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“El Mioceno tardio o el Plioceno temprano parecio ser el momento adecuado, justo
cuando las cosas estaban empezando a ir bien para otro grupo de habitantes de
campo abierto: los hominidos. Es reflexivo y de algiin modo profético pensar que los
halcones y los humanos derivan del mismo estimulo evolutivo: la creacion de las
praderas y sabanas abiertas, dos habitats con nuevas oportunidades inexplotadas
para los cazadores alados y bipedos... Asi que parece que la asociacion entre
humanos y halcones esta profundamente entrelazada. ¢Qué habra experimentado
“Lucy” y sus parientes (Australopithecus afarensis) cuando miraron hacia el cielo
celeste sobre las llanuras del Afar [Afvica] y vieron a los primeros halcones cazar?”’

Cade y Digby 1982, The Falcons of the World

“Que el viento bajo sus alas os sostenga alla donde el Sol navega y la Luna
camina [Gandalf despidiéndose de las Aguilas]”
Tolkien 1937, El Hobbit
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“Y recuerden que es mejor arder que apagarse lentamente
Neil Young in Kurt Cobain, 1994
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RESUMEN

Se analizaron las diferencias genéticas y morfométricas de las poblaciones del Vireo de
manglar (Vireo pallens) empleando muestras de tejidos y pieles de diferentes localidades de
México y El Salvador, con el objetivo de proponer una hipotesis de sus relaciones
filogenéticas, empleando dos marcadores moleculares y seis caracteres meristicos.

A partir del analisis de dos marcadores moleculares (ND2 y Cytb), se obtuvo un arbol
filogeografico, una red de haplotipos y se estimaron pardmetros poblacionales para averiguar
las diferencias entre sus poblaciones, asi como sus probables fluctuaciones demogréficas. Se
observaron dos clados genéticamente diferenciados (Caribe y Pacifico), ambos presentaron
una dinamica poblacional correspondiente a un proceso de rapido crecimiento de sus
poblaciones a partir de un tamafio efectivo poblacional pequefio.

Ademas, se estimaron las diferencias morfoldgicas con base en seis caracteres meristicos
para comparar su congruencia con la filogenia obtenida, y de esta manera relacionarla con
algunos aspectos biogeogréaficos. Se observo que el clado Caribe se agrupo bajo una elipse
de confianza, el clado Pacifico no mostro una agrupacion clara debido al escaso numero de
muestras evaluadas; no se observo una correspondencia clara entre ambos clados. A su vez,
se determiné que los individuos del clado Pacifico son en términos generales, de mayor
tamanio respecto al clado Caribe.

Utilizando criterios de Helbig et al. (2012) y Hebert et al. (2004) para determinar el estatus
taxondmico de una especie: “las especies son grupos de organismos totalmente
diagnosticables, en cuanto a los estados del mismo, asi como una diferencia genética
acumulada como resultado de periodos de tiempo en aislamiento”, se encontrd evidencia
molecular y morfométrica que indica que el Vireo de manglar esta constituido por dos
especies: Vireo pallens y Vireo semiflavus.



ABSTRACT

I analyze the genetic and morphometric differences between Vireo mangrove (Vireo pallens)
populations using tissues and skins samples from different locations of Mexico and El
Salvador, with the main of proposing a hypothesis of their phylogenetic relationships, using
two molecular markers and six meristic characters.

| estimate the phylogenetic tree using two molecular markers (ND2 and CytB). I calculate
the haplotype network and demographic parameters to found the differences between their
populations and as probable demographic fluctuations. | observed two lineages generically
differentiated (Caribbean and Pacific), both shown a population on rapid growth from a small
effective population size.

Morphologically differences were estimated based on six meristic characters to compare their
congruence with their morphology and their genetical relationships, to relate it with some
biogeographic aspects. | observed the Caribbean lineage was grouped under an ellipse of
confidence, the Pacific lineage did not show a clear cluster because of the small number of
samples evaluated; There was no clear correspondence between the two lineages. In general
terms, the individuals of the Pacific clade are larger size than those of the Caribbean lineage.

Using criteria of Helbig et al. (2012) and Hebert et al. (2004) to determine the taxonomic
status of a species: "Species are groups of organisms totally diagnosable, in terms of the states
of the same, as well as a genetic difference accumulated as a result of periods of time in
isolation”. Molecular and morphometric evidence indicates that the Vireo of mangrove is
constituted of two species: Vireo pallens and Vireo semiflavus.



INTRODUCCION

La comprension de los mecanismos que afectan el flujo genético dentro y entre especies es
uno de los problemas centrales en la biologia evolutiva, y muchos de sus estudios se han
centrado en los procesos por los cuales las especies se diferencian y aislan reproductivamente
(Benites et al. 2010, Joseph y Wilke 2006). En los altimos afios, gracias a los avances en las
técnicas, teorias y analisis filogenéticos, se han realizado numerosos estudios sobre la
variacion geogréfica en grupos particularmente complejos a través del analisis de caracteres
filogenéticamente informativos (i.e. DNA, morfologia, fenologia, conducta).

La filogeografia estudia los procesos que determinan la distribucion geogréfica de linajes
genealdgicos intraespecificos, particularmente dentro de especies cercanamente
relacionadas, utilizando caracteres filogenéticamente informativos (Avise 2000, 2009, Avise
et al. 1987, Arbogast y Kenagy 2001, Eguiarte et al. 1997, Morrone 2013). A su vez, la
filogeografia, integra conceptos y técnicas de morfometria, biologia molecular, genética de
poblaciones, demografia, sistematica filogenética y paleontologia (Avise 2000, Avise et al.
1987) que permiten comprender y resolver aspectos espaciales y temporales de linajes
evolutivos, linajes cripticos y linajes profundamente divergentes que podrian no reflejarse en
la taxonomia actual (Arbogast y Kenagy 2001).

La filogeografia se vale de cualquier caracter filogenéticamente informativo, sin embargo,
los caracteres més utilizados en las inferencias filogenéticas son los marcados moleculares,
principalmente el DNA mitocondrial (DNAmt) (Avise 2000, 2009, Avise et al. 1987,
Arbogast y Kenagy 2001, Cicero y Johnson 2001, Morrone 2013); debido a que (1) presenta
una tasa de mutacién elevada, (2) cuenta con una gran variacion intraespecifica, (3) su
recombinacion es practicamente nula debido a que el DNAmt se transmite uniparentalmente,
y (4) presenta gran cantidad de DNA por cada célula (Avise 2009, Vazquez Dominguez
2007).

El presente trabajo analiza la variacion genética y morfoldgica del Vireo de manglar (Vireo
pallens), utilizando informacion de secuencias de DNAmt, caracteres meristicos, y de
distribucion geografica con el objetivo de evaluar los patrones histéricos, asi como definir la
concordancia con su taxonomia intraespecifica actual. Se exploran ademas las relaciones de
parentesco entre las poblaciones de V. pallens y otras especies del género.



Antecedentes
La familia Vireonidae

La familia Vireonidae es un grupo de aves conocidas como vireos, pertenecen al orden
Passeriformes y se distribuyen a través del continente americano, presentando su mayor
diversidad en México y el suroeste de Estados Unidos (Elphick et al. 2001, Brewer and
Orenstein 2010, Perrins 2011, Aldefer et al. 2014). La familia cuenta con 52 especies y seis
géneros reconocidos actualmente: Cyclarhis con 2 especies, Hylophilus con 8 especies,
Vireolanius con 4 especies, Tunchiornis con 1 especie, Pachysylvia con 6 especies y Vireo
con 31 especies (Slager et al. 2014, Slager y Klicka 2014).

El arreglo sistematico de la familia Vireonidae ha sido motivo de controversia durante méas
de cien afios (Hamilton 1958, 1962, Sibley and Ahlquist 1982, Johnson y Zink 1985, Johnson
et al. 1988, Cicero y Johnson 1992, 1998, 2001, Murray 1994, Johnson 1995, Cibois et al.
2002, Barker et al. 2004, Reddy y Cracraft 2007, Slager et al. 2014, Slager y Klicka 2014).
Slager et al. (2014) y Slager y Klicka (2014) han demostrado que: (1) la familia Vireonidae
es un grupo monofilético, (2) se encuentra estrechamente emparentado con el género
Erpornis del sur y sureste de Asia, (3) los géneros Cyclarhis y Vireolanius forman un grupo
monofilético, (4) los géneros Hylophylus y Vireo son polifiléticos por lo que la familia en su
totalidad, sufri6 un nuevo arreglo sistematico, en el cual 5 de las especies del género
Hylophylus se reintegraron al antiguo género Pachysylvya y se cred el nuevo género
Tunchiornis con 1 especie (Tunchiornis ochraceiceps, antes Hylophylus ochraceiceps); en el
género Vireo se separd a V. hypocrhyseus, integrandolo al género Pachysylvya (ahora
Pachysylvia hypochrysea), y se integrd al género a Hylophylus sclateri (ahora Vireo sclateri).

Asi, actualmente dentro del género Vireo, se reconocen 31 especies divididas en 3 grupos
monofiléticos (Battey 2014, Slager et al. 2014, Slager y Klicka 2014):

e “Eye-ringed”: La mayoria de las especies tienen barras en las alas y lores palidos o
amarillentos. La Unica excepcion a la morfologia del grupo la ostenta V. osburni, sin
embargo, los analisis moleculares de Slager et al. (2014) lo sitGan dentro de este
clado. Se reconocen 13 especies: V. osburni, V. nanus, V. modestus, V. belli, V.
latimeri, V. atricapilla, V. brevipennis, V. pallens (la especie bajo estudio), V. bairdi,
V. crassirostris, V. griseus, V. nelsoni, V. caribaeus y V. gundlauchii (Anexo 1).

e “Spectacled”: Caracterizado por lores y anillos oculares evidentes. El clado se divide
en dos subgrupos:
o Subgrupo “Vireo flavifrons”; con 4 especies: V. flavifrons, V. vicinior, V.
huttoni y V. carmioli.
o Subgrupo “Vireo solitarius”; con 4 especies: V. plumbeus, V. solitarius, V.
cassini y V. masteri.



e “Eye-lined”: La mayoria de los miembros de este clado presentan lineas superciliares
prominentes, a excepcion de V. sclateri. Algunos de sus miembros son migratorios
(V. gilvus, V. olivaceus, y V. philadelphicus), mientras que otros son sedentarios en
México, América Central y Sudamérica. El clado “Eye-lined” se divide en dos
subgrupos:
o Subgrupo “Vireo gilvus”, constituido por 4 especies: V. sclateri, V.
philadelphicus, V. gilvus y V. leucophrys.
o Subgrupo “Vireo olivaceus; consta de 5 especies: V. olivaceus, V.
flavoviridis, V. magister, V. altiloquus y V. gracilirostris.

