris
acido bérico y EDTA), 0.5 g de agarosa, tefiido con Bromuro de Etidio. Se carg6 cada una de
las celdas del gel con 2ul de DNA y 2ul del colorante azul de bromofenol 5X, aplicando 120

voltios por 15 minutos, concluido el tiempo, se observo en un Transiluminador.

Amplificacion de DNA. La amplificacion del DNA se llevo a cabo mediante la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), con el siguiente protocolo: 9uL de
agua inyectable estéril, 1.25uL de buffer 10X [500mM KCI, 100 mM Tris — HCI (pH 9.1) y 0.1
% Triton X-100], 0.1875uL de deoxinucleétidos 10mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0.25uL
de oligonucleétido 1 (10mM), 0.25 pL de oligonucleédtido 2 (10mM), 0.375uL de 50mM
MgCl, 0.1pL de amplificasa (5u/puL) y 0.5 6 1 uL de DNA, dependiendo de la concentracion
de DNA. En la Cuadro 3 se enumeran los genes amplificados, primers y su ubicacion en el

genoma.
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Cuadro 3.

Primers utilizados en este estudio.

GEN UBICACION PRIMERS

ND2 Mitocondria

GAPDH Autosémico

oDC Autosdmico

BRM Z

MUSK Z

L5219 CCC ATA CCC CGA AAA TGA TGC
CCATAC CCC GAAAAT GAT G

H6313 CTC TTATTT AAG GCT TTG AAG GC
GAPDH 890 exon 11 ACC TTT AAT GCG GGT
GCT GGC ATT GC

GAPDH 950 exon 12 CAT CAA GTC CAC AAC
ACG GTT GCT GTA
ODCFGTTCTACTT TCT CTG GAACTACTG
CTC

ODC R CAT CAA GTC AGT GAC TTA GCT
AGC

BRM_intron 11 Mex15 AGC ACC TTT GAA
CAGTGGTT

BRM_intron 11 Mex16 TAC TTT ATG GAG
ACG ACG GA

MUSK F. CTT CCA TGC ACT ACA ATG GGA
AA

MUSK R CTC TGA ACA TTG TGG ATC CTC
AA

ND2: NADH deshidrogenasa subunidad 2

ODC: Ornitina-descarboxilasa

GAPDH: Gliceraldehido-3fosfato deshidrogenasa, intron 11.

BRM: Proteina Brahma, intron 11.

MUSK: Receptor de la Tirosina en Musculo y esqueleto.

AUTOR

Sorenson et
al. 1999.

Friesen 1997.

Fjeldsa et al.
2003.

Friesen, 1997

Kimball et al.
2009

La amplificacién se llevd a cabo en termocicladores GeneAmp PCR System 9700 con los

siguientes programas:

- ND2, MUSK y ODC. Desnaturalizacion a 94°C por 2:30 minutos, 35 ciclos con una
desnaturalizacion de 94°C por 30 segundos, alineamiento 54°C (ND2), 58°C (MUSK) y
65°C (ODC) por 30 segundos, extension de oligonucleo6tidos 72°C durante 1 minutos,

con una extension final de 72°C por 10 minutos.

- GAPDHe-intron 11 y BRM-intron 11. Desnaturalizacion a 94°C por 4 minutos, 35 ciclos
de de 94°C por 30 segundos, alineamiento a 55°C durante 30 segundos y 72°C durante

un minuto. Con una extension final de 72°C durante 3 minutos.



Luego de la amplificacion se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa (anteriormente
descrito) de los productos obtenidos para corroborar que esta haya sido exitosa, siguiendo la

metodologia previamente descrita.

Posteriormente los productos de PCR obtenidos fueron enviados a secuenciar a la
Institucion High-Througput Sequencing Solutions administrada por la Universidad de
Washington en el Departamento de Ciencias Genomicas.

2.1.2 Analisis de secuencias

La edicion de secuencias se realiz6 en el programa SEQUENCHER 4.8
(http://www.genecodes.com), se alinearon en el programa BIOEDIT (Hall 1999) con la funcion
de alineamiento multiple CLUSTAL IW (Thompson et al. 1994) y con el método de arbol de
distancia Neighbor Joining. Los valores de composicion nucleotidica, los sitios variables y no
variables, y los sitios informativos para cada gen fueron obtenidos con el programa DNasp
(Librado y Rozas 2009).

2.1.2.1 Analisis filogenéticos

Para la inferencia filogenética, primero se obtuvo el modelo evolutivo de sustitucion
nucleotidica para cada gen en el programa jModeltest 0.1 (Posada 2008), con base al criterio de
informacion de Akaike (AIC: Akaike 1973). Posteriormente en el programa Mr. Bayes version
3.0 (Huelsenbeck y Ronquist 2002) por medio del criterio de inferencia bayesiana, se infirieron
las relaciones filogenéticas, para cada locus y genes concatenados, a partir de una matriz
particionada y con el modelo evolutivo correspondiente para cada gen, bajos los siguientes
pardmetros: cuatro cadenas, dos frias y dos calientes en el analisis de Cadenas de Monte Carlo
Markov Metropolis (MCMC), durante diez millones de generaciones, muestreando cada 250

generaciones y descartando el 25% de los arboles obtenidos (burn-in).

Para determinar las especies mas cercanas filogenéticamente a E. affinis, se secuencio, y
utilizd de la base de secuencias del GENBANK (ver Cuadro 4) secuencias del genero
Euphonia, y como grupo externo se adjunté a los géneros Haemorhous, Carpodacus y
Fringilla. En el programa MEGA 5.2 (Tamura et al. 2011) se obtuvo la matriz de distancias

genéticas pareadas por gen bajo los siguientes parametros: bajo el modelo de Maxima
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verosimilitud, 500 réplicas para obtener el soporte por Bootstrap, utilizando las transversiones y

transiciones y especificando el modelo evolutivo para cada gen.

Cuadro 4.

Secuencias obtenidas del GENBANK para complementar el grupo externo utilizado en este
estudio.

Especie NUmero de acceso Autor

Fringilla montifringilla

Fringilla teydea
Haemorhous mexicanus

Carpodacus vinaceus
Euphonia finschi
Euphonia chlorotica
Euphonia musica
Euphonia violacea

Euphonia lanirostris

Euphonia xanthogaster

Euphonia minuta

GU816920 (Gen ODC)
GU816851 (Gen ND2)
IN715184 (Gen GAPDH)
EU739811 (Gen MUSK
KC767747 (Gen BRM)
KC292816 (ND2)
KC292792 (MUSK)
KM112839 (ODC)
IN715155 (GAPDH)
HQ284789 (Gen GAPDH)
KJ455737 (Gen ODC)
IN715444 (Gen ND2)
AF290106 (Gen ND2)
JN15362 (Gen ODC)
JN715180 (Gen GAPDH)
IN7151175 (Gen GAPDH)
IN715451 (Gen ND2)
JN15360 (Gen ODC)
IN715453 (Gen ND2)
JN715363 (Gen ODC)
JN71581 (Gen GAPDH)
IN715449 (Gen ND2)
JIN715358 (Gen ODC)
IN715176 (Gen GAPDH)
IN715454 (Gen ND2)
IN715364 (Gen ODC)
IN715450 (Gen ND2)
JN715359 (Gen ODC)
IN715177 (Gen GAPDH)

Fjeldsa et al.(2010)
Fjeldsa et al.(2010)
Zuccon et al.(2011)
Hackett (2008)
Lifjeld et al.(2013)
Smith et al.(2013)
Smith et al.(2013)
Smith et al.(2013)
Smith et al.(2013)
Topfer et al.(2011)
Priece et al.(2014)
Priece et al.(2014)
Zuccon et al.(2011)
Zuccon et al.(2011)
Zuccon et al.(2011)
Zuccon et al.(2011)
Zuccon et al.(2011)
Zuccon et al.(2011)
Zuccon et al.(2011)
Zuccon et al.(2011)
Zuccon et al.(2011)
Zuccon et al.(2011)
Zuccon et al.(2011)
Zuccon et al.(2011)
Zuccon et al.(2011)
Zuccon et al.(2011)
Zuccon et al.(2011)
Zuccon et al.(2011)
Zuccon et al.(2011)

2.1.2.2 Tiempos de divergencia

Se obtuvieron los tiempos de divergencia con el programa BEAST v 1.8.0 (Drummond vy
Rambaut 2007). BEAST reconstruye las relaciones filogenéticas y calcula los tiempos de
divergencia con el método de inferencia bayesiana. Se construy6 una matriz particionada para
los genes ND2, ODC y GAPDH, debido a que para estos genes se obtuvo la mayoria de

muestras, asi como las secuencias para el grupo externo obtenidas de GENEBANK.
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BEAST solicita como informacién a priori la asignacién de grupos, por lo que se tomd
como base los grupos monofiléticos de la filogenia de genes concatenados sin agrupar y como
grupo externo la especie Plectrophenax nivalis (Calcariidae), especie cercana a la familia
Fringillidae. A cada particion se le asigné su modelo evolutivo correspondiente, asi como su
respectiva tasa de sustitucion: 0.029s/s/Ma para ND2, 0.0014 s/s/Ma para ODC y 0.0012
s/s/Ma para GAPDH (Lerner et al. 2011). Se utiliz6 una calibracién secundaria, con base a la
divergencia de Fringillidae y los Oscines de nueve plumas primarias del Nuevo Mundo, hace
20-22 millones de afios, tiempo estimado por Barker et al. (2004), se asignd una distribucién
normal, con una media de 21 millones de afios y una desviacion estandar de 1. EI modelo Yule
fue asignado como modelo de Arbol a priori, debido a que es un modelo de especiacion simple
y recomendable cuando se consideran secuencias de diferentes especies, de acuerdo con las
recomendaciones del manual de BEAST. Por altimo, se corrio el analisis durante 10 000 000
millones de generaciones, muestreando cada 1000 arboles. Posteriormente, en el programa
TRACER v 1.5 (http:// tree.bio.ed.ac.uk/ software/ tracer/) se confirmd que todos los valores de

ESSs (Tamario efectivo de muestra) tuvieran una distribucion posterior mayor a 200.

Finalmente, en TREE ANNOTATOR v 1.8.0 (Drummond y Rambaut 2007) se
desecharon los primeros 1000 arboles obtenidos y se definié una probabilidad posterior mayor
de 0.5 para los clados, y asi obtener la filogenia y tiempos de divergencia finales. El arbol fue
editado en FigTree v 1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

2.1.2.3 Estructura y variacion genética

En el caso de las secuencias nucleares, se obtuvieron los alelos con base al método de
Inferencia Bayesiana implementado en el programa PHASE v 2.1 (Stephens et al. 2001), con
los siguientes parametros: 1 000 iteraciones, intervalos de 1 y descartando los primeros 100
alelos obtenidos, Unicamente se seleccionaron para los analisis posteriores los pares de

haplotipos con una probabilidad posterior mayor a 0.90.

Las redes de haplotipos fueron generadas en el programa Network (Bandelt 1999),
utilizando el algoritmo Median Joining, con esto se obtuvo el nimero de haplotipos y sus

frecuencias para cada uno de los cinco genes. Los pardmetros de diversidad genética, como
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Diversidad haplotidica (Hd) y el indice de diversidad nucleotidica (Pi) y el Fs poblacional

fueron calculados en el programa DnaSP v 5 (Librado y Rozas 2009).

