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RESUMEN

El saltapared garganta café (Troglodytes brunneicollis) es un ave distribuida en cuatro cadenas
montafiosas pertenecientes a la Zona de Transicion Mexicana (ZTM), una importante region
biogeografica y de compleja historia geoldgica. En las Gltimas décadas, esta especie ha sido objeto
de un amplio debate taxondmico, pues, aunque se le ha considerado como un taxén independiente,
algunos autores siguen incluyéndole como un grupo geografico perteneciente al complejo
Troglodytes aedon. Por ello, partiendo de la existencia de datos morfologicos, acusticos y
filogenéticos que sugieren la divergencia de T. brunneicollis como linaje independiente, en este
estudio se analizaron los patrones filogeograficos de sus poblaciones, a fin de proponer hipétesis
biogeogréficas que expliquen la estructura genética y la distribucion actual de este taxon. Para ello, a
partir de 70 secuencias del gen mitocondrial ND2, se construyé una hipoétesis filogenética en conjunto
con la datacién de los nodos para conocer los tiempos de divergencia entre las poblaciones de T.
brunneicollis. Posteriormente, se analiz6 la diversidad y estructura genética para los tres haplogrupos
encontrados, asi como sus posibles cambios demograficos histdricos. Adicionalmente, con el fin de
explorar los posibles eventos de expansion y contraccion del area de distribucion, asi como identificar
posibles areas de refugio climatico, se construyeron modelos de nicho ecoldgico y distribucion
potencial para los tres linajes mitocondriales identificados y se proyectaron a las condiciones
climéticas tanto del presente como a tres escenarios del Cuaternario Tardio. La hipotesis filogenética
basada en DNA mitocondrila (mtDNA) indica que las poblaciones de T. brunneicollis forman un
grupo parafilético en el que se identifican tres clados principales. Por un lado, la poblacion de la Sierra
Madre Occidental (SMOc) forma un clado junto con la poblacion migratoria de T. aedon del oeste de
Estados Unidos de América, mientras que el grupo nicleo de T. brunneicollis se encuentra constituido
por dos clados endémicos de México, uno distribuido en la Faja Volcanica Transmexicana (FVT) y
Sierra Madre Oriental (SMOT) y el otro en la Sierra Madre del Sur (SMS). Una posible causa de la
parafilia en el arbol de mtDNA puede ser la separacion incompleta de linajes. La mayor diversidad
genética se observo en el grupo FVT + SMOT, el cual pudo haber estado separado histéricamente del
grupo SMOc + T. aedon oeste por la cuenca Lerma-Santiago. Los valores méas bajos de diversidad
los present6 el grupo SMS, el cual ha permanecido aislado probablemente debido a la cuenca del
Balsas. El grupo SMOc + T. aedon oeste se encuentra altamente diferenciado de las demaés
poblaciones de T. brunneicollis y, a diferencia de éstas, ha pasado por una expansion poblacional
reciente. Este patron es concordante con sus modelos de paleodistribucion, ya que se observa que a
comparacion del Holoceno Medio (HM), el tamafio del area de distribucion de este linaje se ha
expandido. En la ZTM, los grupos FVT + SMOr y SMS tuvieron contraccion de sus areas durante el
Ultimo Interglacial (UIG) y el HM, expansion durante el Ultimo Méaximo Glacial (UMG) y expansion
nuevamente en el presente. La dindmica de expansion-contraccion de los bosques de pino-encino a
través de los ciclos glaciales e interglaciales del Pleistoceno, al igual que el Gltimo episodio de
formacion de la FVT, probablemente promovieron la divergencia del grupo nucleo de T.
brunneicollis. No obstante, la presencia de un area climaticamente estable en las porciones orientales
tanto de la FVT como de la SMS sugieren que la formacion de la FVT probablemente tuvo un
importante papel en la expansion de la distribucion de T. brunneicollis. Se resalta que la historia
biogeogréfica del grupo T. brunneicollis es probablemente la misma que se ha propuesto para los
taxones de origen neértico en la ZTM, con una probable recolonizacion reciente de la region Neértica.

Palabras clave: barreras geogréaficas, divergencia de poblaciones, paleo distribucion, Pleistoceno.
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ABSTRACT

The Brown-Throated Wren (Troglodytes brunneicollis) is a bird distributed in four mountain ranges
within the Mexican Transition Zone (MTZ), a region characterized by its biogeographic importance
and complex geological history. This bird has also been subject of taxonomic debate. Some authors
have treated it as a distinct species, but some others consider it as a group within the vast Troglodytes
aedon species complex. Previous morphological, acoustic, and genetic data suggest that T.
brunneicollis populations have diverged from those of T. aedon. Therefore, this study aimed to
analyze its phylogeographical patterns, in order to test biogeographical hypotheses regarding the
evolution of the distribution of this taxon. We examined phylogenetic relationships, divergence times,
genetic variation levels within and between populations, and also demographic history, through
mitochondrial DNA (mtDNA) ND2 sequences. Then, we used correlative ecological niche models
(ENM) mapped to the current and past climatic conditions (since the Late Pleistocene) to explore
possible historical areas of climatic stability, as well as patterns of contraction, expansion,
connectivity and isolation in the potential distribution of the three mitochondrial lineages identified.
The mtDNA-based phylogenetic hypothesis points out that the populations of T. brunneicollis form a
paraphyletic group in which three main clades are identified. On one hand, the population from Sierra
Madre Occidental (SMOc) forms a clade together with the migratory population of T. aedon from the
western United States of America, while the core group of T. brunneicollis is made up of two endemic
sister clades from Mexico, one distributed in the Trans-Mexican Volcanic Belt (TMVB) and Sierra
Madre Oriental (SMOr) and the other in Sierra Madre del Sur (SMS). Incomplete lineage sorting may
be a possible cause of the paraphyly in the mtDNA tree. The highest genetic diversity was observed
within the FVT + SMOr group, which may have been historically separated from the SMOc + T.
aedon western group by the Lerma-Santiago basin. The lowest values of genetic diversity were within
the SMS group, which probably has remained isolated due to the Balsas basin. The SMOc + T. aedon
west group is highly differentiated from the other T. brunneicollis populations and, unlike them, has
undergone a recent population expansion. This pattern is consistent with their paleodistribution
models, since it is observed that the size of the distribution area of this lineage has expanded,
comparing to the Middle Holocene (MH). The Pliocene-Pleistocene climatic transition around 2.7
Ma, the expansion and contraction dynamics of pine-oak forests during the Pleistocene glacial and
interglacial cycles and the last episode of orogeny of the TMVB probably promoted the divergence
of the core group of T. brunneicollis. Nevertheless, the presence of climatically stable areas in the
eastern portions of both the TMBYV and the SMS suggests that the formation of the TMVB probably
played an important role in the expansion of the distribution of T. brunneicollis. It is highlighted that
the biogeographic history of the T. brunneicollis group is probably the same as that proposed for taxa
of Nearctic origin in the MTZ, with a probable recent recolonization of the Nearctic region.

Key words: geographic barriers, population divergence, paleo distribution, Pleistocene.
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1. INTRODUCCION

Desde hace mucho tiempo, se ha reconocido el papel de los sistemas montafiosos como
promotores de procesos biogeograficos y evolutivos que han influenciado los patrones de diversidad
y endemismo en los trdpicos, principalmente debido a su complejidad topogréafica y a su historia
geoldgica y climética (Fjeldsa et al., 2012; Mastretta-Yanes et al., 2015; Rahbek et al., 2019). Las
fluctuaciones en la dindmica ambiental en estos sistemas, en conjunto con la heterogeneidad del
paisaje, son factores que a través del tiempo pueden generar el aislamiento de poblaciones, su
adaptacion a condiciones ecoldgicas locales y procesos de divergencia entre ellas (Rahbek et al.,
2019). Esta dinamica se encuentra particularmente asociada a eventos geoldgicos y a oscilaciones
climéticas a nivel global, como los periodos glaciares e interglaciares del Pleistoceno (Hewitt, 2000;
Mastretta-Yanes et al., 2015), lo cual ha resaltado su papel como refugios durante periodos de rapido
cambio climatico, asi como corredores bioldgicos para la dispersién de taxones de tierras altas
(Ferrusquia-Villafranca et al., 2005; Rahbek et al., 2019; Perrigo, 2019). Por tanto, evaluar los
patrones de diferenciacion entre poblaciones que habitan estos sistemas posibilita conocer historias
evolutivas complejas asociadas a barreras tanto geograficas como ecolégicas a través del tiempo
(McCormack et al., 2008; Barrera-Guzman et al., 2012; Ortiz-Ramirez et al., 2016).

En la actualidad, la identidad evolutiva de las poblaciones de una especie o de un complejo
de especies puede ser revelada en un contexto geografico a través de aproximaciones integrativas
como la filogeografia (Avise, 2000). Este enfoque se refiere al estudio de los procesos que han
moldeado la distribucién geografica de los linajes de genes existentes dentro de una especie, o bien,
entre especies cercanas, asi como los mecanismos que llevan a su diferenciacion y divergencia
(Burbrink y Castoe, 2009; Hickerson et al., 2010; Freeland et al., 2011; Morrone y Escalante, 2016).
De hecho, se ha destacado por integrar teoria, métodos y conceptos que estudian procesos
microevolutivos (genética de poblaciones, demografia, etologia) y macroevolutivos (geografia
histdrica, biologia filogenética, paleontologia, entre otros) (Avise et al., 1987; Vazquez-Dominguez,
2007). Ademas, el uso de nuevas herramientas metodoldgicas, como la modelacion del nicho
ecoldgico, ha facilitado caracterizar los patrones de distribucion histérica de las especies a lo largo
del tiempo, mejorando asi nuestro entendimiento de su relacién con la variacion genética observada

entre las especies y/o poblaciones (Luna-Aranguré y Vazquez-Dominguez, 2020).

Esto ha permitido examinar hipétesis sobre los procesos biogeograficos (dispersion,
vicarianza y/o extincion) responsables de producir los actuales patrones de distribucion de las
especies (Vazquez-Dominguez, 2007; Freeland et al., 2011). Esta aproximacion integrativa facilita

estimar la duracion de los procesos de especiacion, identificar posibles barreras histéricas al flujo
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génico (Bermingham y Moritz, 1998; Avise, 2000; Morrone y Escalante, 2016) e incluso la presencia
de diversidad criptica (Manthey et al., 2011; FiSer et al., 2018) y/o de linajes restringidos (Sol6rzano
et al., 2004; Robin et al., 2010; Sanchez-Gonzalez et al., 2023). Esto tiene el potencial de aportar
Gtiles perspectivas evolutivas a la taxonomia y conservacion de las especies (Dominguez-Dominguez

y Véazquez-Dominguez, 2009; Espindola et al., 2016; Hernandez-Romero et al., 2018).

