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RESUMEN

Se llevaron a cabo analisis morfologicos, medicion de la coloracion del plumaje y analisis
genéticos para evaluar la variacion y las relaciones entre las poblaciones de la urraca café
(Psilorhinus morio) a lo largo de la zona de transicion morfologica. Mediante la evaluacion
de variables anatomicas, datos derivados del analisis de imagenes digitales y espectrometria
del plumaje, se encontrd divergencia y diferencias significativas de tamafio y coloracion
entre cuatro grupos de urracas: a) Morfo claro de la Peninsula de Yucatan, b) Morfo claro
de Centroamérica, ¢) Morfo claro de la zona de contacto y d) Morfo oscuro del Norte +
morfo oscuro de la zona contacto. Los resultados genéticos de secuencias parciales del
marcador mitocondrial ND2 y dos nucleares (GAPD y 20454) no coinciden con la
divergencia del tamafio y la coloracion del plumaje, ya que no muestran una separacion
genética entre las poblaciones. Los resultados soportan la hipdtesis de que una expansion
demografica reciente, flujo génico y la ausencia de monofilia pueden estar asociados a una
radiacion reciente. Es posible que el Istmo de Tehuantepec haya sido un factor de
aislamiento entre las poblaciones, posteriormente se sugiere existid contacto secundario con
la consecuente rapida diferenciacion morfologica y la fijacion del color, probablemente
mediados por la deriva génica o la seleccion sexual, lo cual sin embargo requiere de
confirmacion con andlisis mas finos. Con base en los resultados obtenidos, se sugiere que
debe realizarse una reevaluacion taxondmica de las especies. El uso de un mayor niimero
de muestras, asi como estudios de genética de poblaciones, etologia y bioactstica, son
necesarios para confirmar la hipdtesis evolutiva aqui planteada.

ABSTRACT

I conducted morphological analysis, plumage color measurements, and genetic analysis to
assess the variation and relationships among Brown jay populations along a morphological
transition zone. Considering anatomical variables, data derived from digital image analysis
and spectrometry in the plumage, I found divergence and significant differences in size and
coloration between four groups of Brown jay: a) white morphs of the Yucatan Peninsula, b)
white morphs of Central America, c) white morphs of the contact area d) northern
monomorphic brown + brown morphs of the contact area. Genetic results of partial
sequences of mitochondrial DNA (ND2) and two nuclear markers (GAPD and 20454) do
not match the divergence of the size and plumage coloration, as they do not show a genetic
separation between populations. Results support the hypothesis that a recent demographic
expansion, gene flow and the absence of monophyly could be all associated with recent
differentiation. It is possible that the Isthmus of Tehuantepec was a factor in isolating
populations, which secondary contact was established, with a rapid morphological
differentiation with color segregation probably mediated by genetic drift or sexual
selection, which however, requires confirmation with finer analysis. Based on the results, I
suggest that a taxonomic reevaluation of species should be performed. Use of a larger
number of samples, as well as studies of population genetics, ethology and bioacoustical
analyses, are needed to confirm the evolutionary hypothesis here presented.



INTRODUCCION

La familia de los cuervos, urracas y arrendajos (Corvidae) es un grupo cosmopolita de aves
que ha despertado un amplio interés, particularmente entre los etdlogos y ecélogos, debido
a su inteligencia y conducta social desarrollada. Sin embargo, a pesar de ser un grupo
ampliamente estudiado, el conocimiento sobre los patrones de evolucion, taxonomia y sus
relaciones filogenéticas es escaso o atn se encuentra en desarrollo (e.g., Ericson et al. 2005;

Bonaccorso y Peterson 2007; Bonaccorso et al. 2010; Haring et al. 2012).

Un claro ejemplo de lo anterior se exhibe con la urraca café o chara papan (Psilorhinus
morio) sobre la cual existen datos acerca de su comportamiento social durante la
reproduccion y la alimentacion (e.g., Morrison y Slack 1977; Lawton y Lawton 1985;
Haemig 1989; Williams et al. 1994; Hale et al. 2003; Williams y Rabenold 2004; Williams
y Hale 2008). No obstante, con relacién a su taxonomia y limites de especies se conoce
muy poco debido, en parte, por la notable variacion fenotipica que presentan a lo largo de
su distribucidn geografica, que va desde el extremo sur de Texas y el noreste de México, en

Tamaulipas hasta el sureste de Costa Rica (Selander 1959).

Las poblaciones mas nortefias, desde Texas, Tamaulipas y Nuevo Leon hasta el centro de
Veracruz, presentan un patrén de coloracion uniforme de color café oscuro o marrén, que
contrasta con las formas del norte de Yucatan hasta Costa Rica, las cuales tienen las plumas
exteriores de la cola con puntas blancas y el color del plumaje del vientre es mas claro,
desde café claro a blanco. Hay que resaltar que desde el centro de Veracruz al norte de
Chiapas y Tabasco, las poblaciones de urracas presentan ambos morfos, de modo que la
region se delimita como una posible zona de contacto o hibridacion (Selander 1959; Howell

y Webb 1995) (Fig. 1).
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Figura 1. Distribucion geografica de Psilorhinus morio. Tomado y modificado de Ridgely
et. al. (2007). Se sefala la distribucion de los morfos y la zona de superposicion de éstas.

Actualmente, las poblaciones de la urraca café se clasifican taxondmicamente en una sola
especie (AOU 1998) conformada por tres subespecies (Psilorhinus morio palliatus, P. m.
morio y P. m. vociferus; Dos Anjos 2009). Sin embargo, la variacion en los atributos
fenotipicos de las urracas a lo largo de la geografia ha llevado a algunos autores a proponer
que las poblaciones posiblemente pertenecen a dos especies (Hellmayr 1934; Navarro-
Sigiienza y Peterson 2004). Davis (1951) y Selander (1959) sostuvieron, con la informacion
disponible, que la delimitacion basada en la variacion del color para considerar a las
poblaciones monomorficas como especies diferentes podria ser arbitraria o, por el
contrario, si el presente patron de polimorfismo fue establecido originalmente por contacto
secundario e hibridacion introgresiva entre las especies. Debido a lo anterior, la urraca café
resulta ser un taxon interesante para el estudio de los procesos evolutivos y la delimitacién

de especies.

Algunos estudios sugieren que los modelos de discriminacion del color, por parte de los

humanos, no distinguen diferencias del color del plumaje que potencialmente son visibles e
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importantes para las aves, y cuya relevancia se asocia a otros factores ecoldgicos y
evolutivos como la segregacion poblacional, aislamiento reproductivo y, en ultima
instancia, en el proceso de especiacion (Savalli 1995; Cuthill et al. 1999; Omland y Kondo
2006; Rohwer et al. 2012). En este contexto, con base en el estudio de la variacion de los
rasgos a través de las zonas de contacto, es posible inferir si dos formas potencialmente
tienen distintas trayectorias evolutivas debido a un aislamiento reproductivo parcial;
asimismo se pueden evaluarlos factores que contribuyen a dicho aislamiento (Brelsford e
Irwin 2009). Para dilucidar la existencia de caracteres diagnosticables para la identificacion
de las especies, se pueden evaluar diferencias de coloracién del plumaje a lo largo de la
distribucion geografica de éstas, mediante el empleo de técnicas de reflectancia del color y
cuantificacion del patron e intensidad de la coloracion, morfometria y genética. Empleando
criterios como las diferencias, frecuencias y los cambios en los caracteres fenotipicos a lo
largo de la distribucion (Sattler & Braun 2000), es posible proveer estimados directos y a
mayor detalle sobre las barreras de aislamiento reproductivo, los factores involucrados en la
expresion de los rasgos y el proceso de divergencia de linaje, es decir, la especiacion
(Futuyma 2005; Mettler y Spellman 2009). En este sentido, los patrones resultantes de la
variacion podrian proporcionar una vision de los factores que impulsan la diferenciacion

entre las poblaciones (Gonzalez et al. 2011).

A partir de la integracion de datos bioldgicos por medio de la congruencia o por
acumulacion de las evidencias (e.g. diferencias fenotipicas, morfoldgicas, genéticas,
ecologicas, entre otras), es posible definir el estatus taxondmico de las especies (De
Queiroz 2007; Padial et al. 2009, 2010). En el caso de la urraca café, las evidencias estan
aln ausentes. Sin embargo, la divergencia fenotipica por el momento confirma a las

monoformas como linajes candidatos a especies (Padial et al. 2010).

Por esta razon, en el presente estudio se analiz6 la variacion de la urraca café a través de la
zona de transicion morfologica mediante el andlisis de caracteres morfoldgicos, fenotipicos
(coloracion) y el uso de marcadores moleculares. Considerando las diferencias y
frecuencias de ambos conjuntos de caracteres, se integro la informacion resultante de la
variacion genética con los atributos de la coloracion del plumaje y la morfologia de las

urracas con la finalidad de sugerir una hipdtesis de la historia evolutiva de los morfos, asi
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como las posibles causas involucradas en el proceso de diferenciacion y aislamiento entre

las poblaciones (Jiggins & Mallet 2000; Brumfield et al. 2001)

GENERALIDADES DE Psilorhinus morio

La urraca café o chara papan (Psilorhinus morio), es considerada una especie politipica de
la familia Corvidae (Bonaccorso y Peterson 2007; Chesser et al. 2011). Los individuos se
caracterizan por ser residentes permanentes que viven en mosaicos de habitat, desde areas
costeras hasta los 2500 metros en las zonas serranas, como la Sierra Madre Oriental, con
una notable preferencia por areas perturbadas (bordes de plantaciones) sobre las no
alteradas. Generalmente forman gremios de 5 a 24 individuos y se alimentan de distintas

variedades de frutos, flores e insectos, asi como de lagartijas (Dos Anjos 2009).

Histéricamente, la urraca café ha presentado problemas taxondmicos tanto a nivel de
especie como a nivel de género, por ejemplo Hellmayr (1934) basado en la variacion
fenotipica de las urracas, present6 al morfo café como Psilorhinus morio, mientras que al
morfo de cola blanca la denomind P. mexicanus. La clasificacion anterior se mantuvo en la
literatura durante varios afios (Sutton y Gilbert 1942; Amadon 1944; Miller et al. 1957),
siendo Lowery y Dalquest (1951) los principales defensores de esa idea (Selander 1959).
No obstante, no fue sino hasta los trabajos de Sutton (1951), Amadon y Eckelberry (1955)
y Eissemann (1955) cuando se cuestiond el estatus taxonomico del grupo, al senalar que
posiblemente se trataba de una misma especie (Selander 1959). Selander (1959) hizo el
primer estudio sobre las relaciones de los morfos a lo largo de su distribucion geografica y

definid que se trataba de dos morfos de la misma especie.

Selander encontr6 que a desde del norte de Veracruz y hacia el sur, todos los individuos son
cafés, mientras que todos los de Centroamérica y la Peninsula de Yucatan, son del morfo
claro de cola con puntas blancas. También encontrd que en la zona de superposicion (centro
de Veracruz, sur y este de Tabasco) ambos tipos son idénticos en tamafio, estan
constantemente asociados y son similares en ocurrencia de habitat y conducta. Sugiri6 que

en dicha zona la forma de cuerpo completamente café es genéticamente dominante sobre la



urraca de cola con puntas blanca y que en el éarea, el polimorfismo fue posiblemente
establecido por contacto secundario e hibridacién introgresiva, aunque aclardé que esas

explicaciones eran meramente especulativas.