2.2 Obtencion y analisis de datos morfométricos
2.2.1 Obtencidn de datos morfométricos

Se obtuvieron medidas morfométricas de 418 ejemplares adultos de Euphonia affinis (213
machos y 121 hembras para E. a. affinis; 56 machos y 28 hembras para E. a. godmani)
pertenecientes a distintas localidades a lo largo de la distribucion geogréfica de las dos
unidades (Fig. 4). Se midieron siete caracteres, definidos con base a las recomendaciones de
Baldwin et al. (1931). Los caracteres tomados son los siguientes: Longitud del Tarso (LT),
Cuerda Alar (CA), Largo de la Cola (LC), Altura de Mandibula hasta el Borde del Nostrilo
(AMN), Largo del Culmen desde la Parte Expuesta (LCPE), Ancho del Pico desde la Base
(ANPB) y Alto del Pico desde la Base (APB). Con el objetivo de evitar la variacion debido al
error de medicidn, cada caracter fue medido en tres eventos independientes y se trabajo con la
media de los valores para cada ejemplar. Las mediciones se realizaron con un calibrador digital

Vernier marca Mitutoyo con una resolucion de 0.01 mm y un error instrumental de +/- 0.02mm.

Con los datos obtenidos se construyé una base de datos en Excel con la siguiente
informacién para cada ejemplar: Museo, numero de catalogo del ejemplar, sexo, localidad,
municipio, estado, pais, latitud y longitud, colector y fecha de colecta, para algunos ejemplares
fue necesario obtener las coordenadas geograficas, cuando la descripcion de la localidad lo
permitiera. Los ejemplares provienen de las siguientes Colecciones Ornitoldgicas: Laboratorio
de Zoologia Moore (Moore Laboratory Zoology), Museo Americano de Historia Natural
(American Museum of Natural History),Museo de Historia Natural de Louisiana (Louisiana
Museum of Natural History),Academia de Ciencias Naturales (Academy of Natural Sciences),
Museo de Zoologia Comparada (Museum of Comparative Zoology), Museo de Historia Natural
de Delawere (Delawere Museum of Natural History), Museo de Zoologia Alfonso L. Herrera,
Facultad de Ciencias UNAM vy de la Coleccion Nacional de Aves del Instituto de Biologia,
UNAM.
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Fig. 4. Localidades Euphonia affinis (Pieles). Los puntos color azul corresponden a E. a. godmani y los puntos

color amarillo a E. a. affinis.

2.2.2 Analisis de datos morfométricos

Previo al andlisis estadistico de los datos, se clasificaron los ejemplares en dos grupos de
estudio: E. a. affinis y E. a. godmani, con base a los dos grupos genéticos obtenidos, y la
distribucion geografica de las dos entidades morfoldgicas previamente descritas para la
coloracién del plumaje. Los analisis fueron realizados en el paquete estadistico SPSS Statistics
v. 23. (IBM, 2015). Previamente de realizar los analisis los datos fueron transformados a
Logaritmo Natural, la utilidad de la transformacion de datos es reducir el sesgo que pueda

existir entre los datos y ajustar los datos a una distribucion normal.

Una vez transformados los datos, se realizd6 una prueba de Analisis de Varianza
(ANOVA, por sus siglas en inglés) de una via o factor, para encontrar diferencias en las medias
de los caracteres entre machos y hembras, dentro de cada una de las dos unidades genéticas y
geograficas descritas previamente. La prueba de ANOVA de una via o factor nos permite
contrastar las medias entre distintos grupos o poblaciones en una variable cuantitativa
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(Dependiente), respecto a un factor que es una variable categorica (Independiente) que define
los grupos que se busca comparar. En esta prueba la Hipotesis nula (Ho) es que no existen
diferencias en las medias, mientras que la Hipdtesis alternativa sera que si existen diferencias
en las medias de los grupos; los resultados se contrastaron de acuerdo con el valor de
significancia o valor de P: si el valor de P es >0.05 se acepta la Ho, mientras que un valor de <
a 0.05 se rechaza la Ho. Debido a que se encontraron diferencias en las medias de algunos
caracteres entre machos y hembras, los analisis posteriores se realizaron en forma separada para

los sexos.

Para evaluar si existen diferencias en las medias entre E. a. affinis y E. a. godmani, se
realiz6 una ANOVA de una via, donde la Hipotesis nula (Ho) fue que no existen diferencias en
las medias de los grupos y como Hipdtesis alternativa que si existen diferencias en las medias
de los grupos. En este caso la variable independiente o factor estd definida por el linaje

genético: E. a. affinis o E. a. godmani.

Adicionalmente se realizd una prueba de Andlisis de Componentes Principales. Los
Analisis de Componentes Principales son una prueba de la estadistica multivariada, Utiles para
encontrar la variabilidad de un conjunto de datos y ordenar por importancia las variables en la
variacion total de los datos. El anélisis de componentes principales se realiz6 en el programa
SPSS Statistics v. 23 (IBM 2015) bajo los siguientes criterios: para obtener los componentes
principales se indicé al programa que obtuviera la matriz de covarianza, en lo que respecta a los
valores perdidos se especificd la opcidn de eliminar del analisis los ejemplares que tuvieran
valores perdidos, se obtuvieron los valores puntuales de cada componente por ejemplar por
medio del método de regresién. Finalmente con éstos valores se construyeron los graficos de
dispersion de puntos con dos dimensiones como se indica a continuacion: componente principal
1 versus componente principal 2, componente principal 1 versus componente principal 3 y
componente principal 2 versus componente principal 3. De igual forma que los anélisis
anteriores, el ACP se realizd en forma separada para ejemplares machos y hembras.
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2.3 Modelado de Nicho Ecolodgico
2.3.1 Modelado de Nicho Ecol6gico actual y paleodistribuciones

La distribucion de Modelado de Nicho Ecoldgico se construyé utilizando el Modelo de
Méaxima Entropia, en el programa MaxEnt 3.3.3 (Phillips et al. 2011). Para construir los
modelos, primero se obtuvieron registros para ambas unidades genéticas encontradas. Con el
fin de evitar errores en los registros por una incorrecta identificacion, se utilizaron los registros
proporcionados por las colecciones cientificas (citadas anteriormente), de los ejemplares
analizados con datos morfométricos y las coordenadas de los ejemplares de tejidos. Para tratar
de cubrir toda el area hipotética de distribucion se complementd con tres registros visuales
obtenidos en la herramienta AverAves (http: //ebird.org/ content/ averaves/ acerca/) para la

unidad E. a. godmani.

Las variables ecoldgicas actuales se obtuvieron de la base de datos climaticos de
WordIClim (Hijmans et al. 2005), disponibles en la pagina: http://www.worldclim.org/, en
formato .tif y a una resolucion de ~ 1Km. Para seleccionar las variables con las cuales realizar
el modelo se hizo un Anélisis de Componentes Principales y se seleccionaron las variables que
presentaron valores > 0.8 en el Cuadro de Eingevectores. Las variables seleccionadas fueron:
B1O1: Media de temperatura anual, BIO4: Temperatura estacional, BIO5: Temperatura maxima
del mes maés calido, BIO6: Temperatura minima del mes mas frio, BIO7: Rango de temperatura
anual, BIO8: Temperatura media del trimestre mas humedo, BIO9: Temperatura del trimestre
mas seco, BIO10: Temperatura media del trimestre més célido, BIO11: Temperatura media del
trimestre mas frio, BIO12: Precipitacion anual, BIO14: Precipitacion del mes mas seco, BIO16:

Precipitacion del trimestre mas hiumedo y BIO17: Precipitacion del trimestre mas seco.

Cada unidad genética fue modelada con los siguientes parametros: 20 réplicas, el 25%
de los puntos se utilizaron para calibrar el modelo y el 75% para correrlo, los siguientes valores
se dejaron en forma automatica en MaxEnt: 500 iteraciones, valor limite de convergencia
0.00001 y un valor de prevalencia de 0.5. Por ultimo, de las 20 réplicas realizadas en cada

modelo, se eligid la réplica con el mayor valor de AUC (Area bajo la curva).
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Posteriormente en ArcGis v. 10.2.2 (ESRI 2014), cada modelo fue reclasificado en
presencia-ausencia, a partir del valor de umbral dado por el umbral de presencia minima, de

acuerdo con los valores de probabilidad o0 Maxima Entropia que proporciona Maxent.

Para obtener las paleodistribuciones de los dos linajes encontrados con caracteres
genéticos se proyectd el modelo obtenido en el presente en las capas disponibles en:
http://www.worldclim.org/, del Ultimo méaximo glaciar (hace ~22,000), bajo dos escenarios:
MIROC-ESM (Hasumim y Emori 2004) y CCSM (Collins et al. 2004). Estos escenarios
simulan condiciones climaticas diferentes, CCSM asume un escenario mas frio que MIROC
(Otto-Bliesner et al. 2007) y el Gltimo periodo interglaciar (hace ~120,000 — 140,000) (Otto-
Bliesner et al. 2007).

2.3.2 Similitud y superposicion de nicho ecoldgico

Para evaluar la similitud y superposicion de nicho ecoldgico se hicieron dos analisis que se
describen a continuacién. El primero fue un Andlisis de Componentes Principales, donde se
utilizaron los valores de las trece variables ambientales con las que se modelé cada linaje. Los
valores fueron extraidos a partir de los modelos obtenidos para cada unidad en ArcGis y los

analisis estadisticos se realizaron en SPSS Statistics v.23. (IBM, 2015).

El segundo método fue el propuesto por Warren et al. (2010) con la herramienta
ENMTools. ENMtools es una herramienta que permite generar estadisticos para cuantificar la
similitud de MNE, a partir de los modelos generados con las variables ambientales de eleccion,
puntos de ocurrencias y utilizando el algoritmo de Méaxima Entropia por medio del programa
Maxent (Warren et al. 2010). Para poder cuantificar la similitud, el método se compone de tres
analisis (Warren et al. 2010): El primer andlisis fue obtener el valor observado de
superposicién de nicho, por medio de los estadisticos | y D de Schoener. Para obtener dicho
valor se ingres6 el modelo de nicho ecoldgico obtenido para E. a. godmani y el modelo de E. a.
affinis en formato ASCII en la opcion de superposicion de nichos por archivos ASCII (Niche
overlap), es importante recalcar que dicho modelo debe haberse obtenido en el mismo espacio
geografico. Al correr el analisis el programa utilizo los valores de idoneidad de cada celda de

cada modelo ingresado para calcular los estadisticos | y D de Shoener, segun las formulas:
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Estadistico I:

Lpg.py) =1 _%\Z<\,/P?_ \/P?)L

i

D de Schoener:

1
Dippy) =1-7 Z P — P
Donde Px y Py son la medida de idoneidad para cada especie X y Y, en cada celda i, en
ambas formulas. EI programa gener6 un documento de texto con los valores de | y D, los cuales
tienen un rango de 0 a 1, donde cero indica ninguna superposicion y 1 nichos idénticos, los
valores obtenidos, son los valores observados para | y D, que se compararon con las pruebas

posteriores, que a continuacion se explican.