El saltapared garganta café (Troglodytes brunneicollis) es un taxén de ave perteneciente a la
familia Troglodytidae y al orden Passeriformes. Habita en bosques de montafia (desde los 1,600 hasta
los 3,000 m de altitud), particularmente de pino y pino-encino (aunque también se ha registrado en
bosques de niebla; Watson, 2003). Se localiza en bosques abiertos y bordes forestales, donde en
temporada reproductiva, anida particularmente en cavidades de arboles (Kroodsma y Brewer, 2005).
Su distribucién abarca casi todas las cadenas montafiosas de México y tiene su limite septentrional
en el sureste de Arizona (Howell y Webb, 1995). Esta es una especie residente y de vagilidad limitada,
ya que puede moverse ocasionalmente a través de hdabitat no idoneo hacia parches forestales
adyacentes (Watson, 2003), con movimientos altitudinales limitados (Kroodsma y Brewer, 2005). En
las Gltimas décadas, la identidad taxondémica de T. brunneicolis ha sido objeto de debate. Se le ha
considerado como una especie distinta por algunos autores (Howell y Webb, 1995; Navarro-Siglienza
y Peterson, 2004; Kroodsma y Brewer, 2005), pero otros autores la mantienen como un grupo
geografico dentro del complejo de especies Troglodytes aedon (Paynter, 1957; Johnson, 2020;
Clements et al., 2022), al que se han referido mas de 30 subespecies a lo largo del continente

americano, estando la mayoria distribuidas en el Neotrdpico (Johnson, 2020).

A pesar de la aparente falta de diferenciacion morfol6gica entre los miembros del complejo
T. aedon, existen estudios que han sugerido la divergencia de las poblaciones de T. brunneicollis
(Kroodsma y Brewer, 2005). Recientemente, de acuerdo con una hipétesis filogenética basada en
datos mitocondriales y gendmicos, se sugiere que el complejo T. aedon se divide en multiples linajes
con una profunda estructura filogeografica, siendo las poblaciones de T. brunneicollis al menos uno
de ellos (Klicka et al., 2023). Asimismo, también han sido reportados datos acusticos y morfol4gicos
de T. brunneicollis que son congruentes con el patron de diferenciacion mencionado, sobre todo para
la poblacién alopétrica de la Sierra Madre del Sur (Escalona-Segura, 1995; Sosa-L6pez y Mennill,
2014). No obstante, ninguno de los estudios previamente mencionados ha brindado alguna hipétesis
biogeografica o datacion de tiempos de divergencia que ayude a revelar los procesos historicos que

han moldeado su distribucion e historia evolutiva como linaje, posiblemente, endémico a México.

Las poblaciones de T. brunneicollis se encuentran distribuidas en cuatro de las cinco cadenas

montafiosas pertenecientes a la Zona de Transicion Mexicana (ZTM), una regién reconocida por

13



llevarse a cabo en ella el contacto entre biotas de las regiones Neéartica y Neotropical, al igual que por
su cantidad de endemismos (Morrone, 2019). Por ello, el saltapared garganta café es un modelo
adecuado para estudiar los procesos que promueven la diversificacion y el endemismo en la biota de
montafia en México. La historia geolédgica de las cordilleras en las que se distribuye T. brunneicollis
es compleja, ya que presentan distintas edades y origenes. La Sierra Madre Oriental (SMOr) es
probablemente la mas antigua, cuyo mayor episodio de formacion ocurrié entre el Eoceno Medio y
Tardio, hace alrededor de 50-40 millones de afios atras (Ma) (Ferrusquia-Villafranca, 2005). Por otro
lado, la Sierra Madre del Sur (SMS) se formé a partir de distintos episodios de magmatismo ocurridos
desde el Cretacico Tardio hasta el Mioceno Temprano (~70-14 Ma) (Moréan-Zenteno et al., 2018),
mientras que el desarrollo de la Sierra Madre Occidental (SMOc) se estima que comenzé en el
Oligoceno Temprano (~33 Ma) (Ferrusquia-Villafranca et al., 2005). Finalmente, la Faja Volcanica
Transmexicana (FVT) es la cadena mas reciente de todas, cuyo origen data de inicios y mediados del
Mioceno (~19-8 Ma), uniendo a la SMOr y SMOc en sus extremos meridionales y cuya actividad
volcanica continla activa (Ferrusquia-Villafranca, 2005; Mastretta-Yanes et al., 2015).

Los patrones filogeograficos observados en mdltiples taxones que habitan la ZTM vy las
montafias del sur de Centroamérica han mostrado que, si bien la diferenciacion genética esta asociada
al aislamiento geografico, las relaciones de parentesco son variables entre linajes distribuidos entre
las cadenas montafiosas al norte del Istmo de Tehuantepec (Le6n-Paniagua et al., 2007; McCormack
et al., 2008; Barrera-Guzman et al., 2012; Ortiz-Ramirez et al., 2016). Sin embargo, algunos estudios
han destacado que la FVT podria no sélo fungir como barrera geogréfica sino también como un
corredor para las poblaciones entre cordilleras adyacentes, promoviendo tanto la especiacion
alopatrica (entre cadenas montafiosas separadas por la FVT) como la parapatrica (por medio de la
colonizacién de nuevos habitats) (Mastretta-Yanes et al., 2015; Pérez-Crespo et al., 2017; Anguiano-
Constante et al., 2021). Por lo tanto, con el fin de contribuir al conocimiento de tales procesos, asi
como de los efectos de las barreras geograficas y ecoldgicas en la estructura e historia filogeogréafica

de T. brunneicollis, en este trabajo se busca responder las siguientes preguntas:

1) ¢Existe estructura genética entre las poblaciones de T. brunneicollis que habitan la ZTM?

2) ¢Cudles son los niveles de diversidad genética dentro y entre las poblaciones de T. brunneicollis
enlaZTM?

3) ¢Cuénto es el tiempo de divergencia estimado entre las poblaciones de T. brunneicollis en la
ZTM y de éstas con los demas taxones dentro del complejo T. aedon?

4) ¢Cual es el papel de la historia geoldgica de México y de las oscilaciones climaticas del

Cuaternario en el aislamiento y diferenciacion de las poblaciones de T. brunneicollis en la ZTM?
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1.1 Hipotesis

La heterogeneidad geogréfica y las oscilaciones climaticas historicas en la Zona de
Transicion Mexicana han promovido aislamiento en la avifauna de montafia. Por lo anterior, es
posible que la distribucion de T. brunneicollis presente variacidn y estructuracion genética congruente

con la topografia y edad de las cadenas montafiosas de la zona de estudio. Por ello:

P1: Se obtendran diferentes grupos genéticos asociados a la historia topografica de la zona y
sus indices de diferenciacion serén significativamente mayores a cero.

P2: Los valores de diversidad genética seran menores en poblaciones de la zona con mayor
grado de aislamiento historico.

P3: Dada la edad de las distintas cordilleras, se espera que las poblaciones de T. brunneicollis
mas antiguas se encuentren en la Sierra Madre Oriental o en la Sierra Madre del Sur, mientras que las
mas recientes estén en la Faja Volcanica Transmexicana y la Sierra Madre Occidental.

P4: Las areas de idoneidad climatica y conectividad entre poblaciones de T. brunneicollis de
las distintas cordilleras seran mayores en el escenario del Ultimo Méaximo Glacial (hace ~21,000 afios

atras) que en el del Ultimo Interglacial (hace ~120,000-140,000 afios atras).

1.2 Objetivos

General
Analizar la variacién y estructura genética de las poblaciones del saltapared garganta café
(Troglodytes brunneicollis) en la Zona de Transicion Mexicana (ZTM), asi como su relacién con los
procesos geograficos y/o ecoldgicos del area, con el fin de proponer hipétesis biogeograficas que

expliquen la distribucién actual de las poblaciones de este taxdn.

Particulares

« Estimar los niveles de estructura genética y los tiempos de divergencia entre poblaciones para la
identificacion de linajes evolutivos dentro de la ZTM.

« Cuantificar los niveles de diversidad genética (haplotipica y nucleotidica) para medir la variacién
entre individuos dentro y entre poblaciones a lo largo de su distribucion geogréfica.

« Analizar la historia demografica de los distintos linajes identificados con el fin de conocer qué
tan antigua o reciente es su expansion o estructura poblacional en la ZTM.

« Describir los patrones geogréficos de las paleodistribuciones de los linajes reconocidos para la
identificacion de zonas de refugio climéatico y los grados de conectividad historica en el area de

estudio.

15



2. METODOS

2.1 Trabajo de laboratorio y obtencion de secuencias

Los procedimientos de laboratorio fueron realizados en el Laboratorio de Sistemética
Molecular del Museo de Zoologia “Alfonso L. Herrera” de la Facultad de Ciencias de la UNAM
(MZFC). Se trabajo con muestras de tejido (corazon, higado y masculo pectoral) de dieciséis
individuos pertenecientes al grupo T. brunneicollis obtenidos directamente de la coleccion de tejidos
del MZFC'y de trabajos de campo (Tabla 1). A las muestras se les realiz6 el proceso de extraccion de
ADN gendmico utilizando el kit de extraccion DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Valencia,

California; disponible en: https://www.qiagen.com/us/product-categories/discovery-and-

translational-research/dna-rna-purification/dna-purification/), siguiendo el protocolo establecido por

el fabricante. El procedimiento de extraccion consistio en aislar las moléculas de ADN de las células
que conforman el tejido del cual se tomaron las muestras (< 25 mg), e incluyo tres pasos basicos
(Falcon y Valera, 2007): (1) la lisis celular, (2) la eliminacion de proteinas y (3) la precipitacion y
limpieza del ADN.

Tabla 1. Muestras de tejido de Troglodytes brunneicollis (sensu Kroodsma y Brewer, 2005) con sus
respectivos datos geograficos.

No. de catdlogo  Sexo Latitud  Longitud Localidad Estado Cordillera
AHC 035 M 19.7995  -97.8035 Tetela de Ocampo Puebla Sierra Madre
Oriental
PIPCAN 14 H 19.0830  -97.3555 San Miguel, Zoapan Faja Volcanica
Transmexicana

ABG 10 H 23.7576  -105.3757 Pueblo Nuevo Durango Sierra Madre
ABG 12 M Occidental
ABG 06 M

SMOc 003* M 24.8696 -106.0171  Ejido San Diego de Tezains,

SMOGC 024* H Santiago Papasquiaro

SMOc 025* -

SMOc 026* M

SMOc 028* M
MOL 061 H 19.5450 -102.2319 Barrio San Juan, Angahuan, Michoacan Faja Volcanica
MOL 070 M Uruapan Transmexicana
MOL 048 M
MOL 069 H
ENT 119 M 19.4867 -102.0033  Uruapan (34 km al noreste del

Pico de Tancitaro)
MGH 1116 M 175601  -99.6902 Omiltemi, Chilpancingo de Guerrero Sierra Madre

los Bravo del Sur

*Tejidos provenientes de individuos colectados en campo.

