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Resumen

Los procesos historicos tales como los cambios climaticos ocurridos durante el Pleistoceno y
la presencia de barreras geograficas han tenido influencia sobre los patrones de variacion y
estructuracion genética de las especies. Evidencia palinologica y fitogeografica en México
sugieren que en el Ultimo Méaximo Glacial (UMG), los bosques mesofilos de montafia
(BMM) tuvieron descensos altitudinales lo que posiblemente gener6 una mayor conectividad
del area de distribucion de algunas de las especies que habitan este ecosistema. En este
trabajo se utilizé a Amazilia cyanocephala, un colibri que se distribuye en el BMM desde
Tamaulipas hasta Chiapas, para evaluar si la variacion y estructura genética de sus
poblaciones fueron influidas por los cambios climaticos ocurridos durante el UMG.
Asimismo, se evaluo si la presencia de barreras geograficas localizadas a lo largo de la
distribucién de la especie ocasiona discontinuidades genéticas. Para esto se amplificaron diez
loci de microsatélites de 160 individuos de 4. cyanocephala pertenecientes a 27 localidades
distribuidas en seis regiones del BMM y se modelo el nicho ecoldgico de la especie en el
UMG y en el presente.. Los valores de Fsrestandarizadas (F'’sy) indicaron diferenciacion
genética entre la mayoria de las regiones del BMM pero los anélisis de asignacion en
STRUCTURE y las Fsr sin estandarizar sugieren la presencia de inicamente dos grupos
genéticos, uno correspondiendo al norte (nSMO), centro (¢cSMO) de la Sierra Madre Oriental
y Los Tuxtlas (TUX), y el segundo al sur de la Sierra Madre Oriental (sSSMO) pacifico
(pCHIS) y centro (cCHIS) de Chiapas. Un analisis de barreras geograficas detectd que la
cuenca del Papaloapan, la Planicie Costera del Golfo y el Istmo de Tehuantepec posiblemente
han limitado el flujo génico entre sitios de recolecta de 4. cyanocephala. Se detectd un
elevado niimero de migrantes entre las regiones del BMM, sugiriendo que la diferenciacion
genética de 4. cyanocephala ocurrid en presencia de flujo génico. Los modelos de nicho
ecoldgico detectaron expansiones del area de distribucion geografica de A. cyanocephala
durante el UMG asi como una mayor area con habitat disponible para la especie en el UMG
que en el presente. En conjunto, los analisis genéticos y los modelos proyectados del area de
distribucién de 4. cyanocephala en el UMG, sugieren que las expansiones del area geografica
de distribucion de la especie resultaron en la conexion de las distintas regiones del BMM y en

el flujo génico entre estas.



Introduccion

Los patrones contemporaneos de diversidad y estructura genética de las especies son en parte
un reflejo de procesos historicos, tales como eventos climaticos y formacion de barreras
geograficas al flujo génico (Avise 2000, Hewit 2000). En particular, los ciclos glaciales del
Pleistoceno han sido reconocidos como importantes procesos historicos a gran escala, que
han tenido influencia en los patrones demograficos y en la estructura genética de diferentes
especies (Hugall et al. 2002, Peterson et al. 2004). En la region Neartica, la vegetacion
retrocedid a bajas latitudes durante las glaciaciones y luego expandidé su distribucion hacia el
norte durante los periodos interglaciales (Hewit 1996, Hewit 2000). Sin embargo, no todas
las especies respondieron de igual forma a los eventos climaticos del Pleistoceno (Hewitt
1996, 2000, Fedorov et al. 2003, Hewit 2004, Zink 1997, Avise 2000, Ball & Avise 1992,
Mila et al. 2000, 2007). Las respuestas especificas de cada especie a estos cambios climaticos
fueron el resultado de la combinacién de la conducta, de las caracteristicas fisiologicas y
ecoldgicas de las especies, incluyendo su origen biogeografico, preferencias del habitat y
capacidades de dispersion (Stewart et al. 2010).

Los ecosistemas de las zonas montanas de México también han sido afectados por las
fluctuaciones climaticas ocurridas durante el Pleistoceno. Los bosques de pino-encino
tuvieron desplazamientos y retracciones ciclicas (Martin & Harrell 1957, Van Devender
1990, McDonald 1993). Dichos desplazamientos resultaron en expansiones del area de
distribucién de las especies de tierras altas durante los periodos glaciales y en el aislamiento
en elevaciones altas durante los interglaciares (Moreno-Letelier & Pifiero 2009). Para el
bosque mesofilo de montafia en México, existe evidencia de que la distribucion actual de las
especies que conforman dicho ecosistema ha sido afectada por los cambios climaticos del
Pleistoceno. Durante el Pleistoceno las especies del bosque meso6filo de montaia tuvieron
expansiones de su distribucion, descendiendo a menores elevaciones (700-1000 m) durante el
periodo glacial tardio (Lozano-Garcia 1989, Piperno et al. 2007). Simulaciones del modelo
climatico global del Ultimo Méximo Glacial (UMG) sugieren un desplazamiento de los
bosques montanos hacia partes mas bajas, lo cual concuerda con datos palinologicos para
Mesoamérica (Lozano-Garcia 1989, Graham 1999, Piperno et al. 2007).

Diversos estudios filogeograficos de especies de aves, arboles y arbustos de zonas
montanas de México han documentado que los cambios climaticos ocurridos durante el
Pleistoceno influyeron en los patrones de variacion y estructura genética de sus poblaciones.

Algunos de estos estudios han reportado estructura filogeografica limitada con expansiones
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demograficas y flujo génico durante los periodos glaciales asi como cuellos de botella y
aislamiento en 4reas de alta elevacion durante los interglaciales (Kimura et al. 2002, Moreno-
Letelier & Pifiero 2009, Cavender-Bares et al. 2011, Gonzalez-Rodriguez et al. 2004, Ornelas
et al. 2010, Gutiérrez—Rodriguez et al. 2011)

Un componente importante de las zonas montanas son las aves, las cuales han sido
utilizadas como modelo de estudio para evaluar los procesos histéricos y geograficos que han
influido en la estructuracion genética de sus poblaciones (Garcia-Moreno et al. 2004, Mila et
al. 2006, Mila et al. 2007, Mila et al. 2007a, Puebla-Olivares et al. 2008, Barrera-Guzman et
al. 2012). Algunos estudios de aves, que habitan zonas montanas en México, han encontrado
divergencia genética entre poblaciones alopatricas aisladas en distintas regiones montafiosas
(Garcia-Moreno et al 2004, McCormack et al 2008, Mila et al 2007a). Algunas de los
factores que se ha sugerido promovieron la diversificacion son la presencia de barreras
geograficas tales como areas de baja elevacion (Garcia-Moreno et al. 2004, Sanchéz-
Gonzaélez et al. 2008, Bonaccorso et al. 2008, Gonzalez et al. 2011), oscilaciones climaticas
del Pleistoceno y en consecuencia cambios en la distribucion del habitat (Mila et al. 2007a,
Barber & Klicka 2010, Manthey et al. 2011). Algunos estudios en aves, en los que se evaluan
el efecto de los procesos histéricos demograficos y geograficos en la distribucion de la
variacion genética han empleado como marcadores moleculares distintos fragmentos de ADN
mitocondrial y microsatélites (Barr et al. 2008, Brito 2007, McCormack & Smith 2008, Zink