Por otra parte, aunado al debate de la variacion fenotipica de la urraca, también han existido
discusiones con relacion a la posicion taxonomica del grupo respecto a otros corvidos
endémicos de América. Como antecedente, es importante mencionar que la urraca café
tiene una estructura morfoldgica unica entre los corvidos denominada “saco furcular” o
“farcula”. Esta estructura es un saco exterior inflable ubicado en el pecho formado por la
hipertrofia de los musculos cleido-traqueales, la cual produce extraios sonidos como
chasquidos cuando vocaliza. La existencia de este saco fue considerada por Sutton y Gilbert
(1942) y Amadon (1944) como el caracter que lo separa filogenéticamente de las charas del
género Cyanocorax y de las urracas copetonas del género Calocitta, con las cuales
comparte atributos ecologicos, morfoldgicos y conductuales (Pitelka et al. 1956; Selander
1959). Sin embargo, hasta hace algunas décadas, algunos autores (Hardy 1969; AOU 1998)
consideraban que P. morio compartia una estrecha relacion con las especies de Cyanocorax
debido a las similitudes en patrén de coloracion del plumaje facial y la cola, la conducta
cooperativa, las vocalizaciones, y el cambio de coloracion del pico y el tarso durante el
desarrollo de juveniles a adultos (de amarillo a negro, respectivamente), lo que llevé a

incluir a esta especie en el género Cyanocorax.

La filogenia de los corvidos del Nuevo Mundo ha sido recientemente reevaluada con base
en datos genéticos (Saunders y Edwards 2000; Ericson et al. 2005). Particularmente en el
caso de los géneros Cyanocorax, Psilorhinusy Calocitta, los estudios de sistematica
molecular (Saunders y Edwards 2000; Bonaccorso y Peterson 2007; Bonaccorso et al.
2010) sugieren que la urraca café es el grupo hermano de las urracas copetonas (Calocitta)

y, a su vez, ambas se relacionan con algunas especies de Cyanocorax.

En este sentido, a pesar de que la taxonomia del grupo ha sido inestable y aun faltan
estudios mas detallados en las poblaciones, ésta informacion sobre las relaciones

filogenéticas respalda lo establecido morfoldgicamente previamente por Sutton y Gilbert



(1942), de modo que por ahora a nivel genérico los morfos de urraca café se mantienen en

el género Psilorhinus.
OBJETIVOS

Mediante el analisis de caracteres morfométricos, coloracion del plumaje y marcadores
moleculares, se espera comprender la variacidon entre las urracas oscuras y claras a través de
la zona de transicion asi como las relaciones entre las diferentes poblaciones de Psilorhinus

morio.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Describir la variacion fenotipica mediante el analisis de caracteres morfométricos y
coloracion del plumaje de la urraca café a lo largo de su distribucion y en la zona de
transicion.

2. Explorar la variacion genética y reconstruccion filogenética de las poblaciones
mexicanas de P. morio mediante el uso de marcadores moleculares (ADN).

3. Analizar la correspondencia y coincidencia de variacion genética con los atributos
fenotipicos-morfologicos, para sugerir una hipétesis de la historia evolutiva del

complejo.
METODOS
Datos morfoldgicos

Se reunid informacion morfométrica de 209 individuos de la urraca café provenientes de 61
localidades a lo largo de su area de distribucion geografica. Los datos se obtuvieron de
especimenes depositados en las colecciones cientificas del Museo de Zoologia de la
Facultad de Ciencias, UNAM; el Moore Laboratory of Zoology, Occidental College y el
Museum of Vertebrate Zoology, Berkeley-California. Del total, 103 son machos y 106 son
hembras; 137 corresponden al morfo oscuro y 72 presentan el patron de coloracion claro
con puntas de la cola blancas. De acuerdo con la edad de los individuos (Pitelka et al. 1956;

Selander 1959), 97 son juveniles (comisuras del pico y tarso completamente amarillo), 21



son sub-adultos (pico y tarso con patron intermedio de coloracion amarilla y negra) y 91

son individuos adultos (partes blandas completamente negras).

Selander (1959) determind que dentro de las poblaciones polimorficas los individuos son
idénticos en sus dimensiones y evalu6é que visualmente no hay dimorfismo sexual, aunque
precis6 que las hembras son de menor tamafio respecto a los machos en todas las
dimensiones. Sin embargo, no mostr6 evidencia detallada. Por tal motivo, en este estudio
primero se evalud estadisticamente la existencia o ausencia de diferencias significativas en
el tamafio corporal debidas a la edad y al sexo dentro de cada morfo y entre ambos.
Posteriormente, basados en la presencia o ausencia del polimorfismo, el tamafo y los
atributos geograficos, se establecieron cinco grupos para conocer los patrones de variacion
morfoldgica y fenotipica de la urraca café en la geografia. Estos grupos se denominaron de
la siguiente manera: 1) forma café del norte (CAFE NORTE); 2) forma café de la zona
contacto (CAFE CONTACTO); 3) forma clara de la zona de contacto (BLANCO
CONTACTO), 4) forma clara de la Peninsula de Yucatan (BLANCO YUCATAN); 5)
forma clara de Centroamérica (BLANCO CENTROAMERICA) (Fig. 2).



Figura 2. Fotografia comparativa de individuos adultos de P. morio a través de la
distribucion geografica. De izquierda a derecha: individuo de Tamaulipas (CAFE NORTE),
individuo de la zona de contacto (CAFE CONTACTO), morfo claro de la zona de
transicion (BLANCO CONTACTO), individuo de la Peninsula de Yucatin (BLANCO
YUCATAN) ¢ individuo de Costa Rica (BLANCO CENTROAMERICA).

Se seleccionaron caracteres morfologicos basados en variables que ya han sido empleadas
en otros trabajos sobre aves (Brumfield et al. 2001; Mettler y Spellman 2009): longitud del
tarso (LongPico), el ancho del pico a la altura de los nostrilos (AnchoPico), la altura del
pico (AltoPico), la distancia entre los nostrilos (AnchoNost), la altura de la base de la
mandibula hasta el borde inferior del nostrilo (AltNostMan), la longitud de la mandibula
(LongMand), la cuerda alar (CuerdaAlar) y la longitud de la cola (LongCola). Estos
caracteres permiten discriminar entre las poblaciones y son futiles para dilucidar los
patrones de variacion morfoldgica (Sattler y Braun 2000; Navarro-Sigiienza et al. 2013).

Los datos morfométricos se tomaron para la totalidad de los individuos (n= 209).



Se utiliz6 un vernier electronico marca Mitutoyo con una precision de 0.01 mm y una regla
metalica con precision de 0.5 mm para la obtencion de las medidas anatomicas externas.
Todas las medidas de los ejemplares bajo estudio fueron tomadas por la misma persona
(JCN). Con las medidas obtenidas se elabor6é una base de datos que fue capturada en el
programa Access (Microsoft 2007) para la posterior realizacion de los analisis estadisticos
y andlisis multivariados en el software SPSS version 17 (SPSS 2008) y XLSTAT(XLSTAT
2013).

Analisis de imégenes digitales y espectrometria.

Se tomaron fotografias digitales y datos de reflectancia del color del plumaje ventral con el
objetivo de evaluar las posibles diferencias de coloracién entre los cinco grupos
geograficos. Como ocurre con los humanos, las aves tienen fotorreceptores del color que
responden a la luz de onda larga (R), media (G) y corta (B) y, de acuerdo con Villafuerte y
Negro (1998), los valores de cantidad de RBG obtenidos a partir de fotografias pueden ser
usados para comparar la coloraciéon entre individuos. Asimismo, las aves tienen
fotorreceptores adicionales como parte de su sistema de vision de color que puede detectar
la luz en longitudes de onda ultravioleta (UV), por lo que para ampliar y corroborar la
informacion derivada de la observacion de la coloracion dentro del espectro de vision
humano, es decir, la observada en la imégenes fotograficas, se colectaron datos de
reflectancia del color en algunas aves usando un espectrometro de fibra 6ptica OceanOptics
USB2000 y el software SpectraSuite (Ocean Optics 2007). A diferencia del procesamiento
de imagenes digitales y complementaria a ésta, la técnica de reflectancia del color permite
obtener informacion util en el diagnostico de caracteres fenotipicos que no son apreciables

en el espectro visual de los humanos, pero si para las aves (Rohwer et al. 2012).

Todas las urracas fueron fotografiadas bajo condiciones estandarizadas de iluminacion: en
una superficie blanca cuadriculada (50 x 40 cm) iluminada con luz natural. Las fotografias
fueron tomadas con una camara digital marca PENTAX adaptada a un soporte fijo. Para
obtener las mejores imagenes, las funciones de mayor resolucidon fueron configuradas para
este proposito (Stevens et al. 2007). Ninguna fuente de luz externa o auxiliar fue utilizada.

Para evitar la pérdida de informacién y hacer comparaciones a mayor detalle las imagenes
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se exportaron en formato TIFF, en el cual se conserva la méxima resolucion (Bergman &
Beehner 2008). Ademas, con el propdsito de evitar sesgos de informacion debidos a la luz
ambiental, se corrigi6 la variacion de las condiciones de luz de cada fotografia a través del

uso de una escala de grises QPcard (Folkestad et al. 2008; Robertson y Robertson 2008).

Los valores promedio de coloracion (RGB) se obtuvieron con el programa especializado
para fotografia Image-J 1.38X (Abramoff et al. 2004).La cuantificacion de cantidad de
color rojo (R), verde (G) y azul (B) y el brillo total (R+G+B/3) se determiné a partir de la
herramienta de seleccion a priori de un area circular en la superficie ventral del plumaje de
las aves, especificamente en zonas con el color homogéneo (Endler 1990).La normalizacion
de los datos fue obtenida al dividir cada componente del color por su brillo, por lo que se
obtuvieron los indices para la cantidad de rojo (R/brillo), verde (G/brillo) y azul (B/brillo)
(McCormack y Berg 2010).

La informacion de espectrometria se tomo con el espectrometro de fibra oOptica
OceanOptics USB2000 del Moore Laboratory of Zoology, Occidental College, California y
solo se tomaron los datos de los 72 individuos depositados en dicha coleccion. No se
tomaron los datos de los individuos de las otras colecciones debido a que inicialmente la
obtencion de esta informacién no estaba contemplada para este estudio, y el uso del

espectrofotometro fue facilitado al momento de tomar los demas datos.

La informacion se obtuvo de la region ventral de los individuos y se calcularon los valores
de cinco variables del espectro de reflectancia visible de las aves (320-700 nm) para
describir los atributos del plumaje de las urracas. Se obtuvo el tono, brillo y el croma de
reflectancia en el espectro UV, azul y rojo en donde el tono es el valor maximo de
reflectancia (Armax), €l brillo como la reflectancia total en toda la gama de longitud de onda
(ZR320-700) ¥, €l croma UV como la proporcion de la reflectancia relativa en el rango de UV
con respecto a la reflectancia total (R320-400/R320-700), €1 croma azul como la proporcion de
la reflectancia total en el rango azul de la reflectancia total de todo el espectro (Rapo-
512/R320-700) ¥ €l croma rojo como la proporcion de la reflectancia total en el rango rojo con

respecto a la reflectancia total de todo el espectro visible (Rgos-700/R320-700) (Barreira et al.
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2012; Bentz y Siefferman 2013). En cada toma de datos, se recalibraron los valores

estandares de luz y oscuridad.

Andlisis estadisticos fenotipicos y morfologicos

Para reevaluar y ampliar la informacion mostrada por Selander (1959) sobre la variacion
del tamafio y la coloracion entre el morfo oscuro y el morfo claro, se aplicé un anélisis de
varianza (ANOVA) de una via a los datos morfoldgicos con el objetivo de determinar la
variacion en los caracteres del tamano con relacion a la edad de los individuos,
considerando las tres clases de edad (juvenil, sub adulto y adulto) como factores fijos. En
los caracteres que no se presentaron diferencias significativas (P> 0.05), las clases de edad
se trataron posteriormente en conjunto para cada sexo (Sattler y Braun 2000; Mila et al.
2010); en los atributos que si se determinaron diferencias significativas entre las categoria
de edad, solo se utilizaron individuos adultos en esa variable con el objetivo de reducir el
efecto de la variabilidad y sesgo en los analisis estadisticos posteriores (Sattler & Braun
2000). Este procedimiento también se realiz6 en cada uno de los grupos geograficos
explicados mas adelante, excepto en el grupo de urracas de Yucatan debido a la ausencia de

individuos juveniles y sub adultos en la muestra.