16


https://www.qiagen.com/us/product-categories/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/dna-purification/
https://www.qiagen.com/us/product-categories/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/dna-purification/

Posterior a la extraccién, por medio de la técnica de PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa), se amplifico el gen mitocondrial ND2 (el cual codifica la subunidad Il de la enzima
NADH deshidrogenasa) cuyo tamafio es de 1,041 pares de bases (pb). Dado el tamafio de este
marcador, su amplificacion se dividio en dos partes empleando “primers” (oligos/cebadores) internos.
Para la primera parte del gen (~500 pb) se utilizaron los primers L5216: 5 GCC CAT ACC CCR
AMA AT 3’ (Sorenson, 2003) y H5766: 5° GGA TGA GAA GGC TAG GAT 3’ (Sorenson et al.,
1999), mientras que, para la segunda parte (~600 pb), se utiliz6 el 487L: 5> GCC YTR GGR GGA
TGA ATR 3’ (Sanchez-Gonzalez y Moyle, 2011) y H6313: 5> CTC TTA TTT AAG GCT TTG AA
3’ (Johnson y Sorenson, 1998). Las condiciones de PCR que fueron utilizadas para reacciones de 12
pL fueron las siguientes: 2 puL de ADN, 2 pL de cada oligo a una concentracion de 10 uM, 4 L del
mix de PCR y 2 uL de agua libre de nucleasas. Se utiliz6 el mix de PCR FIREPol® Master Mix de
la empresa SOLIS BIODYNE (disponible en: https://solisbiodyne.com/EN/product/name=FIREPoIl-
Master-Mix-Ready-to-Load). Este mix, contiene los reactivos necesarios para llevar a cabo la
reaccion: DNA polimerasa (1x), buffer de reaccion (5x), MgCl; (7.5 mM), dNTPs (1 mM), tintes y
un compuesto que incrementa la densidad de la muestra para su carga directa en el gel de agarosa.

Los ciclos de PCR fueron llevados a cabo en un termociclador MultiGene Optimax (Labnet
International, Inc.) utilizando un protocolo estandar: desnaturalizacidn inicial a 94 °C por 2:30 min;
40 ciclos de 94 °C por 30 s, 55 °C (temperatura de alineamiento) por 30 sy 72 °C (extension) por 1
min; extension final de 72 °C por 10 min y reposo a 4 °C hasta retirar del termociclador. Los productos
de PCR fueron visualizados en gel de agarosa al 1% con el fin de verificar que la amplificacion de
los fragmentos de interés haya sido realizada correctamente. Los productos que mostraron en el gel
una banda de alrededor de ~500 pb fueron enviados a purificar y secuenciar con la empresa Macrogen

(https://dna.macrogen.com/main.do).

Una vez obtenidas las secuencias, éstas fueron ensambladas, revisadas y editadas usando el

programa Geneious Prime 2024.0.2 (https://www.geneious.com/). La edicion de las secuencias fue

realizada comparando los sitios variables y conservados con una secuencia de referencia de ND2 de

T. brunneicollis previamente publicada en GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). De
esta misma base de datos se descargaron todas las demas secuencias completas de ND2 disponibles
para T. brunneicollis, al igual que para los grupos externos (Anexo 1). Se seleccionaron seis taxones
como grupos externos en este estudio. Dos de estos taxones son miembros del complejo de especies
T. aedon, los cuales fueron elegidos debido a su cercania filogenética con T. brunneicollis (Rice et
al., 1999: Klicka et al., 2023): 1) T. aedon, incluyendo muestras de individuos migratorios del este y

oeste de Norteamérica (con énfasis en las secuencias del sur de Arizona, debido al sobrelape con la
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distribucién conocida de T. brunneicollis al norte de la Sierra Madre Occidental; Kroodsmay Brewer,
2005); y 2) T. musculus, tomando en cuenta una muestra proveniente de Los Tuxtlas, Veracruz,
debido a la cercania geogréafica con la distribucion de T. brunneicollis. Los cuatro grupos externos
restantes, correspondieron fueron: T. ochraceus, T. rufociliatus, Thryorchilus browni y Thryomanes

bewickii.

Posteriormente, con el fin de hacer comparables todas las secuencias para los analisis
moleculares, se realiz6 un alineamiento maltiple en la version en linea de MAFFT (Katoh et al., 2019;
Kuraku et al., 201; disponible en: https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/), ajustando la direccién de

acuerdo con la primera secuencia del archivo de secuencias en formato FASTA (codigo de acceso de
GenBank: MZ476411, Anexo 1). La matriz de alineamiento obtenida se realiz6 bajo una hipétesis de
homologia posicional entre nucleétidos, bajo la cual, se buscan fragmentos similares de bases
nucleotidicas entre secuencias para identificar sitios homologos, asi como las transiciones y

transversiones que pudieron haber ocurrido en el tiempo (Honey-Escandon y Santos-Barrera, 2017).

2.2 Andlisis filogenéticos

Las relaciones filogenéticas entre las poblaciones de T. brunneicollis fueron reconstruidas
con base en un alineamiento multiple de un total de 70 secuencias, incluyendo las obtenidas en
laboratorio, campo y las descargadas de GenBank (Tabla 1, Anexo 1). Para construir estas relaciones
se aplicaron los métodos de verosimilitud méaxima (ML, por sus siglas en inglés) e inferencia

bayesiana (BI, por sus siglas en inglés).

Para el andlisis filogenético mediante ML, se utilizo el servidor en linea de IQTREE provisto
por el Laboratorio Nacional de Los Alamos (disponible en;
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/IQTREE/igtree.html; Nguyen et al. 2015; Trifinopoulos

et al., 2016). Este software tiene integrado el método de seleccion de modelo de evolucién molecular
de ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017), el cual incorpora veintidés modelos de sustitucion
de ADN, asi como una tasa flexible de heterogeneidad entre sitios. En este sentido, previo a la
construccion de la filogenia, se optd por la opcion de que ModelFinder eligiera el modelo de
sustitucion nucleotidica que tuviera el mejor ajuste para los datos de la matriz del alineamiento, con
base en el criterio de informacion bayesiano (BIC) (Klicka et al., 2023). EI modelo resultante y
utilizado para la reconstruccién filogenética fue el TN93+F+G4. Este modelo se caracteriza por tomar
en cuenta que las transversiones son menos frecuentes que las transiciones, que no todas las

transiciones son iguales y que las frecuencias de los nucleétidos son distintas (Tamura y Nei, 1993).
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Ademas, la seleccion de este modelo incluyé una distribucién tipo gamma dividida en cuatro
categorias (G4) para representar la heterogeneidad en la tasa de cambio entre columnas de la matriz
del alineamiento (Yang, 1994b). Para establecer intervalos de confianza en el estimado de la filogenia,
se empled un “bootstrap” estandar no paramétrico (Felsenstein, 1985) con 500 repeticiones (el mayor
numero permitido por la plataforma). De acuerdo con Goloboff et al. (2003), el bootstrap se puede
interpretar como una medida indirecta del nimero de caracteres de la matriz de alineamiento que

apoya cada clado.

El programa MrBayes 3.2.6 (Ronquist et al., 2012) fue utilizado para estimar la filogenia
mediante Bl (Yang y Rannala, 1997). Este programa utiliza cadenas de Markov Monte Carlo
(MCMC, por sus siglas en inglés) para muestrear dentro de una distribucion de probabilidad, con el
fin de encontrar el arbol que tiene los mayores valores de probabilidad posterior (Larget y Simon,
1999; Altekar et al., 2004). Previo a correr el andlisis, se indic6 una particion de los datos en tres (con
base en la posicion de cada sitio de los codones). Asimismo, se seleccion6 el modelo de sustitucion
GTR (“General Time Reversible”) junto con una distribucion gamma. El modelo GTR asigna un
parametro distinto a cada tipo de cambio, asumiendo que cada uno tiene una frecuencia distinta
(Yang, 1994a). Posteriormente se corrieron cuatro MCMC (con un duplicado independiente) por diez
millones de generaciones, un intercambio de frecuencias entre cadenas cada 1,000 generaciones y
una fraccion de muestras iniciales descartadas del resumen de parametros y arboles (“burn-in™) del

25% (Espinosa-Chavez et al., 2024).

Una vez terminado el analisis, en el programa Tracer 1.7.2 (Rambaut et al., 2018), se verifico
que cada corrida haya llegado a una fase estacionaria. Esto fue realizado mediante la visualizacion de
las graficas de densidad marginal y de verosimilitud por cada generacion. También se corrobor6 que
los tamafios efectivos de muestra para cada parametro (ESS) tuvieran un valor > 200 y que el valor
del promedio de la desviacion estandar de frecuencias divididas fuera < 0.01 (lo cual es indicativo de
la convergencia entre cadenas). Los arboles obtenidos fueron visualizados en el programa FigTree

1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) y editados en Inkscape 1.3.2 (http://inkscape.org/).

2.3 Estimacion de los tiempos de divergencia

Los tiempos de divergencia entre linajes fueron estimados en el programa BEAST 1.8.4. No
obstante, es importante sefialar que la paqueteria BEAUTI fue utilizada previamente para especificar
los pardmetros a considerar para construir el &rbol ultramétrico (Drummond et al., 2012). EI modelo
de sustitucion utilizado fue el mismo que se utiliz6 para la filogenia de ML (seleccionado previamente

por ModelFinder), incluyendo la distribucion gamma con cuatro categorias. Debido a que las
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secuencias con las que se trabajd pertenecen a géneros muy cercanos, cuya fecha de divergencia se
remonta a principios del Plioceno (Imfeld et al., 2024), se utiliz6 un modelo de reloj molecular
estricto, el cual asume que todas las ramas del arbol tienen la misma tasa de cambio (Ho y Duchéne,
2014). Este modelo puede resultar mas favorable que un reloj relajado cuando se analizan secuencias
de taxones con divergencia reciente (Brown y Yang, 2011). La tasa de sustitucion utilizada para ND2
fue de 0.0125 sustituciones/sitio/Ma (Smith y Klicka, 2010; Prieto-Torres et al., 2018) con una
desviacion estandar de 0.5. También se considerd el proceso de especiacion de Yule, el cual asume
que cualquier especie, en cualquier punto en el tiempo, tiene la misma probabilidad de divergir y de
dar origen a dos especies (Gernhard et al., 2006; Gernhard, 2008).

Para calibrar el arbol ultramétrico se utilizaron los tiempos de diversificacion promedio
(“Mean diversification times”) reportados por Smith y Klicka (2010) para la raiz de T. ochraceus y
T. rufociliatus (3.55 Ma), asi como para los linajes intraespecificos de T. aedon (2.75 Ma), ambos
con una distribucion normal y una desviacion estandar = 0.5. Tomando en cuenta esos parametros, se
llevaron a cabo dos corridas independientes de 50,000,000 de generaciones cada una, registrando
parametros cada 5,000 generaciones. Los archivos de salida fueron analizados en el programa Tracer
1.7.2 (Rambaut et al., 2018) con el proposito de verificar que los parametros de las MCMC hayan
llegado a una fase estacionaria. Posteriormente, con la paqueteria LogCombiner (Drummond et al.,
2012) se combinaron los archivos de salida de cada corrida, y considerando el 25% de burn-in, se
descartaron los primeros 2,500 arboles. Finalmente, se obtuvo el arbol de méaxima credibilidad de
clados (MCC) en TreeAnnotator (Drummond et al., 2012). El arbol resultante fue visualizado en el
programa FigTree 1.4.4 y editado en Inkscape 1.3.2 (http://inkscape.org/).

