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RESUMEN

El colibri Doricha eliza (Lesson & DeLattre, 1839), una especie endémica de México, cuya
distribucion incluye so6lo dos regiones disyuntas, una a lo largo de la franja norte de la peninsula
de Yucatan y otra ubicada en el Veracruz. Su distribucion geogréfica, representa un excelente
modelo para poner a prueba hipdtesis sobre la divergencia genética y fenotipica en poblaciones
aisladas. Por lo que, en este trabajo se determind la estructura genética de Doricha eliza,
utilizando cuatro marcadores moleculares (tres mitocondriales: ND2, ATPasa 6 y ATPasa 8 y
uno nuclear: locus 20454) y se evalud la variacion morfolégica de 25 individuos. Se realizaron
inferencias sobre sus relaciones filogenéticas con otras especies, se estimO el tiempo de
divergencia entre las poblaciones y se realizaron modelos de nicho ecoldgico actuales y
paleoclimaticos, para reconstruir la historia evolutiva de Doricha eliza. Los resultados indicaron
la existencia de dos grupos genéticamente diferenciados, ésta divergencia es apoyada por los
analisis de varianza y estructura poblacional y por algunos rasgos fenotipicos en los machos. Las
estimaciones de los arboles de genes y especies, indican que la divergencia en Doricha eliza,
pudo haber ocurrido en un periodo de intensa actividad climatica (entre 0.7 y 0.15 m.a) durante el
Pleistoceno tardio. Un aumento en el tamafio efectivo, asi como su baja diversidad nucleotidica
sugieren una expansion poblacional reciente, tras el Ultimo Glaciar Méaximo (~21, 000 afios

atras).
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INTRODUCCION

La especiacion o formacion de nuevas especies, es el proceso directamente responsable de la
variedad de formas en el planeta (Cracraft, 1988, Gavrilets, 2003), al establecer barreras de flujo
génico y aislamiento reproductivo entre poblaciones. Los medios por los cuales esto ocurre,
parecen estar asociados a barreras fisicas y ecoldgicas, que median la distribucion de las especies
(Pyron y Burbrink, 2010).

Dentro de los tipos de especiacion, la alopatria es la forma mas comun y es tipicamente atribuida
a la presencia de barreras geograficas que dividen poblaciones, ya sea a través de vicarianza o
mediante eventos de dispersion (Mayr, 1942, Perfectti, 2002, Hoskin et al., 2005, Pyron y
Burbrink, 2010). La alopatria, puede ser resultado del aislamiento de las poblaciones en areas
divididas ecoldgicamente, en refugios o por adaptacion a areas geograficamente distintas (Pyron
y Burbrink, 2010, Wiens, 2004).

El aislamiento es considerado como el primer paso hacia la especiacion (Coyne y Orr, 2004),
pues todas las barreras, con el paso del tiempo, reducen la dispersion de las especies, evitando o
reduciendo el flujo génico entre sus poblaciones (Panhuis et al., 2001). Esto puede generar
diferencias en las caracteristicas fenotipicas, sexuales y comportamentales, incrementando la tasa
de cambio entre poblaciones aisladas (Panhuis et al., 2001).

Los estudios filogeogréaficos proveen informacion que permite entender la distribucion geografica
de las poblaciones, como producto de procesos historicos y contemporaneos (Avise, 2000). En
conjunto, los patrones de variacion geogréafica de rasgos fenotipicos y genéticos pueden revelar
diferenciacion y divergencia entre poblaciones que pueden ayudar en la formulacion de hipétesis

de relaciones filogenéticas y de adaptacion ecoldgica (Lanteri y Confalonieri, 2003).
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Los patrones de variacion geografica y genetica, se han relacionado con periodos como el
Pleistoceno en donde ocurrieron cambios drasticos en la precipitacion, temperatura y
estacionalidad que modificaron la dinamica y distribucidn de los conjuntos de vegetacion y de los
organismos asociados (Barnosky, 2005). En particular, en los bosques secos, los periodos
glaciares e interglaciares durante el Pleistoceno tardio (~0.7-0.01 m. a atras), provocaron eventos
de expansion y contraccion de los bosques, que favorecieron la especiacion, dispersion y
diversificacion en diferentes grupos de vertebrados y plantas (Prado y Gibbs, 1993, Gonzalez-
Medrano, 1996, Weir, 2006, 2008, Rull, 2008, Pennington et al., 2000, Bryson et al., 2011). Este
podria ser el caso del colibri Doricha eliza (Lesson & Delattre, 1839), una especie endémica de
México, que habita en bosques secos, desde su descripcion, ha sido colocado en diferentes
géneros: Trochilus (Lesson y DelLattre, 1839), Calliphlox (Reichenbach, 1854) e incluso como
parte del género Calothorax (Gray, 1848), sin embargo, se desconoce su posicion filogenética
con respecto a otras especies.

La distribucion de Doricha eliza se encuentra restringida a dos regiones alopatricas (Veracruz y
Yucatan), separadas por 650 km aproximadamente (Ortiz-Pulido et al., 2002). Aunque no se han
encontrado diferencias morfoldgicas, se ha sugerido gue las condiciones ambientales en ambas
regiones, casi no se sobrelapan (Ortiz-Pulido et al., 2002; Diaz-Valenzuela et al., 2011). En este
trabajo, se determind la posicion filogenética de Doricha eliza y se exploraron sus patrones de
variacion genética y fenotipica, mediante mediciones morfoldgicas y el uso de cuatro marcadores
moleculares. Con la finalidad de responder las siguientes preguntas i) ¢Las poblaciones de
Doricha eliza han divergido genética y fenotipicamente?, ii) ¢Hace cuanto tiempo las regiones en
donde se distribuye se encuentran aisladas?, iii) ¢Qué eventos historicos y demogréaficos dieron

origen a la distribucion de Doricha eliza?.
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OBJETIVOS
Obijetivo general
Examinar los patrones de variacion genética y fenotipica en las poblaciones de

Doricha eliza.

Objetivos particulares

I.  Determinar la posicion filogenética de Doricha eliza.
Il.  Evaluar la variacion morfologica y genética entre los individuos de Veracruz y
Yucatan.
I1l.  Estimar el tiempo de divergencia entre las poblaciones del colibri cola hendida.
IV. Examinar los procesos historicos y demograficos que pudieron contribuir a la

distribucién de Doricha eliza.
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MATERIALES Y METODOS

Sistema de estudio

El colibri Doricha eliza es una endémica de México, se distribuye en el centro de Veracruz y
principalmente en la franja norte de la peninsula de Yucatan (Howell y Webb, 1995). Los machos
miden entre 9.5y 10 cm y las hembras son ligeramente mas pequefias (8.5-9 cm). EI macho tiene
la cola muy larga y bifurcada, la garganta rosa brillante, una linea postocular blanca y la corona
de color verde. Las rectrices internas de la cola son verdes y las externas son negruzcas con los
bordes internos canela. Por su parte las hembras tienen la cola bifurcada y redondeada, el rostro
blanguecino, con una linea auricular blanca y la garganta y la parte interior blanca. Las rectrices
internas son verdes y las externas (en general) canela, con una banda subterminal negra y punta
blanca. En Veracruz, estos colibries habitan en matorrales aridos desde 110 a 1480 msnm, en
donde anidan de Agosto a Abril. En Yucatan se encuentran principalmente en matorrales aridos,
bordes de manglares y areas verdes al nivel del mar, en donde se reproducen entre Febrero y

Marzo de cada afio (Howell y Webb, 1995, del Hoyo et al., 1999).