El segundo anélisis es la “Prueba de Identidad” (ldentity test en inglés), esta prueba
permite probar si dos especies muestran diferencias estadisticamente significativas en los
modelos de nicho ecoldgico que producen. Para correr dicha prueba, se ingresaron al programa
los puntos de ocurrencia de E. a. godmani y E. a. affinis 72 y 104 respectivamente. Como
primer paso el programa junta todos los puntos de ocurrencia y elige al azar un ndmero
determinado puntos, este nimero estd dado por el nimero de ocurrencias de cada especie (72
para E. a. godmani y 104 para E. a. affinis). En segundo lugar, con los puntos elegidos al azar
el programa generd un modelo de nicho ecolégico a través del logaritmo de Maxent. Como
tercer paso una vez obtenido el modelo de nicho ecoldgico, el programa calcula los valores de |
y D. Los tres pasos se repitieron para cada una de las especies y se indico que se generaran 100
réplicas. Con las 100 réplicas el programa generé un documento de texto con los valores de | 'y
D obtenidos en cada réplica, con estos valores se obtuvo un histograma de frecuencias. El
tercer andlisis es la “prueba de fondo ambiental” (background test en inglés), determina si los
modelos de nicho ecoldgico obtenidos para dos especies son mas similares que lo esperado por
el azar con base a las regiones geograficas en los que se encuentran sumergidas. De acuerdo al
autor de esta metodologia para delimitar el fondo ambiental (background) de una especie es
importante considerar los conocimientos de la biologia de la especie y su distribucién, y una
estrategia sugerida es utilizar un modelo de nicho ecoldgico obtenido previamente. Para
realizar este analisis, como primer paso en ENMTools se ingresaron los puntos de ocurrencia

de E. a. affinis y E. a. godmani, como fondo para cada especie se utilizé el modelo de nicho
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ecologico para cada especie (explicado anteriormente) en formato ASCII. Para comparar el
modelo de nicho ecoldgico de E. a. affinis contra el fondo de E. a. godmani se le indico al
programa que tomara una muestra del fondo de E. a. godmani, igual 104 puntos, que fue el
numero de puntos de ocurrencia ingresados para E. a. affinis. En paralelo para comparar el
modelo de nicho ecoldgico de E. a. godmani contra el fondo de E. a. affinis se le indicé que
tomara una muestra de 72 puntos, nimero de puntos de ocurrencia ingresados para E. a. affinis.
Con estos datos el programa generé un modelo de nicho ecoldgico con los puntos de la especie
focal, posteriormente tomé los puntos de ocurrencia al azar dentro del fondo de la especie
contraria, y genero6 otro modelo de nicho ecolégico. Una vez obtenidos ambos modelos calcul6
los valores de | y D, dicho procedimiento se repitid 100 veces. De este modo, el programa
generd como archivo de salida un documento de texto con los valores de | y D calculados para
cada una de las 100 repeticiones de la prueba, con dichos valores se construyd un histograma
de frecuencias, para E. a. affinis versus el fondo E. a. godmani y otro para los valores de | y D
de E. a. godmani versus el fondo de E. a. affinis. Por ultimo en los histogramas generados para
la prueba identidad y la prueba de fondo se sefial6 el valor observado de 1 y el valor observado

de D para la interpretacion de los resultados.

I11. Resultados
3.1 Datos genéticos

Se obtuvo un total de 104 secuencias para Euphonia affinis, de las cuales 23 corresponden al
gen mitocondrial ND2 (1044pb), y para los genes nucleares 21 para ODC (557), 16 para
MUSK (500), 22 para GAPDH (283) y 22 para BRM (314pb). En la Cuadro 5 se observan los
porcentajes de composicion nucleotidica, los sitios polimoérficos, informativos y monomorficos.
El gen ND2 presentd 89 sitios filogenéticamente informativos, siendo el gen con mas sitios
variables, mientras que el gen GAPDH fue el gen menos variable, con s6lo un sitio
filogenéticamente informativo. Los sitios filogenéticamente informativos, corresponden a sitios
con dos tipos diferentes de caracteres, cada uno ocurriendo al menos dos veces, e informan

acerca de la variabilidad que tiene un gen.
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Cuadro 5.
Porcentaje de composicion nucleotidica por gen y sitios polimérficos.

T %C %A %G Sitios Sitios parsimoniamente Sitios
polimorficos informativos monomorficos
ND2 256 325 316 104 100 89 897
ODC 36.6 169 273 19.1 13 10 535
MUSK 326 16.8 305 20.3 11 8 476
GAPDH 254 199 21.0 337 2 1 262
BRM 346 129 346 179 3 2 288

3.1.2 Andlisis filogenéticos

Los modelos evolutivos de sustitucion nucleotidica seleccionados, fueron los siguientes: HKY
(BRM), HKY (GAPDH), HKY (ODC), TPM1uf (MUSK) y TVM+G (ND2). Con estos
parametros se obtuvieron seis topologias (ver apéndice), una para cada gen y una topologia
para genes concatenados (Fig. 5), con una matriz particionada e indicando para cada gen su

modelo evolutivo correspondiente.

Euphonia affinis, es monofilética para el arbol de concatenados, ND2, ODC y MUSK,
con una probabilidad posterior de 1; sin embargo, no lo es para la topologia obtenida para BRM
y GAPDH. En las seis topologias obtenidas, el grupo hermano del clado de E. affinis, esta
formado por las especies E. chlorotica, E. luteicapilla y E. finschi. Dentro del clado de E.
affinis tanto en la filogenia de concatenados como para la filogenia de los genes ND2, ODC,
MUSK y BRM se obtienen dos clados uno que agrupa los individuos del oeste de México (E. a.
godmani) y el otro grupo a los individuos del este de México y Centroamérica (E. a. affinis),
ambos con una probabilidad posterior de 1. Los valores de distancia genéticas pareadas se

muestran en la Cuadro 6.
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Cuadro 6.
Distancias genéticas pareadas por gen para las especies bajo estudio.

ND2 E. a. affinis E.a.godmani E. chlorotica  E. luteicapilla
affinis

godmani 0.11**

E. chlorotica 0.14* 0.17*

E. luteicapilla 0.15* 0.16* 0.09*

E. finschi 0.14* 0.15* 0.09* 0.03**

OoDC E. a. affinis E.a.godmani E. chlorotica  E. luteicapilla
affinis

godmani 0. 01**

E. chlorotica 0. 01** 0.01**

E. luteicapilla 0. 01** 0.01** 0.01**

E. finschi 0. 01** 0.01** 0.01** 0.01**
GAPDH E. a. affinis E.a.godmani E. chlorotica  E. luteicapilla
affinis

godmani 0.00**

E. chlorotica 0.05** 0.05**

E. luteicapilla 0.05** 0.05** 0.00*

E. finschi 0.121* 0.121* 0.115* 0.115*
MUSK E. a. affinis E.a.godmani E. chlorotica  E. luteicapilla
affinis

godmani 0.01**

E. chlorotica 0.02** 0.02**

E. luteicapilla - - -

E. finschi - - - -

BRM E. a. affinis E.a.godmani E. chlorotica  E. luteicapilla
affinis

godmani 0.01**

E. chlorotica 0.06* 0.06*

E. luteicapilla 0.07* 0.07* 0.07*

E. finschi - - - -

P <0.005** P < 0.05*

29



Fringilla

085
05

05

Sinaloa VGR 1189
| I‘I Sinaloa VGR 1073
" 1Jalisco CPM 063

I-Nayal‘it ORT 003

Euphonia chloroetica

‘ | Euphonia finschi
Euphonia luteicapilla

Euphenia musica

Chlorophonia occipitalis

Euphenia fulvicrissa

L Euphonia xanthogaster

Euphonia violacea

L Euphonia laniirostris

Euphonia minuta

Carpodacus vinaceus

Haemorhous mexicanus

0000

Fig. 5. Filogenia reconstruida, para genes concatenados y particionada, por el método de

Inferencia Bayesiana. En color azul se representa el clado que agrupa a los individuos de E. a.

godmani (oeste) y en amarillo a los individuos agrupados de E. a. affinis (este de México y

Centroamérica).
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3.1.3 Tiempos de divergencia

E. a. affinis y E. a. godmani divergieron hace 2.91 millones de afios con un intervalo de 1.34-
4.34 Ma, es decir, a finales del Plioceno e inicios del Pleistoceno (Fig. 6 y Cuadro 6). El clado
de Euphonia affinis divergié de su grupo hermano hace 5 Ma, y la subfamilia Euphoninae

divergid de los deméas miembros de la familia Fringillidae hace 9.39 Ma.

Cuadro 7.

Tiempo de divergencia obtenidos en BEAST v1.8 (Drummond et al. 2007).

Valores Fringillidae Carduelinae Euphoninae E.affinis/  Affinis godmani
E.godmani

Media 16.19 8.79 9.39 291 0.32 0.24

SD 0.15 0.10 9.55E-2 4.54E-2 4.03E-3 3.18E-3

Mediana 16.40 8.84 9.42 2.89 0.31 0.23

Media geométrica  15.92 8.51 9.22 2.80 0.31 0.22

Inferior HPD 95%  10.84 4.19 6.03 1.34 0.17 7.95E-2

Superior HPD 95% 21.38 12.49 12.72 4.34 0.51 0.42

ESS 334.7 403.7 322.4 297.6 518.3 943.7

SD: Desviacion estandar. ESS: Tamano efectivo de muestra.
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Figura. 6. Tiempos de divergencia obtenidos en BEAST v1.8 (Drummond et al. 2007). En

azul se muestran las barras de tiempo de divergencia de cada nodo con la densidad

posterior del 95%.
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3.1.4 Estructura y variacion genética

Las redes de haplotipos construidas con cada gen muestran una correspondencia geogréafica
entre los haplotipos y las poblaciones de E. a. godmani, en el oeste de México, y E. a.
affinis en el este de México y Centroamérica (Fig. 7). En el caso del gen mitocondrial ND2
se obtuvieron 12 haplotipos y un valor de diversidad haplotidica (Hd) de 0.9289. La
distribucion geogréafica de los haplotipos es la siguiente: dos haplotipos que agrupan a los
individuos de E. a. godmani, distribuidos en el oeste de Meéxico, separados por 77
mutaciones respecto a los 10 haplotipos distribuidos en el este de México y Centroamérica,

que representan a los individuos que pertenecen a E. a. affinis.

En patron similar al del gene mitocondria se encontr6 en las redes obtenidas para los
genes ODC y MUSK, donde se encontraron 11 y 7 haplotipos, y Hd de 0.8669 y 0.5668,
respectivamente. La distribucion geografica de estos haplotipos esta dada como sigue: para
el gen MUSK 2 haplotipos en el oeste de México, separados por 3 mutaciones de los 9
haplotipos distribuidos en el este de México y Centroamérica; en la red construida para el
gen ODC se encontraron 2 haplotipos distribuidos en el oeste de México, separados por 6 y
7 pasos mutacionales de los 5 haplotipos distribuidos en el este de Meéxico vy

Centroamérica.

Para la red del gen BRM, se detectaron 4 haplotipos, y obtuvo un valor de Hd de
0.500, de los cuatro haplotipos, uno agrupa al oeste de México, separados por un paso
mutacional respecto a los haplotipos distribuidos en el este de México y Centroamérica.