2.4 Analisis de genética de poblaciones y demografia histérica

Tomando en cuenta los clados formados en la hipédtesis filogenética obtenida (Figura 1), se
definieron tres haplogrupos a considerar en los analisis subsecuentes: 1) Sierra Madre del Sur (SMS;
n =9), 2) Faja Volcanica Transmexicana + Sierra Madre Oriental (FVT + SMOr; n = 28) y 3) Sierra
Madre Occidental + T. aedon del oeste de EUA (SMOc + T. aedon oeste; n = 26). Es importante
mencionar que la muestra ENT 119 no fue incluida en ninguno de los grupos mencionados debido a
que su posicion filogenética no coincidié en alguno de ellos. Se utilizé el programa el programa
DnaSP v6.12.03 (Rozas et al., 2017), donde se realizaron los andlisis de diversidad y estructura
genética dentro y entre haplogrupos. Los estimadores de diversidad genética empleados fueron:
numero de haplotipos (variantes de mtDNA, H), diversidad haplotipica (h) y nucleotidica (x). La h es

una métrica que describe el nimero y la frecuencia de diferentes haplotipos (Freeland et al., 2011;
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Phillips et al., 2019), mientras que © hace referencia al nimero promedio de nucleétidos diferentes

por sitio entre dos secuencias tomadas al azar (Nei, 1987).

Se emplearon dos estimadores de estructura adicionales: (1) el indice de fijacion (Fsr), el cual
mide con valores de 0 a 1 la varianza de las frecuencias alélicas entre poblaciones y por tanto, el nivel
de diferenciacion genética entre ellas (Aguirre-Planter, 2007; Hartl, 2020); y (2) el promedio de
sustituciones por sitio entre dos poblaciones (Dxy) como medida de distancia genética (Nei, 1987,
Betran et al., 1997). Posteriormente, utilizando el programa PopART 1.7 (Leigh y Bryant, 2015), se
construyd una red de haplotipos mediante el algoritmo Median-Joining Network, el cual tiene la
capacidad de inferir haplotipos no muestreados o extintos (Bandelt et al., 1999). La finalidad de
elaborar esta red fue la de observar un patrdn reticulado en la genealogia de genes que pueda ayudar
a elucidar la historia matrilineal de eventos mutacionales que acompafia la diferenciacion genética de
los linajes (Avise et al., 1987; Vazquez-Dominguez, 2007). De acuerdo con Posada y Crandall (2001)
estas redes son Utiles también porque incorporan predicciones derivadas del marco teérico de la
genética de poblaciones, las cuales asumen que: (1) en una muestra dada coexisten haplotipos
ancestrales con sus haplotipos descendientes, y (2) mientras mas antiguo sea el haplotipo, a mayor

cantidad de haplotipos descendientes sera asociado.

Finalmente, a partir de la variacion genética retenida en las secuencias de mtDNA, bajo el
marco de la teoria de coalescencia (i.e., las relaciones entre una muestra de genes se pueden rastrear
en el tiempo hacia un gen ancestral comun; Posada y Crandall, 2001) y el modelo de sitios infinitos
(i.e., cada mutaciéon ocurre en un sitio nuevo; Burbrink y Castoe, 2009) se infiri6 la historia
demogréafica para los tres haplogrupos y para todas en conjunto. Este analisis consistio en obtener
graficas de distribuciones mismatch, que comparan el nidmero de diferencias en los sitios
nucleotidicos entre pares de haplotipos graficados contra una distribucién tedrica esperada, utilizando
el programa DnaSP v6.12.03 (Rozas et al., 2017). Una distribucion unimodal es indicadora de una
expansion poblacional reciente, mientras que una distribucion multimodal sugiere estructuracion
poblacional, o bien que la poblacién ha sufrido cambios demogréficos alternados, tales como
expansiones o cuellos de botella (Hernandez-Bafios et al., 2007; Burbrink y Castoe, 2009; Rios-
Mufioz et al., 2017).

En este sentido, para cada grupo genético, primero se consideré6 un modelo de tamafio
poblacional constante y luego se repitié el andlisis bajo un modelo de crecimiento-declive,
considerando los parametros de theta inicial y final (6; nimero promedio de diferencias nucleotidicas;
Watterson, 1975), al igual que de Tau (t; fecha del crecimiento o declive en unidades de tiempo

mutacional; Rogers, 1995). Asimismo, se calcul6 la prueba de R2, la cual, es indicativa de una
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expansion demogréfica cuando sus valores son bajos y que, ademas, tiene mayor poder estadistico en
muestras pequefias (Ramos-Onsins y Rozas, 2002). Esto debido a que su ecuacion esta basada en la
diferencia entre el nUmero de mutaciones presentes Unicamente en una sola secuencia muestreada
(“singletons”) y el nimero promedio de diferencias nucleotidicas (Ramos-Onsins y Rozas, 2002). La
significancia de los valores de R fue evaluada a través de 1,000 simulaciones coalescentes para cada
poblacién, considerando al modelo estandar neutral como hipotesis nula (Espinosa-Chavez et al.,
2024).

2.5 Patrones de paleodistribucion

Para cada uno de los tres linajes mitocondriales identificados se construyeron modelos de
nicho ecoldgico y distribucion geogréafica potencial (Sober6n y Peterson, 2005) en las condiciones
climéticas disponibles desde el Pleistoceno Tardio al presente. De esta manera fue posible identificar
posibles eventos historicos de expansion y contraccion del area de distribucion, asi como &reas de
estabilidad climatica entre linajes (Malpica y Ornelas, 2013; Castillo-Chora et al., 2021; Gaytan-
Legaria et al., 2023). Para construir estos modelos, se utilizo, por una parte, informacion climéatica
obtenida de WorldClim 1.4 (disponible en: https://www.worldclim.org/data/v1.4/worldclim14.html;

Hijmans et al., 2005) a una resolucién de 2.5 min (~5 km?), y, por otro lado, los puntos de presencia

histdrica compilados para los tres haplogrupos.

Se utilizaron como puntos de presencia, la georreferenciacién de las secuencias utilizadas en
los analisis moleculares (Tabla 1, Anexo 1), al igual que datos de ocurrencia descargados del portal

de la Global Biodiversity Information Facility (GBIF, 2023; https://www.gbif.org/). En total, se

descargaron los registros de ocurrencia disponibles para T. brunneicollis (GBIF.org, 2024a), al igual
que para otras tres subespecies reconocidas dentro del grupo geogréafico de T. brunneicollis (Johnson,
2020): T. aedon brunneicollis (GBIF.org, 2024b), T. a. compositus (GBIF.org, 2024c) y T. a. cahooni
(GBIF.org, 2024d). Por otra parte, para complementar los registros del grupo SMOc + T. aedon oeste,
se obtuvieron los datos de ocurrencia de la subespecie T. a. parkmanii (GBIF.org, 2024¢), ya que su
distribucion corresponde al oeste de EUA y sureste de Canada (Johnson, 2020). Cada conjunto de
datos fue visualizado por separado utilizando el programa QGIS (QGIS.org 2023), y de acuerdo con
los limites de la distribucion de cada uno de los haplogrupos identificados en el area de estudio, se

armaron tres conjuntos de datos (Figura 1).

Posteriormente, cada conjunto de datos de presencia fue sometido a un proceso de limpieza
espacio-temporal y ecoldgica en RStudio (R Core Team, 2023). Para realizar este proceso de limpieza

se utiliz6 y adapt6 el codigo base para la depuracion de datos creado en el “Laboratorio de
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Biodiversidad y Cambio Global (LABIOCG)” de la FES-Iztacala (Prieto-Torres, 2024; disponible

en: https://github.com/davidprietorres/data_depuration_gbif). Este proceso de limpieza consistié en

eliminar los registros sin coordenadas geograficas, afio de colecta y/o informacion climética, asi como
todos aquellos registros duplicados que cayeran dentro del mismo pixel (o un radio de 5 km?).
También fueron eliminados los datos cuyos valores de temperatura promedio anual, precipitacion
anual y elevacion, estuvieran fuera de los intervalos calculados para aquellos puntos registrados entre
1960 y 1990 (intervalo temporal que abarca las variables biocliméticas utilizadas). Este protocolo de
limpieza se realiz6 con la finalidad de descartar ocurrencias probleméticas cuyos valores geogréficos
o climaticos fueran incorrectos o atipicos, ya que estos puntos pueden aumentar los efectos del sesgo

de muestreo, asi como la autocorrelacion espacial entre localidades, lo cual afecta directamente el

rendimiento y la proyeccion de los modelos (Boria et al., 2014; Prieto-Torres et al., 2020).

3.0°0 108.0°0 83.0°0

Figura 1. Registros histéricos de presencia (puntos) y areas de accesibilidad histérica (poligonos de colores)
definidas para cada uno de los haplogrupos identificado en este estudio (considerando secuencias del gen
ND2) para Troglodytes brunneicollis dentro de la Zona de Transicién Mexicana. El color azul corresponde al
grupo T. brunneicollis SMOc + T. aedon oeste EUA, el color naranja al grupo T. brunneicollis FVT + SMOr
y el violeta al grupo T. brunneicollis SMS.

Posteriormente, en el programa QGIS (QGIS.org 2023), para cada linaje se obtuvo el area de
accesibilidad histérica (“M”), de acuerdo con el diagrama BAM propuesto por Soberdn y Peterson
(2005) (Figura 1). Para ello, se consideré la congruencia espacial entre los puntos de registros
historicos validados de cada linaje con los limites definidos para las provincias biogeograficas
(Morrone et al., 2022) y las ecorregiones terrestres de Dinerstein et al. (2017). Ademas, para
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caracterizar el nicho de cada linaje se realiz6 una seleccion de variables (a partir de las diecinueve
descargadas de WorldClim 1.4; Tabla 2) basada en el coeficiente de correlacion de Pearson (r < 0.8)
y el factor de inflacion de varianza (VIF < 10), mediante el uso de las paqueterias de R “corrplot”
(Weiy Simko, 2017) y “usdm” (Naimi, 2015). Este paso es de alta importancia para eliminar variables
con alta colinealidad y reducir asi los problemas de multidimensionalidad durante la construccion de

los modelos finales (Peterson et al., 2011).

Tabla 2. Variables bioclimaticas no correlacionadas utilizadas para la construccion de los modelos de nicho

ecoldgico.
Variable VIF Significado
Bio 2 1.37 Rango de temperatura media diurna
Bio 3 6.56 Isotermalidad
Bio 8 5.14 Temperatura promedio del trimestre mas himedo
Bio 9 4.58 Temperatura promedio del trimestre méas seco
Bio 10 8.45 Temperatura promedio del trimestre més célido
Bio 12 6.19 Precipitacion anual
Bio 14 4.16 Precipitacion del mes mas seco
Bio 15 5.58 Estacionalidad de la precipitacién
Bio 18 4.73 Precipitacion del trimestre més célido
Bio 19 4.78 Precipitacion del trimestre mas frio

Los modelos de cada linaje se construyeron utilizando el algoritmo de méxima entropia en el
programa MaxEnt 3.4.4 (Phillips et al., 2006) y la paqueteria de R “kuenm” (Cobos et al., 2019). Este
procedimiento se ejecuto en cuatro pasos: (1) calibracién de los modelos con las variables climaticas
seleccionadas de la época reciente (1960-1990) para evaluar la complejidad del modelo y seleccionar
los mejores parametros para éste (Cobos et al., 2019); (2) seleccion y validacion de los modelos en
términos de errores de omision (< 5%), la prueba de ROC-parcial y el criterio de informacion de
Akaike corregido (AlICc) (Anderson et al., 2003; Peterson et al., 2008); (3) proyectar la idoneidad
climética estimada de cada linaje en el presente a las condiciones climéticas del Holoceno Medio
(HM; ~6,000 afios atras) y dos periodos del Pleistoceno Tardio: Ultimo Maximo Glacial (UMG;
~21,000 afios atras) y Ultimo Interglacial (UIG; ~140,000-120,000 afios atras); y finalmente (4)
convertir los valores de idoneidad logistica en un mapa binario de presencia-ausencia potencial, bajo
un umbral que permita como méximo el 10% de omisidn de los datos de entrenamiento (Liu et al.,
2013).