Colecta de muestras y extraccién de ADN

Se realizaron visitas a las localidades donde se ha registrado a Doricha eliza en Veracruz (El
Lencero, Chavarrillo, El Castillo, Cansaburro, Miradores, Playa Juan Angel, Playa
Chalchihuecan) y Yucatan (Rio Lagartos y Chixulub). Durante los meses de octubre de 2011 a
octubre de 2012. En cada localidad se identificaron sitios de alimentacion-refugio y nidificacion,
donde se colocaron de 7 a 10 redes de niebla (de 12 o 6 metros de largo por 3 metros de ancho y
3 mm de luz) para capturarlos. A los individuos capturados se les quitaron dos rectrices de la
cola, de donde posteriormente se extrajo ADN del calamo, utilizando el protocolo de Dneasy

Tissue Kit (Qiagen, Valencia, CA).
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Amplificacion, secuenciacion y alineacion de ADN: mitocondrial y nuclear

Se amplificaron mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), un fragmento de la
region de Nicotidamida Deshidrogenasa subunidad 2 (ND2) usando los primers L5216 y H5578
(Sorenson et al., 1999) y dos genes parcialmente sobrelapados ATPasa 6 y ATPasa 8 (en adelante
ATPasa), mediante los primers L8929 y H9947 (Eberhard y Bermingham, 2004). Ademas de un
intrén nuclear (locus 20454), utilizando los primers R20454 y 20454 (Backstrom et al., 2008).
Las reacciones de amplificacion para los genes mitocondriales (10-25ul total) tipicamente
consistieron en 0.72x buffer, 4.0mM MgCl, 0.58 Mm de cada dNTP, 0.4 pg/ul de BSA, 0.18 uM
de cada primer, 0.04 U de Taq (Promega) y 1-2 pl de ADN vy las del locus nuclear (20ul) en
0.52x buffer, 3.0-4.0 mM MgCl; 0.22 Mm de cada dNTP, 0.4 pg/ul de BSA, 0.20 uM de cada
primer, 0.04 U de Taqg (Promega) y 3 ul de ADN. Las reacciones de PCR fueron realizadas en
una termocicladora 2720 (Applied Biosystem) o en una termocicladora c1000 BIORAD bajo los
siguientes perfiles de temperatura; para ND2, la desnaturalizacion se realiz6 a 94°C por 3
minutos; 40 ciclos a 94°C por 45 segundos, 47-48°C por 45 segundos, 30 segundos a 72°C y una
extension final de 72°C por 5 minutos. La desnaturalizaciéon para ATPasa consistio en 95° C por
2 minutos; 40 ciclos a 92°C por 40 segundos, 47-50°C por un minuto, 2 minutos a 73°C y una
extension final de 73°C por 3 minutos. Mientras que la desnaturalizacion del locus nuclear se
inicid a 94° C por 1.30 minutos; 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 50-52°C por 30 segundos, 45
segundos a 72°C y una extension final de 72°C por 10 minutos.

Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio, purificados con el kit de QIAquick (QIAgen, Inc.) y secuenciados con el kit BigDye
terminator (Applied Biosystem), en ambas direcciones, usando los mismos primers que en la
PCR. Las secuencias fueron leidas en un secuenciador automatico ABI 310 (Applied

Byosystem), posteriormente fueron concatenadas y editadas usando el programa SEQUENCHER
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v.4.8 (Gene Codes). Los consensos se alinearon manualmente utilizando SE-AL v.2.0all
(Rambaut, 2002). Finalmente se realiz6 una matriz para cada gen por separado. Ademas de una
matriz con los tres genes mitocondriales (en adelante matriz mitocondrial) y una con los cuatro

genes (en adelante matriz concatenada), que fueron utilizadas para andlisis posteriores.

Analisis filogenéticos

Las arboles filogenéticos fueron realizados utilizando anélisis de inferencia Bayesiana y maxima
verosimilitud en Mr. Bayes v.3.12 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001) y RaxML v.7.4.4
(Stamatakis, 2006), respectivamente. Se realiz6 un analisis con las secuencias amplificadas de
ND2, el locus 20454 y la matriz mitocondrial por separado, y otro con la matriz concatenada, en
donde cada gen, fue tratado como una particion distinta. En estos anélisis, se incluyeron
secuencias de tres especies cercanamente relacionadas como grupos externos (Doricha enicura,
Calothorax lucifer y C. pulcher) y de otros miembros del clado de las abejas (Selasphorus
platypterus, Atthis heloisa, Archilochus colubris, etc.) (McGuire et al., 2007). Estas especies
fueron colectadas y/o tomadas de la coleccion de tejidos del INECOL (No. Cat. PUE. 129),
siguiendo los mismos procedimientos de extraccion, amplificacion y secuenciacion utilizados
para Doricha eliza. Ademas se incluyeron secuencias de la base de datos de nucleétidos de
Genbank (Benson et al., 2005).

Los analisis de inferencia bayesiana, se corrieron por 10,000 000 generaciones usando cuatro
cadenas de Markov de Monte Carlo (siglas en inglés MCMC) con un muestreo cada 1000
generaciones. Se descartaron el 10% de los arboles (burn-in) y se obtuvo el arbol de
probabilidades posteriores que fue visualizado en FigTree v.1.2.3. (Rambaut, 2006). Se
consideraron los nodos con >95% de probabilidades posteriores Bayesianas como bien

soportados (Hillis y Bull, 1993).
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El analisis de méaxima verosimilitud, se realizo con los parametros por default y 1000 réplicas de
boostrap, via CIPRES (Miller et al., 2010). Los resultados se concatenaron en Mesquite v.2.75.,
y los valores de boostrap fueron colocados en la topologia del arbol de inferencia Bayesiana. Los
nodos con un 70% de soporte de bootstrap, se consideraron como bien soportados (Felsenstein,

2004).