et al. 2010, Gonzalez et al. 2011). Otras investigaciones han utilizado dichos marcadores

moleculares, en combinacion con el modelado de nicho de las especies, para relacionar la
distribucién pasada con los patrones filogeograficos, permitiendo de esta forma identificar
refugios y barreras geograficas que pudieron haber influido en sus patrones de dispersion y
de estructura genética (Zink & Barrowclough 2008, Joseph & Omland 2009, McCormack et
al. 2008). Algunos de estos estudios han indicado expansiones poblacionales durante el UMG
(Klicka et al. 2011, Bryson et al. 2011), migraciones hacia latitudes mas bajas (Gugger et al.
2011) y estabilidad del 4rea de distribucion durante el UMG comparada con el presente
(Smith et al. 2011). Otros estudios han revelado expansiones postglaciales del area de
distribucion (McCormack et al. 2008, McKay et al. 2010, Ruegg et al. 2006, Pulgarin & Burg
2012). En conjunto, estos estudios indican que los cambios climaticos ocurridos en el
Pleistoceno pueden influir de diferente forma a las poblaciones de las especies lo cual se

refleja en sus patrones genéticos (Taberlet et al. 1998, Hewit 2000).
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Ademas de los factores histérico-climaticos, la composicion del paisaje también
puede moldear la diversidad y la estructura genética de las poblaciones. En este sentido,
algunos estudios han sugerido que la presencia de carreteras, cordilleras montafiosas y
cuerpos de agua actlian como barreras que impiden el flujo génico entre poblaciones (Riley et
al. 2006, Antolin et al. 2006, Funk et al. 2005). Estudios en aves han demostrado el efecto de
barreras geograficas, tales como altas montafias, sistemas riverefios y valles, en la
estructuracion genética de las poblaciones y flujo génico entre poblaciones de diferentes
especies (Segelbacher & Storch 2002, Piertney et al. 1998). Asimismo, modificaciones
recientes del paisaje, como es la fragmentacion (i.e., deforestacion y el uso de cambio de
suelo) pueden influenciar los patrones de estructuracion genética; esto debido a la reduccion
en la conectividad de las poblaciones el flujo de genes puede disminuir y la diferenciacion
genética aumentar (Giles & Goudet 1997). La magnitud del efecto de la presencia de barreras
geograficas y de la fragmentacion del habitat depende en gran medida de la capacidad de
dispersion de las especies (Lindsay et al. 2008, Alcalde et al. 2009, Barr et al. 2008,
Braunisch et al. 2010, Caizergues et al. 2003) asi como de la accidon de fuerzas evolutivas
tales como seleccion natural, seleccion sexual y deriva génica sobre las poblaciones (Coyne
& Orr 2004). El aislamiento fisico de las poblaciones debido a la presencia de una barrera y
con cero flujo génico, incrementa la divergencia genética como resultado de la adaptacion a
condiciones ambientales diferentes y de deriva génica (Coyne & Orr 2004). Aun si las
barreras geograficas son permeables y si el nivel de flujo génico entre las poblaciones es alta,
la accion de la seleccion puede ser suficientemente fuerte para promover diferenciacion
genética (Nossil 2008) como se ha demostrado en diferentes estudios empiricos (e.g., Kotlik
et al. 2008, Niemiller et al. 2008, Mila et al 2009).

Uno de los ecosistemas que ha sido histéricamente fragmentado de manera natural y
recientemente por el hombre es el bosque mesofilo de montafia (BMM). Estudios
biogeograficos han indicado que el BMM ha sido histéricamente afectado por cambios
climaticos y geoldgicos que generaron eventos de aislamiento y provocaron su fragmentacion
(Luna et al. 1999). Recientemente el BMM ha sufrido deforestacion antropogénica severa
(Martinez-Morales 2004). A pesar de esto, el BMM es uno de los ecosistemas que mas
contribuye a la diversidad bioldgica del pais y provee de importantes servicios ecoldgicos
(Martinez-Morales 2004). El BMM mexicano esta conformado por parches aislados que
albergan un gran nimero de especies endémicas y en peligro de extincion (Pedraza &
Williams-Linera 2003). Se distribuye en forma disyunta a lo largo de la Sierra Madre

Oriental (SMO), desde el sur de Tamaulipas y San Luis Potosi hasta Oaxaca en la Sierra
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Madre del Sur (SMS), Sierra de los Tuxtlas (TUX) y en las Sierras del Centro (cCHIS) y
Pacifico (pCHIS) de Chiapas. Se ha sugerido que cada una de las sierras (SMS, TUX, cCHIS
y pCHIS) se encuentra en una provincia morfotectonica diferente y que ademas la SMO esta
conformada por tres regiones morfotectonicas distintas (norte, centro y sur) (Ferrusquia-
Villafranca 1993). Las diferentes provincias morfotectonicas difieren en su geologia y
fisiografia (Ferrusquia-Villafranca 1993) ocasionando que las propiedades edaficas de las
regiones sean especificas, lo cual puede influir en la composicion floristica de cada provincia
morfotectonica (Escalante et al. 1993, Higgins et al. 2011). Las diferencias en la composicion
floristica de los bosques aunado con la presencia de areas de baja elevacion pueden constituir
barreras ecologicas para las aves asociadas al BMM, limitando la migracion de individuos
entre las regiones morfotectonicas (Garcia-Moreno et al. 2004, Sdnchez-Gonzales &
Navarro-Sigiienza 2009, Puebla-Olivares et al. 2008)

Un ave que habita el BMM es el colibri Amazilia cyanocephala, sus poblaciones se
encuentran a una altitud que va de los 500 a los 2500 m (Johnsgard 1997, Del Hoyo et al.
1999). En México se distribuye de forma disyunta a lo largo de la Sierra Madre Oriental,
Sierra de los Tuxtlas y Sierra de Chiapas; y en Centro América desde Guatemala hasta el
Norte de Nicaragua. Se ha reportado que A. cyanocephala es residente en la temporada de
reproduccion (Ornelas et al. 2010) y se sospecha que realiza movimientos altitudinales y que
deambula del BMM al bosque tropical en la temporada no reproductiva (Del Hoyo et al.
1999). A. cyanocephala mide entre 5.5 y 6 cm., se alimenta del néctar de epifitas, de arbustos
y de algunos arboles (Johnsgard 1997, Ornelas et al. 2004). La época reproductiva en México
comprende de febrero a agosto, durante la cual A. cyanocephala tiene una sola puesta de dos
huevos (Ornelas 2010). Las caracteristicas de este colibri y su asociacion con el BMM lo
hacen un sistema ideal para estudiar el efecto de los cambios climaticos del Pleistoceno y de
las barreras geograficas tuvieron sobre la variacion y estructura genética de sus poblaciones.