En este sentido, para reducir la incertidumbre de las proyecciones al pasado, las capas

climéticas utilizadas fueron obtenidas de tres modelos de circulacion global: CCSM4 (Collins et al.,
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2004), MIROC-ESM (Hasumi y Emori, 2004) y MPI-ESM-P (Baehr et al., 2015). De esta forma,
para los mapas binarios del HM y UMG, se seleccionaron las areas de coincidencia entre los tres
modelos de circulacién. Adicionalmente, la validez de las proyecciones de los modelos en los
escenarios pasados fue evaluada programando en kuenm el analisis MESS (“Multivariate
Environmental Similarity Surface”) propuesto por Elith et al. (2010). Esta prueba permite cuantificar
la similitud ambiental entre las areas de calibracién y proyeccion, destacando aquellos sitios de
extrapolacion en los modelos (Owens et al., 2013), los cuales deberan ser interpretados con
precaucion debido a que corresponden a sitios de altos grados de incertidumbre.

A partir de los mapas finales obtenidos, se evalud el grado de coincidencia geografica (es
decir, aloprediccion o inter-prediccion; Mota-Vargas y Rojas-Soto, 2016) entre las distribuciones
potenciales predichas para cada linaje en cada escenario climatico. En términos generales, las inter-
predicciones consisten en proyectar el nicho climatico de un linaje en el &rea de accesibilidad histérica
de otro(s) linaje(s), calculando la proporcion de pixeles predichos (Mota-Vargas y Rojas-Soto, 2016;
Sanchez-Gonzalez et al., 2023). De esta manera, se analiza el papel de la geografia en la divergencia
de los linajes identificados, pues se asume que los modelos deberian predecir areas de distribucion
potenciales similares si el nicho climatico para las especies esta distribuido de manera similar y fuese
histdricamente congruente, incluso en presencia de barreras geogréaficas (ej. Castillo-Chora et al.,
2021; Rivera-Ortiz et al., 2023).

Ademas, para encontrar areas de estabilidad climatica (o potenciales refugios) para cada
linaje, se identificaron aquellos pixeles donde las predicciones de la distribucién potencial hayan
coincidido para todos los escenarios proyectados (Carnaval et al., 2009; Terribile et al. 2012). Estas
areas de estabilidad climatica son indicadoras de la persistencia de las poblaciones a largo plazo, lo
cual brinda elementos para plantear hipétesis biogeograficas que puedan explicar los actuales
patrones de aislamiento, diversidad y diferenciacion genética entre poblaciones (Castillo-Chora et al.,
2021). Todos estos procedimientos post-modelacion se realizaron en el programa RStudio (R Core

Team, 2023) utilizando las paqueterias “raster” y “terra” (Hijmans, 2024a; 2024b).
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3. RESULTADOS

3.1 Secuencias de ADN mitocondrial (mtDNA) y analisis filogenéticos

Se obtuvo un total de 16 secuencias parciales del gen ND2 (~900 pb) provenientes de
muestras de tejido colectadas en siete localidades en México (Tabla 1). Estas secuencias fueron
ensambladas a partir de dos fragmentos de ~500 pb. No obstante, es importante sefialar que para la
muestra MOL 069 sélo fue posible amplificar la segunda mitad del gen (468 pb). EI modelo de
evolucion molecular que mejor ajuste tuvo para la matriz de 70 secuencias y que, por tanto, tuvo el

menor valor del BIC fue el de Tamura y Nei (1993).

Los arboles filogenéticos obtenidos por ML y BI para todas las secuencias analizadas
presentaron topologias similares. Las principales diferencias entre estos arboles correspondieron a la
posicién y valores de soporte para los grupos externos y para los nodos principales (Figura 2). El
arbol de ML present6 valores de bootstrap > 36%, mientras que el de Bl presentd valores de soporte
de probabilidad posterior (pp) > 0.61. No obstante, ambas hipétesis filogenéticas mostraron patrones
congruentes al recuperar dos grandes grupos de division para las poblaciones de T. brunneicollis: (1)
un clado “occidental” (bootstrap = 65% y pp = 1), conformado por la poblacion de T. brunneicollis
de la SMOc, en conjunto con la poblacién de T. aedon del oeste de EUA (representada en este trabajo
con muestras de Arizona, California y Wyoming); y (2) un clado que constituye al grupo ndcleo de
T. brunneicollis (bootstrap = 99%; pp = 1), conformado por dos linajes hermanos, uno de ellos
constituido por las poblaciones de la FVT y la SMOTr (bootstrap = 80%; pp = 0.97), y el otro
correspondiente a la poblacion de la SMS (bootstrap = 64%; pp = 0.91). Es importante sefialar que
en ambas topologias, con altos valores de soporte de clado (bootstrap = 97% y pp = 1), se incluye
dentro del grupo ndcleo la muestra ENT 119 (proveniente de Uruapan, Mich.), posicionada como

rama externa a los dos linajes hermanos mencionados (Figura 2).

Por otro lado, también es importante resaltar que la posicion filogenética del clado
“occidental” varia entre ambas topologias. En la hipdtesis de ML, es grupo hermano del clado que
constituye al grupo nucleo de T. brunneicollis, con el menor valor de bootstrap del arbol (Figura 2a).
No obstante, en el arbol de BI, es grupo hermano de un clado que incluye a las muestras de T. aedon
del este de EUA y de T. aedon [musculus] de Veracruz, igualmente, con el menor valor de pp de la

filogenia (Figura 2b).
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Figura 2. Relaciones filogenéticas obtenidas para las poblaciones de Troglodytes brunneicollis mediante
analisis de maxima verosimilitud (a; basado en valores de soporte de bootstrap) e inferencia bayesiana (b; con
valores de probabilidad posterior) a partir de secuencias del gen mitocondrial ND2. El clado “occidental” se
muestra en color azul, mientras que dentro del grupo nlcleo se observan los clados color naranja y violeta.
Las terminales en color rojo corresponden a las muestras simpatricas pertenecientes a Sierra de Bolafios,

Jalisco, México.
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3.2 Tiempos de divergencia

En el &rbol ultramétrico estimado en BEAST (Figura 3), la hip6tesis del reloj molecular
estricto sugiere que el grupo nucleo de T. brunneicollis se separ6 de las demés poblaciones del
complejo T. aedon, hace 2.75 Ma, aproximadamente entre el Plioceno Tardio y el Pleistoceno
Temprano (2—-3.46 Ma, HPD 95%). Por otra parte, el evento de divergencia entre el clado “occidental”
y T. aedon podria haber ocurrido posteriormente, durante el Pleistoceno Temprano, hace alrededor
de 1.76 Ma (entre 1.19-2.36 Ma, HPD 95%). El tiempo de divergencia estimado entre los linajes FVT
+ SMOr y SMS es mas reciente, de aproximadamente 0.74 Ma, ocurrido entre el Pleistoceno
Temprano y Medio. Ademas, se estima que estos dos linajes tienen préacticamente la misma edad
(~0.3 Ma). El linaje més reciente es el clado “occidental”, con una edad aproximada de 0.24 Ma (0.14-
0.37 Ma, HPD 95%), lo que corresponde al Pleistoceno Medio (Figura 3).
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Figura 3. Tiempos de divergencia estimados para las poblaciones de Troglodytes brunneicollis y T. aedon, a
partir de secuencias del gen ND2. Debajo de las ramas del &rbol obtenido se muestran los valores de edad de
los nodos en Ma. Entre corchetes se muestran los intervalos de probabilidad del 95% de la mayor densidad
posterior (“Highest Posterior Density”, HPD), cuya amplitud esta representada por las barras azules en los
nodos. La escala del tiempo y la duracion de cada periodo geoldgico fueron delimitadas considerando la tabla
cronoestratigrafica internacional actualizada de Cohen et al. (2013).
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3.3 Genética de poblaciones y demografia histérica

Para el total de secuencias analizadas del grupo interno (h = 64) se obtuvo un total de 20
haplotipos, un valor de h =0.873 y un valor de == 0.048. Los tres haplogrupos analizados presentaron
valores de h mayores a los de m. EI grupo constituido por las poblaciones de T. brunneicollis de la
FVT y la SMOr fue el que presentd los mayores valores de diversidad genética, mientras que el grupo
de la SMS presento los valores mas bajos para este pardmetro (Tabla 3). Por otro lado, el grupo
formado por T. brunneicollis de la SMOc y T. aedon del oeste de EUA, al compararlo con los otros
dos grupos (FVT + SMOr y SMS), presentd valores del indice Fsr que indican pronunciados niveles
de diferenciacion, al igual que un 8% de distancia genética (Tabla 4). En contraste, las comparaciones
entre los grupos FVT + SMOr y SMS indican un moderado nivel de diferenciaciéon y un 1% de
distancia genética.

Tabla 3. Valores de diversidad genética calculados a partir de secuencias de ND2, para cada uno de los
grupos identificados filogenéticamente para Troglodytes brunneicollis.

Color de Hanlodruno NUmero de x
identificacién plogrup haplotipos
Sierra Madre Occidental (SMOc) +
T. aedon oeste EUA 26 8 0572 0.003
Faja Volcénica Transmexicana (FVT) 08 3 0.743 0.009

+ Sierra Madre Oriental (SMOr)

B sicrra Madre del Sur (SMS) 9 3 0417  0.002

Tabla 4. Estimadores de estructura genética calculados a partir de secuencias de ND2, entre los grupos
identificados en los andlisis filogenéticos para Troglodytes brunneicollis. Los valores por encima de la
diagonal corresponden al indice de diferenciacion genética (Fst), mientras que los valores por debajo de ésta
corresponden a la distancia genética entre dos grupos (Dxy).