El Vireo de manglar (Vireo pallens)

El Vireo de manglar (V. pallens), es un ave relativamente pequefia (8.9-13 cm) que se
alimenta de insectos, frutos y semillas que generalmente obtiene en los estratos bajos de la
vegetacion (Brewer y Orenstein 2010). El patron de coloracion del plumaje es olivo grisaceo
en la cabeza y su parte posterior, presentando lores amarillo palido, y por la parte anterior
(garganta, pecho y vientre) matices amarillo grisaceo. Ambos sexos son similares (Howell y
Webb 2007, Brewer y Orenstein 2010). Existe diferencia entre la coloracion de plumaje y
tamafo de las poblaciones de V. pallens, en las cuales hay dos morfos dominantes, uno
amarillo y menos gris que el otro (ver Cuadro 1).

V. pallens se distribuye desde el noroccidente de México hasta Costa Rica en la costa del
Pacifico, y desde la peninsula de Yucatan en México hasta el sureste de Nicaragua a través
de la costa del Caribe (Howell y Webb, 2007). La especie presenta cuatro poblaciones
disyuntas: dos en la costa del Pacifico, correspondientes al noroeste de México y otra del
sureste de México al noroeste de Costa Rica; y dos en el Atlantico, distribuidas en la
Peninsula de Yucatan y las tierras bajas del Caribe (Guatemala y Belice), y la otra desde el
sureste de Honduras al sureste de Nicaragua (Berlanga et al. 2008) (Fig. 1). Habita en
manglares y bosques tropicales caducifolios y presenta una notable diferencia sobre la
preferencia del habitat en sus poblaciones: las poblaciones de la costa del Pacifico se
encuentran exclusivamente en manglares, particularmente en bosques densos de manglar rojo
(Rhizophora); mientras que las poblaciones del Caribe se encuentran tanto en manglares
como en bosques tropicales caducifolios y orillas del bosque con crecimiento secundario
(Brewer and Orenstein 2010).

Debido a las diferencias de coloracion, distribucion geografica y preferencia de habitat de las
poblaciones del Vireo de manglar, Brewer and Orenstein (2010) reconocen 10 subespecies a
lo largo de su area de distribucion (Cuadro 1). Cuatro de estas subespecies se distribuyen en
México, sin embargo, el reconocimiento subespecifico de las poblaciones en México varia
de acuerdo con el autor (Cuadro 2). Este tratamiento taxondmico para las subespecies de V.
pallens se ha realizado con base en caracteres morfoldgicos y de distribucion geogréafica



(Slavin 1836, Van Rossem 1934, Moore 1938, Blake 1986, Friedmann et al. 1957, Parkes
1990, Philips 1991, Brewer and Orenstein 2010).

Se han realizado tres hipdtesis sistematicas que incluyen al Vireo de manglar (V. pallens)
dentro de sus analisis. Hamilton (1958, 1962) propuso una aproximacion filogenética basada
en caracteres morfologicos, conductuales y de estatus migratorio, colocandolo dentro del
“grupo griseus” junto a V. griseus, V. crassirostris, V. belli, V. vicinior, V. nelsoni, V. bairdi,
V. carmoli, V. nanus, V. latimeri y V. osburni; y Slager et al. (2014), quienes realizaron la
reconstruccion filogenética la familia Vireonidae con base en caracteres moleculares,
situandolo en el clado “eye-ringed” (ver seccidn La familia Vireonidae). En ambos trabajos
se incluyeron unicamente ejemplares de la peninsula de Yucatan, dejando fuera de los
analisis a las poblaciones de la Costa del Pacifico mexicano y el sureste de Nicaragua.

De acuerdo con Parkes (1990), V. pallens puede tratarse en realidad de dos especies
diferentes (una en el Caribe y otra en el Pacifico), por lo que es una especie Optima para ser
evaluada a través de métodos analiticos rigurosos, tales como analisis de caracteres
moleculares que permitan plantear hipdtesis sobre su distribucion y analisis de variacion
morfolégica para determinar si existen patrones concordantes con los analisis
filogeograficos.



Cuadro 1. Subespecies reconocidas del Vireo de manglar (Vireo pallens).

Subespecie Distribucion Coloracion Autor
V. p. paluster Oeste de México Mas grande y mas Moore, 1938
(Suroeste de Sonora al sur amarillo que la
de la costa de Nayarit) poblacion nominal
V. p. ochraceus Sur de México, sur de Salvin, 1863
Oaxaca a través de la
costa al sur de Guatemala | Iris amarillo opaco
y el oeste de El Salvador
(Puerto Triunfo)
V. p. pallens Sur de Honduras, oeste de | Oliva grisaceo en la Salvin, 1863
Nicaragua y noroeste de parte superior, por
Costa Rica debajo amarillo
grisaceo
V. p. nicoyensis Golfo de Nicoya, en el Palido ventralmente, Parkes, 1990
oeste de Costa Rica garganta y abdomen
casi blancos.
V. p. salvini Sureste de México Relativamente mas Van Rossem, 1934
(Peninsula de Yucatan) y pequefio, amarillo
el norte de Belice palido por debajo y
(incluyendo la isla de oliva por encima
Turneffe)
V. p. semiflavus Tierras bajas del Caribe, Oliva mas brillante Salvin, 1863
norte de Guatemala, sur que los otros, las
de Belice (incluyendo la partes inferiores
Isla de Turneffe) amarillo brillante
V. p. wetmorei El Cayo, Bahia de Pico més grande y Phillips, 1991
Amatique, al norte de grueso que los otros,
Puerto Barrios, extremo | lores y parpados mas
este de Guatemala oscuros, frente
profunda de color
verde oliva tefiida de
amarillento
V. p. angulensis Islas de la Bahia, norte de Pequefio, con las Parkes, 1990
Honduras mejillas de color
marrén grisaceo
deslavado, espalda
oliva palido con
contrastes gris
marrén, las plumas
oscuras debajo de los
parpados que
contrastan
V. p. browningi Suroeste de Nicaragua Pico delgado y Phillips, 1991
menos profundo, el
plumaje de la corona
y las mejillas es mas
0SCUro que en
wetmorei
V. p. approximans Vieja Provincia, Este de Pecho amarillento y Ridway, 1884
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Figura 1. A. Mapa de distribucion de V. pallens en México. Se indica la distribucion de cada una de las
cuatro subespecies reconocidas para México de acuerdo a Brewer y Orenstrein (2010) B. llustracion de V.
pallens (Del Hoyo et al. 2014). EI mapa no muestra la distribucién detallada para Centroamérica.

Cuadro 2. Subespecies del Vireo de manglar (Vireo pallens) en México de acuerdo con distintas propuestas
taxondmicas. * indica que el autor es el primero en describirla.

_ Blake, 1968;
’ Distribucién Salvin, Van Rossem*, Moore**, Friedmann Phillips, 1991;
1863 1934; Parkes, 1938 etal., 1957 Brewer y
1990 Orenstein, 2010
Suroeste de Sonora sobre la
costa hasta Nayarit
V. p. V.p. V. p. paluster
Poblaciones paluster* paluster
del Pacifico V. V. ochraceus*
Sur de Oaxaca hacia el sura | ochraceus
sobre la costa hasta
Guatemala y el Oeste de EI V. p. V. p. ochaceus
Salvador (Puerto el Triunfo) ochaceus
Peninsula de Yucatan y Norte
de Belice (incluyendo la Isla V. p. salvini* V. p. salvini V. p. salvini
de Turneffe)
V. V. p.
Poblaciones Tierras bajas del caribe del semiflavus semiflavus
del Caribe Norte de Guatemala, Sur de
Belice, Este de Honduras y V.p. V.p. V. p. semiflavus
Este de Nicaragua semiflavus* semiflavus
(Bluefields)




OBJETIVOS
Objetivo general

Proponer una hipdtesis de las relaciones filogenéticas de las poblaciones del Vireo de
manglar (Vireo pallens), empleando dos marcadores moleculares y comparar su congruencia
con su morfologia, para relacionarla con algunos aspectos biogeogréaficos.

Objetivos particulares

o Generar una hipotesis filogenética con base en los genes mitocondriales ND2 y Cytb.

e Inferir procesos demograficos historicos y de flujo génico dentro y entre las
poblaciones de V. pallens.

e Proponer escenarios historicos plausibles que expliquen el patrén filogeogréfico de
V. pallens, bajo un contexto histérico.

e Estimar y evaluar la diferencia morfolégica entre los caracteres meristicos de V.
pallens.

e Analizar si existe alguna concordancia entre la variacion morfoldgica de los
caracteres meristicos y los linajes encontrados en la hipotesis filogenética de V.
pallens.

METODO
Trabajo de campo

Se realizaron 3 salidas de campo entre noviembre de 2013 y septiembre de 2014 con un
promedio de duracidn de diez dias cada una (Cuadro 3), con el objetivo de colectar muestras
de tejidos y pieles de V. pallens, dentro del marco del proyecto de investigacion “Diversidad
Evolutiva y Conservacion de Poblaciones Aisladas de Aves en la Peninsula de Yucatan”,
incorporado al programa de investigacion PAPHT 1A-202813.

La colecta de ejemplares se llevé a cabo a través de un muestreo selectivo empleando redes
de niebla de 12 metros de largo por 3 metros de alto; éstas permanecieron abiertas
aproximadamente desde las 7:00 hasta las 18:00 horas y fueron revisadas cada 40 minutos
aproximadamente. Las aves capturadas fueron taxidermizadas como pieles redondas de
acuerdo a Vanzolini y Papavero (1990) y se obtuvieron muestras de los tejidos (musculo,
corazén e higado) preservandose en alcohol al 70%. Las pieles y los tejidos se depositaron
en la coleccion de aves del Museo de Zoologia “Alfonso L. Herrera” de la Facultad de
Ciencias, Universidad Nacional Autonoma de México. Los datos de sexo, edad, muda, grasa,
peso y estado reproductivo de cada ejemplar se encuentran registrados en los catalogos
YUC13y CPM.