Estimacion de tiempos de divergencia: arbol de genes y especies

Para estimar el tiempo de divergencia o tiempo al ancestro comuin mas reciente (siglas en inglés
TMCRA), se realiz6 un andlisis bayesiano con muestreo en BEAST v.1.5.4. Para este analisis, se
utilizaron la matriz mitocondrial y la matriz concatenada (en donde se incluyeron a los individuos
de Doricha eliza y los grupos externos) y los modelos de sustitucién nucleotidica que mejor se
ajustaron a las secuencias mitocondriales y nucleares (por separado), en jModeltest v.1.1.
(Posada, 2008). Se utilizaron las tasas de divergencia reportadas por Lerner et al., (2011) para las
regiones mitocondriales utilizadas (ND2 2.9x10 por millon de afios, ATPasa 6 2.6x107 y
ATPasa 8 1.9 x10?) y para el gen nuclear 1x10° por millén de afios (Lerner et al., 2011).

Las estimaciones del tiempo de divergencia se realizaron bajo el modelo de reloj molecular
relajado lognormal (Barber y Klicka, 2010) y como prior el modelo poblacional constante.
Ademas se incluyeron dos calibraciones secundarias, la primera el tiempo de divergencia
estimado (Basal Split) entre los dos clados (Norte -Centroamérica y Sudamérica) del grupo de las
Abejas (~6.10 s/s/l/m.a. SD£ 1.0) (Smith y Klicka, 2010) y el tiempo de divergencia entre el
clado de las Esmeraldas y las Abejas (~13.97 s/s/m.a.SD*3.0) estimado por Ornelas et al. (2013).
Se us6 una topologia de UPGMA como arbol de inicio y los valores predeterminados por el
programa BEAUTI v.1.5.4. Se realizaron 3 iteraciones con cuatro cadenas independientes

(MCMC) por 10 millones de generaciones, muestreando al azar cada 1000 generaciones. El 10%
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de los arboles fueron descartados y los resultados de los tiempos de divergencia, se resumieron en
un arbol Unico en el programa TreeAnnotator (Rambaut y Drummond, 2007) que fue visualizado
en FigTree v.1.2.3.

Se utiliz6 *BEAST, que forma parte de la version 1.6.4 del paquete de BEAST, para estimar el
arbol de especies. *BEAST estima el arbol de especies directamente de la secuencia de datos e
incorpora la incertidumbre asociada con el arbol de genes, el modelo de sustitucion de los
nucleotidos y los pardmetros asociados con el proceso de coalescencia (Heled y Drummond,
2010). Para este analisis se utilizaron las secuencias de cada gen por separado, las tasas de
sustitucion reportadas por Lerner et al. (2011), el modelo de reloj molecular relajado lognormal
(Barber y Klicka, 2010) y el modelo de especiacion Yule. A partir de esta informacion, se obtuvo
el arbol consenso con los tiempos de divergencia a través de 300,000 arboles, tras eliminar 10%
de los arboles obtenidos, se cred un cladograma con las probabilidades posteriores del arbol de

especies con Tree Annotator (Rambaut y Drummon, 2007).

Relacion entre haplotipos y distancias genéticas

Para estimar las relaciones entre los haplotipos mitocondriales se construyé una red de haplotipos
con el algoritmo de parsimonia estadistica con el programa TCS.1.2.1 (Clemen et al., 2000)
utilizando el 95% de probabilidad de conexion y las secuencias de la matriz mitocondrial. Con
dicha matriz, se obtuvo el nimero de cambios nucleotidicos entre haplotipos para calcular las
distancias genéticas corregidas, tomando en cuenta el polimorfismo encontrado dentro los grupos
(Nei, 1987). De modo que Dy, = diy — 0.5 (dix + diy), donde x e y son los grupos que se
comparan Yy d; el promedio de las distancias genéticas corregidas (Wilson et al., 1985). El analisis
de las distancias genéticas se realiz0, entre los grupos genéticos de Doricha eliza y entre las

especies de Doricha y Calothorax, con fines comparativos.
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Estructura poblacional

Para determinar la estructura genética de las poblaciones, primero se estimo la fase gamética de
las secuencias nucleares (locus 20454) con sitios heterocigotos, mediante el enfoque Bayesiano
implementado en el programa PHASE 2.1 (Stephens et al., 2001). Estos sitios fueron
identificados por la presencia de dobles picos en los electroferogramas. Se realizaron tres corridas
de 10, 000 iteraciones, y se descarto (burn-in) el 10% de los resultados, para cada poblacién por
separado. Se evalud la consistencia de los resultados en todas las iteraciones y se eligieron los
pares de haplotipos con las probabilidades mas altas (0.70-1.00) para cada individuo. Con dicha
informacidn, se realizé una red de haplotipos en el programa TCS.1.2.1 (Clemen et al., 2000), en
el que los haplotipos obtenidos y sus frecuencias fueron codificados en una matriz de presencia-
ausencia, que fue utilizada para realizar un analisis de agrupamiento Bayesiano en el programa
STRUCTURE v.2.3.4 (Pritchard et al., 2000, Falush et al., 2003, 2007; Hubisz et al., 2009). En
este andlisis se utiliz6 el modelo de ancestria mezclada o “admixture model” (en inglés) y el
modelo de frecuencias alélicas correlacionadas. Se corrieron 10 réplicas para cada K, de K=1 a
K=7, esto ultimo tomando en cuenta el nimero de localidades muestreadas. El “burn-in” fue de
500 000 y el nimero de réplicas de Cadenas de Markov (MCMC) después del “burn-in” 1 000
000. Después se seleccion6 el nimero mas probable de grupos genéticos mediante el célculo de
AK, el cual se basa en la tasa de cambio de la probabilidad logaritmica de los datos entre valores
sucesivos de K (Evanno et al., 2005), usando el programa STRUCTURE HARVESTER (Earl y

vonHoldt, 2012).

Variacion genética y pruebas de expansién demogréafica
Se evalud la variabilidad genética de cada grupo genético con el programa Arlequin v.3.0.

(Excoffier et al., 2005), mediante la estimacién de la diversidad de haplotipos o diversidad
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genética (h), que expresa la probabilidad de que dos haplotipos elegidos al azar sean diferentes en
una poblacion; la diversidad nucleotidica (z) que determina el nimero de nucle6tidos diferentes
por sitio entre dos secuencias tomadas al azar asi como el nimero de sitios segregantes (s), sitios
donde las secuencias difieren (Nei y Lei, 1979).

Para estimar la variacion genética entre grupos, se realizdé un andlisis de varianza molecular
(AMOVA), en el que se uso el modelo de evolucion molecular obtenido en jModeltest v.3.7
(Posada, 2008) y se estimaron un total de 16,000 permutaciones para determinar la significancia
del AMOVA. EI AMOVA se corrié agrupando a los individuos en dos grupos de acuerdo con la
divergencia observada en los arboles de inferencia Bayesiana. No se pudo realizar un AMOVA
sin formar grupos a priori debido a que cuatro de las siete localidades muestreadas solo se
encuentran representadas por un individuo cada una.