Tanto para la evaluacion de variacion entre los morfos como de los grupos geograficos, se
evalud estadisticamente la presencia o ausencia de dimorfismo sexual con respecto al
tamafio. Se compararon las medias de los sexos para cada uno a partir de un andlisis
paramétrico (T-Student) y no paramétrico (Mann-Whitney U-Test) con base en la prueba de

normalidad de los caracteres morfométricos.

Por otra parte, con el proposito de conocer la variacion morfologica de la urraca a través de
la geografia, se evalud la homogeneidad de varianzas de los datos morfoldgicos con el fin
de determinar si existen diferencias significativas entre los cinco grupos geograficos
determinados (Hy - las medias de los grupos son iguales) y, posteriormente, con el fin de
determinar el grado de diferenciacion del tamafio de los grupos, se realizd un analisis

multivariado de varianza (MANOVA) de una via en todos los rasgos morfoldgicos
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definiendo a los grupos como factores fijos y las medidas de los caracteres como variables
dependientes. Para cumplir con los supuestos estadisticos de normalidad, las variables
morfométricas fueron transformadas a funcion logl0. De manera adicional, se utilizé la
prueba pots hoc de Tukey que permite determinar qué medias difieren. La evaluacion de
homogeneidad de varianzas, la MANOVA vy el andlisis de normalidad se realizaron so6lo
con individuos adultos y sub adultos debido a que no se encontraron diferencias
significativas asociadas a la edad entre estas dos categorias (ver resultados); los resultados
fueron interpretados para cada sexo por separado. Para determinar las diferencias de los
grupos para cada variable, se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de una via o la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, posterior a la evaluacion de la normalidad de los

datos morfoldgicos.

En cuanto a la coloracion del plumaje, para examinar si habia diferencias significativas en
los valores del color y reflectancia del plumaje ventral entre los cinco grupos de urracas,
también se hizo un analisis multivariado (MANOVA) como el realizado anteriormente (con
los grupos como factores fijos). También, el andlisis comparativo se reporta con la
informacion de los individuos adultos y sub adultos debido a que se encontraron diferencias
significativas en los canales de coloracion RGB con respecto a los de los juveniles en la
poblacion del morfo café de la zona de contacto (Kruskal-Wallis test, P< 0.05). Sin
embargo, si se consideraron a ambos sexos dado que no hubo diferencias significativas en
los valores de cantidad de color RGB entre machos y hembras (t-Student test/Mann-

Whitney test; todas P> 0.05).

Previo a determinar si el espectro de reflectancia en el vientre de las urracas difiere o no
significativamente entre las poblaciones, se evaluo la variacién debida a la edad y al sexo.
En ambas no se encontraron diferencias significativas (edad: Kruskal-Wallis test, todas
P>0.05; dimorfismo: t-Student test, todas P>0.05). Dado lo anterior, en los grupos se
incluyeron tanto juveniles como individuos de ambos sexos (n= 72). Para evaluar las
posibles diferencias del color se realiz6 una MANOVA definiendo a los grupos como

factores fijos.
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Finalmente, con el objetivo de corroborar las diferencias entre los grupos geograficos, en
cada agrupacion de datos (morfoldgico, fotografico y espectroscopico) se realizaron
analisis de funcion discriminante (DFA) que posibilitan probar si las variables en conjunto
permiten identificar grupos taxonoémicos, y visualizar los datos en un grafico con el fin de
comprobar que las poblaciones son diferenciadas correctamente. Ademas, se realizd un
DFA consenso en el cual se consideran los datos de todas las variables morfologicas-

fenotipicas empleadas anteriormente.

Datos genéticos: muestras, extraccion, amplificacion y secuenciacion de ADN

En marzo de 2012 se realiz6 trabajo de campo en la region de Catemaco - Los Tuxtlas y
Fortin de las Flores - Cordoba, Veracruz. El trabajo consistid en obtener tejidos de P.
morio. En total se reunieron 12 muestras de tejido (musculo, corazon e higado) que se
encuentran albergados en la coleccion de tejidos del Museo de Zoologia de la Facultad de
Ciencias, UNAM. Del total, cuatro pertenecen a la zona de transicion morfoldgica (Cuadro
1). Para explorar los patrones de diversificacion de P. morio, de cada muestra se tomd un
segmento para su procesamiento en el laboratorio y su posterior analisis genético a partir de
las secuencias parciales de tres marcadores moleculares. Se amplifico el gen mitocondrial
NADH deshidrogenasa de la subunidad 2 (ND2) para 12 individuos, empleando el primer
L5215 (5’-TATCGGGCCCATACCCCGAAAAT-3’; Hackett 1996); para 11 individuos se
amplifico la region nuclear 20454F (5’-GTCCTGTGCCTTGTGTATGA-3’; Backstrom et
al. 2008) y el intron nuclear del gliceraldehido-3-fostato deshidrogenasa (GAPDH: 5’-
CATCAAGTCCACAACACGG TTGCTGTA-3’; Friesen et al. 1997). El uso de
marcadores moleculares con diferentes tasas de mutacion permite hacer inferencias en
diferentes escalas temporales y proporciona una vision mas confiable sobre los procesos

historicos implicados en la evolucion de los taxones (Gonzalez et al. 2011).

Se extrajo ADN de células hepdaticas y musculares a través del método de extraccion de
ADN NaCl y Cloroformo (Arbeldez-Cortés et al. 2014; Anexo 3). Posteriormente, todos los

marcadores fueron amplificados por medio de la reacciéon en cadena de la polimerasa

14



(PCR) en un termociclador GeneAmp PCR System 9700, siguiendo el protocolo de

Arbelaez-Cortés y colaboradores (2014) para todos los marcadores.

Se corrobord la existencia del producto amplificado a través de electroforesis en gel de
agarosa con bromuro de etidio. Una vez corroborado, los productos fueron purificados
mediante precipitacion en etanol y posteriormente enviados al High-Through put
Sequencing Solutions de la Universidad de Washington, E.U.A para la secuenciacion de los
marcadores. Consultando el codigo IUPAC para la interpretacion de los datos ambiguos se
procedid a editar las secuencias manualmente en el programa BioEdit (Hall 1999).
Posteriormente, el alinecamiento de nucleo6tidos se realizé en CLUSTAL X considerando las

opciones predeterminadas por el programa (Thompson et al. 1997).

La alineacion del gen ND2 se hizo tomando como referencia las secuencias de dos
individuos de urraca café¢ y, como grupo externo, las pertenecientes a dos individuos de
urracas copetonas (Calocitta formosa y C. colliei; GenBank nimeros de accesoDQ912608,
DQ912607, HQ123802 y DQ912603). En el caso del loci GAPDH, la referencia para la
alineacion fue tomada de un individuo de Corvus corone (numero de acceso DQ406663).
Para el loci20454F no se encontr6 referencia disponible para el alineamiento por lo que se

utilizo la secuencia de un individuo de Calocitta colliei (Roldan-Pifia, com. Pers).

Variacion genética y analisis filogenético

Se determind el grado de variacion genética de la urraca café¢ a partir de estimadores
dediversidad genética para cada uno de los marcadores moleculares y una matriz de datos
concatenados. Con los programas DNAsp (Librado y Rozas 2009) y PAUP* version
4.0b(Swofford 2002), se cuantificaron los sitios polimoérficos en las secuencias (S), el
numero total de mutaciones (Eta), el calculo del nimero de haplotipos (h); la diversidad de
haplotipos (Hg),la diversidad nucleotidica (pi) y el numero promedio de diferencias
nucleotidicas, k (Tajima 1989). También, para cada marcador se calculé el valor de la D de
Tajima (Kvist et al. 1998), que es un estadistico utilizado en la genética de poblaciones que

permite evaluar la neutralidad del marcador molecular, asi como explorar la estabilidad
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poblacional del grupo en estudio. Por su parte, a excepcion de la D de Tajima y por falta de
muestras, los analisis anteriores ademdas de realizarse para cada marcador también se
implementaron dentro de los grupos geograficos descritos en el siguiente parrafo; este
analisis de variacion intra-poblacional se hizo sélo con la matriz de datos concatenados y el

marcador mitocondrial.

Como ocurrid con los atributos morfoloégicos y fenotipicos, con las secuencias disponibles
y considerando los atributos de coloracion de las urracas en la geografia se hicieron
comparaciones entre grupos geograficos. Se definieron cuatro grupos: dos poblaciones del
grupo CAFE NORTE (grupo “Tamaulipas-Hidalgo”, n= 3; grupo “Cérdoba”, n= 3), una
poblacién del grupo CAFE CONTACTO (grupo “Los Tuxtlas”, n=3) y una poblacion de
urracas del morfo de vientre claro y puntas de la cola blancas (grupo “Tabasco-Campeche”,
n=3), mismo que fue el tnico grupo en el que se considerd al nico individuo del morfo
blanco de la zona de contacto (BLANCO CONTACTO) junto con las muestras de
Campeche (BLANCO YUCATAN). Sélo para los analisis del marcador ND2 se incluyeron
las dos muestras de P. morio reportadas en la literatura (Bonaccorso y Peterson 2007; grupo

“Tabasco-Campeche”, n=5).

Con los cuatro grupos definidos se evaluo la estructura y la diferenciacion genética intra e
interpoblacional. La estimacion de la estructura poblacional se realizé a través de un
analisis de varianza molecular (AMOVA) considerando 16,000 permutaciones para
determinarla significancia. Este andlisis se llevo a cabo en el programa Arlequin version
3.5.1.2 (Excoffier y Lischer 2010) utilizando el marcador ND2 y la matriz de datos
concatenados.La matriz de datos concatenados sdlo incluyd a las muestras en las que se
obtuvieron las secuencias de los tres marcadores moleculares (n=11). Por su parte, para
cada marcador molecular y la matriz de datos concatenados se estim¢ la diferenciacion
entre las poblaciones a través del calculo del indice de diferenciacion global y distancias

pareadas (Fst, Excoffier et al. 2009) con el programa DNAsp (Librado y Rozas 2009).

Con las secuencias disponibles, seobtuvieron las relaciones filogenéticas mediante los
métodos de Maxima Parsimonia (MP), Maxima Verosimilitud (ML)e Inferencia Bayesiana

(IB), para los que se utilizaron como grupo externo las secuencias de Calocitta formosa y
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C. colliei senaladas anteriormente. MP se estim6 con el programa PAUP* (Swofford 2002)
y se basd en una busqueda heuristica empleando el algoritmo TBR (tree bisection
reconection). El soporte nodal fue estimado haciendo 1,000 réplicas de bootstrap

(Felsenstein 1985).

Se obtuvo el modelo de sustitucion nucleotidica para cada matriz con jModelTest (Posada
2008) y el Criterio de Informacion de Akaike (AIC), con un intervalo de confianza del 95%
(concatenado: GTR+G; ND2: TrN+G; GAPDH: K80; 20454: F81+G). Se utiliz6 el modelo
de evolucion obtenido en los analisis de ML e IB y las filogenias se realizaron con la matriz

de datos concatenados y el marcador mitocondrial.

La topologia del analisis de ML se realizé con el programa MEGAG6 (Tamura et al. 2013)
implementando el método de busqueda heuristica NNI (Nearest-Neighbor-Interchange) y
haciendo 1,000 réplicas de bootstrap (Montano-Rendén et al. 2015). El analisis de IB se
hizo con MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck et al. 2001), con un muestreo mediante cuatro
corridas simultaneas de las cadenas de Markov Montecarlo (MCMC) por 10 millones de
generaciones con una frecuencia de muestreo cada 250 generaciones. Se elimind (burn-in)
el 10% de las generaciones muestreadas y las frecuencias restantes fueron usadas para
estimar el arbol y las probabilidades posteriores de los nodos. La convergencia en una
distribucion estacional se determiné graficando los valores de —InL y el tamaio efectivo de

la muestra con el programa Tracer v1.6.0 (Rambaut et al. 2013).

Cuadro 1. Lista de tejidos de Psilorhinus morio utilizados en este estudio. Se indica con
asterisco (*) los numeros de acceso de las muestras tomadas del GenBank y con X la matriz
en la que fueron usadas. Se sefiala el grupo y region geografica a la que pertenecen.