Cuadro 3. Distribucién del trabajo de campo.

México.

Fecha Localidades visitadas Vegetacion Coordenadas

18-28 de noviembre de Rancho San Benito, Bosque tropical +21.27, -88.85
2013 Temax, Yucatan, México. caducifolio

Ejido de Cenotillo, Bosque tropical +20.89, -88.61
Cenotillo, Yucatan, caducifolio

26 de abril-6 de mayo de

Rio Las Iglesias, Santiago

Bosque tropical

+21.70, -104.98

Nacionales, Tecuala,
Nayarit, México

2014 Ixcuintla, Nayarit, caducifolio
Meéxico.
ANP Marismas Manglar +22.51, -105.63

21-31 de septiembre de

Reserva Ecolégica

Bosque tropical

+24.46, -106.62

2014 Nuestra el Mineral de caducifolio
Nuestra Sefiora de la
Candelaria, Cosal3,
Sinaloa, México.
Playa Ceuta, Elota, Manglar +23.91, -106.96

Sinaloa, México.

Trabajo de laboratorio

Se utilizaron 31 muestras de tejidos de individuos de V. pallens de 10 localidades a lo largo
de la distribucién de la especie (Fig. 2, Tabla 1). Las muestras se obtuvieron de las muestras
colectadas en campo (n=21) y de dos colecciones zooldgicas: Museo de Zoologia “Alfonso
L. Herrera”, Facultad de Ciencias, UNAM, México (n= 8) y del Natural History Museum
University of Kansas, Kansas, EUA (n= 2), asi como dos secuencias de ND2 de V. pallens
depositadas en GenBank (ver Apéndice 2). La informacidn de las localidades de colecta y de
los ejemplares se presenta en el Apéndice 1.

Con el objetivo de agrupar las muestras de tejidos en los analisis moleculares, se determin6
el estatus subespecifico de cada muestra a partir de la distribucion de las subespecies
reconocidas por Brewer y Orenstein (2010). Las subespecies analizadas corresponden a: V.
p. semiflavus, V. p. paluster y V. p. ochraceus. Quedaron fuera de los analisis moleculares
las subespecies: V. p. salvini, V. p. pallens, V. p. nicoyensis, V. p. wetmorei, V. p. angulensis,
V. p. browning, y V. p. approximans.

Para conformar el grupo externo, se incluyeron 12 secuencias de ND2 para V. griseus (n=3),
V. crassirostris (n=1), V. bairdi (n=2), V. nanus (n=1), V. brevipennis (n=1), V. atricapilla
(n=1), V. latimeri (n=1), V. osburni (n=1) y V. modestus (n=1), debido a que las hipotesis
filogenéticas generadas por Hamilton (1958, 1962) y Slager et al. (2014), las sitian como las
especies mas cercanamente relacionadas con V. pallens. Las secuencias utilizadas como
grupo externo se encuentran depositadas en Genbank, los nimeros de acceso y procedencia
geografica de estas muestras se localizan en el Apéndice 2.
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Figura 2. Mapa de las zonas de estudio indicando las localidades de colecta de tejidos de V. pallens, en
triangulos rojos se muestra las localidades de colecta de tejidos definidas para el analisis (ver Tabla 1), en los
circulos verdes se muestran las localidades de colecta de las pieles analizadas.

La extraccion del DNA genomico se realizo utilizando un Kit de extraccion DNeasy Tissue
Kit (Quiagen, Valencia, CA), siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. Se
amplificaron dos regiones mitocondriales: NADH deshidrogenasa subunidad 2 (ND2) y
Citocromo b (Cytb) mediante la Reaccion de Cadena de Polimerasa (PCR) utilizando los
primers L5215-H6313 para el gen ND2 (Moyle et al. 2012), y L14996-H15646 para el gen
Cytb (Cadena et al. 2007). Ambos genes completos suman 2185 pares de bases (pb).
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Tabla 1. Localidades de colecta de V. pallens y poblaciones definidas para el estudio. Nimero de muestras
por poblacion (n) y nimero de muestras por localidad (N).

Poblacion/clave Pais Estado Localidad (N) Coordenadas
(n)
Peninsula de Reserva de la Bidsfera Ria Lagartos (3) +21.46 -87.66
Yucatén (25) Acanceh (2) +20.74-89.39
México  Yucatén San Benito (4) +21.27 -88.85
Kinchil (10) +20.88 -90.02
Reserva Estatal Dzilam de Bravo (2) +21.18 -88.88
Sabanas de Tzekel (2) +21.18 -89.81
Noroeste de
México (3) México  Nayarit Marismas Nacionales (2) +22.51 -
Sinaloa 105.63
Ceuta (1) +23.91 -
106.96
Suroeste de El
México y Salvador  LaPaz Animas Abajo (2) +13.33-88.85
Noroeste de El
Salvador (2)

La amplificacién de ND2 y Cytb se realiz6 mediante el protocolo estandarizado “Touch
Down”, que consta de 5 ciclos de desnaturalizacion de 94°C por 5 min, un ciclo de
desnaturalizacion de 95°C por 30 seg y alineamiento 57°C por 30 seg; seguidos de 5 ciclos
de desnaturalizacion 95°C por 30 seg, alineamiento 55°C por 30 seg y extension de
oligonocleotidos de 72°C por 1 min; continuando de 15 ciclos de desnaturalizacion de 95°C
por 30 segundo, alineamiento 51°C por 30 segundo y extencidn 72°C por 1 min; acompafiado
de 20 ciclos de desnaturalizacion de 95°C por 30 seg, alineamiento 48°C por 30 segundos y
de extension de oligonocledtidos 72°C por 1 min, por Gltimo una extension final de 72°C por
7 min. Ambos genes se amplificaron utilizando un termociclador Gene Amp PCR System
9700 (Applied Biosystems).

Los productos amplificados fueron visualizados en geles de agarosa al 1% con bromuro de
etidio para determinar que el tamafio amplificado correspondiera con el fragmento esperado
y determinar la presencia de una banda correspondiente al producto amplificado. En todas
las amplificaciones se usaron controles negativos con agua para descartar la ocurrencia de
contaminacion por DNA. Los productos del PCR fueron enviadas al High-Throughput
Genomics Unit (University of Washington, Seattle, WA) para su purificacion y
secuenciacion.

Una vez que se obtuvieron las muestras de DNA se editaron manualmente y alinearon
empleando el método de alineacion mudltiple utilizando la transformacion de Fourier
(MAFFT por sus siglas en inglés), efectuado dentro del software Geneious 7 (Kearse et al.
2012), tomando como referencia dos secuencias de ND2 de V. pallens y una secuencia de
Cytb de V. latimeri disponibles en GenBank (Apéndice 2).
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Analisis filogeneticos

Se construyd una matriz a partir de los genes mitocondriales ND2 y Cytb para 33 individuos
de V. pallens en el software Mesquite 3.03 (Maddison y Maddison 2015) para sus posteriores
analisis. Se incluyeron secuencias de ND2 disponibles en GenBank de dos individuos de V.
pallens y 12 muestras del grupo externo (Apéndice 2), la region correspondiente a Cytb de
las secuencias obtenidas en GenBank se codificaron como datos ausentes en la matriz.

Se empleo el software PartitionFinder v1.1.1 (Lanfear et al., 2012) para calcular el esquema
de particién que se ajusta mejor a los datos, asi como para calcular los modelos de sustitucion
molecular. La seleccion de los esquemas de particién y de los modelos de sustitucién se
realizaron empleando el criterio de informacién de Akaike (AIC) (Lanfear et al. 2014, Brush
et al. 2015).

Una vez que los esquemas de particion y los modelos de sustitucion molecular fueron
calculados, se empleé el software MrBayes 3.2.0 (Ronquist et al. 2012) para realizar una
aproximacion bayesiana a la filogenia (IB). Se utilizaron dos corridas paralelas y cuatro
cadenas de Markov Monte Carlo metropolis (MCMC), una fria y tres calientes, durante 10
millones de generaciones, muestreando cada 1000 generaciones. Posteriormente se utilizé el
software TRACER 1.5 (Rambaut and Drummond 2009) para comprobar que las cadenas
llegaran a una fase estacionaria (0 de convergencia) y determinar el porcentaje de arboles
que se eliminardn del analisis como ‘“burnin”, el resto se utiliz6 para calcular las
probabilidades posteriores. Finalmente, el filograma obtenido fue visualizado en el software
FigTree v1.4.2 (Rambaut 2012).

Anélisis de diversidad y estructura génica

Los anélisis de genética de poblaciones se realizaron con la matriz utilizada en los analisis
filogenéticos empleando el software DNAsp v5 (Librado y Rozas 2009). Para estimar la
diversidad y estructura génica, se establecieron previamente los filogrupos identificados en
la filogenia mitocondrial, para posteriormente calcular el nimero de haplotipos (H), el cual
muestra el nmero de haplotipos analizados, el nimero de sitios segregantes (S), que estima
la variacion genética a nivel nucleotidico, el indice de diversidad haplotipica (Hd) que mide
las frecuencias entre los individuos, y el indice de diversidad nucleotidica (x), el cual varia
entre 0 para ninguna divergencia a mas del 10% de las divergencias muy profundas (Grant y
Bowen 1998, Page y Holmes 1998, Pifiero et al. 2008, Lemey et al. 2009). Estas pruebas
fueron calculadas para cada grupo y la muestra total analizada.

Adicionalmente se calculé la prueba de neutralidad de Fu (Fs) para identificar fluctuaciones
demogréaficas bajo una hipétesis de crecimiento y declive poblacional, esta prueba se
caracteriza por presentar valores negativos cuando hay un exceso de mutaciones recientes y
si son positivos indican una historia poblacional estable (Fu 1997). También se estimé la D
de Tajima (D), con el objetivo de evaluar posibles crecimientos poblacionales, esto puede ser
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asumido cuando los valores estimados resultan negativos y significativos (Tajima 1989,
Haring et al. 2007). La significancia entre la Fsy D se evaluaron mediante el algoritmo de
coalescencia con mil réplicas.