Posteriormente se realizaron dos pruebas de expansion demografica para poner a prueba la
hipétesis de equilibrio neutral y detectar si se ha producido una expansion poblacional reciente
(Martinez et al., 2009). La prueba de neutralidad de Fu (Fu, 1997), que muestra la desviacién de
la neutralidad en escenarios caracterizados por un exceso de alelos raros y mutaciones recientes.
Donde valores significativos y negativos de Fs indican un exceso de mutaciones recientes y
rechazan estabilidad en las poblaciones (Fu, 1997). Y la prueba D de Tajima (1989), que compara
los parametros poblacionales de sitios segregantes (s) y el promedio de diferencias pareadas entre
los haplotipos muestreados. Valores negativos y significativos de D pueden deberse a
expansiones poblacionales recientes, cuellos de botella o heterogeneidad en las tasas de mutacion
(Tajima, 1989). Para validar la estimacion demogréafica y la expansion geogréafica se utilizaron
16,000 permutaciones en Arlequin v.3.0. (Excoffier et al., 2005).

Ademas se realizaron distribuciones pareadas de nucleodtidos entre haplotipos (distribucion

“mistmatch”) en Arlequin v.3.0. (Excoffier et al., 2005). Bajo este enfoque las poblaciones que
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han pasado por una expansion demogréafica subita muestran una distribucion Poisson, mientras
que las poblaciones que han estado en equilibrio por un largo tiempo, muestran una distribucién
bimodal (Slatkin y Hudson, 1991).

Finalmente se utilizé el modelo Bayesiano “Bayesian skyline plots” para determinar posibles
cambios en el tamafio efectivo (Ne) de las poblaciones con el programa BEAST v.1.5.4
(Drummond y Rambaut, 2007). El analisis se realiz6 para cada grupo genético por separado y
para los dos grupos juntos (concatenado). El analisis concatenado, se ha propuesto para satisfacer
el supuesto de panmixia en linajes de divergencia reciente y con poca estructura genética (Ho y

Shapiro, 2011).

Modelos de Nicho Ecoldgico

A través de registros georreferenciados de ejemplares de museo (VERTNET, ORNIS, Atlas de
las Aves de México, GBIF) y de observaciones de campo, se obtuvieron un total de 121 registros
espacialmente Unicos: 51 de Veracruz y 76 de Yucatan. Se obtuvieron ademés, 19 capas
climaticas de la base de datos de WorldClim, con una resolucién de 30 arc.-seg. (c.1 km)
(Hijmans et al., 2005). Con la informacion climética (de las 19 variables) de cada registro, se
realizé un andlisis de correlacion de Pearson y un andlisis de componentes principales (PCA por
sus siglas en inglés), con los cuéles se eliminaron las variables altamente correlacionadas
(r>0.80). Tras la eliminacion de las variables correlacionadas, se utilizaron seis variables
climaticas (Biol, Bio2, Bio3, Bio4, Biol2, Biol4) (Tabla 2) y los registros georreferenciados,
para realizar un modelo de nicho ecoldgico actual y proyecciones climéticas hacia el pasado a
través del programa de Méaxima Entropia de MAXENT 3.3.3 (Phillips et al., 2004).

El modelo actual se realiz6 con el 70% de los datos (muestra aleatoria), un limite de convergencia

de 10° y 500 iteraciones. Las predicciones resultantes fueron visualizadas en ArcView v.3.2
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(ESRI Inc., Redlands, CA). Posteriormente, se proyecto el modelo obtenido con las condiciones
actuales hacia escenarios climaticos del pasado, al Ultimo Interglacial (UIG, ~140-120,000 afios
atras) y al Ultimo Glacial Maximo (UGM, ~ 21,000 afios atras). Estos escenarios climaticos
fueron desarrollados por el Modelo Paleocliméatico de Intercomparacion Proyecto Fase 1l
(Braconnot et al., 2007), el Modelo CCSM (Community Climate System Model) y el modelo
para la busqueda interdisciplinaria del clima MIROC (Hasumi y Emori, 2004) con una resolucion
espacial de 30 arc.-min. Los valores de probabilidad en los modelos se expresaron en una escala
de 0 a 1. En donde valores cercanos a 0 indican condiciones poco habitables y valores cercanos a

1, indican condiciones aptas para la especie.

Variacion morfolégica

Se tomaron seis medidas morfoldgicas (mm), para las hembras (n=11) (longitud total, largo pico,
ancho pico, base pico, cuerda alar, largo cola) y siete para los machos (n=11) (longitud total,
ancho pico, base pico, largo pico, cuerda alar, largo rectriz (r5) derecha e izquierda), de todos los
individuos colectados, con un vernier de precision de 0.1mm. La longitud total (LT) fue medida
como la distancia de la punta del pico a la pluma de la cola mas larga, el largo del pico (LP)
como la distancia desde la base del craneo a la punta del pico, la base (BP) y ancho del pico (AP)
a la altura de las narinas, la cuerda alar (CA) desde la union carpal a la punta de la primaria mas
larga (sin aplanar), la longitud de la cola (LC) (en el caso de las hembras), desde la glandula
uropigial a la punta de la rectriz mas larga y el largo de las rectrices externas (r5) derecha e
izquierda (LRI y LRD) (para los machos) desde la base de la rectriz hasta la punta de la pluma.
Todas las medidas fueron tomadas por YLV. Las medidas de dos machos juveniles (n=2)
capturados en Yucatan, fueron descartadas de los analisis para eliminar posibles diferencias en

las medidas debido a la edad de los individuos.
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Para examinar las diferencias en la variacion morfologica se realizé un analisis de varianza
multiple (MANOVA), tomando como factor fijo el grupo (ej. hembras y machos) y como
variables dependientes las medidas morfologicas. Posteriormente se realizd un Analisis de
Varianza de una via no parametrico (prueba Kruskal-Wallis), para cada variable por separado.
Las pruebas se realizaron para cada sexo, debido al dimorfismo presente en Doricha eliza,

usando SPSS v.17. Mac.
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RESULTADOS

Colecta de individuos y secuencias de ADN

Un total de 25 individuos, de 7 localidades (5 de Veracruz y 2 de Yucatan), fueron colectados
durante las temporadas reproductivas de 2011 y 2012 (Tabla 1). Se obtuvo una matriz de 350 pb
para ND2 y 797 pb para ATPasa, la matriz con ambos genes (matriz mitocondrial) consistié en
1077 pb, con 11 sitios polimorficos.

La matriz del locus nuclear 20454 con 502 pb, tuvo cinco sitios informativos, tres de los cuales
fueron polimorficos. Finalmente, la matriz concatenada con los cuatro genes consistio en 1578

pb.