MATRIZ

_8

. T I3+

No. Tejido GRUPO/REGION LATITUD LONGITUD | § oS
z|g|<| 8

°18

CONACYT _1238 | CAFE NORTE/Tamaulipas 24.61666667 9935 | X | X [ X | X
CONACYT_1242 | CAFE NORTE/Tamaulipas 24.61666667 9935 | X | X [ X | X
HGO_SLP_133 | CAFE NORTE/Hidalgo 21.075 98955 | X | X | X [ X
PEPE 4 CAFE NORTE/Cérdoba 18.913108 970177 | X | X | X | X
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MATRIZ

|

No. Tejido GRUPO/REGION LATITUD LONGITUD | & || 0| &

2|88 S

S

@)

PEPE 5 CAFE NORTE/Cérdoba 18.913108 970177 | X | X | X | X

PEPE 6 CAFE NORTE/Cérdoba 18.913108 970177 | X | X | X | X

PEPE 14 CAFE CONTACTO/Los Tuxtlas 18.356111 9501861 | X | X | X | X

PEPE 18 CAFE CONTACTO/Los Tuxtlas 18.356111 9501861 | X | X | X | X

PEPE 20 CAFE CONTACTO/Los Tuxtlas 18.356111 9501861 | X | X | X | X

MZFC04 132 BLANCO CONTACTO/Tabasco 17.87083333 9388333 | X | X | X | X
Y408 162 BLANCO YUCATAN/Campeche 18.02006667 -90.32003 | X

Y408 104 BLANCO YUCATAN/Campeche 18.02006667 -9032003 | X | X | X | X
DQ912608* BLANCO YUCATAN/Campeche (Bonaccorso y Peterson 2007) X
DQ912607* BLANCO YUCATAN/Campeche (Bonaccorso y Peterson 2007) X

HQ123802* Outgroup- Calocittaformosa (McCormack et al. 2011) X X

DQ912603* Outgroup —Calocittacolliei (Bonaccorso y Peterson 2007) X X

RESULTADOS

Variacion morfolégica

Con base en la separacion de las urracas en dos grupos (morfo oscuro y morfo claro), se
encontré que en promedio hay una diferencia de 6.3% y 6.26% de variabilidad asociada a la
edad en el tamafio de los individuos claros y oscuros, respectivamente, siendo los juveniles
de menor tamafio. A pesar de que existen diferencias, éstas no son estadisticamente
significativas en casi todas las dimensiones anatdmicas evaluadas (ANOVA, pico y tarso
P>0.05; Cuadro 2). Solo la longitud de la cuerda alar y de la cola de los individuos
juveniles del morfo oscuro fue significativamente menor con respecto a la de los adultos,
mientras que en el caso de los individuos del morfo claro tinicamente la altura del pico de

los juveniles resulté significativamente mayor.

Para el morfo oscuro, las hembras presentan menor tamafio en todas las dimensiones
corporales con respecto a los machos. Sin embargo, a excepciéon de la longitud de la
mandibula (LongMan), las diferencias de las medias grupales no fueron estadisticamente
significativas (Cuadro 2; t-Student test, todas las variables P>0.05). En el morfo claro, el

analisis de variacion entre los sexos exhibe que la cuerda alar y la altura del pico fueron los
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atributos de mayor dimension en los machos (t-Student test, P<0.05). Cabe mencionar que
bajo esta clasificacion en donde s6lo se considera la comparacién de los dos morfos, los
resultados estadisticos encontrados no permiten asumir la existencia de un dimorfismo

sexual general.

Al evaluar la variacion morfologica entre los sexos de ambos morfos (Cuadro 3), se
determin6 que la cuerda alar, la longitud de la cola y el tarso de las hembras del morfo
oscuro son significativamente de mayor tamafio con respecto a las hembras del morfo claro
(t-Student test, tarso P=0.002; cuerda alar P=0.001; Mann-Whitney U-Test, LongCola
P=0.045). En los demas atributos, la variacién no es estadisticamente significativa. Por su
parte, los machos del morfo oscuro tienen una talla de cola y altura del pico

significativamente mas grandes que los del morfo claro (Mann-Whitney U-Test, P<0.011).
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Cuadro 2. Variables morfologicas de acuerdo a las edades de individuos de la forma oscura y forma clara. Se incluyen ambos sexos en
las comparaciones y se resaltan las variables con diferencias significativas (P<0.05). N= ntimero de individuos; DE= desviacion
estandar; EE= error estandar; C.V= coeficiente de variacion (%).

FORMA OSCURA

FORMA CLARA

Tarso
LongPico
AnchoPico
AnchoNostr
AltoPico
AltNostMan
LongMand
CuerdaAlar
LongCola

Adulto

n=66
47.28
28.52
13.54
5.42
16.06
9.58
24.30
20.38
21.40

MEDIAS (mm)

Juvenil

n=57
47.83
28.26
13.32
5.36
15.70
9.24
24.15
19.82
20.69

Cuasi
Adulto

n=14
47.06
28.26
13.40
5.25
16.07
9.52
24.23
20.25
21.29

Total

n=137
47.49
28.38
13.43
5.38
15.91
9.44
24.23
20.13
21.08

DE

1.98
1.93
0.73
0.46
1.00
0.80
1.63
0.81
1.24

EE

0.17
0.17
0.06
0.04
0.09
0.07
0.14
0.07
0.11

CVv
(%)

4.16
6.80
543
8.52
6.30
8.50
6.74
4.02
5.88

ANOVA

1.54
0.30
1.45
0.90
2.30
2.94
0.12
8.04
5.49

0.217
0.745
0.238
0.411
0.104
0.056
0.886
0.001
0.005

MEDIAS (mm)
Adulto

n=25
45.38
27.79
13.06
5.22
15.56
9.31
23.98
19.64
20.76

Juvenil

n=40
46.68
28.66
13.29
5.48
16.08
9.51
24.76
19.65
20.46

Cuasi
adulto

n=7n=72
46.49146.2112.63]0.31
28.98128.40]1.82]0.22
13.48]13.23]0.78]0.09
5.38 | 5.38 ]0.53]0.06
16.27]15.92]0.90]0.11
9.50 | 9.44 ]0.66]0.08
24.48124.4611.51]0.18
19.76]19.65]1.00]0.12
21.10120.63]1.35]0.16

Total | DE | EE

Cv
(%)

4.27
6.80
5.51
8.52
6.30
8.49
6.68
4.11
6.01

ANOVA

1.99
2.16
1.07
1.90
3.33
0.69
2.12
0.04
0.84

0.145
0.123
0.349
0.158
0.042
0.503
0.128
0.960
0.435
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Cuadro 3. Variacion morfologica del morfo café y el morfo claro debida al sexo. Se incluyen individuos de todas las edades (A) e
individuos adultos (B) para la comparacion de las variables que presentaron diferencias significativas por la edad (véase seccion de
métodos). Se resaltan los valores de significancia en las variables con el estadistico P< 0.05. H= hembras; M= machos; n= numero de
individuos; DE= desviacion estandar; C.V= coeficiente de variacion (%).

FORMA OSCURA FORMA CLARA
Media (mm) Media (mm)
A) H M |Total| DE C(:‘VY) F P StL;lzi_ent M-W-U A) H M |Total| DE %/z]) F P S tlIil-ent M-W-U
n=74|n=63 n=32|n= 40
Tarso 47.19)47.83]|47.49]1.98]4.16]0.01] 0.94 | -1.91 Tarso 45.68]46.64146.21]2.63]5.70§2.29] 0.13 | -1.56
LongPico [27.54]29.37)28.38]1.93]6.80]0.42] 0.51 | -6.23 LongPico [27.88]28.83|28.40]1.82]6.43]1.29] 0.26 | -2.26
AnchoPico |13.29]13.60]13.43|0.73]5.43]3.31] 0.07 | -2.50 AnchoPico |13.08]13.35]13.23]0.78|5.88]0.00] 0.98 | -1.46
AnchoNostr| 5.32 | 5.44 | 5.38 ]0.46|8.5210.36] 0.55 | -1.45 AnchoNostr| 5.26 | 5.47 | 5.38 |0.53]9.84 0.14 512.5
AltoPico 15.51]16.38|15.91{1.00]6.30]0.03] 0.87 | -5.60 AltNostMan| 9.34 | 9.52 | 9.44 |0.66/6.99]1.06] 0.30 | -1.15
AltNostMan] 9.13 19.79 | 9.43 10.80]8.50]10.00] 0.97 | -5.25 LongMand [24.08]24.76]24.46]1.51]6.16]3.83] 0.05 | -1.94
LongMand |23.63|24.94]24.23]1.63|6.74 0.000 1153.5 |CuerdaAlar|19.51]19.77|19.65]1.00]5.09(8.02] 0.00 | -1.08
B) H M LongCola [20.55]20.69]20.63]1.35]6.55 0.96 636.5
n=42|n=22 B) H M
CuerdaAlar|20.27]20.58]20.38]0.77]3.79]0.26] 0.61 | -1.53 n=15|n=16
LongCola |21.17|21.82J21.40]1.15}5.36]0.12| 0.73 | -2.2 AltoPico 15.28|15.72]15.51]1.04}6.69]6.17]0.019] -1.16
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Variacion geografica

En el caso de la variacion morfologica por la edad, destaca que en todos los grupos la
dimension del tarso, longitud del pico, mandibula y la distancia entre los nostrilos no
fueron significativamente diferentes entre las tres clases de edad; los atributos con
diferencias significativas (ANOVA, P<0.05) se presentaron entre juveniles-adultos y entre
juveniles-sub adultos (Fig. 2). Entre adultos y sub adultos no hubo diferencias morfologicas

significativas.

Los resultados derivados del analisis de variacion debida al sexo, revela la existencia de
dimorfismo sexual en cinco variables asociadas al pico (t-Student test; LongPico, AltoPico,
AnchoPico, AltNostMan y LongMand P<0.05), cuya dimensiéon es mayor en los machos
del grupo de urracas oscuras “CAFE NORTE” y “CAFE CONTACTO” con respecto a las
hembras. El dimorfismo en dichas variables no esta presente en los grupos geograficos de
urracas de vientre claro; el contraste de varianzas exhibe que al interior de cada grupo la

variacion en los caracteres fue homogénea para todos los casos (P>0.05).

Por otra parte, la prueba de homogeneidad de varianzas en los cinco grupos geograficos
mostré que la variacion de los rasgos morfologicos fue igual en ambos sexos (P<0.05), a
excepcion de la altura del pico y la longitud del tarso en los machos. El andlisis
multivariado demostré que hay diferencias significativas en la morfologia entre los grupos
tanto en machos como en hembras (machos: Wilks’ Lamda, F=2.75 P<0.05; hembras:
Wilks’ Lamda, F=3.94 P<0.05); de este modo, las diferencias intergrupales fueron
significativas para cada variable evaluada (Cuadro 3; ANOVA/Kruskal-Wallis test; todas
P<0.05).

En la figura 3 se presentan los graficos del analisis de variacion morfologica entre los
grupos geograficos. La prueba post hoc de Tukey mostré que para ambos sexos los
caracteres morfologicos del grupo de la Peninsula de Yucatan se segregan

significativamente del resto al presentar menor tamafo en todos los atributos morfologicos.
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En todas las variables morfologicas, los resultados de la prueba anterior revelaron que no
hay diferencias significativas entre las dimensiones de las urracas de los dos morfos
presentes en la zona de transicion. Esto es interesante si se considera que algunos atributos
del pico (LongPico, AltoPico, AltoNostMan y LongMand) del grupo CAFE CONTACTO
difieren de manera importante con relacién a los del grupo CAFE NORTE, asi como
sucede con otras variables asociadas a la longitud total (CuerdaAlar y LongCola) del morfo
claro de la zona de contacto con respecto a las de Centroamérica (en el caso de los machos)
o todas las variables del pico de las urracas de la Peninsula de Yucatan. En este sentido y en
todos los casos, los atributos con diferencias significativas muestran que las urracas de la
zona de transicion morfoldgica son de mayor dimension que las que se encuentran fuera de

ella.