Los resultados de un estudio filogeografico reciente en A. cyanocephala con ADN
mitocondrial indicaron que las poblaciones de la Sierra Madre Oriental y las de la Sierra de
Chiapas son genéticamente distintas, formando dos grupos genéticos. Se estimé que los
grupos genéticos divergieron en presencia de flujo génico hace 49,300-78,800 afios
sugiriendo que los cambios climaticos ocurridos durante el Pleistoceno tuvieron un efecto
importante en la estructura genética de A. cyanocephala. Los resultados de dicho estudio
indican que los grupos genéticos separados por el Istmo de Tehuantepec son también
morfoldgica y ambientalmente diferentes sugiriendo que la seleccion natural ha sido

suficiente para contrarrestar los efectos del flujo génico (Rodriguez-Goémez et al. sometido).
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Sin embargo, no se encontrd diferenciacion genética entre las localidades que se encuentran
en las dos sierras de Chiapas ni entre aquellas ubicadas a lo largo de la Sierra Madre Oriental
y se detectaron expansiones poblacionales en los dos grupos genéticos después del UMG.
Los autores sugieren que esto puede deberse a que las localidades ubicadas en ambos lados
del Istmo, estuvieron en contacto como resultado de la migracion a tierras bajas de la especie
durante las oscilaciones climéaticas del Pleistoceno, facilitindose asi el intercambio genético
(Rodriguez-Gomez et al. sometido).

El presente estudio tiene como principal objetivo evaluar la diversidad y estructura
genética de las localidades mexicanas de Amazilia cyanocephala utilizando microsatélites, asi
como modelar su distribucion potencial pasada (UMG) y actual de la especie. El uso de
marcadores moleculares hipervariables podria proporcionar la resolucion necesaria para
detectar diferenciacion genética entre las localidades de A. cyanocephala a diferentes escalas.
Ademas, la modelacion del nicho pasada y actual de la especie en conjunto con los datos
genéticos puede proporcionar informacion sobre el efecto que los cambios climaticos del
UMG y que la fragmentacion mas reciente del habitat han tenido en los patrones de
estructuracion y flujo génico de la especie.

En particular, se han planteado las siguientes preguntas: (i);Cuales son los niveles de
diversidad y estructura genética de Amazilia cyanocephala? (i1);Como son los modelos de
distribucion potencial en el UMG y en el presente de A. cyanocephala? (ii1);Cémo se
relaciona la distribucidn potencial de A. cyanocephala en el UMG con sus patrones de
variacion genética y estructura poblacional? (iv) ;Existen barreras geograficas a lo largo de la
distribucién de 4. cyanocephala que hayan ocasionado discontinuidades genéticas entre sus
poblaciones?

Debido a que se ha reportado que 4. cyanocephala es una especie residente/sedentaria
que habita en los BMM, cuya distribucion en diferentes provincias morfotectonicas es
discontinua, se espera que el flujo génico sea restringido entre las areas del BMM y por lo
tanto que las localidades que se encuentran en diferentes provincias morfotectonicas estén
genéticamente diferenciadas. Ademads, se espera que las oscilaciones climaticas durante el
Pleistoceno hayan tenido un efecto sobre la distribucion de la variacidon y estructura genética
de 4. cyanocephala, por lo que se espera encontrar una co-relacion entre los patrones
genéticos de los microsatélites y los patrones de distribucion geografica a través del

modelado de su nicho.
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Métodos
Genética de poblaciones

Obtencion de muestras

Se utilizaron muestras de plumas, tejido y piel de un total de 160 individuos de 4.
cyanocephala. La mayoria de las plumas utilizadas (de144 individuos) habian sido
previamente recolectadas y otras (de 7 individuos) se recolectaron para este estudio. Las
muestras se obtuvieron capturando individuos de A. cyanocephala con redes de niebla (de 6 6
12 m de largo por 3m de alto), a los cuales se les quitaron dos plumas de la cola. Las plumas
se colocaron en bolsas de papel para transportarlas al laboratorio y almacenarlas a -20 °C para
su posterior procesamiento genético. Las muestras de tejido (6) y de piel (10) fueron donadas
por el Museo de Zoologia de la UNAM y por la Coleccion Nacional de Aves del Instituto de
Biologia de la UNAM, respectivamente.

Las muestras provienen de un total de 27 sitios del BMM pertenecientes a diferentes
provincias morfotectonicas de México (Ferrusquia-Villafranca 1993; Tabla 1, Fig. 1). De la
Sierra Madre Oriental (SMO) se obtuvieron muestras de 21 sitios: siete localizados en la
parte norte de la Sierra Madre Oriental (nSMO), en los estados de Tamaulipas, San Luis
Potosi e Hidalgo; 12 en el centro de la Sierra Madre Oriental (cSMO), en los estados de
Puebla y Veracruz; y dos en el sur de la Sierra Madre Oriental (sSMO), en el estado de
Oaxaca. De Los Tuxtlas (TUX) se obtuvieron muestras de una localidad de la Sierra de Santa
Marta; y de las Sierras del Pacifico (pCHIS) y del centro (cCHIS) de Chiapas de dos y tres

localidades, respectivamente.
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Tabla 1. Numero total de individuos (N) de A. cyanocephala recolectados indicando la localidad, estado y region del bosque mesoéfilo de

montafa asi como la ubicacioén geografica y altitud de las localidades.

No. de . , .. ., ) ) .
Localidad Localidad Estado Codigo Region N Latitud Longitud  Altitud
1 Alta Cima Tamaulipas ATC nSMO 5 23°03’ 99° 12’ 943
2 La Soledad San Luis SOL nSMO 7 21° 28 99°1’ 1151
Potosi
3 Picuatla Hidalgo PI nSMO 1 20° 56’ 98° 32’ 1155
4 Oxpantla Hidalgo OXP nSMO 2 20° 40’ 98° 3%’ 1697
5 San Bartolo Hidalgo SBT nSMO 1 20021° 98 13> 1155
Tutotepec

6 Tenango de Doria Hidalgo TED nSMO 2 20° 26’ 98° 13’ 1134
7 Ixmiquilpan Hidalgo IXM nSMO 5 20° 377 98°5%’ 1747
8 Lagunillas Puebla LAG cSMO 17 20° 13’ 97° 57’ 1500
9 Cuetzalan Puebla CUET cSMO 8 19° 59’ 97° 30’ 1319
10 Huitzilan Puebla HUIT cSMO 6 19° 57’ 97° 471’ 1487
11 Riscal Veracruz RIS cSMO 8 19° 28’ 96° 59’ 1586
12 Orduiia Veracruz ORD cSMO 3 19° 27’ 96° 56’ 1349
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13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

Coapexpan
Clavijero
Pitaya
Macuiltepetl
Coatepec

La Mancha
Huatusco

Sierra Santa Martha

San Martin
Caballero

La Esperanza
Cerro Baul
Salvador Urbina
Pueblo Nuevo
Jitotol

Montebello

Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Chiapas
Chiapas
Chiapas

Chiapas

COAP

INE

PIT

MAC

COAT

CABU

HUAT

SSM

SMC

ESP

CB

SU

PN

JIT

MB

cSMO
cSMO
cSMO
cSMO
cSMO
cSMO
cSMO
TUX

sSMO
sSMO
pCHIS
pCHIS
cCHIS
cCHIS

cCHIS

12

11

10

12

19°31°

19°30°

19°30°

19°32°

19°27

19° 36

19°11

18° 16’

18° 06’