También se calcul6 (1) el indice de fijacion de Wrigth (Fst), con el objetivo de conocer el
grado de diferenciacion genética entre los grupos (Page y Holmes 1998, Aguirre-Plater
2007), este indice se presenta con valores bajos cuando existe un alto nivel de flujo de genes,
y (2) el nimero promedio de individuos migrantes intercambiados por generacion entre
haplotipos (Nm) para evaluar la magnitud relativa de flujo génico entre las poblaciones. Este
estadistico presenta valores altos y significativos cuando el flujo de genes entre poblaciones
ha ocurrido regularmente (Page y Holmes 1998, Pifiero et al. 2008, Lemey et al. 2009).
Adicionalmente se calcul6 la media de las distancias genéticas (Dxy) de la matriz concatenada
partir de los genes mitocondriales ND2 y Cytb, con la finalidad de conocer el grado de
diferenciacion genética entre las poblaciones examinadas.

Se obtuvieron las curvas de distribucién del nimero de diferencias entre cada par de
haplotipos (distribucion mismatch) con el objetivo de explorar posibles fluctuaciones
demograficas historicas (expansiones poblacionales vs tamafio poblacional constante, Tajima
1989, Burbrink y Castoe 2009) para cada filogrupo y la totalidad de la muestra, y su
significancia fue evaluada a través de dos pruebas: indice raggedness de Harpending (r) para
cuantificar la tendencia a formar distribuciones unimodales tipicos de las poblaciones en
expansion, un valor bajo indica que la poblacién se encuentra en expansion, mientras que un
valor alto indica un modelo de poblacion estacionaria (Harpending 1994, Ramos-Onsins y
Rozas 2002, Haring et al. 2007) y la prueba R2 (Ramos-Onsins y Rozas 2002), la cual es una
prueba adecuada para tamafios de muestra pequefios. La significancia en estas pruebas se
evalu6 mediante simulaciones de coalescencia con mil réplicas en DNAsp v5 (Librado y
Rozas 2009).

A su vez, se construy6 una red de haplotipos para la matriz concatenada de los genes ND2 y
Cytb utilizando el software POpART v1.7 (http://popart.otago.ac.nz). Esta red fue estimada
considerando los agrupamientos genéticos obtenidos en la filogenia mitocondrial, empleando
el algoritmo Median-Joining. Después la red de haplotipos fue editada en el software
Inkscape v0.91 (Vindas-Monestel 2012).
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Obtencion de datos morfométricos

Se midieron pieles de V. pallens alojadas en la coleccion ornitoldgica del Museo de Zoologia
“Alfonso L. Herrera” de la Facultad de Ciencias (n=25) y la Coleccion Nacional de Aves del
Instituto de Biologia (n=9), UNAM. Las muestras representan 17 localidades a lo largo de la
distribucion de la especie en México (Fig. 2, Tabla 2). La informacion de las localidades de
colecta y de los ejemplares se presenta en el Apéndice 3. Las subespecies evaluadas en los
andlisis morfométricos corresponden a V. p. semiflavus (n=28), V. p. salvini (n=2) y V. p.
paluster (n=4), de acuerdo a Brewer y Orenstein (2010). Con el objetivo de evitar la variacion
morfologica debida al sexo, Unicamente se evaluaron machos, debido a que s6lo se cuentan
con ejemplares de este sexo para V. p. paluster en las colecciones consultadas. Permanecieron
fuera del analisis las subespecies V. p. ochraceus, V. p. pallens, V. p. nicoyensis, V. p.
wetmorei, V. p. angulensis, V. p. browning y V. p. approximans. Las muestras de pieles
evaluadas en los andlisis morfométricos se agruparon de acuerdo a los grupos obtenidos en
los andlisis filogenéticos (grupo Caribe y Pacifico).

Se midieron 6 caracteres meristicos: longitud del pico al nostrilo, profundidad del pico a la
altura del nostrilo, ancho del pico al nostrilo, longitud de la cuerda alar, longitud del tarso y
longitud de la cola. La eleccion de los caracteres antes mencionados se realiz6 debido a que
(1) son algunos de los caracteres que se usan con mayor frecuencia en estudios de aves y (2)
poseen una potencial importancia funcional: longitud del pico al nostrilo, profundidad del
pico al nostrilo y ancho pico para la manipulacion de alimentos, cuerda alar y longitud de la
cola para el vuelo, y longitud del tarso para la locomocion en el follaje (Aldrich y James
1991). La toma de medidas se realiz6 siguiendo los criterios de Baldwin et al. (1931) y
Winker (1998), en las cuales se establece la manera correcta de analizar y medir los
ejemplares, los errores mas comunes en cuanto a la eleccion de caracteres y las herramientas
necesarias para llevar a cabo el procedimiento. Todas las medidas se realizaron con un vernier
digital Mitutoyo Digimatic Absolute de 0.01 mm de precision.

Con el objetivo de estandarizar el error en la medicion de los caracteres, se selecciond una
muestra de 10 ejemplares de la especie estudiada y se realiz6 una toma de medidas
morfométricas por sesion, por tres sesiones consecutivas. Se evaluo la correlacion entre cada
caracter analizado mediante una prueba de correlacion de Pearson (Fowler y Cohen 1995),
para determinar la similitud entre cada caracter. Se consider6 que la toma de las medidas era
aceptable cuando estas presentaron una correlaciéon mayor a 0.8, de ser menor a este valor,
se efectud un nuevo ensayo hasta obtener el valor aceptable.

Los caracteres meristicos fueron sometidos a un analisis de correlacién de Producto-
Momento de Pearson con el objetivo de evaluar la magnitud de la redundancia entre estas
variables (Zink y Remsen 1986, Fowler y Cohen 1995), con la ayuda del programa Statistica
v7 (Hilbe 2012). De presentarse un indice alto (Zink y Remsen 1986 sefialan el 100%) en
alguna de las variables, esta debera ser eliminada del analisis.
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Tabla 2. Localidades de colecta de V. pallens y poblaciones definidas para el estudio. Nimero de muestras
por poblacion (n) y nimero de muestras por localidad (N).

Poblacién/clave Pais Estado Localidad (N) Coordenadas
(n)
Peninsula de Campeche Rancho Viejo Tachich (1) +20.10 -90.45
Yucatan (30) Yucatan Progreso, Los Manantiales (1) +21.23 -89.65
Reserva de la Biosfera Ria Lagartos (5) +21.51 -87.67
Rancho San Salvador (1) +21.50 -88.02
México Sabanas de Tzekel (2) +21.18 -89.81
Dzilam de bravo (3) +21.46 -88.56
Acanceh (1) +20.74 -89.39
Rancho San Benito (3) +21.27 -88.87
Kinchil (7) +20.88 -90.09
Quintana Reserva de la Biosfera Sian Kaan (4) +21.52 -89.70
Roo Rio Hondo (1) +17.9-88.85
Cenote Tzot-cenot (1) +20.46 -87.26
Noroeste de Nayarit Mexicatitlan (1) +21.90 -
México (4) México Sinaloa 105.47
Marismas Nacionales (2) +22.51 -
105.63
Ceuta (1) +23.91 -
106.96

Analisis de datos morfométricos

Una vez que se obtuvieron las mediciones de los caracteres analizados, se compilaron en una
tabla del programa Excel ver.14.0.7 (Microsoft Corporation 2010), la cual se exporté al
programa STATISTICA v7 (Hilbe 2012) para los analisis posteriores.

Para averiguar la variacion morfométrica de los caracteres analizados, asi como el grado de
informacion aportada por cada variable, se realizd un anélisis de componentes principales
(PCA), para definir los componentes que resumen la mayor cantidad de la informacién. Por
lo anterior, se realiz6 una matriz de correlacién de componentes y se visualizaron en una
gréfica de sedimentacion (Rencher 2002).

Posteriormente se realiz6 un andlisis de funciones discriminantes, una técnica adecuada para
reconocer patrones o conglomeraciones entre dos 0 mas grupos de acuerdo a la contribucion
relativa de sus variables (Pefia 2002, Rencher 2002). Esta técnica se empled con la intencion
de averiguar si las subespecies analizadas en este trabajo se agrupan de acuerdo a la
clasificacion subespecifica reconocida por Brewer y Orenstein (2010).

Adicionalmente, se realizaron diagramas de caja multiple para cada uno de los caracteres
morfométricos analizados, con la intencién de conocer las tendencias generales de variacion
entre las subespecies de V. pallens.
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RESULTADOS
Filogenia

Se procesaron 31 muestras de tejidos de tres poblaciones de V. pallens (Figura 2), de las
cuales se generaron un total de 62 secuencias, 31 de ND2 (con 645-1041 pares de bases (pb))
y 31 Cytb (652-710 pb), ambas regiones suman aproximadamente 2185 pb por muestra. Las
secuencias obtenidas fueron congruentes y facilmente alineadas con secuencias previamente
publicadas en GenBank a veces pones GenBank de V. pallens y V. latimeri. Las secuencias
de ND2, Cytb y dos secuencias adicionales de ND2 de V. pallens disponibles en GenBank
(Apéndice 2) se concatenaron en una matriz particionada. Los datos para ambos genes se
ajustan a los modelos mutacionales HKY+l, F81+l y HKY+G. El resumen de las
caracteristicas por marcador molecular utilizadas en este andlisis se especifica en la Tabla 3.

Tabla 3. Modelos de Evolucién obtenidos para cada gen en PartitionFinder v1.1.1 (Lanfear et al. 2012).

Gen Modelo evolutivo nst Tasa de evolucion
HKY+I 2 Propinv

ND2 F81+l 1 Propinv
HKY+G 2 Gamma
HKY+I 2 Propinv

Cytb F81+I 1 Propinv
HKY+G 2 Gamma

Las relaciones filogenéticas de V. pallens estimadas por Inferencia Bayesiana presentaron en
general un buen soporte en las ramas de los grupos recuperados, con una probabilidad
posterior de 0.99. La topologia del cladograma obtenido, agrupé a V. griseus, V. crassirostris
y V. bairdi como especies hermanas de V. pallens con un alto valor de probabilidad posterior
(>0.99), sin embargo, esta correspondencia es recuperada en politomia (Fig. 3), dicha
relacion resulta congruente con lo presentado por Slager et al. (2014).