En el andlisis de funcion discriminante (DFA) para las nueve variables morfologicas de los
machos y de las hembras, se observa la formacion de 3 y 4 grupos, respectivamente (Fig.
4). Cabe recordar que en el grafico de los machos se presenta el grupo adicional
correspondiente a la poblacion de Centroamérica, misma que conformd una agrupacion
independiente del resto. No se reportd en el grafico el sexo femenino debido a la falta de

muestras.

También, en el DFA se muestra la segregacion de las urracas de la forma clara de la
Peninsula de Yucatdn con respecto al grupo del morfo café del norte y del grupo
conformado por las dos formas de la zona de contacto (CAFE CONTACTO y BLANCO
CONTACTO). En el DFA de las hembras, en la funcion 1 se concentra el 73.63% de la
variacion, y esta asociada principalmente con las variables del pico y las alas, mientras que
la funcion 3 se correlaciona con la longitud de la cola. En el caso de los machos, la
variacion se reunio en cuatro factores; siendo cinco de seis variables vinculadas al tamafo
del pico, la longitud de la cola y la cuerda alar, las asociadas al factor 1 que intervino con el

64.76% de la variacion total.
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Figura 3.Diferencias intergrupales para machos y hembras. Se indican los valores de significancia entre los grupos.
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Figura 4. Analisis de funcion discriminante de las nueve variables morfoldgicas de las urracas para los grupos geograficos con los
sexos separados. Se muestra el grafico con la relacion de las dos primeras funciones y los centroides de confianza (P< 0.05) para cada
conjunto de datos grupales asi como sus respectivas tablas de contribucion de las variables en los factores.
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Figura 5.Diferencias intergrupales en los canales receptores de color rojo (R), verde (G) y azul (B). En los tres casos, los valores de las
poblaciones monomorficas (morfo oscuro o morfo blanco) son similares. Se indican los valores de significancia entre los grupos con el

estadistico P< 0.05.
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Figura 6. Analisis de funcion discriminante de las 3 variables derivadas del anlisis de imagenes digitales RGB (A) y de las cinco
variables de espectrometria (B) para los grupos geograficos. Se muestra el grafico con la relacion de las dos primeras funciones y los
centroides de confianza (P< 0.05) para cada conjunto de datos grupales asi como sus respectivas tablas de contribucion de las variables
en los factores.
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Variacion fenotipica: coloracion y espectrometria

El andlisis de las iméagenes digitales mostro la existencia de diferencias significativas entre
los grupos de urracas en los valores de cantidad de color correspondientes a los canales
receptores RGB (Wilks’ Lamda, F=12.38 P<0.001). Al igual que en los caracteres
morfologicos, la variacion de todas las variables del color fueron iguales en las poblaciones
(Prueba de homogeneidad de varianzas, todas P>0.05), aunque si se presentaron diferencias

significativas para cada variable del color entre los grupos (ANOVA; todas P<0.05).

Las diferencias intergrupales de los valores de coloracion muestran, para las comparaciones
multiples, que los valores de coloracion R, G y B de la poblacion de la Peninsula de
Yucatan no son estadisticamente diferentes con respecto a las poblaciones del morfo claro
de Centroamérica y la zona de contacto (Fig. 5). Del mismo modo, en los dos grupos del

morfo oscuro no hay diferencias entre ellos.

El DFA elaborado con los datos de coloracion RGB, corrobora la existencia de dos
agrupaciones disyuntas (Fig. 6a). El factor 1, que es el que separa a los dos grupos, explica
el 99.1% de la variacion y esta correlacionado con la cantidad de R y G, mientras que el
factor 2 (3.9%) esta asociado a los valores del canal azul (B). Este ultimo, no present6
diferencias entre el grupo de la Peninsula de Yucatin y el morfo café del norte. Esto
trasciende en que se mantengan agrupadas todas las poblaciones en un solo eje, es decir, el

factor 2.

El anélisis multivariado del espectro de reflectancia del plumaje ventral de los cinco grupos
de urraca café mostro6 la existencia de diferencias significativas entre los perfiles espectrales
de los grupos (Wilks’ Lamda, F=4.47 P<0.001) (Fig. 7). El tono y el brillo son las tnicas
variables que muestran desigualdad de varianzas (P<0.03) y, ademas, son las variables que
presentan variacion significativa entre las medias grupales (ANOVA; tono: F=2.86 P=0.03;
brillo: F=3.23 P=0.017).

El brillo, definido como la reflectancia total en el espectro visible, y la tonalidad del

plumaje de la region ventral de las urracas peninsulares fueron significativamente mayores
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con respecto a las urracas del morfo oscuro (CAFE NORTE y CAFE CONTACTO); el
brillo y el tono de las urracas del grupo BLANCO YUCATAN fueron marginalmente
diferentes (P<0.06) con respecto a las urracas centroamericanas y el morfo claro de la zona
de contacto. En este sentido, destaca que el tono y brillo del plumaje ventral en las aves del
grupo CAFE NORTE son diferentes de CAFE CONTACTO, pero no de BLANCO
CONTACTO y BLANCO CENTROAMERICA. Por su parte, entre los dos morfos de la
zona de contacto también hay diferencias de tonalidad y brillo importantes entre ellas

(P<0.001).

En lo referente a las otras variables, solo en la proporcion de la reflectancia relativa en el
rango de UV (320400 nm) y en la longitud de onda del rojo (605-700 nm) se detectaron
diferencias significativas entre las urracas oscuras del norte y la CAFE CONTACTO. En el
resto de los grupos no se presentaron desigualdades tanto en estas variables como en la

variable relativa a la longitud de onda azul (400-512nm).

En la relacion entre las dos primeras funciones del andlisis discriminante (Fig. 6b), se
aprecia que la funcién 1 concentra el 85.26% de la variacion y se correlaciona con la
tonalidad y el brillo del plumaje, mientras que la funcioén 2, que concentrd el 9.48% de la
variacion, se asocia a la relacion del croma UV vy el rojo, mismos que, como se menciond
anteriormente no presentaron diferencias significativas entre los grupos, lo que significa
que no hay segregacion entre los grupos por la baja variacioén de las mismas. La variacion

restante se concentrd en la funcion 3 y funcion 4 (5.26%).

Finalmente, en el DFA consenso (Fig. 8), elaborado con las nueve variables morfoldgicas,
los valores de coloracion correspondientes a los tres canales fotoreceptores RGB y las cinco
variables derivadas del andlisis de espectrometria, reveld que en las funciones 1 y 2 se
concentrd el 58.75% y 22.44% de la variacion, respectivamente. La funcion 1 se
correlacion6 con la longitud del tarso, las tres variables de los canales RGB, el tono y el
brillo del plumaje, mientras que la F2 esta vinculada a la mayoria de las variables
morfométricas, dejando las proporciones de la reflectancia relativa en el rango de UV, azul
y rojo del color del plumaje en el tercer factor. A pesar de que el nimero de individuos para

la comparacion de las variables es baja (n= 72), el arreglo y la informacion de los factores
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posibilita identificar la segregacion del grupo BLANCO CENTROAMERICA y BLANCO
CONTACTO con respecto a BLANCO YUCATAN. Por su parte, los grupos BLANCO
CENTROAMERICA y BLANCO CONTACTO se separan por las variables morfologicas
del pico, sin embargo, se traslapan los intervalos de confianza de las variables de coloracion
RGB, el tono y el brillo del plumaje de la F1. Asi mismo, destaca la contribucion del
conjunto de variables en la variacion del grupo BLANCO CONTACTO dejandolas como
una agrupacion separada del resto por la correlacion de las variables en la F1 y F2. Por
ultimo, sobresale la convergencia de los dos grupos del morfo oscuro, mismos que se
segregan de todos los grupos del morfo claro por la diferencia de valores en las variables

asociadas a la F1.

Figura 7. Espectro de reflectancia del plumaje ventral en los cinco grupos de la urracas
café Psilorhinus morio.
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Figura 8. Grafico del analisis de funcion discriminante “consenso”, para nueve variables
morfologicas, tres variables derivadas del andlisis de imagenes digitales RGB y cinco
variables de espectrometria para los grupos geograficos. Se muestra el grafico con la
relacion de las dos primeras funciones y los centroides de confianza (P< 0.05) para cada
conjunto de datos grupales asi como su respectiva tabla de contribuciéon de las variables en

los factores.
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Variacién genética

Los resultados de variacion genética mostraron que todas las secuencias de ADN fueron
polimorficas (Cuadro 4). Se obtuvieron 12 haplotipos (39 sitios polimoérficos) en el gen
ND2 con 776 pares de bases (bp) en las secuencias, 11 haplotipos (91 sitios variables) en el
loci nuclear 20454 con 322bp de secuencia, 3haplotipos (19 sitios variables) en el loci
nuclear GAPDH con 366bp de secuencia y, en la matriz concatenada se identificaron
10haplotipos con 67 sitios variables de un total de 1608 bp en las secuencias (Cuadro 4). El
loci 20454F presentd la mayor variacion nucleotidica (8.79%) con respecto a los otros
marcadores y el concatenado (ND2= 5.02%; GAPDH= 0.82%; Concatenado= 4.16%). Se
observan valores mas altos de sitios polimorficos, mutaciones y diversidad nucleotidica en
la estructura genética del conjunto de urracas del morfo claro y la poblacion CAFE
CONTACTO con respecto a las dos poblaciones de urracas del grupo CAFE NORTE

(Cuadro 4), lo que indica una alta variacién genética de dichas poblaciones.

Cuadro 4. Variacién entre los marcadores moleculares y el concatenado (ND2 + loci
20454 + GAPDH): nimero de secuencias, numero de sitios, nimero de sitios polimorficos
(S), nimero total de mutaciones (Eta), nimero de haplotipos (h), diversidad de haplotipos
(Hd), diversidad nucleotidica (pi), nimero promedio de diferencias nucleotidicas (k), D de
Tajima (D), valor de significancia estadistica para D de Tajima (P), indice de fijacion (Fsr).

Marcador No. No. Sitios S Eta H Hd Pi K D P (D)
Molecular Secuencias
ND2 14 776 39 41 12 0967 0.01074 7.659 -1.76723 P>0.1
20454F 11 466 41 42 9 0964 0.02234 10.255 -1.33801 P>0.1
GAPDH 11 365 3 3 3 0.564 0.00330 1.2 0.58729 P>0.1
Concatenados 11 1608 67 70 10 0.982 0.01170 18 -1.17543 P>0.1
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Cuadro 5. Variacion genética en cuatro grupos de urraca café evaluando el marcador ND2
y los datos concatenados. Se indica el nimero de secuencias, nimero de sitios, nimero de
sitios polimorficos (S), numero total de mutaciones (Eta), numero de haplotipos (h),
diversidad de haplotipos (Hd), diversidad nucleotidica (pi), nimero promedio de
diferencias nucleotidicas (k).

ND2
MORFO - GRUPO No. No. S Eta H Hd Pi K
) Secuencias  Sitios
CAFE NORTE - Tamaulipas/Hidalgo 3 776 4 4 3 1 0.00358 = 2.667
CAFE NORTE — Cérdoba 3 776 0 0 1 0 0 0
CAFE CONTACTO - Los Tuxtlas 3 776 21 24 3 1 0.01974 15
BLANCO - Tabasco/Campeche 5 776 26 26 5 1 0.01432 10.6
CONCATENADOS
MORFO - GRUPO No. No. S Eta H Hd Pi K
' Secuencias  Sitios
CAFE NORTE - Tamaulipas/Hidalgo 3 1608 9 10 3 1 0.00390 6
CAFE NORTE — Cérdoba 3 1608 4 4 2 0.66667 0.00173 2.66667
CAFE CONTACTO - Los Tuxtlas 3 1608 30 38 3 1 0.01322 ' 20.333
BLANCO - Tabasco/Campeche 2 1608 84 41 2 1 0.05381 84

La evaluacion de neutralidad de los marcadores con la prueba de D de Tajima arrojo
valores negativos no significativos (P> 0.1) para los marcadores ND2, GAPDH vy Ia
secuencia concatenada. Este resultado sugiere que posiblemente se esté presentando una
expansion poblacional en el complejo de P. morio. A esta posible expansion, esta asociada

una elevada diversidad de haplotipos (Hd< 0.5) entre las poblaciones (Cuadro 4 y 5).