Analisis filogenéticos

La topologia del &rbol de probabilidades posteriores con las secuencias de ND2 (HKY+G,
distribucion gamma=0.2670) (Fig. 1), muestra al clado de las abejas como un grupo monofilético
(PP=1.0/BS=100), dentro del cual el grupo de los colibries cola hendida o “Sheartails”
compuesto por C.lucifer, C.pulcher, D.eliza, D.enicura (PP=1.0/BS=75) se encuentra
fuertemente soportado. EI género Calothorax, representa el grupo hermano del género Doricha, y
las relaciones entre Calothorax pulcher y C. lucifer no se encuentran resueltas, mientras que la
divergencia entre los grupos de Veracruz y Yucatan de Doricha eliza se encuentra bien soportada
(PP=0.96/BS=88).

El andlisis de inferencia Bayesiana para el locus 20454 (HKY+G, distribucion gamma=0.0170),
apoya la monofilia del grupo de las Abejas (PP=1.0/BS=88), sin embargo las relaciones al
interior de este clado no se muestran resueltas, en donde los individuos de Doricha eliza, de

Veracruz y Yucatan, junto con Doricha enicura, Calothorax lucifer, Calothorax pulcher,
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Archilochus colubris, Atthis heloisa, Selasphorus platycercus, Tilmatura dupontii, forman una
politomia (Fig. 2).

El arbol generado por inferencia Bayesiana para la matriz mitocondrial (ND2 + ATPasa)
(GTR+I), mostro al grupo de las abejas y al de los colibries cola hendida como bien soportados
(PP=1.0/BS=100). En este ultimo, C. lucifer y C. pulcher forman dos clados hermanos
(PP=1.0/BS=100), cercanamente relacionados con Doricha eliza. Los grupos de Yucatan y
Veracruz de Doricha eliza, forman dos grupos genéticos bien soportados (PP=1.0/BS=94), cuyo
grupo hermano es la especie Doricha enicura (PP=1.0/BS=98) (Fig. 3).

La matriz particionada (ND2+ATPasa+nucleo) con los modelos de evolucion HKY+G
(gamma=0.190), HKY+G (gamma=0.1550) y HKY+G (gamma=0.0170), mostré una topologia
muy similar a la del arbol de la region mitocondrial con valores de soporte altos para el clado de
las abejas (PP=1.0/BS=100), para el clado “Calothorax” (PP=1.0/BS=100) y para el clado que
soporta la divergencia genética en Doricha eliza (PP=1.0/BS=95). Los arboles de Méaxima
Verosimilitud mostraron una topologia similar, por lo que los valores de boostrap se muestran en

el arbol de probabilidades posteriores (Fig. 4).

Estimacion tiempos de divergencia: arbol de genes y arbol de especies

Los clados presentes en los arboles de genes y especies, tuvieron la misma topologia que los
arboles filogenéticos Bayesianos y de Méaxima Verosimilitud. El arbol de genes mitocondrial,
produjo tiempos de divergencia similares a los del arbol de especies, sugiriendo que los grupos
genéticos divergieron alrededor de 1.5 y 0.2 millones de afios aprox. (Tabla 3, Fig. 5). En
contraste, el arbol de genes multiloci produjo una estimacion de ~0.7 millones de afios (Tabla 3).

A pesar de las diferencias en las medias de las estimaciones, los HPD de las tres estimaciones se
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sobrelapan, sugiriendo que los clados de Veracruz y Yucatan se separaron durante los periodos

glaciares durante el Pleistoceno tardio.

Relacion entre haplotipos y distancias genéticas

En la red de haplotipos de ADN mitocondrial, se identificaron dos grupos genéticos conectados
entre si por dos pasos mutacionales. El primero formado por cinco haplotipos, todos
pertenecientes a individuos de Veracruz, en donde el haplotipo més frecuente (H1), se encontrd
en las localidades “Lencero”, “Miradores” y “Chavarrillo”. Mientras que el resto de los
haplotipos fueron Unicos para las localidades de Xalapa (H2), el Lencero (H3, H4) y Actopan
(H5) (Tabla 1, Fig. 6). El segundo grupo genético, estuvo compuesto por cinco haplotipos, todos
de Yucatan. El haplotipo méas comun (H6) estuvo presente en 10 individuos: cinco de “Rio
Lagartos “y cinco de “Chicxulub”, el segundo més comun (H7), por dos individuos de Rio
Lagartos, y el resto de los haplotipos, se encontraron en un individuo cada uno (H7, H8. H9,
H10) (Tabla 1, Fig. 6). Los resultados no mostraron haplotipos compartidos entre grupos, como
lo muestra la distribucion geogréfica de los haplotipos (Fig. 6).

El anélisis de distancias genéticas realizado con la matriz mitocondrial mostr6 que el porcentaje
de divergencia entre las secuencias de Veracruz y Yucatan es de 0.35% (Dxy= 0.0035). Y el
porcentaje de divergencia entre las especies de Doricha y Calothorax oscila entre 0.35% y 3.48%

(Tabla 4).

Estructura poblacional

La red de haplotipos (no mostrada) del locus 20454 revel6 la existencia de ocho haplotipos,
(Tabla 1) uno de ellos, compartido por individuos ambas poblaciones, sin embargo, la evaluacion
estricta de los valores de verosimilitud para cada K, soportd la existencia de dos grupos

genéticamente diferenciados (K=2; loglikelihood -94.06) (Fig. 7), valores mas pequefios 0 mas
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altos de K incrementaron la varianza y mostraron valores mas bajos de probabilidades

posteriores.

Variacion genética y pruebas de expansion demogréfica

El andlisis de varianza molecular, mostré que el mayor porcentaje de la variacion (81.02%) es
explicado por la variacion entre grupos y solo el 18.9% por la variacion al interior de los grupos
(Tabla 5). La Fst de 0.810 p<0.001, indica alta diferenciacion entre grupos genéticos (Tabla 5).
Ademaés se encontraron niveles altos de diversidad haplotidica (h) de entre 0.56-0.66, esto refleja
la presencia de haplotipos diferentes en Veracruz y Yucatan (Tabla 6). La diversidad nucleotidica
() oscila entre 0.0006-0.0007, indicando pocas mutaciones entre las secuencias de la misma
poblacion (Tabla 6).

Las pruebas de expansion demografica D de Tajima y Fs, mostraron valores bajos negativos y
significativos, como resultado de una expansion poblacional. De forma similar, el anélisis de
mistmatch, mostrd valores de SSD significativos, en donde las distribuciones de cada grupo
genético por separado y la de las dos juntos, tienen una distribucion unimodal, indicando
expansién poblacional reciente (Tabla 6, Fig. 8).

El analisis Bayesiano “Skyline-plot” para Veracruz y Yucatan por separado, no sugiere un
aumento en el tamafio efectivo (Ne) en los tltimos 4000 mil afios (Fig. 9). Sin embargo el analisis
de los dos grupos juntos, muestra un ligero incremento en el Ne después del Ultimo Méaximo

Glaciar ~21 000 afios atras.