El cladograma recuperado muestra que V. pallens es un grupo monofilético respecto a las
demés especies de Vireo incluidas. Se identificaron dos filogrupos principales, con una
probabilidad de soporte >0.99: el primero incluye a la poblacion del norte de la Peninsula de
Yucatan, denominadas en este trabajo “grupo Caribe”, y el segundo incluye a las poblaciones
del noroeste de México y El Salvador, denominado “grupo Pacifico”. Ambos grupos
presentan una estructura genética bien soportada (Fig. 3).
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Red de haplotipos

Se encontré un total de 19 haplotipos con base en la matriz particionada, 45.4% fueron
unicos. El nimero de haplotipos presentes para ambas poblaciones es H=19, el grupo Caribe
presentd un total de 15 haplotipos, mientras el grupo Pacifico contiene 4 haplotipos, un
nimero bajo que estd determinado probablemente por el pequefio tamafio de muestras
utilizada en el presente estudio. No se encontraron haplotipos compartidos entre las
poblaciones.

En la red de haplotipos obtenida, se observan dos grupos que corresponden con los grupos
recuperados en los analisis filogenéticos, ambas poblaciones presentan haplotipos exclusivos
(Fig. 4). El grupo Caribe present6 un total de 18 pasos mutacionales respecto al grupo
Pacifico y exhibe una reticulacion haplotipica en su poblacién, un atributo propio de
secuencias genéticamente muy similares (Fig. 4).

El grupo Pacifico presentd dos subgrupos: los haplotipos 16 y 17 constituidos por la
poblacién del noroeste de México (Sinaloa (n=1) y Nayarit (n=2) respectivamente) con una
diferencia de dos pasos mutacionales, y los haplotipos 18 y 19, compuestos por la poblacion
de Animas Abajo, El Salvador, con una diferencia de 22 pasos mutacionales (Fig. 4). Esta
diferencia puede ser atribuida a: (1) una deficiente amplificacién, purificacion o
secuenciacion de DNA, o (2) una falta de muestreo, que no logra representar toda la
diversidad genética entre sus poblaciones. Por lo anterior, la nomenclatura de los grupos
permanecio igual que la presentada en los andlisis filogenéticos (Fig. 4).

Figura 4. Red de haplotipos obtenida con PopART v1.7 (http://popart.otago.ac.nz), las lineas perpendiculares
en las lineas indican el nimero de pasos mutacionales entre filogrupos. a. Grupo del Caribe y b. Grupo del
Pacifico.
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Diversidad y estructura genética

Se definieron dos grupos poblacionales con base en los resultados obtenidos en los analisis
filogenéticos y la red de haplotipos: clado Caribe, constituido con las muestras de la
Peninsula de Yucatan y el clado Pacifico, formado por las muestras de Sinaloa, Nayarit y el
oeste del Salvador. Los resultados se sintetizan en la Tabla 4, donde se sefialan los nimeros
de muestras utilizadas, el nUmero de haplotipos, la diversidad haplotipica, la diversidad
nucleotidica, nimero de sitios segregantes, D de Tajima y Fs de Fu.

El valor de diversidad haplotipica del total de la muestra analizada es Hd= 0.896. En cuanto
a la diversidad haplotipica de los grupos, el grupo Pacifico fue el més diverso (Hd=0.947) y
el grupo Caribe el menos diverso (Hd= 0.691). La diversidad nucleotidica para todas las
muestras analizadas de V. pallens resultd relativamente baja (z= 0.00908). En cuanto a la
diversidad nucleotidica dentro de los grupos, el clado Pacifico present6 el valor mas alto
(z=0.01030) y el clado Caribe el mas bajo (z=0.00239). Se presentd un total de 54 sitios
segregantes para el conjunto de las muestras analizadas, siendo el grupo Pacifico el mas alto
(S=39) y el grupo Caribe el mas bajo (S=12).

Las pruebas estadisticas de demografia historica (D de Tajima y Fs de Fu), no muestran un
buen ajuste al modelo (p>0.23). La totalidad de la muestra, asi como el clado Caribe y
Pacifico sugieren que sus poblaciones han permanecido estables (Tabla 4), sin embargo,
debido al pequefio tamafio de muestra del grupo Pacifico (n=5), los resultados de este deben
ser interpretados con reserva, ya que los andlisis demogréficos robustos precisan de un
tamafio de muestra mas amplia.

Las curvas de distribucion mismatch indicaron una estabilidad poblacional para la muestra
total, una hipdtesis apoyada por los parametros poblacionales calculados para la D de Tajima
y la Fs de Fu (Figura 5a y b, Tabla 4 y 5, Ray et al., 2003), se observa una distribucion
multimodal, un atributo propio de poblaciones mezcladas (Figura 5c, Tabla 5, Rogers y
Harpending 1994). El grupo Caribe muestra una poblacion en equilibrio con una distribucion
bimodal (Zink y Blackwell-Rago 2000, Hernandez-Bafios et al. 2007). Respecto a la
distribucion mismatch para el grupo Pacifico, se muestra una distribucion multimodal que
puede sugerir tamafios poblacionales constantes, mezcla de poblaciones que probablemente
se encuentren en alopatria o cuellos de botella, no obstante, puede ser el resultado del
reducido nimero de muestras que no proporciona una certidumbre estadistica (Figura 5b,
Tabla 5, Rogers y Harpending 1994). El indice de raggednessy Rz, no son significativos para
las pruebas, por lo que se descartd la hipotesis de una poblacion en expansion para la totalidad
de la muestra y el clado Caribe (Figura 5a, b y ¢, Tabla 5, Harpending 1994, Ramos-Onsins
y Rozas 2002, Haring et al. 2007).

Los resultados del indice de fijacion de Wrigth muestran una clara diferencia entre los grupos
Caribe y Pacifico, con un valor cercano a la unidad (Fst =0.73397) (Tabla 4, Page y Holmes
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1998). Por otra parte, el flujo de genes entre las poblaciones es bajo, tomando en cuenta que
el nimero de migrantes por generacion es escaso (Nm=0.16) (Tabla 4, Takahata 1993).

21



Tabla 4. Valores obtenidos del analisis, se muestran el nimero de muestras, nimero de haplotipos, diversidad haplotipica, diversidad nucleotidica, sitios
segregantes, prueba de neutralidad de Fu, D de Tajima y su interpretacion, ademas se incluye la Fst de Wrigth, el nimero de migrantes por generacion (Nm) y
media de las distancias genéticas Dxy para los grupos de V. pallens. Los resultados se obtuvieron en DNAsp v5.0 (Librado y Rozas 2009).

Numero de Diversidad Diversidad Sitios Neutralidad de D de

Grupo N haplotipos haplotipica nucleotidica segregantes Fu Tajima
(H) (Hd) (m) (S) (Fs) (D)

Caribe 28 15 0.69123 0.00239 12 0.09625 -0.06830
p=0.51 p=0.55

Pacifico 5 4 0.94740 0.01030 39 1.07849 -0.06102
p=0.23 p=0.56

TOTAL 33 19 0.89607 0.00908 54 -0.12145 -0.07574
p=0.55 p=0.56

Fst=0.73397 Nm=0.16 Dxvy=0.02696

Tabla 5. Valores obtenidos de los analisis, se indican el nimero de muestras, indices raggedness de Harpending (r) y la prueba Rz (Ramos-Onsins y Rozas 2002)
y su interpretacién para los grupos de V. pallens. Los resultados se obtuvieron en DNAsp v5.0 (Librado y Rozas 2009).

Raggedness Ramos-Onsins

Grupo N Harpending y Rozas
() (R)

Caribe 28 0.14765 0.12629
p=0.25 p=0.12

Pacifico 5 0.04241 0.11482
p=0.73 p=0.23

TOTAL 33 0.04229 0.11621
p=0.72 p=0.22
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Morfometria

Se examinaron 34 pieles de tres poblaciones de V. pallens (Figura 2), se obtuvieron un total
de 204 medidas a partir de los caracteres morfométricos seleccionados.

Analisis de componentes principales

El andlisis de correlacion multiple no encontr6 un coeficiente de correlacion alto entre los
caracteres analizados, mostrando que no existen variables redundantes (Zink y Remser
1986), obteniendo valores por debajo de 54%, por lo que se utilizaron los seis caracteres
seleccionados.

La matriz de correlacion de los componentes muestra que los Eigenvalores 1, 2 y 3, aportaron
el 77.9% de la informacion sobre la variacion de los caracteres evaluados en el presente
estudio (Tabla 6, Figura 6). La longitud del tarso fue el caracter que aporté mas informacion
para el Factor 1, para el Factor 2 es la longitud de la cola, y para el Factor 3 la longitud del
pico al nostrilo (Figura 7, Tabla 7).

Tabla 6. Correlacion de variables de los componentes, porcentaje de varianza y su porcentaje acumulativo.

Eigenvalues % Total variance Cumulative eigenvalue %Cumulative
1 3.045181 50.75302 3.045181 50.7530
2 0.861204 14.35340 3.906385 65.1064
3 0.769759 12.82932 4.676144 77.9357
4 0.591666 9.86110 5.267810 87.7968
5 0.434235 7.23725 5.702045 94.1376
6 0.297955 4.96691 6.000000 100.0000
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Tabla 7. Porcentaje de informacién aportado por cada variable morfométrica a los vectores del PCA.