Contrastando con las redes de haplotipos anteriores, la red obtenida para el gen
GAPDH presento6 solo tres haplotipos, de los cuales uno se encuentra distribuido a lo largo
del oeste y este de México y Centroamérica. Los dos restantes se separan por un paso
mutacional del haplotipo central. Para el gen GAPDH el valor de Hd fue 0.1723, siendo el

gen con menor diversidad genética.
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A) ND2
1
E) GAPDH
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5 Figura. 7 Redes de haplotipos. En numero se
indican los pasos mutacionales entre E. a.
o godmani (azul) y E. a. affinis (amarillo). Dentro
\ de los grupos, cada paso mutacional esta
: £ O representado por una linea. F) Distribucion
N o 5 °8 4 geografica de los haplotipos, godmani
A o o representado en azul; affinis representado en
S e m w o o amarillo.
Cuadro 8.
Valores de diversidad para cada gen.
ND2 OoDC MUSK GAPDH BRM
NuUmero de haplotipos 12 7 11 3 4
Diversidad 0.172 0.567 0.867 0.172 0.500
haplotidica(Hd) c 0.005 ¢ 0.006 ¢ 0.001 ¢ 0.005 ¢ 0.005
SD: 0.074 SD: 0.082 SD: 0.041 SD: 0.074 SD: 0.077
Diversidad nucleotidica 0.027 0.004 0.004 0.0006 0.00203
(Pi) ¢ 0.00007 ¢ 0.0000009 o 0.0000003 o 0.0000001 o 0.000002
SD: 0.008 SD:0.0009 SD:0.0005 SD:0.074 SD: 0.0003
Theta por secuencia 27.094 3.021 2.731 0.460 0.689
Theta por sitio 0.027 0.005 0.005 0.001 0.002
Fst 0.973 0.803 0.785 0.042 0.857
D de Tajima -0.018* -0.673* -0.709* -1.138* -0.304*

P <0.10*
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3.2 Datos morfométricos

Se analiz6 un total de 418 ejemplares para Euphonia affinis, de los cuales 213 son machos
y 121 hembras para la E. a. affinis, y 56 machos y 28 hembras para la subespecie E. a.
godmani. El andlisis de varianza entre machos y hembras para E. a. affinis y E. a. godmani
muestra un valor de F con una significancia menor a 0.05 en las siguientes medidas: Cuerda
Alar y Alto del Pico para ambas subespecies, y en forma adicional Largo del Culmen desde
la Parte Expuesta, para la subespecie E. a. affinis (Apéndice 3). Por lo que los analisis
posteriores se realizaron por separado para machos y hembras.

El analisis de varianza para comparar las medias de los machos entre los dos linajes
E. a. affinis y E. a. godmani, mostré un valor de significancia menor a 0.05 en los
siguientes caracteres: Cuerda alar, Largo de la cola, Alto de la mandibula al borde del
nostrilo, Alto del pico desde la base, Largo del culmen desde la parte expuesta y Ancho del
pico desde la base (Cuadro 10). Para E. a. godmani las medias son més grandes en cinco de
los siete caracteres tomados, mientras que E. a. affnis presentd una media mayor en el

Largo de la Cola y Largo del Culmen desde la parte expuesta (Figura 8).

Para las hembras, tenemos que el andlisis de varianza mostré un valor de
significancia menor a 0.05 en cinco de los siete caracteres: Largo del Tarso, Cuerda Alar,
Largo de la cola, Alto del pico desde la base y Ancho del Pico desde la base (Cuadro 11).
Igual que en el caso de los machos, E. a. godmani presenta medias mayores en cinco de los
siete caracteres tomados, y las dos excepciones son las mismas (Largo de la cola y Largo
del culmen desde la parte expuesta), ambas ligeramente mayores en E. a. affinis (Figura 9).
En ambos ANOVAS, la variacion fue mayor dentro de los grupos, que entre los grupos,

como observamos en sus respectivas Cuadros (Cuadro 10 y 11).
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Cuadro 10.

ANOVA de los datos obtenidos para machos para comparar E. a. affinis y E. a. godmani.

Sumade gl Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Largo del Tarso Entre grupos 0.006 1 0.006 3.786 0.053
Dentro de grupos 0.426 261  0.002
Total 0.432 262
Cuerda Alar Entre grupos 0.034 1 0.034 30.88 0.000
Dentro de grupos 0.289 266  0.001 7
Total 0.323 267
Largo de la Cola Entre grupos 0.033 1 0.033 6.229 0.013
Dentro de grupos 1.410 265  0.005
Total 1.443 266
Alto de la Entre grupos 0.089 1 0.089 13.07 0.000
Mandibula hastael Dentro de grupos 1.697 248  0.007 5
borde del Nostrilo  Total 1.786 249
Alto del Pico desde  Entre grupos 0.527 1 0.527 91.66 0.000
la Base Dentro de grupos 1.471 256  0.006 3
Total 1.998 257
Largo del Culmen  Entre grupos 0.028 1 0.028 8.164 0.005
desde la Parte Dentro de grupos 0.907 262  0.003
Expuesta Total 0.935 263
Ancho del Pico Entre grupos 0.062 1 0.062 5.388 0.021
desde la Base Dentro de grupos 3.016 262 0.012
Total 3.079 263
Cuadro 11.
ANOVA de los datos obtenidos para hembras para comparar E. a. affinis y E. a. godmani.
Suma de gl Media cuadritica  F Sig.
cuadrados
Largo del Tarso Entre grupos 0.007 1 0.007 3.948  0.049
Dentro de grupos  0.267 144 0.002
Total 0.275 145
Cuerda Alar Entre grupos 0.033 1 0.033 27.312 0.000
Dentro de grupos  0.178 147  0.001
Total 0.211 148
Largo de la Cola Entre grupos 0.030 1 0.030 6.078 0.015
Dentro de grupos  0.715 145  0.005
Total 0.745 146
Alto de la Entre grupos 0.020 1 0.020 3.059  0.083
Mandibula hastael  Dentro de grupos  0.902 136  0.007
borde del Nostrilo Total 0.922 137
Alto del Pico desde Entre grupos 0.100 1 0.100 18.053  0.000
la Base Dentro de grupos  0.745 134  0.006
Total 0.846 135
Largo del Culmen Entre grupos 0.002 1 0.002 0.362 0.548
desde la parte Dentro de grupos  0.897 145  0.006
expuesta Total 0.899 146
Ancho del Pico Entre grupos 0.053 1 0.053 5.877 0.017
desde la Base Dentro de grupos  1.329 147  0.009
Total 1.383 148
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En lo que respecta al analisis de componentes principales, los tres primeros
componentes principales representan el 62.265 % de la varianza para machos y el 64.218
% de la varianza para hembras. De acuerdo con los valores de Eingvectores obtenidos, las
variables de mayor importancia para los componentes son: para el componente, 1 Alto del
Pico desde la Base y Alto de la Mandibula hasta el Borde del Nostrilo, componente 2 Largo
de la cola y Ancho del Pico desde la Base y para el componente 3 Largo del Tarso, en el
caso de los machos (Cuadro 12). Para las hembras (Cuadro 13) las variables mas
correlacionadas con los componentes son: Para el componente 1 Alto del Pico desde la
Base y Alto de la Mandibula hasta el Borde del Nostrilo, componente 2 Ancho del Pico
desde la Base y para el componente 3 el Largo de la Cola. En la figura 11 se observan los
graficos de dispersion de puntos, obtenidos para el analisis de componentes principales para
machos. Para el grafico del componente 1 versus componente 2 (Fig. 11 A) se observa que
la mayor parte de los puntos para el linaje de E. a. godmani se concentran en el cuadrante 3
y 4, mientras que los puntos para el linaje E. a. affinis estdn dispersos en los cuatro
cuadrantes. El gréfico del componente 1 versus componente 3, los puntos de E. a godmani
se concentran en el cuadrante 3, a diferencia de E. a. affinis que se dispersa en los cuatro
cuadrantes (Fig. 11 B). En el grafico del componente 3 y 2, la dispersion de los puntos es
similar para ambos grupos, sin embargo, la dispersion de puntos de E. a. godmani se
concentran mas en el cuadrante 1. Para el anélisis de componente en hembras, el grafico de
dispersion de puntos para el componente 1 y componente 2 presenta una dispersion de
puntos similar a la de los machos, donde los puntos de E. a. godmani se concentran en el
cuadrante 3 y 4, mientras que E. a. affinis se distribuye en los cuatro cuadrantes de forma
similar. En el grafico del componente 1 y componente 3, se observa que la dispersion de
puntos de E. a. godmani se distribuye en los cuadrantes tres y cuatro, mientras que E. a.
affinis se esta distribuido en los cuatro cuadrantes. Para el tercer grafico (componente 2 vs
componente 3) la distribucién de puntos para ambos grupos se encuentra en forma similar

para ambos linajes, distribuyéndose en los cuatro cuadrantes.
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Cuadro 12.

Valores de Eingvectores para el Analisis de Componentes (Machos)

Componente 1  Componente 2  Componente 3

LT 0.217 0.139 0.887
CA 0.607 0.412 0.247
LC -0.244 0.674 0.058
AMN 0.781 -0.126 -0.191
APB 0.874 -0.204 -0.100
LCPE 0.386 0.276 -0.166
ANPB -0.076 -0.721 -0.364
% de la varianza 28.629 47.158 62.265
Cuadro 13.
Valores de Eingvectores para el Analisis de Componentes (Hembras)
Componente 1 Componente 2 Componente 3
LT 0.384 0.362 0.145
CA 0.592 -0.238 0.510
LC -0.130 0.288 0.773
AMN 0.804 -0.174 -0.023
APB 0.843 -0.144 -0.062
LCPE 0.436 0.505 -0.444
ANPB 0.096 0.843 -0.068
% de la varianza 32.181 48.468 64.218
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3.3 Modelado de Nicho Ecolégico
3.3.1 Modelado de Nicho Ecoldgico actual y paleodistribuciones

Para ambos linajes se eligio el modelo que presentara un valor de AUC mayor de las veinte
réplicas obtenidas para los puntos con los que se modeld. En el caso de E. a. affinis un
valor de AUC de 0.918 para el modelo elegido y 0.894 en promedio. Mientras que E. a.
godmani obtuvo un valor promedio de 0.983 de AUC y 0.990 para el mejor modelo
obtenido. De las trece variables obtenidas de acuerdo con la prueba de Jackknife (Apéndice
4) que realiza MAXENT, las variables con mayor importancia para generar los modelos
fueron: la BIO7 que describe el rango de temperatura anual y la BIO 8 que describe la
temperatura media del trimestre mes mas humedo para E. a. affinis y E. a. godmani,

respectivamente.

En las distribuciones obtenidas para ambos linajes se observa una superposicion de
ambos grupos en el centro de la Vertiente del Pacifico (Desde el Sur de Sinaloa hasta
Chiapas) (Fig. 13 a 'y b), sin embargo, de acuerdo a los registros obtenidos para los analisis
realizados en este estudio, ambos linajes tienen como limite de distribucion el centro de

Guerrero.

En las proyecciones para el Ultimo Maximo Glaciar en la figura 13(a- d), se observa
que E. a. affinis, muestra una reduccion de distribucion respecto a la actual, con un hueco
en el Istmo de Tehuantepec, y ausencia de prediccion en el noreste de México, aunque
presenta una expansion potencial de su rango de distribucion hacia las Islas del Caribe y
Cuba (donde no se encuentra actualmente).