En el cuadro 6 se presentan los resultados del analisis de varianza molecular (AMOVA),
que muestra que entre el 18% y el 39.4% de la variacidon se debe a diferencias entre las
poblaciones, mientras que la mayor parte de la variacion genética (60.1% a 82%) se
encuentra dentro de las mismas. Esta diferenciacion genética entre las poblaciones podria
deberse al flujo génico. Los valores de las distancias pareadas Fsr de la AMOVA vy los
obtenidos en los tres marcadores moleculares y la matriz concatenada para el andlisis
interpoblacional fueron bajos (Fsr<0.6) y no fueron estadisticamente significativos
(P>0.05), lo que sugiere que existe baja diferenciacion genética entre las poblaciones

(Cuadro 6 y 7).
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Cuadro 6. Resultados del analisis de varianza molecular (AMOVA).

CONCATENADO

Fuente de Grados de Suma de los Componentes de Porcentaje de

variacion libertad cuadrados varianza variacion
Entre las 3 77 6.05 39.86
poblaciones
Dentro de las 7 64 9.14 60.14
poblaciones
Total 10 141 15
Indice de fijacion 0.3985
(FST)

ND2

Fuente de Grados de Suma de los Componentes de Porcentaje de

variacion libertad cuadrados varianza variacion
Entre las 3 17.18 0.72 18.09
poblaciones
Dentro de las 10 32.6 3.26 81.91
poblaciones
Total 13 49.78 3.98
Indice de fijacién 0.18

(FST)

Cuadro 7. Distancias pareadas Fsr para los tres marcadores moleculares y la matriz

concatenada.

DISTANCIAS PAREADAS FST (concatenados)

DISTANCIAS PAREADAS FST (ND2)

Tamaulipas/ . Los Tamaulipas/ . Los
Hidalgo Cordoba Tuxtlas Hidalgo Cordoba Tuxtlas
Cordoba 0.29091 0 Cordoba 0.62500 0
Los Tuxtlas 0.23548 0.31 0 Los Tuxtlas 0.32875 0.38889 0
Tabasco/ 0.17683  0.17763 0.05319 | Jabasco/ 0.07615 0.18038  0.14578
Campeche _ Campeche _
DISTANCIAS PAREADAS FST (loci20454) DISTANCIAS PAREADAS FST (GAPDH)
Tamaulipas/ . Los Tamaulipas/ . Los
Hidalgo Cordoba Tuxtlas Hidalgo Cordoba Tuxtlas
Cordoba 0.04000 0 Cordoba 0 0
Los Tuxtlas 0.14283 0.12500 0 Los Tuxtlas -0.15345 0.40000 0
Tabasco/ 022308 017213 008130 | Japasco/ -0.66667 0 -0.50000
Campeche Campeche
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Las reconstrucciones filogenéticas generadas con MP, ML e IB coinciden con lo sefialado
anteriormente. Las topologias para los datos concatenados (Fig. 9-11) y el gen ND2 (Anexo
4) son similares en la estructura y valores de soporte de algunas ramas. En todos los casos,
las topologias de los arboles muestran que hay una falta de resolucion en la filogenia de las
urracas al formar una politomia. Al interior de la politomia, algunos clados forman
agrupaciones que estan apoyadas por valores elevados de probabilidad posterior (p> 0.9)o
los valores de apoyo (bootstrap) de las ramas son mayores a 50, como ocurre en las
relaciones interpoblacionales de las muestras de la forma oscura (CAFE NORTE-
Tamaulipas/Hidalgo y CAFE NORTE- Cérdoba), mismas en las que se establecié la menor
cantidad de sitios polimorficos, mutaciones y diversidad nucleotidica en la estructura
genética con respecto a las muestras de la forma de vientre claro y punta de la cola blanca
(Grupo Tabasco-Campeche; Cuadro 5). En contraste, las urracas del morfo de vientre claro

y punta de la cola blanca no se agrupan entre ellas.
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Figura 9. Reconstruccion filogenética obtenida mediante Inferencia Bayesiana para la
matriz de datos concatenados. Las ramas en color negro representan al grupo externo, en

azul a las urracas del morfo oscuro y en rojo a las urracas del morfo claro. Se sefialan los

valores de soporte de los nodos (probabilidad posterior).
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Figura 10. Reconstruccion filogenética elaborada mediante Maxima Verosimilitud para la
matriz de datos concatenados. Las ramas en color negro representan al grupo externo, en
azul a las urracas del morfo oscuro y en rojo a las urracas del morfo claro. Se sefialan los

valores de soporte de los nodos (valores de bootstrap).
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Figura 11. Reconstruccion filogenética elaborada mediante Maxima Parsimonia (consenso
de mayoria) para la matriz de datos concatenados. Las ramas en color negro representan al
grupo externo, en azul a las urracas del morfo oscuro y en rojo a las urracas del morfo
claro. Se sefialan los valores de soporte de los nodos (valores de bootstrap).
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DISCUSION

Los resultados reportados en esta investigacion muestran evidencia de divergencia
fenotipica (coloracion y de tamafio corporal) de la urraca café Psilorinus morio a lo largo
de su distribucion y en la zona de transicion morfologica, asi como una baja diferenciacion

genética entre los morfos.

Este contraste en la variacion entre los atributos morfoldgicos y de coloracidon con respecto
a la variacidon genética puede ser explicado por un mecanismo de aislamiento de las
poblaciones previo a un nuevo contacto de las mismas, donde la rapida diferenciacion
morfoldgica y la fijacion del color pudieron ser mediados por deriva génica o seleccion
sexual, y donde el tiempo transcurrido desde el aislamiento geografico no ha sido suficiente
para aislar genéticamente a las poblaciones (e.g.,Questiau et al. 1998; Grapputo et al. 1998;
McKay 2009; Padial et al. 2009). En este sentido, el patron actual de distribucion
geografica de las urracas, la divergencia fenotipica, la baja diferenciacion genética y la
inexistencia de barreras que separen a las poblaciones permite sugerir que €ste es un caso

de reciente e incompleta divergencia del linaje (Avise et al. 1987).

Considerando que actualmente la zona de transicion morfoldgica donde coexisten el morfo
oscuro y el morfo claro abarca gran parte de la region del Istmo de Tehuantepec, y que las
poblaciones monomorficas se encuentran en los extremos de ésta (Fig. 1), es posible sugerir
patrones asociados a los cambios ocurridos en el Istmo, como lo muestran estudios con
otras especies especies (Gonzalez et al. 2011; Barrera-Guzman et al. 2012; Cortés-
Rodriguez et al. 2013; Ornelas et al. 2013; Jiménez y Ornelas 2016), en los cuales, el Istmo
ha actuado como una barrera, resultando en una divergencia de linajes por medio de un

evento vicariante.

Barber y Kickla (2010) sugieren que en el Istmo de Tehuantepec han ocurrido dos eventos
de diversificacion de la avifauna entre el Pleistoceno y el Plioceno Tardio, en donde las
fluctuaciones del hébitat inducidas por el cambio climatico y, posiblemente, un
desplazamiento marino tierra adentro, pudieron haber fracturado la distribucion de algunas
especies en el Istmo. Ornelas y colaboradores (2013), quienes ademdas de mostrar que en el

Mioceno también se presentd un evento de diversificacion en la region, sugieren que la
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fractura vicariante y la incursion marina en el Istmo pudo ser incompleta, por lo que en
algunos linajes, como algunas plantas y aves, se habria logrado suficiente flujo génico a
través de la barrera. El movimiento de individuos a través de la barrera resulta en un efecto
fundador y la formacion de poblaciones geograficamente aisladas (Guevara-Chumacero et
al. 2010; Barber y Klicka 2010; Cortés-Rodriguez et al. 2013). En este contexto, el Istmo
ha actuado como barrera y corredor por mecanismos distintos en diferentes momentos que,
a su vez, han permitido algunos eventos de diversificacion de especies de aves que
actualmente estan aisladas por el valle intermedio del Istmo (Ornelas et al. 2013), o que
coexisten como es el caso actual de los morfos de Psilorhinus morio después de un posible

aislamiento de las poblaciones.

Aunque seria necesario tener evidencia fosil u otros datos de datacion temporal para inferir
el tiempo de divergencia de las monoformas de la urraca café, es posible que la dinamica
ambiental en el Istmo de Tehuantepec haya influido en el aislamiento del ancestro comun
mas reciente de los dos morfos, suficiente para permitir el proceso de divergencia del
patron de coloracion, pero no asi para la diferenciacion genética. Por lo tanto, los resultados
aqui encontrados sugieren que el complejo aun refleja la variacion genética de su ancestro,

aunque con una estructuracion posiblemente diferente (Hewitt 2001; McLean et al. 2012).

El patron de estructura genética obtenida con los marcadores moleculares respalda la
hipotesis de que las diferencias del color del plumaje de las urracas tienen un origen
relativamente reciente (Hewitt 2001; Mila et al. 2010). Asimismo, la amplia distribucion de
polimorfismos ancestrales de ADN nuclear que tienen una tasa de mutacion mas lenta con
respecto al genoma mitocondrial y que son compartidos entre grupos divergentes, puede ser
un indicador de la separacion incompleta del linaje, lo que a su vez se deriva de radiaciones
recientes (McLean et al. 2012). Lo anterior es compatible con los resultados de esta
investigacion, que sugieren que las poblaciones son polimoérficas y que presentan la mayor
parte de la variacion genética dentro de las mismas, con presencia de diferentes haplotipos

que no generan una estructura resuelta en las reconstrucciones filogenéticas.

La condicion de superposicion geografica o contacto secundario entre organismos

cercanamente relacionados puede por una parte proveer resultados que sugieren altos
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niveles de aislamiento reproductivo y marcada diferenciacion genética incluso en especies
cripticas (Navarro-Sigiienza et al. 2008; McCormack et al. 2008; Irwin et al. 2009;
Gonzalez et al. 2011), o todo lo contrario, es decir, que exista flujo génico entre los
involucrados y, que ademads, haya similitud genética entre distintas poblaciones o
subespecies contrastando con las diferencias fenotipicas notables (Mila et al. 2009;
Campagna et al. 2012; McLean et al. 2012). Al respecto, el analisis de varianza molecular
arrojo niveles bajos de diferenciacion genética entre las poblaciones, lo que sugiere que
posiblemente haya flujo génico. Sin embargo, la similitud genética observada entre las
poblaciones también puede ser el reflejo de un polimorfismo ancestral conservado, donde la
falta de diferenciacion genética no se debe a flujo génico alto sino a que las poblaciones

han divergido recientemente y ain comparten variacion ancestral (Bulgin et al. 2003).

Los individuos no deberian elegir a un compafiero fenotipicamente divergente si este
atributo es el producto de la seleccion sexual (Dor et al. 2012). De manera preliminar, la
evidencia matrilineal obtenida con el AND mitocondrial sugiere que el flujo génico ocurre
mayoritariamente entre individuos con el mismo color del plumaje, donde la fijacion del
color podria estar mediada por la seleccion sexual. Profundizar en el tema asi como realizar
trabajo de campo que involucre la obtencion de datos conductuales sera importante para
saber si la seleccion de pareja durante la etapa reproductiva es o no indistinta entre los

morfos de la zona de transicion.

Los resultados fenotipicos de la hibridacion son mds evidentes cuando las especies
parentales exhiben un plumaje distintivo y divergente, mientras que los hibridos presentan
partes de la coloracion parental o ancestral (Irwin et al. 2009; Brelsford et al. 2011). En la
zona de transicion morfologica no hay evidencia de la existencia de individuos con un
patron del plumaje intermedio o mixto de los morfos, es decir, que haya individuos con
cuerpo completamente café con las puntas de las plumas de la cola blancas o plumaje

ventral claro con plumas de la cola completamente cafés (Fig. 2).