F1 F2 F3 F4 F5 F6
Longitud del pico al nostrilo 0.126327 0.054810 0.497784 0.289333 0.031453 0.000287
Profundidad del pico al nostrilo 0.197654 0.139288 0.035690 0.133777 0.179483 0.314108
Ancho del pico al nostrilo 0.200061 0.014018 0.250020 0.059189 0.067444 0,409268
Cuerda alar 0.172881 0.019257 0.166201 0.451238 0.038951 0.151472
Longitud del Tarso 0.210861 0.002322 0.047169 0.047169 0.619926 0.070728
Longitud de la Cola 0.092215 0.770305 0.019295 0.019295 0.062736 0.054138
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Anadlisis de discriminantes

En el anélisis de discriminantes entre los Factores 1 y 2, se observa que el grupo Caribe se
agrupa, exhibiendo una elipse de confianza clara (¢=0.05), siendo la longitud del tarso, el
ancho del pico al nostrilo y la profundidad del pico al nostrilo, los caracteres que aportaron
mayor informacion para el Factor 1, para el Factor 2, la longitud de la cola (Figura 8, Tabla
7). El grupo Pacifico no muestra una agrupacion consistente, ni una elipse de confianza
debido al reducido nimero de muestra analizado (Figura 8, Anexo 3). El andlisis de
discriminantes de los Factores 1 y 3, muestra tendencias similares, el carcter longitud del
pico al nostrilo, el mas informativo para el Factor 3 (Figura 10, Tabla 2).

Adicionalmente, se graficaron los Factores 1, 2 y 3 con la intencion de averiguar si la
interaccion de estos, podria definir grupos independientes. El grupo Caribe muestra una
tendencia general de agrupamiento (Figura 11), sin embargo, el grupo Pacifico parece
agruparse de una manera independiente (Figura 11). Estos resultados deben considerarse con
cautela debido al pequefio tamafio de muestra, por lo que es necesario realizar un analisis con
una muestra mas amplia para obtener resultados confiables.
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Figura 9. Andlisis de discriminantes de los caracteres morfométricos de V. pallens del Factor 1 y 2.
Agrupaciones por cada uno de los individuos analizados.
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Figura 11. Analisis de discriminantes de los caracteres morfométricos de V. pallens de los Factor 1, 2 y 3.
Agrupaciones por cada uno de los individuos analizados.
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Tendencias generales de variacion morfométrica

En las gréaficas de la Figura 12 (a, B, c, b, E Y F), correspondientes a la longitud del pico al
nostrilo, amplitud del pico al nostrilo, ancho del pico al nostrilo, cuerda alar, longitud del
tarso y longitud de la cola, es posible observar un patron general en las tendencias de
variacion entre el grupo Caribe y Pacifico, el cual muestra que este Gltimo presenta longitudes
mayores en todos los caracteres analizados, respecto al grupo del Caribe. Sin embargo, es
necesario extender el analisis, incluyendo tanto a las poblaciones subespecies no analizadas,
como hembras para argumentar una certeza en los resultados.

29



38 42
86 o
40
84
E —_ E
£ 82 £ 38
5 g
i [id
& &
@ 80 8
z Z 36
O 3
= <
8 78 8
& & 1
L 34
% 76 8
9 o
a
74 o
32
72 — Median — Median
[ 125%-75% 1 26%-75%
70 T Non-Outlier 20 T Non-Outlier
L o @ Outl
Caribe Pacffico * S;Irh;rfes Caribe Pacifico * E;tr:r;ses
CLADO CLADO
48 53
44 - 52
51
T 4.2
E
o] _ 50
T 40 E
49
% 38 §(
o 3
<
o é 8
5} ]
% 36 3
8]
% 47
2
< 34
46
32
— Median 45 R — Median
[125%-75% [125%-75%
30 _T_ Non-Outlier . _T_ Non-Outlier
- o a
Caribe Pacffico * S;E:%SES Caribe Pacifico * S:ttr‘:;ses
CLADO CLADO
47 220
48 — T T 215
45 21.0
T —_
E
E
E 4 E 205
3 2
S :
a4 = 200
5 2 1
2 ;
% 42 Zz 195
£ 9
4 E— 19.0
40 —_— 184
— Median — Median
[125%-75% % iﬁ%gﬁ“‘/n
Non-Qutlier on-Outlier
39 :<I>:Outher5 180 < Qutliers
Caribe Pacifico * Extremes Caribe Pacifico * Extremes
CLADO CLADO

Figura 12. Diagramas de caja multiple donde se muestra: (A) longitud del pico al nostrilo, (B) profundidad
del pico al nostrilo, (C) ancho del pico al nostrilo, (D) longitud de la cuerda alar, (E) longitud del tarso, y (F)
longitud de la cola.

30




DISCUSION
Patrones filogenéticos

La matriz concatenada de los genes mitocondriales ND2 y Cytb, mostraron una variacion
genética que permite sugerir patrones en la historia evolutiva de V. pallens y sus taxones
relacionados. Estos resultados son concordantes con lo reportado en estudios previos para la
familia Vireonidae (Hamilton 1958, 1962, Battey 2014, Slager et al. 2014, Anexo 1).

Se detectd que existe una correspondencia geografica, en la cual la poblacion del Pacifico
estd claramente diferenciada de la poblacién del Caribe (Fig. 3). Dentro de la poblacion del
Caribe se observa una estructura filogeografica poco profunda, en la cual se presenta una
politomia lo cual puede indicar una divergencia reciente (Avise 2000) o un efecto del
muestreo. La poblacién del Pacifico muestra una subdivisién en el grupo, la cual corresponde
con las regiones donde ocurren los ejemplares analizados, un subgrupo formado por dos
muestras del oeste de El Salvador (CMZ-240 y MBR-6539) y otro por tres muestras de
Nayarit y Sinaloa (CPM-227, CPM-228 y CPM-289) (Fig. 3).

Estos resultados son consistentes con Parkes (1990), el cual realiz6 una revisién del taxon
basandose en los patrones de distribucion, preferencia de habitat y caracteres morfométricos.
Segun Parkes (1990), la variacion geografica que presenta V. pallens puede ser causada por
el tipo de vegetacion en que habita. La poblacion del Pacifico se encuentra restringida a los
manglares, mientras la poblacién de Caribe se distribuye en todos los tipos de vegetacion
presentes en la Peninsula de Yucatan (manglares, bosque tropical secos y himedos, pastizales
inundables e incluso areas alteradas antropogénicamente, Brewer y Orestein 2010 sensu
Durén-Garcia y Garcia-Contreras 2010). El aislamiento prolongado de poblaciones de aves
mesoamericanas como consecuencia de preferencia o fragmentacion de habitat, se ha
incluido en las explicaciones sobre la variacion geogréafica de éstas, que provocan una
diferenciacion en su fenotipo y genotipo (Sanchez-Gonzéalez 2002, Sdnchez-Gonzalez et al.
2007, Lopez-Lbpez 2012, Arbelaez-Cortés y Navarro-Siguenza, 2013, Navarro-Siglienza et
al. 2013, Ortiz-Ramirez 2013, Garcia-Hernandez 2015, Montafio-Rendon 2015 et al., Ortiz-
Ramirez et al., 2015, Espinosa-Jaramillo 2016, Garcia et al. 2016, NUfiez-Zapata et al. 2016).

Red de haplotipos

Se encontro una clara diferenciacion entre los haplotipos mitocondriales de las poblaciones
del Caribe y Pacifico (Fig. 4), esto es apoyado por el filograma (Fig. 3), el cual muestra
patrones similares. Esto puede ser atribuido a un largo tiempo de aislamiento entre las
poblaciones, debido a que los clados no presentan haplotipos compartidos entre si. Los
tiempos prolongados de aislamiento entre poblaciones permiten que se generen mutaciones
particulares, que probablemente a causa de eventos vicariantes por la interaccion de factores
historicos asociados a cambios en el clima y la distribucion de la vegetacion en la peninsula
de Yucatan y el norte de México durante el Pleistoceno, provocaran este efecto (Woodroffe
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y Grindrod 1991, Metcalfe et al. 2000, Sandoval-Castro et al. 2012, 2014). Se han observado
patrones similares en varias especies de aves mesoamericanas (Sanchez-Gonzélez 2002,
Sanchez-Gonzélez et al. 2007, Lopez-Lopez 2012, Arbeldez-Cortés y Navarro-Sigienza,
2013, Navarro-Siguienza et al. 2013, Ortiz-Ramirez 2013, Garcia-Hernandez 2015, Montafio-
Rendon 2015 et al., Ortiz-Ramirez et al., 2015, Espinosa-Jaramillo 2016, Garcia et al. 2016,
Nufiez-Zapata et al. 2016).

El grupo Caribe muestra una reticulacion entre los haplotipos (Fig. 4), aunado a que la
filogenia recupera una politomia (Fig 3), junto con su baja diversidad genética indican una
reciente divergencia (Avise 2000). Por otra parte, el grupo Pacifico se encuentra estructurado
por dos subgrupos que muestran una concordancia geografica entre éstos y las regiones donde
ocurren los ejemplares examinados: el noroeste de México (haplotipos 16 y 17) y el Salvador
(haplotipos 18 y 19) conectados por un haplotipo hipotético (Fig. 4). Este patron se suscribe
a la fragmentada distribucién de los manglares de la costa del Pacifico mexicano (Parkes
1990, Nettel y Dodd 2007, Rodriguez-Zufiga et al. 2013, Takayama et al. 2013, Lo et al.
2014, Sandoval-Castro et al. 2012, 2014).

La relacion entre el subgrupo formado por las muestras de El Salvador cuenta con 22 pasos
mutacionales respecto a una muestra colectada en la misma localidad (Fig. 4, Apéndice 1),
esto es resultado de una deficiente amplificacion de DNA, por lo que se descartd la
posibilidad de que este evento obedezca a una falta de muestreo que no refleje una la
diversidad genética dentro del grupo; se decidi6 utilizar el haplotipo 19 en los analisis a pesar
de la deficiente amplificacion debido a que las muestras que corresponden para el haplotipo
18 y 19 constituian los Unicos muestras para la poblacion de EI Salvador.

Diversidad y estructura genética

El grupo Pacifico presentd los valores mas altos de diversidad haplotipica, nucleotidica y del
namero de sitios segregantes (Hd= 0.947, z=0.01030, S= 39). Los valores encontrados,
muestran una una Hd alta y una = baja, lo que sugiere que la poblacién se encuentra en un
proceso de un rapido crecimiento de sus poblaciones ancestrales después de un periodo de
un tamafio poblacional pequefio (Grant y Bowen 1998, Montafio-Rendon et al. 2015).