Por otra parte, E. a. godmani muestra una reduccién de la distribucion del nicho
ecologico, hacia al Oeste de México, con un hueco en el Istmo de Tehuantepec. Para el
Ultimo Interglaciar (Fig. 14 e y f) se observa una expansion de la distribucion de E. a.
affnis y un desplazamiento hacia el centro y oeste de México, ademas de una amplia
distribucion hacia Centroamerica. En contraste E. a. godmani, muestra una distribucion

similar a la actual, restringida al centro y sur de la Vertiente del Pacifico en México.
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Fig. 13. Distribuciones geograficas obtenidas por medio de Modelo de Nicho Ecoldgico. A) Area predicha
para E. a. godmani, cuadros azules indican los puntos de ocurrencia para E. a. godmani. B) Area predicha

para E. a. affinis. Cuadros amarillos indican los puntos de ocurrencia para E. a. affinis.
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Fig. 14. Paleodistribuciones obtenidas por la proyeccién de Nicho Ecolégico para E. a.
affinis (izquierda) y E. a. godmani (derecha). Ultimo Maximo Glaciar (~22,000) para el
escenario MIROC (a) y el escenario CCSM (c). Ultimo Interglaciar (~120, 000 -140, 000) e
yf.

3.3.2 Superposicion de Nicho Ecoldgico

En el Analisis de Componentes Principales, se rescata el 95.359% de la variacion total, y en
la gréfica de los componentes (Fig. 15), observamos que en el espacio ambiental existe una
superposicion de ambos linajes, ademas de que el linaje E. a. affinis presenta un espacio
ambiental mayor a diferencia de E. a. godmani, que podria decirse que tiene un espacio
ambiental restringido. Las variables ambientales que aportaron mas informacion a los

componentes fueron (>0.7): BIO 1, BIO 6, BIO 8, BIO 9, BIO 10, y BIO 11 para el
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componente 1, BIO 12 para el componente 2 y BIO 14 para el componente 3. Todas estas
relacionadas con temperatura, a excepcion de la BIO 12 que representa la precipitacion
anual (Cuadro 15) y BIO 14 que representa la precipitacion del mes més seco.

Componente principal 2
(Precipitacion anual)

. ny'e - of
QE. a godmani i f.;f-f;;f% S oﬁ&“
’ ) G
E. a. affinis %00,

Fig. 15. Distribucion de casos en el espacio ambiental, generado por los tres componentes con
mayor porcentaje de variacion 95.359% y las variables con mayor contribucién para cada
componente se marcan en negritas en el cuadro 14.
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Cuadro 14.
Valores de Eingvectores (APC).

Componente

BIO1 Temp. media anual

BI04 Temp. estacional

BIO5 Temp. maxima del mes mas calido

BIO6 Temp. minima del mes mas frio

BIO7 Rango de temperatura anual

BIO8 Temp. media del trimestre del afio mas humedo
BIO9 Temp. media del trimestre del afio més seco
B1010 Temp. media del trimestre del afio mas humedo
B10O11 Temp. media del trimestre del afio méas seco

B1012 Precipitacion anual

B1014 Precipitacion del mes mas seco

B1016 Precipitacion del trimestre del afio més himedo
BI1017 Precipitacion del trimestre del afio méas seco

% Varianza

1
0.952
-0.292
0.722
0.971
-0.551
0.846
0.962
0.861
0.971

0.617
0.272
0.666
0.274
54.304

2
0.300
0.684
0.638
-0.074
0.674
0.491
0.232
0.484
0.081

-0.723
-0.687
-0.622

-0.695
83.723

3
-0.015
0.606
0.182
-0.180
0.390
0.158
-0.003
0.144
-0.195

0.087

0.648

-0.036
0.645
95.359

Cuadro 15.

Estadisticos descriptivos para las variables ambientales con mayor importancia de acuerdo

al Analisis de Componentes Principales.

Euphonia affinis godmani

Euphonia affinis affinis

Media Max. Min. SD Media Max. Min. SD

BIO1 (°C) 25.73 292 21 1.54 20.03 28.80 11.30 4.44
BI106 (°C) 14.03 218 7.1 4,08 9.40 21.60 -5.80 6.01
BIO7 (°C) 21.75 326 125 524 20.83 32.80 9.30 4,71
BIO8 (°C) 28.48 326 23 1.69 21.21 30.10 1.20 4.18
BIO9 (°C) 24.76 294 192 1.98 18.74 29.00 0.90 4.76
BI1010 (°C) 28.92 326 235 152 22.11 31.50 2.40 4.33
BIO11 (°C) 22.14 283 163 342 17.50 27.80 0.40 4.94
BIO12 (mm) 950 2374 197 43754 1231.06 5581.00 155.00 840.08
BIO14 (mm) 1 2 0 0.42 12.41 238.00 0.00 20.54
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Los valores observados de superposicién de nicho ecoldgico, indican una superposicion
moderada entre los dos nichos ecoldgicos de acuerdo con los valores de | = 0.5y D = 0.25.
En la figura 16 se observan los histogramas de frecuencias obtenidos para la prueba de
Identidad 16 A) para los valores de |1 y 16 B) para los valores de D, con sus respectivos
valores observados de | y D en un recuadro rojo. En ambos histogramas el valor
observado, es menor a los valores representados en los histogramas de frecuencia que
fueron obtenidos al azar, por lo que se considera que los nichos ecoldgicos para cada
especie son lo suficientemente distintos de los nichos ecoldgicos obtenidos al azar. Los
resultados de la prueba de fondo se observan en la figura 17, 17 A) para los valores de | y
17 B) para los valores de D. De la misma forma que en la prueba de identidad se indica en
un rectangulo rojo los valores observados de | y D. Los resultados de este andlisis se
interpretan como sigue: valores mas bajos o mas altos a la distribucion de histograma de
frecuencias se interpretaran como diferencias significativas entre el nicho ecoldgico de una
especie y el fondo ambiental de la otra, mientras que si los valores observados caen dentro
de los histogramas de frecuencias, no habré evidencia de diferencias significativas en los
valores. De acuerdo con los resultados obtenidos para los valores observados de | y D para
la prueba de fondo ambiental (Fig. 17), se rechazan las diferencias entre los nichos

ecoldgicos obtenidos para cada especie y el fondo ambiental en el que estan sumergidas.

Los resultados de APC, la prueba de identidad y la prueba de fondo ambiental, sugieren que
el nicho ecologico de E. a. affinis y su tolerancia a las variables climaticas es mucho mayor
respecto a E. a. godmani, mientras que esta Ultima parece tener un nicho ecolégico mas

restringido.
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Fig. 16. Prueba de identidad de Nicho Ecoldgico. A) Valor de | se indica con el rectdngulo rojo (1=0.5), los
histogramas indican las frecuencias de los valores aleatorios obtenidos. B) Valor de D se indica con el
rectangulo rojo (D=0.25), los histogramas indican las frecuencias de los valores aleatorios obtenidos.
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Fig. 17. Prueba de fondo (Background). En la figura 16 (A) En el histograma se observan las
frecuencias de los valores del indice | obtenidos de forma aleatoria de la comparacion del nicho
ecoldgico y el fondo, el valor de | esté indicado con el rectangulo rojo (1=0.5). (B) En el histograma
se observan las frecuencias de los valores del indice D obtenidos de forma aleatoria de la
comparacion del nicho ecoldgico y el fondo (background), el valor de D esta indicado con el
rectangulo rojo (D=0.25).
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V. Discusion

Los resultados de este trabajo aportan evidencia de dos linajes evolutivos independientes
dentro de Euphonia affinis: E. affinis y E. godmani, distribuidos en el este de México y
Centroamérica, y en el oeste de México, respectivamente. En lo que respecta a la
subespecie E. a. olmecorum descrita por Dickerman en 1982 (Hillty 2014), no se encuentra

evidencia que soporte este subgrupo a nivel genético, morfoldgico y ecoldgico.

De acuerdo con los datos multilocus, la divergencia de los dos linajes ocurrié en el
Plioceno tardio e inicios del Pleistoceno ~2.9 Ma con un intervalo de 4.34 a 1.34 Ma,
posiblemente a causa de la reduccion de los bosques tropicales durante los periodos
glaciares (Gentry 1982, Smith y Klicka 2010).

En lo que respecta a los datos morfométricos de acuerdo a los andlisis univariados
existen diferencias significativas en seis de los siete caracteres tomados en machos,
mientras que en hembras cuatro de los siete caracteres muestras diferencias significativas.
Lo que complementa la diferenciacion morfoldgica del patron de plumaje previamente
reportada: E. affinis con las plumas cobertoras subcaudales en color amarillo y E. godmani
con las plumas cobertoras subcaudales en color blanco (Ridgway y Friedman 1901, AOU
1998, Howell and Webb 1995, Hilty 2011).

A nivel ecoldgico se encontr6 que el linaje que habita el Oeste de México presenta
un Nicho Ecolégico mas limitado respecto al linaje del Este, de acuerdo al analisis de
componentes principales y a los nichos ecoldgicos obtenidos existe una superposicion de
ambos nichos, sin embargo, existen areas geograficas y caracteristicas ambientales que no
comparten. De acuerdo a la prueba de identidad ambos linajes presentan diferencias
significativas para predecir el nicho ecoldgico de la otra, aunque de acuerdo a la prueba de
fondo ambiental no es posible distinguir el nicho ecolégico de ambos linajes del fondo

ambiental en que se encuentran sumergidos.
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4.1 Relaciones filogenéticas

Los resultados filogenéticos, basados en genes nucleares y en el gen mitocondrial ND2,
aportan evidencia de la separacion de E. godmani y E. affinis. A diferencia de ODC,
MUSK y ND2, los genes nucleares GAPDH y BRM no muestran una monofilia reciproca
entre los grupos E. godmani y E. affinis. Dicha discordancia en las genealogias puede
deberse a una reparticion incompleta de linajes (incomplete lineages sorting), ya que,
debido a eventos estocésticos en los linajes, homoplasia, tiempos de divergencia y/o
diferencias de las tasas de mutacion en los genes, las filogenias de los diferentes genes no
siempre convergeran en una sola filogenia para los organismos (McCracken y Sorenson
2005; Martinez-Castilla 2007).

De acuerdo a los resultados, Euphonia a. affinis y E. a. godmani, representan dos
linajes evolutivamente independientes, que pueden considerarse dos especies, como ha sido
considerada previamente por Ridgway y Friedman (1901) en su libro Aves de
Norteamérica, y por Navarro-Sigienza y Peterson (2004) en su propuesta taxondmica de
aves de México bajo el Concepto Evolutivo de Especie. Al comparar las distancias
genéticas entre E. a. affinis y E. a. godmani para el gen ND2 es alta y puede ser equiparable
con las especies filogenéticamente méas cercanas, en el caso de los genes nucleares, ODC y
MUSK aportan evidencia de una distancia genética igual o equiparable a la las especies
mas cercanas al complejo de E. affinis y E. godmani, mientras que los genes BRM y
GAPDH, no presentan una distancia genética significativa. Sin embargo, la distancia
genética encontrada entre E. a. affinis y E. a. godmani puede ser considerado suficiente
para distinguir entre dos especies y es similar al encontrado en otras aves distribuidas en
México y Centroamérica (McCormack et al. 2008; Arbelaez-Cortés y Navarro-Sigienza
2013; Zamudio-Beltran y Hernandez-Bafios 2015).