17°39°

16°30°

15° 45

17° 08’

17° 08’

16°07°

96° 58’

96° 56’

96° 57

96° 55°

96° 57

96° 22

96° 58’

94° 50°

96° 38’

96° 20°

94° 11’

92° 49

92° 53’

92°52°

91°43°

1392

1392

1341

1481

1190

650

1418

628

1930

1379

1137

908

1639

1642

1422
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Figura 1. Sitios de recolecta de A. cyanocephala a lo largo de su distribucion geografica. Los nimeros corresponden a las localidades y las lineas

punteadas a las regiones del bosque mesofilo de montana de acuerdo a Ferrusquia-Villafranca (1993). Referirse a la Tabla 1 para los codigos.
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Obtencion de datos moleculares

El ADN de las plumas de los individuos recolectados fue extraido del calamo de las plumas
asi como de piel siguiendo el protocolo modificado (Mundy et al. 1997) del kit de extraccion
de tejidos DNeasy (Qiagen, Inc). Por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR,
por sus siglas en inglés) y el kit de PCR Multiplex (QIAGEN, Inc) se amplificaron 10 loci de
microsatélites previamente aislados y caracterizados en 4. cyanocephala (Gutiérrez-
Rodriguez et al. en prep). Las amplificaciones se realizaron combinando los 10 loci de
microsatélites en un total de 4 mezclas de la siguiente forma: M1(A1-1-6, A2-1-2), M2(A2-5-
3, A1-4-1, A1-3-5, A1-13-8) M3(A2-5-1, A2-4-6) y M4(A1-10-9, A2-3-3). Las reacciones se
realizaron en una termocicladora Venti 3550 (Applied Biosystems) bajo las siguientes
condiciones: 15 min a 95°C, 38 ciclos de 30 seg a 95°C, 30 seg a 50°C-62°C (dependiendo
de la mezcla), 1:30 min a 72°C, una extension final de 30 min a 60°C y 10 min a 4°C. Los
productos de las reacciones de PCR se visualizaron en un secuenciador automatizado ABI
310 (Applied Biosystem). El tamaio de los alelos se determino usando el estdndar de tamafio
conocido GeneScan Liz 600 (Applied Biosystems) en el programa GeneMapper 3.2 (Applied

Biosystems).

Analisis de datos

Variacion genética vy equilibrio de Hardy-Weinberg

Se estimo la variacion genética calculando el nimero promedio de alelos combinando todos
los loci por localidad y por region del bosque mesoéfilo en el programa FSTAT 9.3 (Goudet
2001). La riqueza alélica [RA(g)] y la riqueza de alelos privados [RAP(g)] se calcularon con
el método de rarefaccion usando el programa HP-RARE (Kalinowski 2005) utilizando un
nimero minimo de 2 alelos (g). La rarefaccion es un método que estima el nimero de alelos
esperados en una poblacion de un tamafio especificado. Esta técnica compensa por tamafios
de muestras diferentes. Ademas se calcul6 la heterocigosidad esperada y observada para cada
localidad combinando todos los loci y para cada una de las localidades por locus en el
programa ARLEQUIN 3.1 (Excoffier et al. 2005)

En FSTAT (Goudet 1995) se calculd f, un estimador de la Fjs(endogamia dentro de
las poblaciones; Weir & Cockerman, 1984) la cual mide el déficit o exceso de heterocigotos
dentro de las poblaciones con relacion con lo que se esperaria si la poblacion estuviese en
equilibrio Hardy-Weinberg. La Fispuede adquirir valores entre -1 y 1, en donde valores

mayores de cero indican deficiencias de heterocigotos mientras que valores menores de cero
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indican exceso de heterocigotos. Se calcularon las Fs para cada localidad, combinando todos
los loci y para cada una de las localidades por locus. Las poblaciones en las que se
encontraron desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg se analizaron en MICRO-
CHECKER (Van Oosterhout et al. 2004) para determinar si dichas desviaciones se debian a
errores de genotipificacion, dominancia de alelos pequetios o alelos nulos. En los casos en los
que se detectaron alelos nulos se calcularon las frecuencias de los mismos con el método de
Brookfield 1 (Brookfield et al. 1996). La independencia de los loci de microsatélites fue
evaluada mediante pruebas de desequilibrio de ligamiento en FSTAT 2.9.3. Se realizo6
correcciones de Bonferroni para todos los casos en los que se hicieron comparaciones

mltiples (Rice 1989).

Estructura genética poblacional

Se realizaron diversas pruebas para evaluar la diferenciacion genética entre las diferentes
agrupaciones de los sitios de recolecta para ello se calcularon los estimadores de Weir &
Cockerman (0, F) correspondientes a los estadisticos de F' de Wright (1978) Fsry Fir en el
programa FSTAT 2.9.3 (Goudet 2001). Los analisis se realizaron por locus y combinando
todos los loci, para cada localidad, agrupando a las localidades por regién del BMM y por
grupo genético (ver resultados). La Fsy mide la divergencia en las frecuencias alélicas entre
poblaciones y la Fjr la endogamia total de las poblaciones. A partir de ahora se referira a los
estadisticos 0 y F' como Fsry Firrespectivamente. La significancia de los estimadores se
determino usando el método de re-muestreo “bootstrap” con 1000 permutaciones. También
se realizaron comparaciones de Fsrpareadas (no estandarizadas) entre sitios de colecta y
entre regiones del BMM, ajustando los resultados para comparaciones multiples con la
correccion de Bonferroni. Debido a que los valores de Fsr son influenciados por los niveles
de variabilidad genética adicionalmente a las Fs7 no estandarizadas, se uso el programa
RECODEDATA 0.1 (Meirmans 2006) para obtener una matriz de datos que permitiera
estimar el valor maximo posible de Fsr, para asi escalar los valor de Fisya este maximo valor
de Fs7, como lo recomienda Hedrick (2005). Dicho valor estandarizado de Fsr se conoce
como F’sry permite hacer comparaciones entre loci con diferentes niveles de variacion y con
distintos tamafos efectivos poblacionales ademas de corregir por los altos niveles de
variacion dentro de las poblaciones (Hedrick 2005). Se realizaron comparaciones de F'sr
pareadas entre sitios de colecta y entre regiones del BMM vy los resultados fueron ajustados

para comparaciones multiples mediante la correccion de Bonferroni.
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Con el fin de explorar los patrones geograficos de diferenciacion genética se realizo
un analisis de asignacion en el programa STRUCTURE (Pritchard et al. 2000), que se basa en
el método Bayesiano para inferir el nimero mas probable de grupos genéticos (K) al que
pertenecen los individuos (Pritchard et al. 2000). STRUCTURE se corri6 sin informacion
sobre las localidades bajo el modelo de “admixture” con frecuencias alélicas correlacionadas.
Este mismo analisis se realizé utilizando el modelo “LOCPRIOR”, el cual utiliza la
informacion de las localidades en donde fueron recolectados los individuos, para ayudar en la
deteccion de estructura genética cuando la sefial es débil y no es detectada por los modelos
estandares (Hubisz et al. 2009). Los datos también fueron analizados en STRUCTURE
agrupando a las localidades por region del BMM usando el modelo de “LOCPRIOR”. Estos
dos andlisis se hicieron bajo el modelo de “admixture” con frecuencias alélicas
correlacionadas. Para explorar la presencia de subgrupos dentro de cada uno de los grupos
genéticos encontrados en los analisis anteriores, se realizaron analisis por separado en
STRUCTURE, de cada uno de los grupos genéticos encontrados como se sugiere para datos
con sefial débil (Pritchard et al. 2010). Todos los analisis arriba descritos se realizaron con 10
corridas independientes para cada K (de K=1 a K=8) con un “burn-in” (punto de comienzo)
de 500,000 y un niimero de réplicas de las cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC)
después del burn-in de 1,000,000. Con el fin de determinar el valor de K mas probable se
promedio el logaritmo de las verosimilitudes de las diferentes corridas para cada K'y se
calculo el estadistico AK (Evano et al. 2005) para los analisis arriba descritos.