Por otra parte, a pesar de que el grupo Caribe conté con el mayor nUmero de muestras
examinadas, éste mostré los valores mas bajos de diversidad haplotipica, nucleotidica y en
el nimero de sitios segregantes (Hd= 0.691, z=0.00239, S=12), lo que puede sugerir que la
poblacién se encuentra en un proceso de un rapido crecimiento de sus poblaciones ancestrales
después de un periodo de un tamario poblacional pequefio (Grant y Bowen 1998, Montario-
Renddn et al. 2015). Estos resultados son concordantes con el filograma y la red de haplotipos
obtenida, los cuales muestran una politomia y reticulacion haplotipica respectivamente, estos
son atributos propios de poblaciones genéticamente muy similares.
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Los analisis de la demografia historica del grupo Caribe, no mostraron valores significativos
para la Fs de Fu, D de Tajima, el indice de raggednes (r) y la prueba Rz, sin embargo,
mostraron una concordancia con las graficas mismatch, que sugieren una estabilidad
poblacional, tanto para la muestra total analizada como para los clados Caribe y Pacifico
(Rogers y Harpending 1994, Zink y Blackwell-Rago 2000, Ramos-Onsins y Rozas 2002,
Haring et al. 2007, Hernandez-Bafios et al. 2007).

El indice de fijacion Fst y el nimero de migrantes por generaciéon Nm obtenidos, muestra una
diferencia genética entre los grupos Caribe y Pacifico, lo que sugiere que ambas poblaciones
presentan dinamicas poblacionales independientes y que el flujo génico entre ellas es muy
bajo. Este patron puede ser atribuido tanto al aislamiento geografico, como a la preferencia
de habitat que presentan los grupos examinados:

e La poblacion del Pacifico que se encuentra exclusivamente en manglares, puede
haber sufrido procesos de fragmentacion de este ecosistema durante el Pleistoceno
(Woodroffe y Grindrod 1991, Parkes 1990, Nettel y Dodd 2007, Rodriguez-ZUfiga
et al. 2013, Takayama et al. 2013, Lo et al. 2014, Sandoval-Castro et al. 2012, 2014),
como resultado de fluctuaciones en el nivel del mar y las condiciones climaticas del
norte de México (Metcalfe et al. 2000). Esto es apoyado por la subdivisén observada
en el filograma y la red de haplotipos, donde se exhibe una relacién geogréafica entre
las muestras y las regiones de colecta.

e La poblacion del Caribe muestra una amplia flexibilidad en cuanto a la eleccion de
habitat, pudiendo encontrarse en todos los ecosistemas presentes en la peninsula de
Yucatan. Sin embargo, debe sefialarse que durante el Pleistoceno la peninsula de
Yucatéan presentaba un clima muy seco, debido a las fluctuaciones en el nivel del mar
(Metcalfe et al. 2000), que pueden haber causado un aislamiento temporal de la
poblacion.

La media de las distancias genéticas (Dxy) mostr6 una diferencia del 2.69% entre el grupo
del Pacifico y Caribe. Esto se encuentra dentro del intervalo de divergencias de DNAmt de
la mayoria de las especies recientemente descritas, de acuerdo al trabajo de Hebert et al.
(2004), una de divergencia del 2.7% garantiza la separacion de una especie, sin embargo, un
rango menor al 2.1% de divergencia mitocondrial ha sido aceptado para elevar al nivel de
especies a algunas especies descritas recientemente (O'Neill et al. 2011, Carneiro et al. 2012,
Seeholzer et al. 2012, Montafio-Renddn 2015 et al. et al., Alstrom et al. 2016).
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Patrones morfométricos

La variacion morfométrica del taxon analizado es notable, como se demuestra en las graficas
de los diagramas de caja multiple (Fig. 12). Es posible que esta variabilidad morfoldgica se
encuentre influida en gran medida por la separacion geografica entre las poblaciones
analizadas, de la misma manera que trabajos que reportan una variaciéon morfoldgica en taxa
con algun grado de aislamiento geogréfico entre sus poblaciones (Parkes, 1990, Sanchez-
Gonzélez 2002, Sanchez-Gonzélez et al. 2007, Navarro-Sigienza et al. 2013, Garcia-
Hernandez 2015, Garcia et al. 2016).

La diferencia entre las medidas de los caracteres de los grupos analizados, muestran que el
clado Pacifico es en términos corporales, méas grande que el clado Caribe (Fig. 12). Estos
resultados concuerdan con el estudio realizado por Parkes (1990), el cual demuestra que la
poblacién del Pacifico presenta un tamafio corporal mayor respecto a la poblacion del Caribe.
Los caracteres que presentaron la mayor cantidad de informacion fueron la longitud del tarso,
longitud de la cola y la longitud del pico al nostrilo; los caracteres menos informativos fueron
la cuerda alar y la profundidad y ancho del pico al nostrilo.

La longitud del tarso aporté la mayor cantidad de informacion al analisis de componentes
principales, esto coincide con los trabajos de Rising y Somers (1989) y Freeman y Jackson,
los cuales sugieren que la longitud del tarso es un caracter que permite estimar el tamafio
total del cuerpo de un ave. Este resultado ha sido obtenido en otras especies Mesoamericanas
Arremon brunneinucha, Chlorospingus (flavopectus) ophtalmicus y Momotus momota
(Ibafiez-Hernandez 2000, Sanchez-Gonzalez 2002, Snchez-Gonzalez et al. 2007, Navarro-
Siguenza et al. 2013, Garcia-Hernandez 2015).

A partir del anlisis de discriminantes, se observa que el grupo Caribe se agrupa de manera
clara, tanto en la gréafica de los Factores 1 y 2, los Factores 1y 3y los Factores 1, 2 y 3. El
grupo Pacifico no muestra una agrupacion consistente, resultado del bajo nimero de muestras
examinadas, sin embrago, en la gréfica de los Factores 1, 2 y 3, parece observarse una débil
agrupacion en el grupo. Es necesario realizar un analisis con una mayor cantidad de muestras
para el grupo Pacifico para obtener resultados confiables.

Variacion genética vs morfologica

Parkes (1990) sefiala una profunda diferencia entre las poblaciones del Vireo de manglar,
separandolas en las poblaciones del Pacifico y Caribe, con base en la distribucidn geografica,
caracteres morfométricos y de coloracion, proponiendo que estudios posteriores podrian
reconocer dos especies en dichas poblaciones.

De esta manera, los limites de especie entre los clados analizados podrian definirse con base
en los marcadores moleculares y la variacion morfométrica que muestran una clara diferencia
entre el grupo Caribe y Pacifico. El patron en la diferenciacion de linajes estrechamente

34



emparentados, se ha observado en una gran cantidad de especies de aves mesoamericanas,
como resultado de tiempos prolongados de aislamiento que provocan una diferenciacion en
el fenotipo y el genotipo (Sanchez-Gonzélez 2002, Sadnchez-Gonzélez et al. 2007, Lopez-
Lopez 2012, Arbelédez-Cortés y Navarro-Siglienza, 2013, Navarro-Siglienza et al. 2013,
Ortiz-Ramirez 2013, Garcia-Hernandez 2015, Montafio-Rendén 2015 et al., Ortiz-Ramirez
et al., 2015, Espinosa-Jaramillo 2016, Garcia et al. 2016, NUfiez-Zapata et al. 2016).

Implicaciones taxonémicas

Utilizando los criterios de Helbig et al. (2012) y Hebert et al. (2004), para determinar el
estatus taxondmico de una especie (las especies son grupos de organismos totalmente
diagnosticables, en cuanto a los estados del mismo, asi como una diferencia genética
acumulada como resultado de periodos de tiempo en aislamiento), se encontré evidencia
molecular y morfométrica que indican que el taxon V. pallens, incluye dos especies que
presentan una divergencia mitocondrial 2.69%:

e Vireo semiflavus: corporalmente mas pequefio; dos morfos: plumaje amarillo intenso;
distribuida en la peninsula de Yucatan (presente en todos los tipos de vegetacion de
la peninsula de Yucatén, hasta el sureste de Nicaragua a través de la costa del Caribe).

e Vireo pallens: corporalmente mas robusto; plumaje amarillo palido. Dos poblaciones:
una distribuidas en los manglares de Sinaloa, Nayarit y Jalisco y otra en los manglares
desde el sur de la costa de Oaxaca hasta el oeste de El Salvador.

Las implicaciones taxonémicas presentadas, deben considerar que las propuestas realizadas
(1) s6lo incluyen tres de las poblaciones conocidas del taxon y es necesario extender el
analisis a aquellas no examinadas, pues podrian tener implicaciones taxonémicas
importantes, debido a que se encuentran aisladas del resto de las poblaciones (Ver
Antecedentes: El Vireo de manglar (Vireo pallens); y (2) es necesario contar con un mayor
nimero de muestras para el clado Pacifico para brindar una interpretacion robusta de los
resultados.

35



CONCLUSIONES

1. Se observa una clara separacion las poblaciones de Vireo pallens, que corresponden
al clado Caribe y Pacifico.

2. Los clados Caribe y Pacifico presentan un alto grado de diferenciacion:

e Presentan una separacion espacial y filogenética.

e No comparten haplotipos.

e El indice de fijacion Fst y el nimero de migrantes por generacion indican que
ambas poblaciones presentan dindmicas poblacionales independientes entre si, y
que el flujo génico entre ellas es escaso.

3. Los linajes analizados sugieren que ambas poblaciones se encuentra en un proceso de
un rapido crecimiento de sus poblaciones ancestrales después de un periodo de un
tamafo poblacional pequefio.

4. Con base en la diferenciacion genética y morfoldgica, es plausible sugerir que el
taxon Vireo pallens, constituye a dos especies morfologica y genéticamente
diagnosticables: Vireo semiflavus y Vireo pallens.
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Apéndice 1. Localidades de colecta e informacidn voucher de los tejidos de V. pallens utilizados en este estudio.