Respecto a las relaciones filogenéticas, con otras especies de la subfamilia
Euphoninae, el clado formado por E. affinis y E. godmani, se encuentran cercanamente
relacionado con E. chlorotica, E. luteicapilla y E. finschi, y de acuerdo con las distancias
genéticas, la especie més cercana filogenéticamente es E. chlorotica, como ha sido sugerido

por Hilty (2010). Ridway y Friedman (1901) describen una similitud morfoldgica en el
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patron de plumaje de E. godmani con E. minuta, no obstante en la filogenia obtenida, E.
minuta se encuentra fuera del clado formado por E. affinis, E. godmani, E. chlorotica, E.

luteicapilla 'y E. finschi.

4.2 Historia biogeografica

El género Euphonia es un genero de distribucion Neotropical, con la mayor diversidad de
especies en Sudamérica. Con base a analisis multilocus, se determind que los géneros
Chlorophonia y Euphonia forman la subfamilia Euphoninae, dentro de Fringillidae (Yuri y
Mindell 2002; Zuccon et al. 2012), sin embargo, las relaciones filogenéticas entre los
géneros aun no estan determinadas, y es probable que la clasificacion actual describa

grupos parafiléticos y polifiléticos (Yuri y Mindell 2002; Zuccon et al. 2012).

Actualmente se desconoce la historia biogeogréfica de la subfamilia Euphoninae,
sin embargo, de acuerdo a los datos obtenidos en este trabajo el origen temporal de la
subfamilia Euphoninae se ubica en el Mioceno medio aproximadamente hace 9.3969 Ma
con un intervalo de 6.03-12.72 Ma. Es probable que su origen geogréfico sea
Sudamericano, con eventos posteriores de dispersion hacia Norteamérica a través de la
compleja formacién del Istmo de Panama. Esto es similar a lo reportado en otros taxa
distribuidos actualmente en el limite norte de la regién Neotropical y el Caribe (Ej.
Greenbaum et al. 2011; Barker et al. 2015). Aproximadamente hace ~ 6 Ma, la migracion
de aves de Sudamérica hacia Norteamérica aument6 considerablemente (Smith y Klicka
2010; Bacon et al. 2015), y conforme el Istmo de Panam& fue cerrando, los eventos de
dispersion aumentaron, asi como la formacion de distintos linajes, promovidos por eventos
de vicarianza asociados a la formacion de tierra firme, vulcanismo, oscilaciones de nivel
del mar y clima (Bacon et al. 2015). Siendo Mesoamérica un area de alta diversidad
bioldgica al ser una zona de transicion de la biota Neéartica-Neotropical, ademas de una

compleja historia y estructura geoldgica (Morrone 2010; Bryson et al. 2011).

Dentro de E. affinis, la divergencia entre los linajes E. a. godmani (O-México) y E.
a. affinis (E- México y CA), ocurrio hace ~2.9 Ma (1.34-4.34 Ma). La presencia de un
linaje evolutivamente independiente entre Oeste y Este en las tierras bajas de México y
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Centroamérica es un patron repetido en diversos grupos biologicos, con origenes
temporales diferentes y vinculados a las fluctuaciones climaticas durante el Mioceno,
Plioceno y Pleistoceno algunos ejemplos son: anfibios (Ej Greenbaum et al. 2011), reptiles
(Ej. Ruane et al. 2014), mamiferos (Ej. Castafieda-Rico et al. 2014), plantas (Ej. de-Nova et
al. 2012) y aves (Ej. Arbeldez-Cortés y Navarro-Siguenza 2013).

Para E. a. affinis y E. a. godmani, el periodo de divergencia esta situado entre el
Plioceno tardio e inicios de Plesitoceno (2.9 Ma.). A diferencia del Mioceno tardio y
Plioceno temprano (~7- 3.5 Ma), periodos de tiempo caracterizados por un aumento en la
temperatura global, el Plioceno tardio (~3 Ma), presentdé un enfriamiento global y continuo,
predecesor de las oscilaciones climéticas del Pleistoceno, caracterizadas por periodos
glaciares e interglaciares (Zachos et al. 2001). Durante el avance de los glaciares a latitudes
mas bajas que los polos, las especies que habitan las zonas templadas se expandieron hacia
zonas con altitudes mas bajas (Ej. Moreno-Letelier et al. 2014), mientras que la vegetacion
de las zonas tropicales redujo su distribucion geografica. Por ejemplo, los bosques
tropicales perennifolios se vieron afectados por periodos menos himedos que promovieron
su reduccién geografica, lo que probablemente propicid la especiacion de especies
vegetales (Gentry 1982), y en la fauna que habita dichos bosques, por ejemplo en especies
de aves (Smith y Klicka 2010). Por otra parte los Bosques Tropicales Caducifolios, que se
caracterizan por una temporada himeda y otra de sequia, también mostraron una reduccion
y fragmentacién de su distribucion geografica. En México y Centroamérica la reduccién de
los Bosques Tropicales Caducifolios ha sido asociada a una mayor diversidad de especies
vegetales, asi como un mayor nimero de endemismos (Ej. Willis et al. 2014), la
fragmentacion de los bosques tropicales caducifolios de las tierras bajas de México y
Centroamérica, también se ha asociado a la estructura genética en las poblaciones de
algunas aves que habitan este tipo de vegetacion en México (Ej. Arbelaez-Cortés 2014). De
acuerdo a la literatura, E. a. affinis y E. a. godmani se distribuyen en el Bosque tropical
Caducifolio, los limites del Bosque Tropical Perennifolio y el Bosque de galeria (Hilty
2011, Howel and Web 1998), por lo que probablemente sus poblaciones se fragmentaron
durante los periodos glaciares que se presentaron a partir del final del Plioceno y durante

todo el Pleistoceno. Esto coincide con las proyecciones de nicho ecoldgico hacia el
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Pleistoceno, donde se observa que durante el Gltimo méximo glaciar, la distribucion de
ambos linajes E. a. affiinis y E. a. godmani muestran una reduccion y fragmentacion de su
distribucion geogréafica. Probablemente la separacion de ambos linajes, fue el resultado de
la fragmentacion de sus poblaciones en los periodos de enfriamiento global durante el

Plioceno tardio y el Pleistoceno.

De acuerdo a los resultados de modelado de nicho ecoldgico la distribucion
geogréfica actual de E. a. godmani parece estar limitada al Oeste de México, condicién que
se acentua en los periodos glaciares, donde también se observa una ausencia de prediccion
a la altura del Istmo de Tehuantepec. El Istmo de Tehuantepec ha sido una causa repetida
en el surgimiento de linajes evolutivamente independientes en especies distribuidas a lo
largo de México y Centroamérica, siendo una barrera geografica tanto para las poblaciones
de tierras altas (Barber y Klicka 2010), como en especies de tierras bajas con linajes
evolutivamente independientes en el Norte y Sur del Istmo (Ej. Mulcahy et al. 2006,
Greenbaum et al. 2011) y en el Este — Oeste del Istmo (Vazquez-Miranda et al. 2009), una
de las razones por las que se le ha atribuido ser una barrera para las especies que se
distribuyen en las tierras bajas es el aumento del nivel del mar a la altura del Istmo de
Tehuantepec hace ~ 2.8 Ma, dentro de las oscilaciones del nivel del mar durante finales del
Plioceno e inicios del Pleistoceno (Mulcahy et al. 2006), periodo que coincide con la
divergencia de los linajes evolutivamente independientes E. a. affinis y E. a. godmani. Por
lo que si bien el Istmo de Tehuantepec no representa la principal causa de divergencia,
pudo haber complementado el aislamiento de las poblaciones del Oeste de México y Este

de México Centroamérica.

Para E. a. affinis y E. a. godmani el indice de fijacion genética Fsr (> 0.8) que se
obtiene en tres de los cuatro genes nucleares utilizados (ODC, MUSK y BRM) y el gen
mitocondrial ND2, nos informa sobre una separacion de las poblaciones, ademas que las
redes de haplotipos muestran una correspondencia geografica de los haplotipos (E.
godmani: oeste y E. affinis: este de México y Centroamérica), a excepcion del gen
GAPDH, con el que ambos linajes comparten haplotipos. La baja resolucion a nivel

interespecifico del gen GAPDH coincide con sus bajos valores de diversidad de
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nucleotidica y haplotidica, y pocos caracteres informativos, ademéas de ser un resultado
similar al encontrado en otros estudios de aves a nivel interespecifico (Cortés-Rodriguez et
al. 2013; Arbeléez-Cortés y Navarro-Siguenza 2013; Pavlova et al. 2014). A pesar de la
evidencia encontrada de dos linajes evolutivamente independientes a nivel genético, es
preciso sefialar la limitante de este trabajo para describir los linajes evolutivamente
independientes en la evidencia a nivel genético. Debido a que se cuenta con s6lo cuatro
muestras del linaje del Oeste, que provienen de su distribucién méas nortefia, por lo que
habria que complementar el muestreo del linaje E. a. godmani hacia el sur de su
distribucion (Guerrero y Oaxaca), donde con base en los resultados de modelado de nicho
ecoldgico podria encontrarse una posible zona de hibridacion entre E. a. affinis y E. a.
godmani.

La evidencia de linajes evolutivos independientes para el este y oeste de las tierras
bajas de México y Centroamérica, reafirma las provincias biogeogréaficas propuestas para la
Costa del Pacifico Mexicano y el Golfo de México con base a entomofauna (Morrone
2006) y con los dos grupos de avifaunas propuestos para el Bosque Tropical Caducifolio
desde México hasta Panama, divididos por el Este y Oeste del Istmo de Tehuantepec (Rios-
Mufioz y Navarro-Siglienza 2012). Por lo que las tierras bajas representan una regién de
alta diversidad y endemismo, con alta probabilidad de linajes cripticos ain no descritos
(Weir 2006).

4.3 Variacién morfolégica

Los resultados de las ANOVA de una via muestran diferencias significativas para seis de
las siete medidas tomadas, entre los linajes genéticos E. a. affinis y E. a. godmani. Estos
caracteres son: Cuerda alar, Alto de la Mandibula hasta el borde del Nostrilo, Alto y Ancho
del Pico desde la base, los cuales presentan en promedio dimensiones mayores para E. a.
godmani, mientras que el Largo del Culmen desde la Base y el Largo de la Cola, presentan
en promedio dimensiones mayores para E. a. affinis. Ridgway y Friedman (1901) reportan
medias menores en individuos de Honduras para E. a. affinis, lo que coincide parcialmente
con los resultados de este trabajo, siendo E. a. affinis de menor tamafio en 4 de los siete
caracteres tomados, respecto a E. a. godmani.
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La variacion geogréafica en caracteres morfométricos ha sido estudiada en varias
especies de aves y en algunos ejemplos ha resultado util para robustecer hipétesis
taxondmicas generadas con caracteres genéticos (Sanchez-Gonzalez et al. 2007), sin
embargo, en otros estudios los caracteres morfométricos no permiten distinguir categorias
dentro de la distribucion de los taxones, ni corroborarlas con los grupos genéticos
encontrados (Toews e Irwin 2008, Ornelas et al. 2016). En el caso de las tierras bajas de
México y Centroamérica se han encontrado discontinuidades en algunas especies de aves,
por ejemplo en el analisis genético, morfolégico y ecoldgico del colibri ermitafio
Phaetornis longirostris (Arbelaez-Cortés y Navarro-Siglienza 2013), se encuentra un
patron genético y morfolégico similar al de los resultados de este trabajo, mostrando
diferencias morfométricas significativas en los individuos del Oeste de México y los
individuos del Este de México. Para el vireo dorado (Vireo hypochryseus) ave endémica de
la Costa Oeste de México se encontrd una clina en los caracteres morfométricos que va de
Norte a Sur, siendo los individuos del norte mas grandes respecto a los del sur, con los
individuos de mayor tamafio distribuidos en las Islas Marias (Arbeldez-Cortés et al. 2014).
Otro ejemplo de las tierras bajas es el obtenido para la especie Turdus rufopalliatus (Aves:
Turdidae), habitante de las tierras bajas de México, con mayores dimensiones

morfométricas para el linaje genético de las Islas Marias (Montafio-Rendon et al. 2015).