Haplogrupos SMOc + T. aedon oeste EUA SMS
SMOc + T. aedon oeste EUA 0.928 0.964
0.088 - 0.483

SMS 0.080 0.011 -

Los indices de estructura genética mostraron congruencia con el patron presentado en la red
de haplotipos (Figura 4). En esta red se observa que la cantidad de pasos mutacionales de la secuencia
ENT 119 la coloca en una posicion intermedia entre los tres haplogrupos identificados, por lo que no
puede incluirse dentro de alguno de ellos. La red también muestra una alta distancia genética entre
los haplotipos del grupo SMOc + T. aedon oeste y el grupo ndcleo de T. brunneicollis. Para el grupo

SMOc + T. aedon oeste se observo una red en forma de estrella (Figura 4), en cuyo centro se encuentra
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el haplotipo 4 (“Hap_4”) presente tanto en T. aedon como en T. brunneicollis, a lo largo de todas las
localidades muestreadas en la SMOc y el oeste de EUA. Asimismo, el patron en forma de estrella
indica que este haplotipo esta asociado a siete haplotipos descendientes. Para el caso del grupo FVT
+ SMOr, se encontré también un haplotipo ancestral (“Hap_8"), presente desde Nuevo Ledn hasta
Jalisco, con excepcion de dos localidades (Zamorano y Uruapan). De acuerdo con la red, a este
haplotipo se le asocian también al menos siete haplotipos descendientes, dos de los cuales
corresponden a las muestras de Puebla (“Hap_10" y “Hap_11”), tres al clado SMS (“Hap_1”,
“Hap_2~”, “Hap_3”) y un haplotipo no muestreado del cual descienden otros cuatro haplotipos
presentes Gnicamente en la FVT (Figura 4). Asimismo, se debe resaltar que en la localidad de Sierra
de Bolafios, Jalisco (ubicada al sur de la SMOc), se observo la presencia de dos muestras con el
haplotipo 4 (pertenecientes al grupo SMOc + T. aedon oeste EUA) y otras dos con el haplotipo 8
(correspondientes al grupo FVT + SMOr).

132°0 122°0 112°0 102°0
10 muestras
°® 1 muestra
40°N @ sms 40°N
© FVT + smor
’ SMOc +
T. aedon oeste
® OEenT119
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Hap_19
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0
S a—
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Figura 4. Red y distribucion geografica de los haplotipos obtenidos a partir del gen mitocondrial ND2, para
las poblaciones de Troglodytes brunneicollis. El punto en color blanco representa la localidad de Sierra de
Bolafios, Jalisco, México.

En los andlisis de la historia demogréfica, la muestra total del grupo interno presenté una
distribucion mismatch bimodal que apoya la hipdtesis de la presencia de dos grandes grupos dentro

de T. brunneicollis (Figura 5a). Ademas, al analizar individualmente a los tres haplogrupos
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identificados en este estudio, se observd que estos igualmente presentan distribuciones mismatch
distintas entre si. Por una parte, la grafica de las poblaciones del grupo SMOc + T. aedon oeste mostro
una distribucion unimodal coincidente con la esperada tedricamente, asi como el menor valor del
estadistico Rz, lo que es indicativo de que ha sufrido una expansion poblacional reciente (Figura 5b).
El grupo FVT + SMOr también pudo haber pasado por una expansion reciente, ya que su distribucion
mismatch tiende a ser unimodal (Figura 5c), sin embargo, el valor de R, calculado para este grupo si
bien es bajo, no es significativo. En contraste, el grupo SMS (Figura 5d) presentd una distribucion
distinta a la esperada (de tipo multimodal) y un valor de R, mayor al de los otros dos grupos. Esto
sugiere que su poblacion pudiese estar subdividida debido a multiples fluctuaciones demogréficas
alternadas (ej., expansiones y cuellos de botella).

Muestra total T. brunneicollis SMOc + T. aedon oeste
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* El asterisco indica que el valor es significativo (P < 0.05)

Figura 5. Distribucién de las diferencias en los sitios nucleotidicos entre pares de secuencias del gen ND2 y
valores del estadistico R, para la muestra total y los tres haplogrupos identificados para las poblaciones de
Troglodytes brunneicollis dentro de la Zona de Transicién Mexicana.
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3.4 Patrones de paleodistribucion

De acuerdo con los valores de ROC-Parcial (Tabla 5), los modelos de distribucién potencial
mostraron un desempefio significativamente mejor que lo esperado por azar para los tres linajes
mitocondriales modelados. Con base en esta evaluacion de desempefio, se asume que los modelos
fueron estadisticamente aceptables para describir el nicho ecolégico y el patron de distribucion
potencial de estos linajes. Ademas, se observo que las variables biocliméticas utilizadas para construir
los modelos de nicho de cada linaje mostraron valores diferenciales en cuanto al grado de
contribucion e importancia en la construccion del modelo. De hecho, para el grupo correspondiente
a SMOc + T. aedon oeste, cuatro variables tuvieron mayor contribucion para el modelo: Bio 3, Bio
15, Bio 9 y Bio 18; mientras que para los grupos FVT + SMOr y SMS, la variable Bio 8 tuvo la mayor
contribucién en ambos casos (ver Tabla 6).

Tabla 5. Pardmetros de configuracidn de los modelos de nicho ecoldgico y distribucion potencial de cada

linaje mitocondrial. La proporcion de error de omision (0-1) hace referencia al nimero de datos de evaluacion
que no fueron predichos correctamente.

Clado No. de ROC- AlCc P.deerror Valorde No. de
registros  parcial de omisién  umbral pardmetros
SMOc + T. aedon oeste 789 1.27 13,776.07 0.13 0.225 14
FVT + SMOr 154 1.28 2,011.09 0.11 0.179 6
SMS 35 1.69 427.63 0.22 0.234 4

Tabla 6. Porcentaje de contribucién e importancia de las variables bioclimaticas utilizadas para la
construccion de los modelos de los tres linajes de Troglodytes brunneicollis identificados en este estudio.

Variable SMOc + T. aedon oeste FVT + SMOr SMS
Bio 2 0.7 6.8 10
Bio 3 34.6 0.1 0.8
Bio 8 49 1.7 81.5
Bio 9 15.6 0.3 0
Bio 10 0.8 1.3 0
Bio 12 2 8.5 0
Bio 14 10.2 0 3.7
Bio 15 16.4 2.7 0.1
Bio 18 11.9 0.2 2.2
Bio 19 3 2.4 1.7

De acuerdo con los mapas de distribucion potencial en el presente, el area de extension
geografica méas pequefia se observo para el grupo SMS (84,800 km?, que representa el 36.1% del area
de calibracion M utilizada), mientras que la extension de mayor tamafio se estimo para el grupo SMOc

+ T. aedon oeste (3,491,950 km?, 45.7% del area de calibracion). El modelo de distribucion del grupo
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FVT + SMOr mostr6 un area de distribucion de 149,900 km? (68.1% del area de calibracién). No
obstante, los patrones de superposicion geogréafica entre los modelos considerando el area total de
estudio mostraron que las areas idoneas para que los tres linajes existan en simpatria fueron 1,229,900

km? (es decir, 15.24% del area de estudio).

Como resultado de la suma de los tres mapas del presente, se estimé un &rea de
aproximadamente 1,548,000 km? (19.18%) como climéaticamente idénea para que exista sélo uno de
los tres linajes, mientras que 5,292,650 km? (65.58%) se definieron como éareas idéneas para la
ocurrencia de dos linajes. El porcentaje de areas predichas como idéneas para un solo linaje (colores
oscuros en la Figura 6), vario de 82.26% (para SMS) a 68.44% (para el grupo SMOc + T. aedon

oeste). El modelo para el grupo FVT + SMOTr tuvo una proporcion de 75.36% de areas exclusivas.

MODELOS DE DISTRIBUCION POTENCIAL Y AREAS DE INTER-PREDICCION

SMS

| “\\w -

; "'-hafr .-

45

Presente Holoceno Medlo UMG

Figura 6. Modelos de distribucion potencial proyectados a los escenarios climéaticos del presente y pasado
(considerando tres escenarios del Cuaternario Tardio) identificando las areas de exclusividad y coincidencia
geografica para los tres linajes mitocondriales de Troglodytes brunneicollis identificados en este trabajo. Las

areas en color rojo corresponden a los sitios predichos por los tres linajes en cada escenario temporal.

Por otra parte, los calculos de ganancia y pérdida de areas idoneas en los escenarios climaticos
pasados indican que el linaje SMOc + T. aedon oeste posiblemente ha tenido una contraccion de
superficie de &reas climaticamente idoneas en los tres escenarios proyectados al pasado (Figura 6),
en los cuales se estiman pérdidas de un 28% en el HM, 6% en el UMG y 52% en el UIG. Estos datos
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sugieren que, del HM al presente, este grupo ha tenido una expansion de su area de idoneidad. En
contraste, los otros dos linajes de T. brunneicollis presentaron contraccion de sus areas de menos del
11% en el HM y en el UIG (Figura 6). Sin embargo, durante el UMG, estos dos linajes localizados
en el centro y sur del pais podrian haber presentado una expansion del area de idoneidad de hasta un
25% (en el caso del grupo FVT + SMOr) y 12% (en el caso del grupo SMS).

Ademas, en los escenarios climaticos del pasado, las alopredicciones (es decir, distribuciones
predichas de un linaje frente a otro) indicaron valores de superposicion mas altos para el UMG, del
48.25 + 28.29%. Los valores de inter-prediccion durante el HM y el UIG fueron los més bajos, siendo
de 31.65 + 25.31% y 29.09 + 31.91%, respectivamente (Figura 6). De hecho, los patrones de
superposicion geografica entre los modelos del HM y UIG mostraron mayor proporcién de area de
idoneidad para un linaje (66.57 + 30.12% y 70.91 + 31.91%, respectivamente). No obstante, en el
caso del UMG, se observé una proporcion de area predicha para un linaje muy similar a la predicha
entre linajes (51.75 * 28.29%). Es importante sefialar que los resultados del analisis MESS (Anexo
2) sugieren que la presencia de areas climaticas no andlogas podria ser un factor para considerar en
la interpretacién de los resultados. Para el caso de los grupos FVT + SMOr y SMS, se deben tomar
con precaucion las areas predichas en EUA y Canada durante el presente, HM y UIG, mientras que
para el linaje SMOc + T. aedon oeste, las areas predichas en el presente al sur de la Faja Volcanica
Transmexicana, se muestran con valores de extrapolacion estricta, por lo que su interpretacion debe

de ser cuidadosa.

En cuanto a las areas climaticamente estables (Figura 7), el grupo SMOc + T. aedon oeste
fue el que mantuvo menor proporcién (36.51%) de este tipo de areas con respecto a los sitios
estimados como idoneos en el presente. Por su parte, los grupos FVT + SMOr y SMS mostraron una
proporcidn de areas climaticamente estables de 74.17% y 91.84%, respectivamente, en relacion con
el area total estimada en el presente. Los tres linajes encontraron areas climaticamente estables a lo
largo de toda la FVT (aungue en mayor medida en la porcion oriental), en conjunto con la porcion
oaxaquefia de la SMS (al oeste del Valle de Tehuacan-Cuicatlan) y una pequefia area al sur de
Durango (SMOc). Sin embargo, es importante sefialar que una pequefia proporcion de areas
climaticamente estables fue igualmente estimada por los tres linajes en la zona oeste de EUA (Figura
7). Al sumar los mapas de areas de estabilidad climética para los tres linajes, el porcentaje de
coincidencia espacial para uno o dos linajes fue de 35.68% y 62.47%, respectivamente. Sélo un 1.85%

de las zonas correspondieron a areas de congruencia entre los tres linajes.