Modelos de Nicho Ecolégico
Todos los modelos de nicho ecologico, presentaron un area bajo la curva ROC cercanos a uno
(AUC>0.98), indicando que los modelos fueron mejores que las predicciones al azar

(0.5=debidas al azar, 1=probabilidad maxima). Los modelos se muestran en una escala de color,
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de acuerdo con su probabilidad. Tonalidades obscuras muestran una mayor probabilidad de ser
ocupados por la especie y a la inversa.

El modelo de nicho ecoldgico, no muestra areas de posible conectividad (con p>0.50) entre
Veracruz y Yucatan (Fig. 10a), en donde las predicciones para la poblacion de Yucatan se
restringen a la zona costera del norte de la Peninsula, mientras que las areas habitables para la
poblacién de Veracruz se encuentran principalmente en el centro del estado (Figs. 10a).

Las proyecciones hacia el Ultimo Interglaciar (UIG) (~140-120 000 afios) no indican condiciones
habitables en Veracruz y por el contrario sugieren la existencia de areas ecolégicamente
habitables en Guerrero, Oaxaca y Guatemala (Fig. 10), donde actualmente se encuentran especies
cercanamente emparentadas a Doricha eliza. Por otra parte, los modelos paleoclimaticos no
sugieren la expansion del area disponible (p>0.5) para las poblaciones de D. eliza, durante el

Ultimo Glaciar Maximo (UGM) (~21 000 afios) en ambos escenarios climaticos (Figs. 10c).

Variacion morfolégica

La MANOVA realizada agrupando las seis medidas morfoldgicas, no mostré diferencias
significativas entre las hembras de Veracruz y Yucatan (Wilk’s Lamba= 0.5312, p>0.05),
asimismo, los analisis de varianza molecular del largo (Kruskal-Wallis H=0.32, p>0.05), ancho
(Kruskal-Wallis H=0.80, p>0.05) y base del pico (Kruskal-Wallis H=1.48, p>0.05), la longitud
total (Kruskal-Wallis H=0.006, p>0.05), la cuerda alar (Kruskal-Wallis H=0.80, p>0.05) y el
largo de la cola (Kruskal-Wallis H=0.16, p>0.05) no revelaron diferencias significativas entre
grupos, como lo sugieren ademas, las medias aritméticas de las medidas tomadas en las hembras
(Fig. 11).

La MANOVA efectuada para las siete medidas morfoldgicas de los machos fue significativa

(Wilk’s Lambda=0.046, p<0.05), siendo el largo de la rectriz izquierda (r5) la variable que
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resulté significativamente diferente entre grupos (Kruskal-Wallis H=7.5, p<0.01).Las rectrices de
los machos de Veracruz, son en promedio mas grandes, que las de los machos de Yucatan (Fig.

12).
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DISCUSION

Analisis filogenéticos y estructura poblacional

Los resultados de los andlisis de inferencia Bayesiana y Maxima Verosimilitud (ND2), en donde
fueron incluidos representantes de los géneros Calothorax (2 spp.), Doricha (2), Atthis (1) y
Tilmatura (1), soportan la monofilia del clado de las Abejas (Bees), lo que coincide con lo
propuesto por McGuire et al. (2007). En todos los anélisis (mitocondriales y concatenados), los
colibries cola hendida “Sheartails” forman un grupo monofilético bien soportado compuesto por
dos géneros hermanos Doricha y Calothorax, como habia sido sugerido con base en su similitud
morfolégica y distribucion geogréfica (Ridgway, 1919, Johnsgard, 1997, Ortiz-Pulido et al.,
2002). Ademas, los arboles filogenéticos sugieren la divergencia genética en Doricha eliza. Esta
divergencia es apoyada por los analisis de estructura y varianza poblacional.

Los analisis de estructura poblacional con el marcador nuclear muestran un haplotipo compartido
entre las poblaciones de Doricha eliza, esto puede deberse a la retencion de polimorfismos
ancestrales (Freelang y Boag, 1999) en las poblaciones debido a la baja tasa mutacional de los
genes nucleares, al sorteo incompleto de linajes o incluso eventos de migracion (Freelang y Boag,
1999). Lo que se ha observado, en linajes de divergencia reciente (Masta y Madisson, 2002)
como los encontrados en Doricha eliza. No obstante, la herencia biparental y el haplotipo
compartido entre poblaciones, los analisis en STRUCTURE apoyan la divergencia de las

poblaciones y sugieren la existencia de dos grupos genéticos (K=2).

Por su parte, el andlisis de varianza molecular con las secuencias mitocondriales, sugiere la
fijacién de diferentes alelos en los grupos, probablemente como resultado de su aislamiento
geografico y/o la ausencia de flujo génico entre ellos (Cicero y Johnson, 1992), como se ha

observado en otros grupos de especies (Mila et al., 2007, Bonaccorso et al., 2007, Gonzalez et
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al., 2011, Barrera-Guzman et al., 2012). Ademas la distancia genética (mitocondrial) encontrada
entre Veracruz y Yucatan (Dxy= 0.0035, 35%), es similar a la existente entre las dos especies del
género Calothorax: C. lucifer y C. pulcher (Dxy= 0.0046, 0.46%) muy cercanas

filogenéticamente a Doricha eliza, como lo sugieren nuestros analisis filogenéticos.

Estimacion de tiempos de divergencia: Arbol de genes y especies

La estimacion del arbol de genes de ADN mitocondrial es temporalmente méas cercana a la del
arbol de especies, en contraste con el arbol de genes combinado. Aunque los arboles basados en
un solo gen, son menos precisos en comparacion con los arboles de genes combinados, en donde
se reconstruyen partes diferentes de la historia evolutiva de las especies (McCormack et al.,
2010), las estimaciones calibradas dependen de la tasa de sustitucién de los genes, y la inclusién
de genes nucleares con tasas de mutacion lentas pueden realizar sobre estimaciones en linajes que
han divergido recientemente (Carstens y Knowles, 2007). Por otro lado, el tiempo de divergencia
del arbol de especies fue mas cercano al presente en comparacion con los arboles de genes. No
obstante, ninguna de las estimaciones es tedricamente comparable, pues los arboles de genes se
encuentran inmersos en el arbol de especies (Heled y Drummond, 2010) y los arboles de especies
toman en cuenta ademas de la tasa mutacional de los genes, las relaciones ancestrales, el tamafio
poblacional y los tiempos de divergencia entre especies (Heled y Drummond, 2010). A pesar de
dichas diferencias, los HPD de todos las estimaciones, se sobrelapan, indicando que la
divergencia sucedio entre 0.7 y 0.15 millones de afios, durante el Pleistoceno tardio, como se ha
observado en otros grupos de aves (Avise y Walker, 1998, Johnson y Cicero, 2004, Zink y
Klicka, 2006, McCormack et al., 2010, Barrera-Guzman et al., 2012). Durante dicho periodo se
registré una intensa actividad climatica, en el que ocurrieron ciclos interglaciares y glaciares