En este estudio los caracteres morfométricos resultan Gtiles para apoyar la hipotesis
obtenida con el analisis de datos genéticos, al presentar diferencias significativas en los
analisis univariado en seis caracteres y apoya la presencia de dos unidades morfoldgicas
dentro de E. affinis, que han sido previamente descritas con base en su patrén de coloracion
donde E. a. affinis presenta las plumas cobertoras subcaudales en color amarillo y E.
godmani las plumas cobertoras subcaudales en color blanco, patron observado en todos los
ejemplares de los que se obtuvieron los rasgos morfométricos, dicho patron de plumaje y su
distribucion geogréafica han servido como argumento para que ambos grupos sean elevados
en su categoria taxonomica, de subespecie a especie utilizando el concepto evolutivo de

especie (Navarro-Siglienza y Peterson 2004).
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4.4 Similitud de Nicho Ecolégico

Para el andlisis de superposicion y similitud de Nicho Ecoldgico se rescatan las siguientes

observaciones:

-Cada linaje se modeld en el mismo espacio geografico y de acuerdo a los resultados se
observa que la capacidad de predecir el nicho ecoldgico y la distribucion geografica del
otro linaje es limitada en particular para E. a. godmani, ya que, predice su distribucion
geogréfica y solo una pequefia area de la distribucion de E. a. affinis. En cambio, el modelo
de nicho ecolégico de E. a. affinis predice su propia distribucion geografica y una
importante porcion de la distribucion de E. a. godmani, a la altura del centro de la vertiente
del Pacifico. Esto se comprueba con la prueba de Identidad, que compara que mide la
capacidad de una especie para predecir la distribucion y el nicho ecoldgico de la otra
(Warren et al. 2010). En los resultados de este trabajo, el valor observado de | (0.05) y D
(0.25) indican una superposicion moderada de nicho ecolégico, y con diferencias
significativas entre los nichos ecoldgicos obtenidos al azar y el nicho ecolégico real de cada

linaje.

-Por otro lado la prueba de fondo ambiental, nos muestra que no es posible indicar una
diferencia del nicho ecolédgico entre E. a. affinis y E. a. godmani, respecto al fondo

ambiental en el que estan sumergidos respectivamente.

-En el gréafico de analisis de componentes principales se observa que las caracteristicas
climaticas que contiene cada nicho ecolégico se superponen, sin embargo, ambos linajes
tienen areas donde los puntos no se superponen, ademas de que los puntos para E. a.
godmani, se distribuyen en una pequefia area del grafico, mientras que los puntos para E. a.

affinis presentan una distribucion mayor dentro del gréafico.

Con base a los puntos anteriores se argumenta evidencia de que los nichos
ecologicos de las dos unidades genéticas y morfoldgicas comparadas (E. a. affinis y E. a.
godmani) presentan similitudes, sin embargo no son equivalentes, siendo el nicho ecoldgico
de E. a. godmani mas restringido que el nicho de E. a. affinis, es probable que la no
equivalencia entre ambos nichos sea producto de la restriccion ecologica de E. a. godmani,
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debido la especificidad de sus condiciones climéticas, en comparacion a la amplitud de
condiciones que presenta E. a. affinis. Resultados similares al analisis de variacion de nicho
ecoldgico para el complejo de especies Cardellina pusilla (Ruiz-Séanchez et al. 2015) para
dos linajes genéticos previamente documentados dentro del complejo y que divergieron

hace 2.3 millones de afios segun los datos genéticos (Irwin et al. 2011).

La evaluacion de la similitud de los nichos ecoldgicos entre especies cercanas
filogenéticamente se ha realizado con varios objetivos como: evaluar los limites de especie
(Raxworthy et al. 2007), robustecer las hipotesis generadas con datos genéticos para limites
de especie (Ruiz-Sanchez et al. 2015) e integrar el modelado de nicho ecoldgico en el
analisis de los procesos de la especiacion (Peterson y Holt 2003, Brook et al. 2006; Wooten
y Gibbs 2012, Hua y Wiens 2013). En el caso de los linajes encontrados para Euphonia
affinis el nicho ecoldgico conserva varias similitudes como ha sido reportado en varios
grupos filogenéticamente emparentados (Pyron et al. 2009, McCormack et al. 2010), sin
embargo las diferencias presentes probablemente sean producto de la distribucion
geogréfica asimétrica y de la especificidad de caracteristicas ambientales dentro del linaje
del Oeste de México, similar a lo encontrado en otras especies (Graham et al. 2004,

Arbeldez-Cortés y Navarro-Siguenza 2013, Ruiz-Sanchez et al. 2015).
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V. Conclusiones

1) Datos genéticos multilocus, aportan evidencia de dos linajes evolutivos independientes
dentro de Euphonia affinis: E. a. affinis y E. a. godmani, distribuidos en el este de México-
CA y en el oeste de México, respectivamente, hace 2.9 (1.34-4.3 Ma). La divergencia de
dichos linajes se atribuye a los cambios climaticos y de la vegetacion tropical durante el

final del Plioceno y principios del Pleistoceno.

2) A nivel morfologico existen dos unidades diferenciadas por el color de las plumas
cobertoras subcaudales, amarillas para E. affinis y blanco para E. godmani, y en seis
caracteres morfométricos: Cuerda alar, Alto de la Mandibula hasta el borde del Nostrilo,
Alto y Ancho del Pico desde la base, Largo del Culmen desde la Base y el Largo de la
Cola,

3) E. godmani tiene un nicho ecoldgico mas restringido que E. affinis en el presente y en las
proyecciones del Ultimo Maximo Glaciar. Ambos grupos se superponen en dimension
geografica y ambiental en el presente, no obstante no se encuentra evidencia de una
equivalencia total del nicho ecoldgico, probablemente por la distribucién geografica y

ambiental asimétrica de ambos linajes.

5) Euphonia affinis y Euphonia godmani representan linajes evolutivos independientes a
nivel genético, morfologico y presentar una asimetria ecoldgica y geografica. Ambos
grupos presentan una distancia genética similar a la encontrada en sus especies mas
cercanamente emparentadas, sin embargo a nivel genético es necesario complementar el
muestreo en la zona de la vertiente del Pacifico a la altura de Guerrero y Oaxaca, para
corroborar o desechar la existencia de hibridos y robustecer la hipotesis de dos linajes
genéticos. Ambos linajes presentan diferencias significativas en tres niveles: genéticos,
morfolégicos y ecoldgicos, por lo que se propone considerarlas dos especies de acuerdo a la
integracion de tres tipos de rasgos (Padial et al. 2010, Queiroz 2011).
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VI. Apéndices
APENDICE 1.

Hipdtesis filogenética obtenida por el método Inferencia Bayesiana para el BRM. Ramas en

color azul: E. godmani. Ramas en color amarillo: E. affinis.

Fringilla teydea KC767747

Haemorhous mexicanus QRO. 251
Sinaloa VGR 1189

Sinaloa VGR 1073

Jalisco CPM 063

Nayarit ORT 003

T Euphonia luteicapilla B28445

Euphonia chlorotica 3226

0.94

Chlorophonia occipitalis DAB 1391

0.002
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APENDICE I. Hipotesis filogenética obtenida por el método Inferencia Bayesiana para el

GAPDH. Ramas en color azul: E. godmani. Ramas en color amarillo: E. affinis.

Fringilla montifringilla JN715184

p— Carpodacus vinaceus HQ284789
pummm H g emorhous mexicanus JN15155

= Euphonia musica JN15178

Chlorophonia occpitalis DAB 1391

i” ? IEuphonia chlorotica IN15175
1
Euphonia luteicapilla B28445

0.5

Nayarit ORT003

Sinaloa VGR1073

. Jalisco CPM063

05

h Sinaloa VGR1189

Euphonia finschi JN15180

Euphonia violacea JN15181
Euphonia laniirostris JN715176
Euphonia minuta JN715177
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APENDICE I. Hipotesis filogenética obtenida por el método Inferencia Bayesiana para el

ND2. Ramas en color azul: E. godmani. Ramas en color amarillo: E. affinis.

Fringilla montifringilla GUS16851

Nayarit ORT003

Sinaloa VGR1189

Sinaloa VRG 1073

Jalisco CPM 063

Euphonia chlorotica 3226
—E Euphonia finschi AF29006
Euphonia luteicapilla B28445

[ Chlorophonia occipitalis DAB 1391

Euphonia musica JN715451
ﬂphonia violacea JN715453
Euphonia laniirostris JN715449

Euphonia fulvicrissa AF383130

Euphonia xanthogaster JN715454

Euphonia minuta JN715450

I Carpodacus vinaceus JN715444

L Haemorhous mexicanus KC292816
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APENDICE I. Hipotesis filogenética obtenida por el método Inferencia Bayesiana para el

MUSK. Ramas en color azul: E. godmani. Ramas en color amarillo: E. affinis.

Fringilla montifringilla EU739811

Haemorhous mexicanus KC292792

05

Nayarit ORT003
Jalisco CPMO063

0. -
Zinaloa VGR 1189

Sinaloa VGR 1073

Chlorophonia occpitalis DAB1391

D.0D8

05
= Euphonia chlorotica 3226
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APENDICE I. Hipotesis filogenética obtenida por el método Inferencia Bayesiana para el

ODC. Ramas en color azul: E. godmani. Ramas en color amarillo: E. affinis.

Fringilla montifringilla GUB16920

y R —
Sinaloa VGR1073

Nayarit ORTO03

Jalisco CPMO63
Sinaloa VGR1189
=== [uphonia finschi JN715362
Eguphnnia chlorotica 3226

= Euphonia chlorotica 3199
Euphonia luteicapilla B28445

IEuphuuia minuta

1

Euphonia minuta JN715359
1

E Euphonia violacea JN715363
— 05 Euphonia laniirostris JN715358
Euphonia musica JN715360

Carpodacus vinaceus KJ455737
1
_I— Haemorhous mexicanus KM112839

C occipitalis DAB 1391

0.009
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APENDICE 2.