Si se consideran los limites establecidos por las areas de calibracion (“M”) de cada linaje (ver

Figura 1), se observa que las areas de estabilidad climatica para el grupo SMOc + T. aedon oeste se
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mantuvieron méas o menos continuas a lo largo de la zona oeste de Norteamérica, desde EUA hasta

México en los limites de la SMOc y la FVT, coincidiendo con el cauce del Rio Santiago, entre los

estados de Jalisco y Nayarit (Figura 7). Por otro lado, las areas de estabilidad climética para el linaje

FVT + SMOr se encuentran en mayor parte localizadas desde Michoacan, hasta el extremo oriental

de la FVT. Finalmente, para el grupo SMS, se observan areas climaticamente estables practicamente

en todas las tierras altas de la SMS, aunque se observa un hueco entre los estados de Michoacan y

Guerrero, lo cual coincide con el cauce del Rio Balsas.

AREAS DE ESTABILIDAD CLIMATICA

SMOc + T. aedon oeste

FVT + SMOr

SMS

Figura 7. Areas climaticamente estables desde el periodo del Ultimo Interglacial hasta el presente, para los
tres linajes mitocondriales de Troglodytes brunneicollis identificados en este trabajo. Las areas en color rojo
corresponden a las areas estables comunes para los tres grupos.
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4. DISCUSION

El patrén filogeografico mitocondrial exhibido por los tres haplogrupos identificados en este
estudio podria clasificarse, segln la propuesta por Avise (2000), en la categoria I. Esto denota una
clara estructura geografica y una considerable cantidad de pasos mutacionales entre grupos, lo cual
sugiere un papel destacado de los procesos historicos (tanto climaticos como geoldgicos), asi como
de las barreras presentes en tierras bajas, en el aislamiento, diferenciacion y evolucién de los patrones
de distribucion de los taxones que habitan en la ZTM (Bryson et al., 2011, Mastretta-Yanes et al.,
2015; Morrone, 2015).

Los resultados de este trabajo sugieren una historia biogeogréafica con origen neértico para T.
brunneicollis, congruente con lo planteado para otros taxones de la ZTM (Mastretta-Yanes et al.,
2015). De acuerdo con Morrone (2010, 2015), las especies de origen neartico que se distribuyen en
la ZTM, generalmente: (1) habitan en bosques templados por encima de los 1,500 m de altitud; (2)
tienen el limite austral de su distribucion marcado por el Istmo de Tehuantepec; y (3) tienen especies
hermanas habitando en la region Neartica. Recientemente Imfeld et al. (2024) establecieron que la
familia Troglodytidae tiene su origen en Norteamérica durante el Mioceno Temprano, mientras que
el del ancestro del género Troglodytes se estima que en el Plioceno Temprano (hace alrededor de 4.8
Ma). En este sentido, se ha propuesto que el origen y diversificacion para estas especies podria ser el
resultado de la dispersion desde Norteamérica (Morrone, 2015), seguida posteriormente por la

diversificacion de linajes en la ZTM durante el Plioceno y el Pleistoceno (Morrone, 2010).

De acuerdo con el intervalo temporal estimado para el evento de especiacion del grupo nicleo
de T. brunneicollis (linajes FVT + SMOr y SMS), se propone que su diversificacién parece haber
sido promovida por dos eventos historicos de alta relevancia. Uno de ellos es la transicion climatica
del Plioceno al Pleistoceno, hace alrededor de 2.7 Ma. Este periodo se caracterizd por un descenso en
la temperatura global y el desarrollo de extensivas capas de hielo en el hemisferio norte (Sosdian y
Rosenthal, 2009). Ademas, durante el Pleistoceno ocurrieron pronunciadas oscilaciones entre ciclos
glaciales e interglaciales de aproximadamente 100,000 afios (Hewitt, 2000), llevando a los bosques
de montafa a tener una dindmica de expansion y contraccion altitudinal variable a través del tiempo
(Mastretta-Yanes et al., 2015). Por lo tanto, durante los periodos interglaciales, la contraccion de los
bosques de pino y pino-encino pudo haber intensificado los niveles de aislamiento de las poblaciones
de T. brunneicollis presentes en la FVT, SMOr y SMS, promoviendo asi su diferenciacion y
divergencia. Esto concuerda con los patrones de expansién del area de distribucién potencial durante

el UMG vy contraccién durante el UIG y el HM, presentados por los linajes FVT + SMOr y SMS,
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cumpliéndose asi la cuarta prediccion planteada en el estudio. Esta dindmica de aislamiento y
diferenciacion ha sido considerada previamente para explicar eventos de divergencia recientes entre
taxones de serpientes y coniferas distribuidos en el Neéartico y en las montafias de la ZTM (Moreno-
Letelier y Pifiero, 2009; Bryson et al., 2011; Wood et al., 2011; Gugger et al., 2011).

El segundo evento historico relevante sucedido en los ultimos 3 Ma, fue el dltimo episodio
de orogénesis de la FVT, lo que incluy6 la formacidn de sus estratovolcanes mas altos desde al menos
hace aproximadamente 1.5 Ma (Ferrari et al., 2012; Mastretta-Yanes et al., 2015). Los efectos de la
actividad volcénica también pudieron haber tenido un amplio papel en la diferenciacion y divergencia
de las poblaciones del grupo ndcleo de T. brunneicollis, justo como se ha reconocido en otros taxones
gue habitan bosque de pino-encino en la FVT y en cadenas montafiosas adyacentes, incluyendo casos
como los de Aphelocoma ultramarina (McCormack et al., 2008) y el complejo de especies Crotalus
triseriatus (Bryson et al., 2011). La divergencia encontrada (con altos valores de soporte de clado)
para la secuencia proveniente de Uruapan, Michoacan (ENT 119), también podria ser producto del
aislamiento generado por el vulcanismo mencionado. Esto podria explicar por qué la gran cantidad
de cambios acumulados en esta secuencia no es congruente con la distancia a las demas muestras de
la FVT, ni con la conectividad del habitat presente en esa zona. No obstante, se requeririan mas
muestras provenientes de esa localidad para robustecer esta hipdtesis, ya que al tratarse Unicamente
de una muestra (cuya secuencia ademas no esta completa), no se pueden descartar alun otras
explicaciones para el nivel de divergencia observado. Por ejemplo, es posible la existencia de un
sesgo debido a la falta de informacion de pares de bases, 0 bien, aunque menos probable, algin tipo

de error durante la secuenciacion.

Los analisis realizados en este trabajo indican que probablemente la formacién de la FVT
tuvo un importante papel en la expansion del area de distribucion ancestral, por una parte, desde la
SMOr y por otra, hacia la SMS. El patrén de conectividad histérica entre la FVT y la SMOr también
se ha encontrado en el caso de poblaciones del complejo de especies Pinus strobiformis (Moreno-
Letelier y Pifiero, 2009) asi como entre poblaciones de estas dos cordilleras y la SMS (congruente
con el presente estudio) en el caso del complejo de especies Quercus affinis — Q. laurina (Gonzalez-
Rodriguez et al., 2004). Lo anterior apoya la hipétesis del papel que ha desempefiado la FVT como
corredor para una importante parte de la biota de la ZTM (Mastretta-Yanes et al., 2015; Halffter et
al., 2019). Esto podria fungir como una explicacion a la falta de congruencia entre la distribucion de

los haplotipos y la edad de las cordilleras de la ZTM, esperada como hip6tesis en este estudio.

Para el caso del linaje de T. brunneicollis de la SMS, los resultados sugieren que (tal como

se planteaba en la hipétesis original del estudio) la Depresiéon del Balsas probablemente lo ha
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mantenido aislado con un bajo nivel de diversidad genética producido por posibles eventos de cuellos
de botella genéticos o por subpoblaciones aisladas y relativamente pequefias. Patrones similares de
aislamiento se han detectado en multiples taxones de aves presentes en la SMS (Barrera-Guzman et
al., 2012; Ortiz-Ramirez et al., 2016; Rocha-Méndez et al., 2019). No obstante, aungue los niveles
bajos de diversidad genética son esperados cuando la deriva génica es reciente, se debe tomar en
cuenta que, el nimero de individuos muestreados en la SMS fue tres veces menor que los tamafios de
muestra de los linajes SMOc + T. aedon oeste EUA Yy FVT + SMOTr, lo que tal vez pudo haber afectado
la estimacion de los valores de diversidad genética en este grupo (Phillips et al., 2019). Por otro lado,
la poca diferenciacion genética del grupo SMS respecto al grupo FVT + SMOr podria explicar (ya
que al menos es congruente) la evidente diferenciacion que presentan los individuos en las
caracteristicas del pico y en la longitud del tarso, pero no en sus sefiales acuUsticas (Sosa-Lopez y
Mennill, 2014). Estos cambios morfoldgicos acumulados, sugieren el efecto de una barrera geografica
para el flujo génico entre los grupos.

Otra posible barrera responsable de la estructura genética encontrada, es el Rio Santiago
(cuenca Lerma-Santiago), el cual pudo haber disminuido histéricamente el flujo génico entre las
poblaciones de T. brunneicollis presentes en la FVT y la SMOc, tal como se ha referido previamente
para diversos taxones (Anducho-Reyes et al., 2008; McCormack et al., 2008; Moreno-Letelier &
Pifiero, 2009; Bryson et al., 2011). No obstante, en el caso de T. brunneicollis, la presencia de
haplotipos ancestrales de los grupos FVT + SMOr y SMOc + T. aedon oeste en una localidad al sur
de la SMOc (Sierra de Bolafios, Jalisco), resalta la conectividad de habitat promovida por la FVT en
la actualidad, sugiriendo la posible existencia de un area de contacto secundario en la que ambos
linajes coexisten. Un muestreo mas amplio en esta localidad podria ayudar a robustecer esta hipétesis,
al igual que un mayor entendimiento de los procesos geoldgicos ocurridos entre Nayarit, Colima y

Jalisco.

Los pronunciados niveles de diferenciacion y distancia genética observados para el linaje
SMOc + T. aedon oeste respecto a los demas linajes de T. brunneicollis, sugieren que este haplogrupo
ha acumulado una gran cantidad de diferencias, mismas que son comparables a niveles
interespecificos en otros grupos (Hebert et al., 2004). No obstante, los caracteres ecoldgicos,
acusticos y morfolégicos de las poblaciones que lo componen (T. brunneicollis residente en la SMOc
y T. aedon, migrante de invierno) son considerablemente distintos (Sosa-Lépez y Mennill, 2014). Por
lo tanto, en este caso, el mtDNA por si solo no seria suficiente para reconocer unidades taxondmicas
o bien, significativamente evolutivas para la conservacion (ya que no recupera la monofilia reciproca

entre ambas poblaciones; Moritz, 1994), pero probablemente si seria Util para delimitar unidades de
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manejo, dados los altos niveles de diferenciacion presentados respecto a las demas poblaciones de T.

brunneicollis.

El patron parafilético encontrado en T. brunneicollis es congruente con la hipotesis
filogenética basada en mtDNA (ND2) reportada por Klicka et al. (2023) para todo el complejo T.
aedon. Ademaés, en muchos otros estudios filogeogréficos realizados con aves y otros taxones,
también se han encontrado parafilias en arboles de mtDNA (McKay y Zink, 2010; Wood et al., 2011;
Gugger et al., 2011; Klicka et al., 2023), lo cual frecuentemente estd asociado a la retencion de
polimorfismos ancestrales que persistieron al evento de especiacion entre especies filogenéticamente
cercanas. Este proceso es reconocido como coalescencia profunda o separacion incompleta de linajes
(“incomplete lineage sorting”; Maddison, 1997; Avise, 2000; Edwards, 2009; McKay y Zink, 2010).
En este sentido, la falta de monofilia de T. brunneicollis en el arbol de mtDNA podria indicar que la

poblacién de la SMOc podria tener un origen mas reciente (McKay y Zink, 2010).