Se sugiere que en la actualidad las poblaciones de la urraca estan interconectadas en la zona
de transicion morfoldgica debido, por una parte, a la ausencia de barreras geograficas en un

area fisiografica y ecologicamente homogénea y, por otra, por una posible expansion
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demogréfica reciente. Los valores negativos obtenidos con la prueba de neutralidad D de
Tajima de los marcadores moleculares explican un evento de expansion demografica
(Tajima 1989). La elevada diversidad de haplotipos y la baja diversidad de nucleotidos
observada en las poblaciones, también son otras lineas de evidencia que sugiere una posible
expansion reciente de las poblaciones (Avise et al. 1987; McKay 2009). No obstante, para
confirmar este planteamiento de posible expansion poblacional reciente, seria importante
aumentar la muestra para elaborar analisis de neutralidad o modelos de expansion en todas

las poblaciones a mayor detalle.

Algunas subespecies con amplia distribucion geografica o especies politipicas que
coexisten con contacto geografico han sido utilizadas como modelo para el estudio de
procesos evolutivos y reproductivos debido a que, a menudo, son objeto de presiones de
seleccion diferenciales, lo que resulta en distintos niveles de variacion en las diferentes
areas geograficas y distintas condiciones ecoldgicas (Jones y Collins 1992; Ouma et al.
2011). En el presente estudio las variables morfolégicas y de coloracion evaluadas
exhibieron en conjunto esquemas fiables de segregacion entre los grupos geograficos.
Selander (1959) sefial6 que no hay diferencias de tamafio en cada morfo con respecto a la
edad y el sexo, pero precis6 que ambas formas de Tabasco y Chiapas (zona de transicion
morfoldgica) son de menor tamafio que los localizados al norte de la zona de transicion
morfolégica, es decir, Veracruz y Tamaulipas. Al respecto, bajo la clasificacion de la forma
clara y la forma oscura, los resultados encontrados aqui coinciden con los reportados por
Selander al asumir la ausencia de dimorfismo sexual y de diferencias significativas en el

tamafio debidas a la edad.

En materia de variacioén de los grupos geograficos se muestran algunas discrepancias con
respecto al planteamiento de Selander ya que, por ejemplo, los resultados de este estudio
sugieren que las poblaciones de ambos morfos de la zona de transicion morfolégica son de
mayor tamafio en comparacion a las poblaciones que se encuentran fuera de ella (CAFE

NORTE, BLANCO YUCATAN y BLANCO CENTROAMERICA).

Asimismo, Selander (1959) reconocid que las urracas de la Peninsula de Yucatan son de

menor dimensidon con relacion al resto de las aves. Las urracas peninsulares muestran un
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tamafio corporal significativamente menor en todas las variables morfoldgicas evaluadas y
en los andlisis de funcion discriminante. La reduccion del tamafio corporal y la elevada
reflectancia del color del plumaje deben ser un reflejo de las probables presiones selectivas

diferentes en dichos atributos con respecto a las del Golfo de México y Centroamérica.

En este contexto, la posibilidad de que sean las barreras ecologicas posteriores al evento
vicariante en el Istmo de Tehuantepec las causantes de la divergencia fenotipica, y no las
barreras geograficas (Wang et al. 2013) es, sin duda, otro factor potencial involucrado en la
evolucion del linaje peninsular. La provincia biogeografica Peninsula de Yucatan (Morrone
2005), tiene un relieve bajo, una acentuada influencia climatica marina (calida) y baja
diversidad beta en comparacion con otras regiones de México (Vazquez-Dominguez y
Arita 2010). Esta caracterizacion ambiental y el reducido tamafio de las urracas
peninsulares es consistente con la regla de Bergmann que postula un aumento del tamafno
de animales homeotermos en climas frios (Olson et al. 2009), mientras que en la zona de
transicion podria ser la riqueza de especies otro factor que explique el patrén del tamano
corporal. Olson y colaboradores (2009) sugieren que ademas de la temperatura, hay fuertes
correlaciones con la disponibilidad de los recursos y una fuerte tendencia de reduccion del

tamafio corporal de las aves con el aumento de la riqueza de especies.

En la Peninsula de Yucatan y la zona de transicién morfoldgica el nimero de especies es
menor si se compara con otras regiones donde se distribuye la urraca (eg., Chiapas, centro y
norte de Veracruz). La divergencia de tamafios, mayor en la zona de transicién y menor en
la Peninsula de Yucatan, podria reflejar una diferenciacion funcional en sus atributos con
respecto a las otras poblaciones, donde las interacciones entre las demandas fisiologicas, el
ambiente, la disponibilidad de los recursos y la riqueza de especies, han influido en los

patrones de tamano de P. morio.

Respecto a las variables morfométricas y de coloracion, los resultados muestran que los
individuos del morfo oscuro del norte (CAFE NORTE) y el morfo oscuro de la zona de
transicién morfolégica (CAFE CONTACTO) son muy similares en coloraciéon y tamaiio.
Lo anterior es consistente de manera parcial con los andlisis y estructura genética,

apoyando la hipotesis de una historia evolutiva independiente de las urracas oscuras con

45



respecto de sus homologas del vientre y punta de cola blanca. Como evidencia de ello, se
tiene ademas el dimorfismo sexual en el pico (mayor dimension en los machos) presente
solo en las urracas oscuras. La variacidon intraespecifica en el tamafio del pico es
usualmente baja en proporcion a la variacion entre especies (Grapputo et al. 1998). Sin
embargo, en este atributo exclusivo de las urracas oscuras, seria interesante evaluar la
funcién eco-fisioloégica en el mecanismo y especializacion del forrajeo. Asimismo, la
reflectancia total en el espectro visible y la tonalidad del plumaje ventral también son
divergentes con respecto a las aves de plumaje claro. Es posible que las diferencias
encontradas en los caracteres morfologicos del pico y los fenotipicos se deban a
adaptaciones a su alimentacidon y el ambiente, donde las adaptaciones de la forma del pico
pueden estar cercanamente relacionada a los tipos de alimentos disponibles y, que
seguramente contrastan en otras regiones de la distribucion de estas aves (Rice et al. 2003;
Mila et al. 2009; Haring et al. 2012; Calderén-Chavez 2013). Aunque falta profundizar en
la caracterizacion de los genes involucrados en la expresion de estos rasgos, las diferencias
encontradas podrian reflejar procesos de diferenciacion genética y, posiblemente, de

especiacion.

Algo similar sucede con las urracas de vientre blanco de la zona de transicion (BLANCO
CONTACTO) y de Centroamérica (BLANCO CENTROAMERICA). La contribucién de
las variables vinculadas a la alimentacion y al vuelo muestran que estas aves pueden
reconocerse como poblaciones con una trayectoria evolutiva diferente de las demas al
encontrarse desagrupadas. La aparicion de una especializacion de forrajeo durante la
separacion de las poblaciones puede incidir en el establecimiento de barreras al flujo
genético después del contacto (Grapputo et al. 1998), lo que podria estar sucediendo en
estas urracas de vientre blanco, pero que requiere analizarse con detalle respecto a la

alimentacion y especializacion ecoldgica.

Las mismas variables morfométricas evaluadas por separado vinculan mas a ambas formas
de la zona de contacto que a las urracas claras de esta zona con las de Centroamérica (Fig.
3). Esto no contradice lo anterior, sino que respalda la hipdtesis referente a la existencia de
un evento de segregacion y un nuevo contacto de poblaciones incompletamente separadas,

donde las similitudes del tamano de las urracas oscuras y claras evidencian el aspecto del
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ancestro o las posibles correlaciones con la disponibilidad de los recursos y una tendencia
de aumento del tamafio corporal de las aves con la reduccion de la riqueza de especies
(Olson et al. 2009). Aunque no se descarta el flujo de genes de urracas claras con las
urracas oscuras, o algin tipo de conexion entre las urracas claras de México y
Centroamérica, el tamafo, la pigmentacion y el patréon del plumaje aparentemente son
conservados y podrian estar involucradas en la diferenciacion y la divergencia del linaje.
Sin embargo, es importante no dejar de lado que en el caso del plumaje, los cambios de
coloracion en las aves pueden ser relativamente rapidos (Mila et al. 2009; Padial et al.
2010). Por ello, es necesario incluir un mayor nimero de muestras y otras variables para
obtener analisis genéticos mas robustos y algunas de estas hip6tesis puedan ser validadas.
Sin duda, falta conocimiento sobre la historia natural del grupo a través de su distribucion

ya que en funcion de ello, podran confirmarse los argumentos planteados.

Implicaciones taxonémicas

Los trabajos previos realizados por Selander (1959, 1960) son el principal antecedente para
el reconocimiento de la complejidad taxonomica y sistematica del grupo y desde su
publicacion dichos topicos no habian sido reevaluados. En sus estudios Selander determino
que a pesar de las diferencias en el complejo, se trataba de una sola especie (P. morio) con
diferentes fases de coloracion. Desde su planteamiento y, de acuerdo con la presencia o
ausencia del polimorfismo, el tamafo y los atributos geograficos, propuso la division de la

especie en 4 subespecies:

l. P. m. palliatus: presente en el noreste de México, desde Tamaulipas y Nuevo
Leoén hasta el Centro de Veracruz y Sierra Madre Oriental hasta Cordoba. Los
individuos son de tamafio grande y completamente cafés.

2. P. m. morio: presente en el sureste de México desde la costa del centro de
Veracruz, este a oeste de Tabasco y norte de Chiapas (Palenque). Son polimorficas
(ambos morfos) y de tamafio grande.

3. P. m. cyanogenys: presente en el extremo este de Tabasco, Centro América
hasta Panamad, excepto El Salvador. Son de tamafio mediano y presentan la cola con

las puntas blancas.
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4, P. m. vociferus: presente en el norte de la Peninsula de Yucatan, en Yucatan,
Quintana Roo y Campeche. La punta de las plumas de la cola es blanca, pequena y

palida, parecida a cyanogenys.

Actualmente, se reconoce una sola especie (AOU 1998) conformada por las subespecies
palliatus, morio y vociferus, ya que cyanogenys se considera sinonimia de morio (Dos
Anjos 2009; ITIS 2014). Sin embargo, los patrones resultantes aqui presentados no son

coherentes con la clasificacion anterior.

La diferenciacion en los atributos morfoldgicos y fenotipicos sugieren una reestructuracion
taxondmica en el complejo de la urraca café, en la que cuatro grupos de urracas
identificados (1. Morfo claro de la Peninsula de Yucatan = P. m. vociferus; 2. Morfo claro
de Centroamérica = P. m. cyanogenys; 3. Morfo claro de la zona de contacto; 4. Morfo
oscuro del Norte + morfo oscuro de la zona contacto), deberian considerarse especies
diferentes o candidatos confirmados a especie (De Queiroz 2005; De Queiroz 2007; Padial

etal. 2010).