Matriz de dista

ncias genéticas pareadas por gen. Arriba de la diagonal se indican los

valores de P para cada par, debajo de la diagonal los valores de distancias genéticas. Gris

oscuro: E. godm

ND2

1 MAGH1036

2 MAGHO08201
3 MAGH1025

4 PEP2602

5 PEP2768

6 PEP2769

7 PEP2770

8 YUC1360
91983
102099
11 GES350
12 Y408192
13 GAV2440
14 DAB1922
159347
169346
17 NIZA120
18 CONACYT1301
19 MOL1558
20
21
22
23,
24 3230Chlorotica
25 B28445_LUTEICAPILLA
26 Efinschi
27 Exanthogaster
28 JN715450EminutaND2
29 Eminuta
30 Efulvicrissa
31 Eviolacea
32 Elaniirostris
33 Emusica

oDC

1 MAGH10250dc

2 MAGH10360dc

3 MAGH08201odc

4 PEP26020dc

5 PEP27680dc

6 YUC13600dc

7 19830dc

8 20990dc

9 GES3500dc
10 Y4081920dc
11 GAV24400dc
12 DAB19220dc
13 93470dc
14 93460dc
15 NIZA120odc

16 CONACYT1301o0dc
17 MOL15580DC
18
19,
20
21
22 E.chlorotica32260dc

23 E.chlorotica3199odc

24 E. luteicapillaB28445

25 EfinschiJN7153620DC

26 JN715364ExanthogasterODC
27 EminutaODC

28 JN715359EminutaODC

29 JN715363EviolaceaODC

30 JN715358ElaniirostrisODC
31 JN715360EmusicaODC

ani. Gris claro: E. affinis.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19[20NNZINEIINEEl 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.41 0.41 0.41 0.42 0.53 0.62 0.58 1.06 0.92 0.92 1.04 0.84 0.91 1.02
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.41 0.41 0.41 0.42 0.53 0.62 0.58 1.06 0.92 0.92 1.04 0.84 0.91 1.02
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.41 0.41 0.41 0.42 0.53 0.62 0.58 1.06 0.92 0.92 1.04 0.84 0.91 1.02
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.41 0.41 0.41 0.42 0.53 0.62 0.58 1.06 0.92 0.92 1.04 0.84 0.91 1.02
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0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.42 0.42 0.42 0.42 0.53 0.62 0.58 1.06 0.92 0.92 1.04 0.85 0.91 1.02
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.42 0.42 0.42 0.42 0.54 0.63 0.59 1.07 0.91 0.91 1.05 0.83 0.90 1.01
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.41 0.41 0.41 0.41 0.53 0.62 0.58 1.06 0.92 0.92 1.04 0.84 0.91 1.02
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.41 0.41 0.41 0.41 0.53 0.62 0.58 1.06 0.92 0.92 1.04 0.84 0.91 1.02
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.42 0.42 0.42 0.42 0.53 0.62 0.58 1.06 0.92 0.92 1.04 0.85 0.91 1.02
0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.46 0.46 0.46 0.47 0.51 0.60 0.56 1.07 0.93 0.93 1.05 0.86 0.94 1.07
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.44 0.44 0.44 0.45 0.53 0.62 0.58 1.07 0.92 0.92 1.04 0.85 0.91 1.05
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.41 0.41 0.41 0.42 0.53 0.62 0.58 1.06 0.92 0.92 1.04 0.84 0.91 1.02
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.41 0.41 0.41 0.42 0.53 0.62 0.58 1.06 0.92 0.92 1.04 0.84 0.91 1.02
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.41 0.41 0.41 0.41 0.53 0.62 0.58 1.06 0.92 0.92 1.04 0.84 0.91 1.02
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.41 0.41 0.41 0.42 0.53 0.62 0.58 1.06 0.92 0.92 1.04 0.84 0.91 1.02
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.41 0.41 0.41 0.42 0.53 0.62 0.58 1.06 0.92 0.92 1.04 0.84 0.91 1.02

0.13 0.14 0.13 0.14 0.14 0.14 0.13 0.14 0.14 0.13 0.13 0.14 0.13 0.14 0.13 0.13 0.14 0.14 0.13 0.17 0.17 0.17 0.16 0.31 0.31 1.11 0.85 0.85 0.99 0.87 0.91 1.11
0.15 0.16 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.16 0.15 0.15 0.15 0.16 0.15 0.15 0.15 0.15 0.16 0.15 0.15 0.16 0.16 0.16 0.16 0.09 0.01 1.11 0.83 0.83 1.00 1.01 0.96 1.05
0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.15 0.15 0.15 0.15 0.09 0.03 1.01 0.75 0.75 0.88 0.87 0.91 1.00
0.26 0.25 0.26 0.25 0.25 0.25 0.25 0.26 0.26 0.26 0.26 0.26 0.26 0.26 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.28 0.28 0.28 0.28 0.27 0.27 0.25 0.79 0.79 0.47 0.87 0.99 1.11
0.23 0.23 0.23 0.22 0.22 0.22 0.23 0.23 0.22 0.23 0.23 0.23 0.23 0.23 0.23 0.23 0.22 0.22 0.23 0.24 0.24 0.24 0.24 0.22 0.22 0.21 0.21 0.00 0.72 0.63 0.74 0.97
0.23 0.23 0.23 0.22 0.22 0.22 0.23 0.23 0.22 0.23 0.23 0.23 0.23 0.23 0.23 0.23 0.22 0.22 0.23 0.24 0.24 0.24 0.24 0.22 0.22 0.21 0.21 0.00 0.72 0.63 0.74 0.97
0.25 0.26 0.25 0.26 0.26 0.26 0.25 0.26 0.25 0.26 0.26 0.26 0.26 0.25 0.25 0.25 0.25 0.26 0.25 0.24 0.24 0.24 0.23 0.25 0.25 0.23 0.15 0.20 0.20 0.81 0.96 1.04
0.21 0.22 0.21 0.21 0.21 0.21 0.21 0.22 0.21 0.21 0.21 0.22 0.21 0.22 0.21 0.21 0.22 0.21 0.21 0.21 0.21 0.21 0.21 0.22 0.24 0.22 0.23 0.18 0.18 0.20 0.25 0.98
0.23 0.23 0.23 0.24 0.24 0.24 0.23 0.24 0.23 0.23 0.23 0.24 0.24 0.23 0.23 0.23 0.23 0.24 0.23 0.24 0.24 0.24 0.24 0.23 0.22 0.23 0.25 0.20 0.20 0.23 0.10 1.02
0.26 0.25 0.26 0.25 0.25 0.25 0.26 0.26 0.25 0.26 0.26 0.26 0.26 0.26 0.26 0.26 0.25 0.25 0.26 0.25 0.25 0.25 0.25 0.28 0.26 0.25 0.27 0.24 0.24 0.26 0.25 0.26

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00: 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00! 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.00
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.00
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.00
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.00
0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00
0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00
0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.00 0.01
0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.00 0.01
0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02 0.02

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
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GAPDH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 23 24 25 26 21 28 29 3

1 MAGH08201GAPDH 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
2 MAGH1036GAPDH 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
3 MAGH1025GAPDH 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
4 PEP2770GADPH 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
5 PEP2768GADPH 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
6 PEP2602GADPH 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
7 PEP2769GADPH 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
8 YUC1360GADPH11 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
9 1983GADPH 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
10 2099GADPH 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
11 GES350GAPDH 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000! 0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
12 Y408192GAPDH 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
13 GAV2440GADPH12 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
14 DAB1922GADPH12 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
15 9347GADPH 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000: 0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
16 9346GADPH 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
17 NIZA120GADPH 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
18 CONACYT1301GAPDH12 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
0.005 0.005 0.030 0.007 0.005 0.009 0.007 0.007
23 IN715175EchloroticaGAPDH 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.000 0.029 0.009 0.007 0.010 0.005 0.009
24 B28445_GAPDHELUTEICAPILLA 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.000 0.029 0.009 0.007 0.010 0.005 0.009
25 gIN715180EfinschiGAPDH 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121 0.121 0.115 0.115 0.032 0.032 0.033 0.029 0.032
26 IN715182ExanthogasterGAPDH  0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.016 0.016 0.134 0.005 0.009 0.010 0.007

27 IN715177EminutaGAPDH 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.011 0.011 0.128 0.005 0.007 0.009 0.005
28 IN715181EviolaceaGAPDH 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.022 0.022 0.140 0.016 0.011 0.012 0.005
29 IN715178EmusicaGAPDH 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.005 0.005 0.115 0.022 0.016 0.027 0.010

30 IN715176ElaniirostrisGAPDH 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.016 0.016 0.134 0.011 0.005 0.005 0.022

MUSK 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 17
1 MAGHO08_201_MUSKF 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 MAGH10_36_MUSKF 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

3 PEP2602_MUSK 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
4 YUC1360_MUSK 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 1983_MUSK 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
6 2099_MUSK 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
7 GAV2440_MUSKF 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
8 DAB1922 MUSKF 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
9 9346_MUSK 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
10 9347_musk 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
11 NIZA120_MUSKF 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
12 CONACYT1301_MUSKF 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

17 E.chlorotica3226_MUSK 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02

BRM 1 2 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
1 E. luteicapillaB28445_BRM 0.07 0.07 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
2 E. chlorotica33226_BRM 0.07 0.06 0.01 0.00 0.00 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
3 8DAB1391 BRM 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01

4

5

6

7

8 9MAGH10_201_BRM 0.07 0.06 0.01 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

9 25MAGH10_25 BRM15 0.07 0.06 0.01 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
10 22MAGH10_36_BRM15 0.07 0.06 0.01 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
11 12PEP2602_BRM 0.07 0.06 0.01 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
12 17PEP2769_BRM 0.07 0.06 0.01 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
13 24PEP2768_BRM15 0.07 0.06 0.01 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
14 18CONACYT_1301_BRM 0.07 0.06 0.01 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
15 21NIZA120_BRM 0.07 0.06 0.01 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
16 MOL15_58-BRM_15 0.07 0.06 0.01 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
17 11Y408192_BRM 0.07 0.06 0.01 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
18 191983 BRM 0.07 0.06 0.01 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
19 10GES350_BRM 0.07 0.06 0.01 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
20 162099_BRM 0.07 0.06 0.01 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
21 13YUC1360_BRM 0.07 0.06 0.01 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
22 14GAV2440_BRM 0.07 0.06 0.01 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
23 159346_BRM 0.07 0.06 0.01 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
24 209347_BRM15_<ID:903832> 0.07 0.06 0.01 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
25 23DAB1922_BRM15 0.07 0.06 0.01 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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APENDICE 3

ANOVA vy diagramas de intervalo de confianza al 95% para encontrar diferencias entre

hembras y machos dentro de los linajes genéticos E. a. godmani y E. a. affinis.
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APENDICE 3. ANOVA vy diagramas de intervalo de confianza al 95% para encontrar

diferencias entre hembras y machos dentro de los linajes genéticos E. a. godmani y E. a.

affinis.

ANOVA para comparar machos y hembras, so6lo se muestran los caracteres con

diferencias significativas, dentro de cada linaje.

Unidad

Affinis

Godmani

Caréacter

CA

APB

LCPE

CA

APB

Fuente de
variacion
Entre grupos
Dentro de
grupos

Total

Entre grupos
Dentro de
grupos

Total

Entre grupos
Dentro de
grupos

Total

Entre grupos
Dentro de
grupos

Total

Entre grupos
Dentro de
grupos

Total

Suma de
Cuadrados
0.039
0.413
0.452

0.037
1.664
1.700

0.058
1.681
1.739

0.003
0.054
0.057

0.073
0.553
0.626

Gl

1
331
332

1
312
313

1
326
327

1
82
83

1
78
79

Media de los
cuadrados
0.039

0.001

0.037
0.005

0.058
0.005

0.003
0.001

0.073
0.007

F

31.568

6.898

11.203

4.067

10.348

Valor
deP
0.000

0.009

0.001

0.047

0.002

82



	Portada

	Índice

	Resumen
 
	I. Introducción
	II. Método
	III. Resultados
	IV. Discusión
	V. Conclusiones
	VI. Literatura Citada

	Apéndices