consecutivos hace 0.7-0.01 millones de afios (Webb y Bartlein, 1992). Durante los interglaciares
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las condiciones de aridez, favorecieron la expansion de los ecosistemas secos y semidesérticos
(Riddle et al., 2000) y durante los periodos glaciares (Pleistoceno tardio), las zonas secas se
contrajeron, formando islas de vegetacion que pudieron haber incrementado las tasas de
especiacion en grupos de organismos como Doricha eliza asociados a estos ecosistemas. Este
patron de expansion y contraccion, ha sido frecuentemente evocado para explicar procesos de
especiacion, a través de vicarianza (Riddle et al., 2000, Weir, 2006, McCormack et al., 2010). No
obstante, la hipotesis de un evento de dispersion a larga distancia, no deberia ser descartada en
especies como Doricha eliza que habitan en lugares susceptibles a eventos climaticos como
huracanes. Las oscilaciones climaticas del Pleistoceno, incluyeron cambios en la circulacion
atmosférica que incrementaron la velocidad y magnitud de los vientos e intensificaron las
tormentas (Webb y Bartlein, 1992), lo que pudo facilitar la dispersion de individuos. Estos
eventos pudieron ocurrir de forma repetida durante fendmenos climaticos diferentes, lo que con

el paso del tiempo pudo favorecer el establecimiento y reproduccion de Doricha eliza.

Historia demogréafica y modelos de nicho ecoldgico

El inicio de la divergencia en el colibri cola hendida, es apoyado por los modelos de nicho
ecoldgico, en donde las condiciones climaticas de Veracruz no son predichas y las de Yucatan se
reducen a una pequefia area, durante el Ultimo Interglaciar (~120-140 000 afios). Por otra parte
los modelos con los dos escenarios climaticos MIROC y CCSM, sugieren la contraccion de las
poblaciones durante el Ultimo Méximo Glaciar, como se ha observado en otras especies de
bosques secos y desérticos (Rebernig et al., 2010, Smith et al., 2011, Graham et al., 2013). Los
resultados de las pruebas de expansién, las estimaciones de los skylineplots para los grupos juntos

y la baja diversidad genética de las poblaciones, soportan la hip6tesis de una expansion post-
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glaciar (~10 mil afios a la fecha), tras la cual, las poblaciones de Veracruz y Yucatan, alcanzaron

su distribucion actual.

Variacién morfoldgica

El anélisis morfoldgico, no sugiere diferencias en el pico, cuerda alar y longitud total, en machos
y hembras. Dichos anélisis concuerdan parcialmente con el estudio de Ortiz-Pulido et al. (2002),
sin embargo nuestros resultados sugieren diferencias en la longitud de la rectriz izquierda (r5) de
los machos, lo que podria representar un indicio de la divergencia morfoldgica entre grupos. Si
bien estas diferencias pueden ser un resultado secundario del aislamiento reproductivo, también
pueden estar guiadas por presiones de seleccion sexual (Coyne y Orr, 2004). Pues se sabe que los
machos del clado de las Abejas, grupo al que pertenece Doricha eliza, se caracterizan por
presentar un despliegue muy elaborado en el cual las rectrices de la cola, emiten sonidos durante
el cortejo (Clark et al., 2011). Anélisis experimentales en este grupo de colibries, han
determinado que pequefios cambios en el tamafio y en general, en las caracteristicas de las
rectrices, afectan el modo de aleteo y la frecuencia de los sonidos que son emitidos y de esta
forma la seleccion a través de las hembras puede modificar la morfologia de los machos (Clark et
al., 2011), de este modo el aislamiento prezigético, puede favorecer la divergencia fenotipica y
propiciar la especiacion (Coyne y Orr, 2004) en grupos geograficamente aislados como los
encontrados en Doricha eliza. No obstante, los resultados obtenidos deben ser tomados con
cautela, dado el namero de individuos que fueron medidos. Futuros trabajos acerca del despliegue

reproductivo en los machos, podrian apoyar o rechazar esta hipotesis.

Implicaciones en la conservacion
La divergencia genética encontrada con los analisis mitocondriales y nucleares, sugiere que los

grupos han estado separados por un tiempo relativamente corto. Sin embargo, ha permitido la
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acumulacioén de diferencias genéticas y fenotipicas entre grupos, probablemente como producto
de su aislamiento geografico y la aparente ausencia de flujo génico. Estas diferencias, asi como
su restringida distribucion geografica muestran la imperante necesidad de conservar su diversidad
genética y sus sitios de reproduccidn, ya que las areas donde habitan estan siendo severamente
transformadas por actividades como el turismo, la creacion de conjuntos habitaciones y el cambio

de uso de suelo, entre otras.
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CONCLUSIONES

Los resultados encontrados indican que las poblaciones de Veracruz y Yucatan de Doricha eliza
son genéticamente diferentes y que los machos de ambas poblaciones presentan diferencias en el
tamanfo de las rectrices externas de la cola. Estas diferencias sugieren el reconocimiento de las
poblaciones de Doricha eliza como unidades evolutivas diferentes y resaltan su importancia
como reservorios de diversidad genética, o que aunado a su restringida distribucion, hacen

prioritarias acciones para su conservacion.
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APENDICES

Tabla 1. Informacion de individuos colectados a lo largo de la distribucion de Doricha eliza.