Especie  Subespecie  Coleccidon Catélogo Localidad Pais Estado Coordenadas
V. pallens  ochraceus KUBI CMZ-240 Animas Abajo, El Salvador El Salvador La Paz 13.33, -88.85
ochraceus KUBI MBR-6539 Animas Abajo, El Salvador El Salvador La Paz 13.33, -88.85
paluster MZFC CPM-227 ANP Marismas Nacionales, Tecuala México Nayarit 22,51, -105.63
paluster MZFC CPM-228 ANP Marismas Nacionales, Tecuala México Nayarit 22.51,-105.63
paluster MZFC CPM-289 Playa Ceuta, Elota México Sinaloa 23.91, -106.96
semiflavus MZFC YUC-026  Sabanas de Tzekel 6 km SE de Chuburna Puerto México Yucatan 21.18,-89.81
semiflavus MZFC YUC-058  Sabanas de Tzekel 6 km SE de Chuburna Puerto México Yucatan 21.18,-89.81
semiflavus MZFC YUC13-002 Reserva de la Biosfera Ria Lagartos México Yucatan 21.46, -87.66
semiflavus MZFC YUC13-003 Reserva de la Biosfera Ria Lagartos México Yucatan 21.46, -87.67
semiflavus MZFC YUC13-015 Reserva de la Biosfera Ria Lagartos México Yucatan 21.46, -87.68
semiflavus MZFC YUC13-168 Acanceh México Yucatan 20.74,-89.39
semiflavus MZFC YUC13-169 Acanceh México Yucatan 20.74,-89.39
semiflavus MZFC YUC13-194 Rancho San Benito México Yucatan 21.27,-88.85
semiflavus MZFC YUC13-205 Rancho San Benito México Yucatén 21.27,-88.86
semiflavus MZFC YUC13-215 Rancho San Benito México Yucatan 21.27, -88.87
semiflavus MZFC YUC13-222 Rancho San Benito México Yucatén 21.27,-88.88
semiflavus MZFC YUC13-260 Kinchil México Yucatan 20.88, -90.02
semiflavus MZFC YUC13-267 Kinchil México Yucatan 20.88, -90.03
semiflavus MZFC YUC13-276 Kinchil México Yucatan 20.88, -90.04
semiflavus MZFC YUC13-278 Kinchil México Yucatan 20.88, -90.05
semiflavus MZFC YUC13-287 Kinchil México Yucatan 20.88, -90.06
semiflavus MZFC YUC13-293 Kinchil México Yucatan 20.88, -90.07
semiflavus MZFC YUC13-301 Kinchil México Yucatan 20.88, -90.08
semiflavus MZFC YUC13-306 Kinchil México Yucatan 20.88, -90.09
semiflavus MZFC YUC13-309 Kinchil México Yucatan 20.88, -90.10
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semiflavus MZFC YUC13-312 Kinchil México Yucatan 20.88, -90.11
semiflavus MZFC YUC13-331 Reserva Estatal Dzilam de Bravo México Yucatan 21.18, -88.88
semiflavus MZFC YUC13-360 Reserva Estatal Dzilam de Bravo México Yucatan 21.18, -88.88
semiflavus ANSP 29682 Reserva Estatal Dzilam de Bravo México Yucatan 21.18, -88.88
semiflavus ANSP 29784 Reserva Estatal Dzilam de Bravo México Yucatan 21.18, -88.88
semiflavus ANSP 29668 Reserva Estatal Dzilam de Bravo México Yucatan 21.18, -88.88
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Apéndice 2. Informacion voucher y nimeros de acceso de GenBank de los ejemplares de V. pallens y grupo externo utilizados en el

presente estudio.

Especie Coleccion # Tejido # Acceso Localidad Pais Estado
V. atricapilla TCWC 14912 TCWC 14912 KM115281 Coryell Co., Ft. Hood E.UA. Texas
V. bairdi MBM 5021 skin clip KM115282 Isla Cozumel México Quintana Roo
V. brevipennis UNAM MGO014 mg014 KM115287 Ixtlan Meéxico Oaxaca
V. crassirostris  UFLMNH 42499 LSUMNS B49523  KM115294 Camperdown Bahamas New Providence
V. griseus MBM 6326 gav1324 KM115324  St. Martin Pa.; Krotz Springs E.UA. Louisiana
V. griseus MBM 6327 gav1325 KM115323 St. Martin Pa.; Krotz Springs E.UA. Louisiana
V. griseus ANSP 3674 cw20 KM115325 Morgantown, 8 km NNW E.UA. Pennsylvannia
V. latimeri LSUMZ 150146 LSUMNS B11522  KM115336 Barrio Llanos Costa Puerto Rico Cabo Rojo
V. latimeri STRIPRVLAILO STRIPRVLAL0 AF383108 Maricao National Forest Puerto Rico Maricao
V. modestus FMNH 331132 sml8733 KM115353 Hollywell Pk. Jamaica Surrey, Portland
V. nanus MBM 5030 skin clip KM115283 Isla Cozumel México Quintana Roo
V. osburni FMNH 331135 sml8785 KM115380 Hardwar Gap Jamaica Surrey, Portland
V. pallens MBM 19842 bts07226 KM115381 Umén Meéxico Yucatan
V. pallens MBM 5017 skin clip KM115382 El Cuyo Meéxico Yucatan
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Apéndice 3. Localidades de colecta e informacidn voucher de las pieles de V. pallens utilizados en este estudio.

Especie  Subespecie Coleccién Catalogo Localidad Pais Estado Coordenadas
V.pallens  paluster MZFC AGNS 93-6 Mexcatitlan México Nayarit 21.9, -105.47
paluster MZFC CPM 227 ANP Marismas Nacionales, Meéxico Nayarit 2251, -105.63
Tecuala
paluster MZFC CPM 228 ANP Marismas Nacionales, México Nayarit 2251, -105.63
Tecuala
paluster MZFC CPM 389 Playa Ceuta, México Sinaloa 23.91, -106.96
Elota
salvini IB KSwW1987 Reserva Biosfera Sian México Quintana Roo 19.72, -87.80
Kaan, Rancho Viejo
salvini IB BRB855 Reserva Biosfera Sian México Quintana Roo 19.72,-87.81
Kaan, Rancho Viejo
salvini IB BRB898 Reserva Biosfera Sian México Quintana Roo 19.72, -87.82
Kaan, Rancho Viejo
salvini IB BRB904 Reserva Biosfera Sian México Quintana Roo 19.72, -87.83
Kaan, Rancho Viejo
salvini MZFC EMFE 380 Othon P. Blanco, 0.4 km E México Quintana Roo 17.9, -88.85
La union, por Rio Hondo
semiflavus IB 1278-CDIBUNAM  Progreso: km 23 Carr Progreso-  México Yucatan 21.23, -89.65
Merida, Los Manantiales
semiflavus IB CAMO023 Reserva de la Biosfera México Yucatan 21.51, -87.67
Ria Lagartos, EI Cuyo
semiflavus IB CAMO084 Reserva de la Biosfera México Yucatan 21.51, -87.68
Ria Lagartos, EI Cuyo
semiflavus IB CAML110 Reserva de la Biosfera México Yucatan 21.51, -87.69
Ria Lagartos, EI Cuyo
semiflavus IB CAM118 Reserva de la Biosfera México Yucatan 21.51, -87.70
Ria Lagartos, EI Cuyo
semiflavus MZFC CONACYT99-052 Rancho Tachich, México  Campeche 20.1,-90.45
25 Km W Tenabo
semiflavus MZFC AKU 8 Ciudad Chemuyil, México Quintana Roo  20.46, -87.26
Cenote Tzot-cenot
semiflavus MZFC Y408 262 Rancho San Salvador, México Yucatan 21.5, -88.02

Anexa Chunkilin
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semiflavus MZFC YUC 044 Sabanas de Tzekel 6 km SE de  México Yucatan 21.18, -89.81
Chuburna Puerto
semiflavus MZFC GES 202 Rancho Sinkahuel, México Yucatan 21.46, -88.56
E Dzilam de Bravo
semiflavus MZFC GES 203 Rancho Sinkahuel, México Yucatan 21.46, -88.56
E Dzilam de Bravo
semiflavus MZFC YUC13 169 Acanceh México Yucatan 20.74, -89.39
semiflavus MZFC YUC13 015 Reserva de la Biosfera México Yucatan 21.46, -87.68
Ria Lagartos
semiflavus MZFC YUC 005 Sabanas de Tzekel 6 km SE de  México Yucatan 21.18, -89.81
Chuburna Puerto
semiflavus MZFC YUC13 215 Rancho San Benito México Yucatan 21.27, -88.87
semiflavus MZFC YUC13 194 Rancho San Benito México Yucatan 21.27, -88.87
semiflavus MZFC YUC13 222 Rancho San Benito México Yucatan 21.27, -88.87
semiflavus MZFC YUC13 260 Kinchil México Yucatan 20.88, -90.02
semiflavus MZFC YUC13 267 Kinchil México Yucatan 20.88, -90.02
semiflavus MZFC YUC13 278 Kinchil México Yucatan 20.88, -90.02
semiflavus MZFC YUC13 287 Kinchil México Yucatan 20.88, -90.02
semiflavus MZFC YUC13 306 Kinchil México Yucatan 20.88, -90.02
semiflavus MZFC YUC13 312 Kinchil México Yucatan 20.88, -90.02
semiflavus MZFC YUC13 360 Reserva Estatal Dzilam de Bravo México Yucatan 21.18, -88.88
semiflavus MZFC YUC13 321 Kinchil México Yucatan 20.88, -90.02
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Anexo 1. Hipotesis filogenética de la familia Vireonidae basado en el marcador molecular ND2 (Slager et al. 2014). Resaltado en naranja

el clado “eye-ringed”

0.06

Cyanootta_stelleri CO
H_poctarais GUY
H_toracous GUY
H_brumnsosgs BRA
H_Sarvipes PAN
H_paclass PRY
C_guanensis BRA
C_nigrirastris ECU
C_guanersis_HND
WI_mesitaphnys MEX
Wi _feucats BOL
H_ochvacsongs PAN
H_ochvacsones ECU
H_ochvacemosps BRA
V_fardfons M1
V_glumbess_CO
V_carmicti_PAN
V_wanar NV
V_tumon_USA_OR
V_bedlii NV
V_tremipenns_ MEX
V_gnseus LA
V_palens MEX
V_frypocivyseus MEX
H_decurtstus HND
H_typaxantus BRA
V_Savannds_MEX
V_divacmes BRA
V_divaceus_NB
H_sdiaen_GUY
V_teuoopivys VEN
V_levooptvys_MEX
V_givus BC
V_phuladeiphious LA
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