La hibridacion introgresiva podria ser otra posible causa de las parafilias en arboles de
mtDNA. Sin embargo, esta hip6tesis ha sido descartada como idea principal para explicar el caso de
la poblacion de T. brunneicollis de la SMOc y la migratoria occidental de T. aedon, debido a dos
razones. Una es que, durante la temporada de reproduccion, ambas poblaciones se encuentran en su
mayoria geograficamente separadas (con excepcion del area de simpatria en el sureste de Arizona;
Kroodsma y Brewer, 2005). La segunda razén apunta a que el reconocimiento y apareamiento entre
machos y hembras de las distintas poblaciones seria poco probable, ya que existe evidencia de
diferencias significativas en las sefiales acusticas y caracteres morfoldgicos (longitud del tarso y
caracteristicas del pico) de los machos adultos (Sosa-L6pez y Mennill, 2014). De esta manera, aunque
existiera esta zona de contacto o simpatria parcial de las poblaciones, el canto fungiria como una
barrera pre-cigética (de caracter etoldgico) al flujo génico, al tener funciones importantes en la

atraccion de pareja (Harrison et al., 2014).

La hipdtesis de la divergencia de la poblacién de T. brunneicollis de la SMOc respecto a la
migratoria de T. aedon, es congruente con el arbol filogenémico reportado por Klicka et al. (2023),
el cual fue construido con base en 81,182 polimorfismos de un sélo nucle6tido (SNPs) de loci
asociados a sitios de restriccion. Este arbol indica que T. brunneicollis (sensu lato) forma un grupo
monofilético (> 75% de bootstrap), el cual es grupo hermano de las poblaciones norteamericanas
migratorias de T. aedon. Estos mismos autores también encontraron estructura y diferenciacion entre
las poblaciones migratorias de T. aedon y todas las de T. brunneicollis. Estos resultados basados en
datos genémicos son mas congruentes con las afinidades ecoldgicas de la poblacion de la SMOc (ser

residente y habitar bosques de elevaciones altas), las cuales comparte con las demas poblaciones de
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T. brunneicollis, sumandose a los rasgos distintivos del plumaje que comparten los adultos de todas
las poblaciones de este taxdn, incluyendo: la linea superciliar del ojo color café palido, el plumaje de
la parte ventral variando entre color café y ocre (dependiendo de la poblacién) y las barras color café

oscuro en los costados (Howell y Webb, 1995).

Al conjuntar lo mencionado anteriormente con la evidencia genética y demogréfica de la
expansion poblacional reciente del haplogrupo SMOc + T. aedon oeste, se sugiere una recolonizacion
hacia la region Neértica una vez que el hébitat volvio a ser idoneo tras la ultima época glacial (Hewitt,
2004). Esto podria estar reflejado en los patrones de paleodistribucion de este linaje, ya que, a
comparacion del Holoceno Medio (HM), el tamafio del &rea de su distribucion se ha expandido.
Ademas, se ha propuesto que la influencia de las fluctuaciones climéticas del Pleistoceno en las
diferentes cadenas montafiosas de la ZTM fue variable (Mastretta-Yanes et al., 2015), llevando a las
poblaciones del norte de la ZTM (especialmente de la SMOc) a tener movimientos latitudinales méas
pronunciados (en conjunto con los altitudinales), a diferencia de los movimientos altitudinales a los
gue Unicamente habrian estado sometidas las poblaciones de la FVT y la SMS. Por lo tanto, se podria
plantear que, dentro de la SMOc, las fluctuaciones en el clima pudieron haber generado distintas
presiones selectivas en las poblaciones residentes y migratorias, llevandolas a acumular diferencias

morfolbgicas en el pico y tarso, asi como en sus sefiales acusticas (Sosa-Lopez y Mennill, 2014).
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5. CONCLUSIONES

e Se encontraron tres linajes mitocondriales (haplogrupos) de T. brunneicollis, cuya
distribucion es congruente con la topografia, més no con la historia geolégica de las cordilleras de la
ZTM. La filogenia basada en el gen ND2 indica que estos linajes no forman un grupo monofilético.
Dos de estos linajes (FVT + SMOR y SMS) representan al grupo ndcleo de T. brunneicollis y son
endémicos de México.

¢ La historia biogeografica de T. brunneicollis esta asociada a la historia bidtica de la ZTM, en
la que, tras la dispersion desde la regién Neartica en el Mioceno-Plioceno, se dieron procesos de
diversificacion en la ZTM durante el Plioceno-Pleistoceno. De hecho, la expansiéon poblacional
reciente encontrada para el grupo T. brunneicollis SMOc + T. aedon oeste EUA, probablemente se
deba a una recolonizacién de la region Neartica una vez que las condiciones se volvieron idoneas tras
la dltima época glacial. Durante este proceso, probablemente hubo una divergencia reciente (no
detectable mediante el mtDNA) entre poblaciones residentes (T. brunneicollis, SMOc) y poblaciones
migratorias (T. aedon, oeste de Norteamérica).

e Las oscilaciones climéticas de la transicién del Plioceno al Pleistoceno (hace aprox. 2.7 Ma),
al igual que el dltimo episodio de formacién de la FVT, podrian ser los principales eventos historicos
responsables de promover la divergencia del grupo ndcleo de T. brunneicollis (linajes FVT + SMOr
y SMS) del complejo T. aedon. Ademas, la dindmica de expansion/contraccién de los bosques de
pino-encino a través de los ciclos glaciales e interglaciales del Pleistoceno pudieron igualmente
favorecer el aislamiento y actual grado de diferenciacion observado entre los linajes, especialmente
considerando el papel desempefiado por la Depresion del Balsas y la cuenca Lerma-Santiago como

barreras histdricas entre distintas cadenas montafosas.

e La formacidn de la FVT probablemente tuvo también un papel importante en la expansion
de la distribucion de T. brunneicollis, promoviendo el flujo génico en la poblacion ancestral desde la
SMOr hasta la SMS. En la actualidad, esta region parece proveer de cierto grado de conectividad que
ha permitido el contacto secundario al sur de la SMOc entre los linajes FVT + SMOr y SMOc + T.
aedon oeste EUA.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Secuencias descargadas de GenBank con sus respectivos datos geograficos.

Cadigo de Taxon Lat. Lon. Localidad Estado Pais Cordillera
acceso
MG903291  T. brunneicollis ND ND ND Guerrero ~ México Sierra
Madre del
0Q447984 | T.brunneicollis = 17.6168 -99.841  Carrizal de Bravo, Sur
Leonardo de
0Q447985  T. brunneicollis Bravo
0Q447986  T. brunneicollis
0Q447987  T. brunneicollis
0Q447956 | T.brunneicollis = 17.3262  -96.4653 Ixtlan de Juérez Oaxaca
0Q447957  T.brunneicollis = 17.0333 = -97.9333 El Amate
Colorado, Putla
de Villa de
Guerrero
OQ447958  T.brunneicollis = 16.8833 -96.16 San Juan del Rio
0OQ447959  T.brunneicollis = 29.6506 -108.1733 Municipio de Chihuahua Sierra
Madera Madre Occi-
0Q447960  T.brunneicollis = 29.6506 = -108.1733 dental
0Q447961 T. brunneicollis = 29.6506 @ -108.1733
0Q447955 | T.brunneicollis = 24.0870 = -104.9329 ~50 km al oeste Durango
2 de Victoria de
Durango
0OQ447970  T.brunneicollis  21.8817 = -103.865 = Sierra de Bolafios Jalisco
0Q447971  T. brunneicollis
0Q447972 | T. brunneicollis
0Q447973  T. brunneicollis
OQ447967  T.brunneicollis = 20.7878 = -103.8471 Volcan Tequila Faja Volca-
0Q447968 | T. brunneicollis nica Trans-
0Q447969  T. brunneicollis mexicana
OQ447974 | T.brunneicollis = 19.0868 = -99.1938  12.5 km al noreste Morelos
0Q447975 | T.brunneicollis de Huitzilac
0Q447976  T. brunneicollis
0Q447977 | T. brunneicollis
0Q447978  T. brunneicollis
OQ447979  T.brunneicollis =~ 19.4308 = -102.2645 Nuevo Michoacan
0Q447980  T. brunneicollis Pangaricutiro
0Q447981  T. brunneicollis 19.33 -102.333 Tancitaro
0Q447982 | T. brunneicollis
0Q447983  T. brunneicollis
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0Q447988  T.brunneicollis = 19.0495 = -99.3183 Lagunas de Estado de
Zempoala, México
Ocuilan
0Q447989  T.brunneicollis = 20.8167 = -100.117 El Zamorano, Querétaro
Colén
0Q447962 | T.brunneicollis = 24.8716 = -100.224 Cerro Potosi, Nuevo Sierra
T 7 Galeana Ledn Madre
0Q447963 T. brunneicollis Orien-tal
0Q447964 | T.brunneicollis = 23.8065 -99.8471 | General Zaragoza,
0Q447965  T. brunneicollis 4.4 km al norte de
0Q447966  T. brunneicollis Cerro Pefia
Nevada
0Q447927 T. aedon 32914  -109.2675 Sierra de Arizona EUA Sierra
0Q447928 T. aedon Chiricahua Madre Occi-
dental
0Q447929 T. aedon
0Q447930 T. aedon
0Q447931 T. aedon 32.7053 | -109.9642 Sierra de los
00447932 T. aedon Pinalefios
0Q447933 T. aedon
0Q447934 T. aedon 35.24 -111.4 Flagstaff, San -
Francisco Peak
0Q447935 T. aedon
0Q447936 T. aedon
0Q447949 T. aedon 36.305  -121.5683 @ ~24 km al sureste ~ California
de Carmel Valley
0Q447914 T. aedon 425659 = -108.7264 ~30kmalsurde = Wyoming
8 Lander
0Q447940 T. aedon 38.9333 -74.9 Condado de Cape Nueva
May Jersey
0Q448075 T. [aedon] 18.45 -95.217 200 malsurdela = Veracruz = México
musculus Estacion de
Biologia Los
Tuxtlas
0Q448135 Thryorchilus 9.5576 -83.7243 Carretera Provincia Costa Tala-manca
browni* Interamericana de Cartago Rica
sur, 4 kmal
sureste del Parque
Nacional Tapanti
0Q448129 Troglodytes 8.633 -80.1055 = El Valle de Anton = Provincia = Panama -
ochraceus* de Coclé
0Q448127 Troglodytes 148283  -91.495  Parque Municipal = Quetzalte- Guate- Sierra
rufociliatus* Cerro El Badl nango mala Madre de
Chiapas
MZ476411 Thryomanes - - Rancho La Baja México -
bewickii* Bocana California

*Taxones fuera del complejo T. aedon.
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Anexo 2. Resultados del analisis MESS para cada linaje modelado en el presente y los tres escenarios
del Cuaternario Tardio. Las zonas en rojo o tonos rojizos representan areas de extrapolacion estricta,

por lo que deben tomarse con extrema precaucion.
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