La estructura genética de 4. cyanocephala también se evalud por medio de cinco
analisis de varianza molecular (AMOV As) (Excoffier et al 1992) calculadas en ARLEQUIN
3.1 con un total de 16,000 permutaciones. La AMOVA permite determinar como se
distribuye la variacion genética entre y dentro de las poblaciones. La primera AMOVA fue
realizada sin definir grupos a priori, en la segunda se definieron seis grupos correspondientes
a las regiones del BMM (nSMO, ¢SMO, sSMO, TUX, pCHIS, cCHIS). En la tercera se
definieron dos grupos genéticos y en la cuarta dos grupos genéticos y uno mezclado, con base
a los resultados del analisis de asignacion (ver resultados). En la quinta AMOVA, los grupos
fueron definidos con base en los dos filogrupos (este y oeste del Istmo de Tehuantepec)
detectados en un estudio previo de la especie en el que se us6 ADN mitocondrial (Rodriguez-
Gomez et al. sometido).

Las relaciones genéticas entre las localidades de A. cyanocephala se representaron

graficamente mediante un dendograma sin enraizar calculado con el método de Neighbor-
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Joining y usando la distancia genética de Cavalli-Sforza y Edwards (1967) en el programa

MEGA4 (Tamura et al. 2007).

Flujo génico y barreras geograficas

Se calcul6 la tasa efectiva de migracion (N,,) entre las localidades en el programa MIGRATE
3.0 (Beerli & Felsenstein 2001), el cual se basa en coalescencia. La N,, se estimo bajo un
modelo de migracion completa que permite la migracion entre cualquier par de poblaciones
como se supone en el modelo clasico de migracion de isla (Beerli & Felsenstein 2001). La
primera genealogia se realiz6 con un arbol al azar, la tasa de migracion (M) y theta inicial
fueron obtenidas a partir de los calculos de las Fs7. Se corrieron diez cadenas cortas (30, 000
genealogias) y tres cadenas largas después de un burn-in de 20,000 genealogias.

En poblaciones continuas, se espera que la dispersion esté restringida entre
localidades aledafias, como resultado de un patron de aislamiento por distancia (IBD, por sus
siglas en inglés) (Wright 1943). Para determinar si las localidades de 4. cyanocephala se
ajustan a un patrén de aislamiento por distancia se realizd una prueba de Mantel en el
programa IBDWS 3. 16 (Jensen et al. 2005) con 30, 000 permutaciones para comparar las
distancias genéticas con las geograficas. Como distancias genéticas se utilizaron los valores
de Fsrlinearizados ( Fsr/1-Fsr) y las distancias geograficas se calcularon a partir de las
coordenadas de cada uno de los sitios de colecta. El aislamiento por distancia resulta de la
relacion entre distancias genéticas y geograficas pero dicho patrén puede ser confundido con
vicarianza ya que la dispersion de los puntos de la regresion es generalmente muy grande
(Bossart & Prowell 1998, Bohonak 2002). Para distinguir entre estas dos posibilidades (IBD
vs vicarianza), Bossart & Prowell (1998) recomiendan realizar el analisis en conjunto y por
separado los efectos de las poblaciones en la correlacion de la distancia genética y geografica
para asi evaluar si ciertas poblaciones o grupos de poblaciones son responsables de la
autocorrelacion espacial. Correlaciones significativas asociadas a ciertas poblaciones o
grupos de poblaciones sugieren que vicarianza es la explicacion mas viable. Por lo tanto se
realizaron pruebas de Mantel adicionales cada una incluyendo Uinicamente a las localidades
que conformaron cada grupo genético detectado en STRUCTURE (ver resultados) como se
describe arriba.

La posible existencia de barreras geograficas se evaluo6 en el programa BARRIER 2.2
(Manni et al. 2004), el cual detecta restricciones al flujo génico entre localidades. BARRIER

conecta localidades basandose en las coordenadas geograficas de las mismas mediante
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triangulaciones de Delaunay. A partir de una matriz de distancias genéticas entre pares de
poblaciones, el programa indica las barreras en un mapa identificando los bordes de los
poligonos en donde dichas distancias son las mayores. Como distancia genética se utilizo una
matriz linearizada de Fsy de Slatkin (Slatkin 1995). La confidencia estadistica de cada barrera
se obtuvo calculando 100 réplicas de la matriz de distancias mediante el re-muestreo de las

frecuencias alélicas dentro de las poblaciones .

Expansion demogrdfica

Se evalud la posibilidad de cambios demograficos en las localidades, regiones del BMM y
grupos genéticos detectados por STRUCTURE (ver resultados) de A. cyanocephala
mediante las pruebas k (varianza dentro de un locus) y g (varianza entre loci) desarrollados
por Reich & Goldstein (1998) y Reich et al. (1999) implementados en el programa KGTEST
(Bilgin 2007).

Modelado del nicho ecoldgico actual y pasado

Para hacer el modelo de distribucién actual de A. cyanocephala se utilizaron 19 variables
climaticas de temperatura y precipitacion (BIO 1-19) obtenidas de la base de datos de

WordClim (http://worldclim.org/download, Hijamans et al. 2005) con una resolucién espacial

de 30 seg (c.1 km?) (Hijmans et al. 2005). Estas variables estan basadas en valores
interpolados de temperatura y precipitacion a partir de datos de estaciones climaticas
alrededor del mundo y que comprenden el periodo entre 1950 y 2000 (Hijmans et al. 2005).
Se utilizaron 95 registros de ocurrencia de A. cyanocephala obtenidos de la GBIF
(Global Biodiversity Information Facility http://data.gbif.org/species/browse/taxon/), junto
con los registros de las localidades donde se recolectaron las muestras utilizadas en los
analisis genéticos (n=27). Se realizaron correlaciones en el programa PAST 2.12 (Hammer
2011) para eliminar las variables bioclimaticas correlacionadas. Para la reconstruccion de la
distribucién pasada durante el UMG se utilizaron las mismas variables bioclimaticas con una
resolucion de 30 seg y los modelos de circulacion: MIROC (Model for Interdisciplinary
Research on Climate) (Hasumi & Emori 2004) y CCSM (Community Climate System
Model) (Collins et al 2006) para su simulacion. Para el desarrollo de los modelos de
distribucién potencial actual y pasada se utiliz6 el algoritmo MAXENT (Phillips et al. 2006).
Se designo el 75 % y 25% de las muestras para entrenamiento y prueba del modelo,
respectivamente. La calidad de los modelos se evalu6 usando el area bajo la curva (AUC, por

sus siglas en inglés) de la ROC parcial. En este andlisis se considera inicamente la
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proporcion de errores de omision minima tolerada (0.05) (Peterson et al. 2008, Barve 2008).
Valores de AUC mayores a 1 indican que los modelos discriminaron entre las presencias y
ausencias. Las distribuciones resultantes fueron proyectadas en el programa Arc View 3.2
(ESRI 1999).