La variaciéon encontrada proporciona una vision de los factores que impulsan la
diferenciacion entre las poblaciones(Gonzalez et al. 2011), y aunque es cierto que estudios
de genética mas elaborados, ecologia, conducta y vocalizaciones son necesarias para
evaluar el grado de aislamiento entre los grupos delimitados en nuestro estudio, la
evidencia presentada es un preambulo para abordar detalladamente la evolucion de las vias
especificas involucradas en el reconocimiento y seleccion de la pareja que pueden impedir
los eventos reproductivos y por lo tanto el flujo de genes, sobre todo en las aves con tamafio
y coloracion del plumaje significativamente divergentes. Aqui se mantiene la hipotesis de
que la falta de monofilia debida a una radiaciéon reciente dentro de las urracas no

necesariamente implica que no sean entidades bioldgicas validas (Padial et al. 2009).
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CONCLUSIONES

e La urraca café Psilorhinus morio presenta diferenciacion fenotipica (tamafio y
coloracion) y una baja diferenciacion genética a lo largo de su distribucion

geografica y en la zona de transiciéon morfoldgica.

e Se sugiere que la divergencia fenotipica ocurrié por vicarianza en el Istmo de
Tehuantepec y que no ha pasado el tiempo suficiente para que ello se refleje en un
aislamiento genético. Asi, el complejo mantiene cierta variacion genética ancestral y

potencialmente un proceso de especiacion incompleto.

e A pesar de la reducida muestra utilizada, los resultados muestran la necesidad de

realizar una reestructuracion taxonémica en el complejo.

e El uso de un mayor nimero de muestras, asi como estudios de genética de
poblaciones, etologia y bioacustica, son necesarios para dar soporte a las hipdtesis

planteadas.
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Anexo 1. Variacion morfolédgica dentro de los grupos geograficos de acuerdo a la edad de
los individuos. No se incluye a la poblacion de la Peninsula de Yucatan (grupo 3) debido a
que no se examinaron individuos adultos. Se resaltan los valores de significancia en las
variables con el estadistico P< 0.05

GRUPO 1. BLANCO CONTACTO

GRUPO 2. BLANCO CENTROAMERICA

VARIABLE | Homosgeneidad | oy K-W Test | Homosgeneidad |\ K-W Test
de varianzas de varianzas
P F P X? P p F p X? p
Tarso 0.065 0.12 | 0.943 0.002 3.97 | 0.080
LongPico 0.578 0.25 | 0.780 0.271 1.01 | 0.429
AnchoPico 0.186 1.70 | 0.192 0.098 7.14 | 0.026
AnchoNostr 0.443 1.95 | 0.152 0.079 2.59 | 0.155
AltoPico 0.140 2.43 | 0.098 0.003 1.14 | 0.382
AltNostMan 0.198 0.69 | 0.508 0.000 1.17 | 0.372
LongMand 0.123 0.15 | 0.860 0.030 0.51 | 0.623
CuerdaAlar 0.144 4.88 | 0.011 0.343 136 | 0.327
LongCola 0.798 7.25 | 0.002 0.784 4.75 | 0.093
GRUPO 4. CAFE CONTACTO GRUPO 5. CAFE NORTE
VARIABLE | Homogeneidad | 5y K-W Test | Homogeneidad | 54 K-W Test
de varianzas de varianzas
P F p X? P p F P X? p
Tarso 0.711 0.97 | 0.384 0.660 0.73 | 0.488
LongPico 0.034 0.99 | 0.375 0.100 0.24 | 0.788
AnchoPico 0.132 227 | 0.108 0.280 0.09 | 0913
AnchoNostr 0.030 2.58 | 0.081 0.281 1.36 | 0.272
AltoPico 0.031 7.88 | 0.019 0.110 0.37 | 0.692
AltNostMan 0.289 9.21 | 0.010 0.106 0.39 | 0.682 | 0.77 | 0.682
LongMand 0.033 1.18 | 0310 0.519 0.25 | 0.781
CuerdaAlar 0.280 9.80 | 0.000 0.664 0.45 | 0.641
LongCola 0.807 7.74 | 0.001 0.297 0.66 | 0.521 | 1.15 | 0.563
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Anexo 2. Variaciéon morfologica dentro de los grupos geograficos de acuerdo al sexo de los
individuos. Se resaltan los valores de significancia P<0.005 para las variables con
diferencias entre machos y hembras. Se presenta los datos con las tres categorias de edad
(A) y solo adultos (B) (véase métodos). PIV= prueba de igualdad de varianzas;, H=
hembras; M= machos; DE= desviacion estandar; EE= error estandar

GRUPO 1. BLANCO CONTACTO

MEDIA (mm) PIV t- Student test
H M Total | DE | EE F P T gL. P M-W-U
(2-colas)
A) nN=26 | n=29
Tarso 46.64 | 47.32 47 224 | 03 | 4.761 | 0.050 | 0.672 | 12 0.514

LongPico 28.41 | 29.44 | 2896 | 1.42 | 0.19 | 0.01 | 0.923 | -0.916 | 12 0.378
AnchoNostr | 5.48 5.59 5.54 | 035 | 0.05| 0.828 | 0.381 | -0.165 | 12 0.872
LongMand 24.67 | 25.16 | 2493 | 1.12 | 0.15 | 0.204 | 0.659 | -0.635 | 12 0.537

B) n=9 | n=5 | Total | DE | EE F P t gL P M-W-U
(2-colas)
AnchoPico 13.25 | 13.21 | 13.23 | 0.33 | 0.15 | 1.451 | 0.252 | 0.105 | 12 0.918
AltoPico 16.15 | 1597 | 16.09 | 0.65 | 0.17 | 0.318 | 0.583 | 0.518 | 12 0.614

AltNostMan | 9.79 9.45 9.67 | 039 | 0.1 | 2.288 | 0.156 | 1.673 | 12 0.12
CuerdaAlar | 20.49 | 203 | 2042 | 0.59 | 0.16 | 0.036 | 0.852 | 0.55 12 0.592
LongCola 21.71 | 21.24 | 21.54 | 1.01 | 0.27 | 0.051 | 0.825 | 0.823 | 12 0.426

GRUPO 3. BLANCA YUCATAN

MEDIA (mm) PIV t- Student Test
H M Total | DE | EE F P t gL P M-W-U
(2-colas)
A) n=4 | n=4
Tarso 40.52 | 43.63 | 42.08 | 1.82 | 0.64 | 0.066 | 0.805 | -5.467 | 6 0.002
LongPico 24.76 | 25.76 | 25.26 | 1.46 | 0.52 | 0.066 | 0.805 | -0.969 | 6 0.37
AnchoNostr | 4.53 4.6 4.57 10.31|0.11 | 0.171 | 0.694 | -0.253 | 6 0.808
LongMand 21.25 | 22.57 | 21.91 | 1.37 | 0.48 | 0.003 | 0.959 | -1.485 | 6 0.188
H M Total | DE | EE F P t gL P M-W-U
(2-colas)
B) n=4 | n=3
AnchoPico 12.2 | 12.36 | 12.27 | 0.47 | 0.18 | 0.054 | 0.825 | -0.399 | 5 0.707
AltoPico 13.88 | 14.55 | 1417 | 0.5 | 0.19 | 1.459 | 0.281 | -2.309 | 5 0.069
AltNostMan | 8.17 8.68 8.39 [ 0.51 | 0.19 | 0.517 | 0.504 | -1.42 5 0.215
CuerdaAlar | 18.05 | 18.63 | 18.3 | 0.68 | 0.26 | 0.012 | 0.917 | -1.158 | 5 0.299
LongCola 19.4 19.9 | 19.61 | 0.75 | 0.28 | 4.409 | 0.09 | -0.888 | 5 0.415
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GRUPO 4. CAFE CONTACTO

MEDIA (mm) PIV t- Student test
H M Total | DE | EE F P t gL P M-W-U
(2-colas)
A) n=53 | n=50
Tarso 47.3 47.77 | 47.53 | 2.04 | 0.2 | 0.519 | 0.473 | -1.179 | 101 0.241
LongPico 27.92 | 29.46 | 28.67 | 1.84 | 0.18 | 0.443 | 0.507 | -4.505 | 99 0.000
AnchoNostr | 5.34 5.47 54 |046 | 0.05| 0.446 | 0.506 | -1.534 | 101 0.128
LongMand | 23.99 25 2448 | 1.58 | 0.16 0.002 735.5
H M Total | DE | EE F P t gL P M-W-U
(2-colas)
B) n=27| n=17
AnchoPico 13.43 | 13.81 | 13.58 | 0.66 | 0.1 | 1.629 | 0.208 | -1.914 | 44 0.062
AltoPico 1592 | 16.77 | 16.26 | 0.76 | 0.11 | 0.579 | 0.451 | -4.416 | 44 0.000
AltNostMan | 9.5 10.16 | 9.76 | 0.68 | 0.1 | 0.025 | 0.875 | -3.566 | 44 0.001
CuerdaAlar | 20.37 | 20.66 | 20.48 | 0.8 | 0.12 | 0.885 | 0.352 | -1.184 | 42 0.243
LongCola 21.19 | 22.13 | 21.55 | 1.21 | 0.18 | 0.633 | 0.431 | -2.689 | 42 0.01
GRUPO 5. CAFE NORTE
MEDIA (mm) PIV t- Student test
H M Total | DE | EE F P t gL P M-W-U
(2-colas)
A) n=21|n=13
Tarso 46.92 | 48.08 | 47.36 | 1.79 | 0.31 | 0.596 | 0.446 | -1.884 | 32 0.069
LongPico 26.61 | 29.04 | 27.54 | 1.96 | 0.34 0.000 34
AnchoNostr | 5.29 5.31 53 1045|008 |5.056|0.032]| 0.014 | 32 0.989
LongMand 2271 | 24.72 | 23.48 | 1.57 | 0.27 | 0.346 | 0.56 | -4.542 | 32 0.000
H M Total | DE | EE F P t gL P M-W-U
(2-colas)
B) n=15| n=5
AnchoPico 13.26 | 14.01 | 13.45 ] 0.74 | 0.16 | 0.008 | 0.928 | -2.11 18 0.049
AltoPico 1528 | 16.62 | 1562 | 091 | 0.2 | 1.287 | 0.272 | -3.551 | 18 0.002
AltNostMan | 8.91 9.97 9.18 | 0.75 | 0.17 | 0.296 | 0.593 | -3.348 | 18 0.004
CuerdaAlar | 20.11 | 20.3 | 20.16 | 0.68 | 0.15 | 0.598 | 0.449 | -0.557 | 18 0.585
LongCola 21.15 | 20.76 | 21.06 | 0.94 | 0.21 | 0.249 | 0.624 | 0.804 | 18 0.432
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Anexo 3. Protocolo de extraccion de ADN con el método de NACL Cloroformo.

Se colocd aproximadamente 30 a 100 mg de tejido en un microtubo eppendorf de 2.0 mL al
cual se afiadieron 410uL de buffer de lisis (100 mMNaCl; 50 mM Tris ph 8.0; 100 mM
EDTA), 90 uL de SDS al 10% y 20uL de proteinasa K. Posteriormente se incubo a 65°C
durante dos o tres horas para homogeneizar el tejido en particulas finas. Una vez
homogenizado, se afiadieron 200 pL de NaCl saturado (6M) y se agit6 manualmente por
inversion durante 15 minutos. Después se incubd en bafio de hielo por 10 minutos y se
centrifugd a 10,000 rpm durante 10 minutos. Se transfirieron 400 pL del sobrenadante en
un tubo limpio al cual se le agregd 350 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), mismo
que se agitd manualmente por inversion durante 15 minutos. En seguida se centrifug6 a
14,000 rpm durante 5 minutos y se hizo la transferencia de 400 a 600 puL del sobrenadante
a un tubo limpio al cual se adicion6 800 pL de etanol al 100% frio. Después de mezclar por
inversion manual, se centrifugd nuevamente a 14,000 rpm durante 10 minutos y se decant6
el etanol para posteriormente adicionar 500 puL de etanol al 80 %. Esta disolucion se agito
por inversion manual durante 5 minutos para después centrifugar a 14,000 rpm durante 5
minutos. El alcohol se decant6 y el ADN se mantuvo 40 °C durante 5 minutos para
desechar la presencia del disolvente. Finalmente, el ADN se disolvio con 100 uL de agua
destilada y se mantuvo en conservacion a -20 °C para usarlo posteriormente en la

amplificacion y secuenciacion.
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Anexo 4. Reconstrucciones filogenéticas para el gen ND2.

Figura Al. Reconstruccion filogenética elaborado mediante Inferencia Bayesiana para el
gen ND2. Las ramas en color negro representan al grupo externo, en azul a las urracas del
morfo oscuro y en rojo a las urracas del morfo claro. Se sefialan los valores de soporte de
los nodos (probabilidad posterior).
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Figura A2. Reconstruccion filogenética elaborado mediante Maxima Verosimilitud (ML)
para el gen ND2. Las ramas en color negro representan al grupo externo, en azul a las
urracas del morfo oscuro y en rojo a las urracas del morfo claro. Se sefialan los valores de
soporte de los nodos (valores de bootstrap).
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Figura A3. Reconstruccion filogenética elaborado mediante Maxima Parsimonia (consenso
de mayoria) para el gen ND2. Las ramas en color negro representan al grupo externo, en
azul a las urracas del morfo oscuro y en rojo a las urracas del morfo claro. Se sefialan los
valores de soporte de los nodos (valores de bootstrap).
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