N° Clave Sexo Hmit Hnuc Estado Localidad Latitud Longitud ﬁigr?;?
1 VERO1Len H H1  H1,H1 Veracruz El Lencero 19°29'0.61"N  96°49'39.8" W 910
2 VERO2Len H H1  H1,H1 Veracruz EIl Lencero 19°29'0.61"N  96°49'39.8" W 910
3 VERO3Mir H H1  H1,H1 Veracruz Miradores 19°27'47.4"N  96°47'11.9"W 916
4 VERO04Xal - H2 H1,H1 Veracruz Jalapa - - -
5 VERO06Cha H H1  H1,H2 Veracruz Chavarrillo 19°26'10" N 96°48'11.7" W 872
6 VERO7Len M H3 H1,H2 Veracruz El Lencero 19°29'0.61" N  96°49'39.8" W 910
7 YUCO8RLa H H6 H7,H7 Yucatdn  Rio Lagartos 21°35'17.6"N 88°09'14.2' W 9
8 YUCO09RLa H H9 H7,H8 Yucatin RioLagartos 21°34'55.9"N 88°09'24.5' W 12
9 YUC10RLa H H7 H7,H7 Yucatin Rio Lagartos 21°34'55.9"N 88°09'24.5' W 12
10 YUC11RLa H H7  H7,H7 Yucatin Rio Lagartos 21°34'55.9"N  88°09'24.5' W 12
11 YUC12RLa H H9 H7,H7 Yucatin Rio Lagartos 21°35'17.6"N 88°09'14.2' W 9
12 YUC13RLa H H10 H7,H7 Yucatin Rio Lagartos 21°35'17.6"N 88°09'14.2' W 9
13 YUCl4RLa Mj H6 H1,H1 Yucatin Rio Lagartos 21°34'55.9"N 88°09'24.5' W 12
14 YUCI15RLa M H6  H4,H4 Yucatin Rio Lagartos 21°34'55.9"N  88°09'24.5' W 12
15 YUC16RLa H6 H7,H7 Yucatin RioLagartos 21°34'55.9"N 88°09'24.5' W 12
16 YUC17Chi H H6  H7,H7 Yucatan  Chicxulub 21°17'38.4"N  89°36'37.4" W 0
17 YUC18Chi H8 H1,H7 Yucatan  Chicxulub 21°17'38.4"N  89°36'37.4" W 0
18 YUC19Chi Mj H6 H7,H8 Yucatdn  Chicxulub 21°17'38.4"N  89°36'37.4" W 0
19 YUC20Chi M H6 H7,H8 Yucatdn  Chicxulub 21°17'38.4"N  89°36'37.4" W 0
20 YUC21Chi M H6  H1,H1 Yucatan  Chicxulub 21°17'38.4"N  89°36'37.4" W 0
21 YUC22Chi M H6 H1,H1 Yucatdn  Chicxulub 21°17'38.4" N  89°36'37.4" W 0
22 VER23Len M H4  H3,H4 Veracruz El Lencero 19°29'0.61"N  96°49'39.8" W 910
23 VER24Len M H1 H5,H5 Veracruz El Lencero 19°29'0.61" N  96°49'39.8" W 910
24  VER25Len M H1  H1,H6 Veracruz El Lencero 19°29'0.61"N  96°49'39.8" W 910
25 VER26Act M H5 H1,H1 Veracruz  Actopan 19°33'6.0"W  96°22'41.0" W 20
[ o)



Tabla 2. Cédigo variables climaticas (19) de Worldclim, utilizadas en la reconstruccién de los
modelos de nicho ecoldgico.

Clave Descripcion capa climética

Bio 1 Temperatura media anual

Bio 2 Rango de temperatura diurno medio (Temp. Maxima — Temp. Minima))
Bio 3 Isotermalidad (Bio2 / Bio7) (* 100)

Bio 4 Estacionalidad de temperatura (desviacion estandar * 100)

Bio 14 Precipitacion del mes mas seco
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Figura 1. Relaciones filogenéticas obtenidas por inferencia Bayesiana y Maxima Verosimilitud,
utilizando la regién mitocondrial ND2. Se muestran (arriba) los valores de probabilidades
posteriores de MrBayes y (abajo) los valores de boostrap de Maxima Verosimilitud. Los valores
menores a 0.70/70 se encuentran representados por un asterisco.
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Figura 5. Arbol de especies multiloci reconstruido utilizando *BEAST. Las barras indican los
HPD de los tiempos de divergencia al 95%, (arriba) media de las estimaciones en millones de

afios (abajo) valores de probabilidades posteriores.

Tabla 3. Resumen estimaciones tiempos de divergencia entre las poblaciones de Doricha eliza:

arbol de genes y especies.

TMCRA HPD 95%
Arbol genes (mitocondria) 0.22 0.35-0.10
Arbol genes (mit + nuc) 0.70 1.22-0.24
Arbol especies (mit + nuc) 0.15 0.03-0.20
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Figura 6. Distribucion geogréfica de los haplotipos de ADN mitocondrial (ND2+ATPasa). En el
recuadro de la esquina superior izquierda se muestra la red de haplotipos de parsimonia
estadistica. En el mapa, los circulos representan los haplotipos encontrados en las poblaciones de
Veracruz (tonos azules) y los de Yucatan (tonos rosa). El tamafio de los circulos es proporcional
a la frecuencia de los haplotipos, los puntos negros representan haplotipos no muestreados y las
lineas son cambios mutacionales entre haplotipos.
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Tabla 4. Distancias genéticas (Dxy) entre especies de los géneros Doricha y Calothorax, basadas
en una secuencia de 1077 pb de ADN mitocondrial.

X Y Dxy %
Veracruz Yucatan 0.0035 0.35
Veracruz D. enicura 0.0262 2.62
Veracruz C. lucifer 0.0343 343
Veracruz C. pulcher 0.0347 347
Yucatan D.enicura 00272 272
Yucatan C. lucifer 0.0333 3.33
Yucatan C. pulcher 0.0337 3.37
D. enicura C. lucifer 0.0348 3.48
D. enicura C.pulcher 0.0362 3.62
C. lucifer C. pulcher 0.0046  0.46
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Figura 7. Estructura genética espacial determinada por el método de asignacion Bayesiana en
STRUCTURE del locus nuclear 20454. A) Asignacion de probabilidades posteriores de 25
individuos de Doricha eliza en un nimero 6ptimo de K=2. Cada individuo es representado por
una linea vertical dividida en secciones de color, cuya longitud es proporcional a la probabilidad
de pertenencia estimada para cada grupo, los nimero en la parte inferior representa el nimero de
individuo y el nimero dentro del paréntesis la poblacién 1=Veracruz, 2=Yucatan. B) Valores de
AK para cada K (K=1 a K=7) calculados de acuerdo con Evanno et al., 2005 (eje de las X).
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Tabla 5. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) entre las poblaciones de Veracruz y
Yucatan de Doricha eliza, utilizando los marcadores mitocondriales.

Fuente de d.f. SC Componente % indice de
variacion de variacion Fuente variacion Fijacion
Entre grupos 1 18.47 1.51027 81.02
Dentro grupos 23 8.14 0.35391 18.98 Fsr=0.810***
Total 24
*** P<0.001

Tabla 6. Variacion genética y analisis demogréficos para inferir la expansion demografica en los
grupos genéticos de Doricha eliza. De derecha a izquierda, se muestran el nimero de individuos
(n), el numero de haplotipos por poblacion (H), la diversidad haplotidica (h) y la diversidad
nucleotidica (m), incluyendo la D de Tajima, Fs de Fu y las diferencias en la suma de cuadrados

(SSD) o distribucion mistmatch.

Poblacion N H H 7 D Fs SSD
Veracruz 10 5 0.666+0.163 0.0007+0.0006 -1.6670° -2.8472°  0.0311
Yucatéan 15 5 0.561+0.143 0.0006+0.005 -1.5181" -2.6765  0.0170"
Ambas 25 10 0.796x0.064 0.0020+0.0013 -0.8057 -3.260 0.0337"

*P<0.05,** P<0.01, ***P<0.001
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a) b)

c) d)

Figura 10. Modelos de nicho ecolégico. a) Condiciones actuales, los puntos negros representan a
las localidades donde se ha registrado a Doricha eliza en Veracruz y Yucatan, b) Prediccién
Ultimo Interglaciar, ¢) Prediccion Ultimo Glaciar Méaximo (CCSM), d) Prediccion Ultimo
Glaciar Maximo (MIRQOC).
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