El 4rea de distribucion geografica potencial de A. cyanocephala para cada modelo
(actual, MIROC y CCSM) se cuantifico con el programa Arc View 3.2 con cada pixel
representando aproximadamente 1 km? (Tabla 7). Para comparar el rea de distribucion
actual y pasados, se sobreposicionaron el modelo actual con la proyeccion bajo el modelo del

UMG del escenario CCSM vy del escenario MIROC.

Resultados
Genética de poblaciones

Variacion genética y equilibrio de Hardy-Weinberg

Los indices de diversidad genética por localidad, combinando todos los loci se indican en la
Tabla 2. EI nimero promedio de alelos (Npa) vario entre 0.8 y 5.5 en las localidades de San
Bartolo Tutotepec (nSMO) y Pueblo Nuevo (¢cSMO) respectivamente. Los sitios de recolecta
con mayor riqueza alélica RA (2) fueron Montebello (pCHIS) y Cerro Batl (cCHIS),
mientras que Alta Cima (nSMO) y La Mancha (cSMO) contaron con la menor riqueza
alélica. Al agrupar las localidades por region del BMM, la mayor riqueza alélica la
presentaron el Pacifico (pCHIS) y centro de Chiapas (cCHIS), mientras que el norte (nSMO)
y el centro (cSMO) de la Sierra Madre Oriental fueron las regiones con menor riqueza
alélica. La riqueza de alelos privados RAP(2) fue de cero para tres localidades del nSMO
(Soledad, Oxpantla, San Bartolo Tutotepec) y cinco del centro de la SMO (Orduiia, La
Mancha, Coatepec, Huitzilan y Lagunillas). La mayor riqueza de alelos privados la presentd
Montebello (cCHIS). Las regiones del norte y centro de la SMO fueron las que presentaron la
menor riqueza de alelos privados y la del sur de la SMO la que mayor riqueza de alelos
privados tuvo. El grupo genético 1 (norte y centro de la SMO y Los Tuxtlas) tuvo menor
riqueza alélica y riqueza de alelos privados que el grupo genético 2 (sur de la SMO, Pacifico
y Centro de Chiapas). En resumen, los valores de mayor riqueza alélica y riqueza de alelos
privados se encontraron en las localidades ubicadas en el Centro (cCHIS) y Pacifico de
Chiapas (pCHIS) y el grupo genético formado por el sSSMO, pCHIS y cCHIS.

El célculo del equilibrio de Hardy-Weinberg para cada sitio de muestreo por cada

locus indico que 13 de las localidades estuvieron en desequilibrio debido a una deficiencia de
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heterocigotos en al menos un locus (Apéndice: Tabla 8). Para ninguna de las localidades se
detectaron desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg en més de cuatro loci, siendo las
localidades de Montebello y Jitotol las que mas loci en desequilibrio Hardy-Weinberg
presentaron (Apéndice: Tabla 8). Algunos loci (A2-5-3, A1-4-1, A2-3-3) estuvieron en
equilibrio Hardy-Weinberg en todas las localidades y ninguno de los loci estuvo desviado del
equilibrio de Hardy-Weinberg en todas los sitios de recolecta, siendo el locus A1-1-6 el que
mas desviaciones presenté (Apéndice: Tabla 8). Unicamente la localidad de Montebello
present6 valores de Fis positivos y significativamente diferente de cero para un locus
(Apéndice: Tabla 9).

En el analisis por localidad combinando todos los loci, se detectaron desviaciones del
equilibrio Hardy-Weinberg, debido a una deficiencia de heterocigotos en las localidades de
Clavijero, Lagunillas, Salvador Urbina, Montebello y Jitotol (Tabla 2). Los valores de Fis
fueron positivos y significativamente diferentes de cero después de la correccion de
Bonferroni para dichas poblaciones. El anélisis de MICRO-CHECKER encontr6 que las
heterocigosidades observadas (Hp) y esperadas Hg fueron significativamente diferentes,
sugiriendo la presencia de alelos nulos para el locus A1-1-6 en Clavijero y Montebello; el
A1-13-8 en Jitotol; el A2-4-6 en Clavijero, Jitotol, Lagunillas y Montebello, el A1-10-9 en
Lagunillas, Jitotol, Salvador Urbina y Montebello y el A2-1-2 en Jitotol. Los intervalos de las
frecuencias de alelos nulos encontrados fueron de 0.17 a 0. 25 para el locus A1-1-6; de 0.15 a
0.22 para el A2-4-6; de 0.13 2 0.19 para el A1-10-19; de 0.28 para el locus A2-1-2 y de 0.18
para el locus A1-13-8. No se encontraron errores de genotipificacion o dominancia de alelos
pequenos.

La prueba de desequilibrio de ligamiento de los loci por poblacién, no fue
significativa para ninguna de las comparaciones después de la correcién de Bonferroni (P <

0.00004), sugiriendo que todos los loci son independientes.

Estructura genética poblacional

Los estimadores de diferenciacion genética (Fsry Fir) indicaron diferencias en las
frecuencias alélicas entre localidades, regiones del BMM y grupo genético obtenido en
STRUCTURE (ver resultados) para diferentes loci (Tabla 3). El analisis agrupando a las
localidades por grupo genético obtenido en STRUCTURE, tuvo el mayor numero de loci con
valores de Fsr positivos y significativamente diferentes de cero, mientras que el mayor
numero de loci con valores de Fis significativos, fue el mismo para las diferentes

agrupaciones. Los valores de las Fsry las Fis al combinar todos los loci, fueron positivos y
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significativos para las localidades, regiones del BMM y grupo genético, indicando
diferenciacion genética y deficiencias de heterocigotos respectivamente. El valor mas alto de
Fsral combinar todos los loci, fue en el que se agruparon a las localidades por grupo genético
obtenido en STRUCTURE (Fsr=0.041) y el de la Fis fue al agrupar por region del BMM y
por grupo genético obtenido en STRUCTURE (F15=0.26). La endogamia total (¥77) también
fue positiva y significativamente diferente de cero para las localidades, regiones y grupos
genéticos obtenido en STRUCTURE para varios de los loci y al combinar todos los loci
(Tabla 3).

Tanto el valor de diferenciacidon genética para todas las localidades de A.
cyanocephala (Fst=0.031, P <0.001) como el valor estandarizado de diferenciacion
genética (F’sr= 0.439, P <0.001) fueron significativos, indicando estructura genética. De un
total de 378 comparaciones de las Fsr pareadas entre localidades, unicamente 30 resultaron
significativas (P < 0.05, datos no mostrados) y ninguna de las comparaciones siguieron
siendo significativas después de la correccion de Bonferroni (P < 0.00014, datos no
mostrados). Por otro lado, 105 de las comparaciones de las F’sr pareadas entre localidades
resultaron significativas (P < 0.05, datos no mostrados) antes de la correcion de Bonferroni y
cinco después de la correccion (P < 0.00014, datos no mostrados).

La mayoria de las comparaciones que resultaron significativas, fueron entre
localidades del norte y centro de la Sierra Madre Oriental con las de Chiapas. Es importante
hacer notar que para un gran nimero de comparaciones (140) tanto de Fsr como F’sr no se
pudo calcular la significancia debido al tamafio de muestra. Los valores de Fsr pareadas entre
regiones, indicaron diferenciacion genética significativa para cinco comparaciones antes de la
correccion de Bonferroni y para cuatro después de la correccion (Tabla 4). Los valores de las
F’srpareadas fueron significativas para 10 comparaciones y solo siete fueron significativas
después de la correccion de Bonferroni (Tabla 4).

Debido al tamafio de muestra de Los Tuxtlas, no fue posible calcular la significancia de las
comparaciones de esta region con el resto; sin embargo, los valores de las Fsry F’sr fueron

altos para la mayoria de las comparaciones de ésta region.
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Tabla 2. Localidad, nimero de individuos analizados (Nj), nimero promedio de alelos (Npa), riqueza alélica RA y riqueza de alelos privados
RAP (con un tamafio de rarefaccion de 2 alelos), proporcion de heterocigotos observados (Hp) y esperados (Hg) y coeficiente de endogamia (Fis)
calculados para las localidades, regiones del bosque meso6filo de montana (BMM) y grupo genético (grupo genético 1: nSMO+cSMO+TUX,
grupo genético 2: sSSMO, cCHIS, pCHIS). En negritas se indican desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg después de la correcion de

Bonferroni (P = 0.00018). Las lineas indican que no se pudieron realizar los calculos debido al tamafio de muestra.

Localidad Ni Np4 RA (2) RAP (2) Hy Hg Frs

Alta Cima 5 2.600 1.400 0.05 0.330 0.400 0.197
Soledad 7 3.600 1.520 0.00 0.569 0.520 -0.105
Picuatla 1 1.500 - 0.12 0.500 0.500 -
Oxpantla 1 1.900 1.550 0.00 0.400 0.500 0.385
San Bartolo, Tutotepec 2 0.800 - 0.00 0.200 0.200  -------
Tenango de Doria 2 1.300 1.480 0.01 0.250 0.267 0.333
Grutas de Tolantongo 5 2.000 1.520 0.03 0.275 0.387 0.359
nSMO 23 1.957 1.500 0.03 0.361 0.396 0.234
Orduna 3 2.200 1.430 0.00 0.467 0.440 -0.077
Clavijero 12 4.700 1.560 0.03 0.437 0.561 0.230
Pitaya 3 2.700 1.580 0.02 0.533 0.580 0.086
Coapexpan 6 2.900 1.530 0.03 0.460 0.534 0.155
Riscal 8 2.820 1.580 0.03 0.541 0.584 0.080
Macuiltepetl 5 3.400 1.600 0.04 0.550 0.602 0.097
Huatusco 2 2.000 1.410 0.06 0.400 0.417 0.059
La Mancha 1 1.400 1.400 0.00 0.400 0.400 -
Coatepec 7 4.000 1.510 0.00 0.440 0.517 0.160
Cuetzalan 8 3.500 1.500 0.02 0.373 0.503 0.255
Huitzilan 6 2.900 1.430 0.00 0.317 0.431 0.288
Lagunillas 17 4.900 1.510 0.00 0.412 0.517 0.207
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¢SMO 78 2.654 1.513 0.027 0.444 0.507 0.140
Localidad N Nes  RA(2) RAP(2) Ho Hp Fis

Sierra Sta. Martha 3 1.900 1.570 0.02 0.467 0.507 0.158
TUX 3 1.900 1.570 0.31 0.467 0.507 0.158
GRUPO GENETICO 1 104 2.170 1.920 0.890 0.440 0.536 0.181
La Esperanza 1 1.100 - 0.03 0.200 0.200 -
San Martin Caballero 3 2.500 1.540 0.02 0.400 0.547 0.314
sSMO 4 1.800 1.540 0.36 0.300 0.373 0.314
Cerro Batl 6 4.100 1.610 0.06 0.525 0.616 0.161
Salvador Urbina 13 4.800 1.580 0.03 0.466 0.581 0.205
pCHIS 19 4.450 1.568 0.31 0.423 0.529 0.249
Montebello 12 5.300 1.630 0.07 0.486 0.637 0.247
Jitotol 10 4.600 1.570 0.03 0.364 0.574 0.378
Pueblo Nuevo 11 5.500 1.600 0.03 0.503 0.602 0.171
c¢CHIS 33 4.792 1.600 0.35 0.451 0.604 0.265
GRUPO GENETICO 2 56 3.680 2.050 1.010 0.455 0.602 0.247
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Tabla 3. Valores de Fis, Fsry Fir para las localidades, regiones del bosque mesoéfilo de montafia (BMM) y los dos grupos genéticos para cada

locus y combinando todos los loci. En negritas se indican los valores significativos (P< 0.001) después del “bootstrap” con 1000 permutaciones

LOCUS
Al-1-6  A2-1-2  A2-5-3  Al-4-1 Al1-3-5 Al1-13-8 A2-5-1 A2-4-6 Al1-10-9 A2-3-3 TOTAL

Localidades

Frs 0.259 0.185 0.035 -0.038 0.081 0.104 0.321 0.359 0.356 0.248 0.198
Fsr 0.009 0.026 0.029 0.078 0.01 0.045 -0.013 0.025 0.03 0.043 0.031
Fir 0.265 0.205 0.063 0.043 0.09 0.144 0.312 0.375 0.375 0.28 0.223
Region del BMM

Frs 0.259 0.176 0.067 0.001 0.072 0.13 0.259 0.372 0.359 0.251 0.206
Fsr 0.012 0.051 -0.009 0.053 0.029 0.021 0.102 0.005 0.035 0.053 0.029
Fir 0.268 0.218 0.058 0.054 0.098 0.148 0.335 0.375 0.381 0.291 0.229

Grupo genético

Fis 0.259 0.174 0.059 0.007 0.067 0.135 0.268 0.368 0.362 0.256 0.206
Fsr 0.017 0.076 0.006 0.066 0.05 0.018 0.123 0.022 0.04 0.065 0.041
Fir 0.272 0.237 0.064 0.072 0.114 0.151 0.358 0.382 0.388 0.304 0.239
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Tabla 4. Fsr (arriba de la diagonal) y F”’sr (debajo de la diagonal) pareadas entre regiones del
BMM. Los valores significativos se indican en negritas antes (P< 0.05) y con un asterisco
después (P < 0.003) de la correccion de Bonferroni. Debido al tamafio de muestra la
significancia de las comparaciones de Los Tuxtlas con el resto de las regiones no pudo

calcularse.

nSMO  ¢SMO sSMO  TUXT pCHIS cCHIS

nSMO - 0.001 0.094  0.050 0.061* 0.050*
cSMO  0.469* - 0.0231  0.023  0.046*  0.037*
sSMO 0455  0.430%* - -0.065  0.050 -0.001
TUXT 0.485 0.463 0.383 - -0.042  -0.0017

pCHIS  0.453* 0.438* 0.387  0.425 - -0.0014
cCHIS 0.437* 0.429* 0376 0.407 0.397* -

El analisis de asignacion de las localidades sin utilizar la informacion de estas, no
indico grupos genéticos distintos (datos no mostrados). Sin embargo, en el analisis en el que
se utilizo la informacion de las localidades (modelo “LOCPRIOR”), el numero de grupos
mas probables fue de K=2 (Fig. 2). Un grupo esta formado por los individuos recolectados en
las localidades del norte y centro de la Sierra Madre Oriental asi como los individuos de Los
Tuxtlas. El otro grupo esté constituido por los individuos recolectados en el sur de la Sierra
Madre Oriental asi como los del Pacifico y centro de Chiapas (Fig. 2a). El valor calculado de
AK corroboro la existencia de dos grupos genéticos (Fig 2b).

En el andlisis en el que se agruparon a las localidades por region del BMM (nSMO,
cSMO, sSMO, TUX, pCHIS y cCHIS) y en el que se utiliz6 la informacion de las localidades
(modelo “LOCPRIOR?”), el nimero de grupos genéticos mas probables (K) fue también de
dos (Fig. 3a). Un grupo corresponde a las regiones norte y centro de la Sierra Madre Oriental
mientras que el otro a las regiones del sur de la Sierra Madre Oriental, el Pacifico y centro de
Chiapas. Los individuos de Los Tuxtlas parecen ser una mezcla de genotipos del norte y
centro de la Sierra Madre Oriental (en rojo Fig. 3a) con aquellos de Chiapas y el sur de la
Sierra Madre Oriental (en verde Fig. 3a). El valor calculado de 4K indica la presencia de dos
grupos genéticos, pero la existencia de tres grupos genéticos no es muy diferente a la de dos
(Fig 3b). Los analisis adicionales de STRUCTURE realizados para cada uno de los grupos
genéticos detectados por separado, con el fin de detectar subgrupos no mostraron

diferenciacion genética adicional (datos no mostrados).

-29.-



Las AMOVAs indicaron diferenciacion genética en todos los niveles jerarquicos de
todos los anélisis (Tabla 5). En la AMOVA en el que no se definieron grupos, inicamente el
4.7% de la variacion genética estuvo explicada por diferencias entre localidades mientras que
el 95.3% por diferencias dentro de las poblaciones. Asi mismo, cuando se agruparon las
localidades por regiones del BMM, el mayor porcentaje de la variacion (93.5%) fue
explicado por diferencias dentro de las poblaciones, el 4.49% por diferencias entre
poblaciones y tnicamente 1.94% por diferencias entre los seis grupos del BMM. En la
AMOVA en la que se definieron dos grupos genéticos (nSMO + ¢SMO y sSMO + pCHIS +
cCHIS) y un grupo mezclado (TUX) basdndome en los resultados de STRUCTURE, los
porcentajes de la variacion explicados por diferencias dentro de las poblaciones, entre
poblaciones y entre grupos genéticos fueron de 92.6%, 4.3% y 3.01% respectivamente. De
forma similar, los resultados de la AMOVA en la que se definieron dos grupos genéticos
(nSMO + ¢SMO + TUX y sSMO + pCHIS + cCHIS) los porcentajes de la variacion
explicados por diferencias dentro de las poblaciones, entre poblaciones y entre grupos
genéticos fueron de 92.6%, 4.47% y 2.83% respectivamente. Los resultados de la AMOVA
en el que se agrup6 de acuerdo a los filogrupos detectados con el ADN mitocondrial (este y
oeste del Istmo de Tehuantepec), indicaron que la mayor parte de la variacidon genética es
explicada por diferencias dentro de las localidades (92.52%), el 4.4% por diferencias entre
regiones del BMM y el 3.06% por diferencias entre grupos ubicados a cada lado del Istmo.
Los valores de las Fer de las AMOVASs en las que se definieron dos grupos genéticos y uno
mezclado (STRUCTURE), dos gupos genéticos (STRUCTURE) y dos grupos genéticos a

cada lado del Istmo fueron iguales y mas altos que el de las otras dos agrupaciones (Tabla 5).
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Figura 2. a) Asignacion de individuos de A. cyanocephala a grupos genéticos (K) mediante
STRUCTURE. Probabilidad de los 160 individuos de pertenecer a un niumero 6ptimo de
K=2. Cada columna representa un individuo y esta dividida en secciones de colores que
representan el nimero de grupos a los que pertenecen. Las localidades se encuentran
separadas por una linea negra vertical. Debajo de la grafica se indican las regiones del BMM.
b) Media de la probabilidad logaritmica de los datos y su desviacion estandar de 10 corridas
para cada valor de K (a la derecha del eje Y) y valores de AK (K=1 a K=10) (a la izquierda
del eje Y), calculados de acuerdo a Evanno et al. (2005).
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Figure 3. a) Asignacion de individuos de A. cyanocephala a grupos genéticos (K) mediante
STRUCTURE, agrupando a los individuos en regiones del BMM. Probabilidad de 160
individuos de pertenecer a un numero 6ptimo de K=2. Cada columna representa un individuo,
la cual esta dividida en secciones de colores que representan el numero de grupos a los que
pertenecen. Las regiones del BMM estan separadas por una linea vertical negra. Debajo de la
grafica se indican las regiones del BMM. b) Media de la probabilidad logaritmica de los
datos y su desviacion estandar de 10 corridas para cada valor de K (a la derecha del eje Y) y
valores de AK (K=1 a K=5) (a la izquierda del eje Y) calculados de acuerdo con Evanno et al.

(2005).
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Tabla 5. Resultados de los analisis de varianza molecular (AMOVA) de 4. cyanocephala. a) sin agrupar las localidades, b) agrupando las
localidades por region del BMM, c) agrupando las localidades en dos grupos genéticos y uno mezclado (Los Tuxtlas) en base a los resultados de
STRUCTURE, d) agrupando las localidades en dos grupos genéticos obtenidos en el andlisis de STRUCTURE e) agrupando las localidades al

este y al oeste del Istmo de Tehuantepec (IT)

Fuente de variacion gl Suma de cuadrados Porcentaje total Indices de fijacion P valor
a)Sin grupos definidos

Entre poblaciones 26 10.81 4.7 Fsr- 0.06 0.0049
Entre individuos 273 77.52 95.3

b)Regiones del BMM

Entre regiones 5 12.26 1.94 Fer-0.02 0.0007
Entre poblaciones 21 32.34 4.49 F¢r-0.06 0.0040
Dentro de poblaciones 273 277.59 93.55 Fsc-0.05 0.0260
c)Dos grupos genéticos y Los Tuxtlas

Entre grupos 2 7.78 3.01 Fe1=0.03 0.001
Entre poblaciones 24 36.81 4.3 F¢7=0.07 0.005
Dentro de poblaciones 273 277.59 92.6 Fsc=0.04 0.04
d) Dos grupos genéticos

Entre grupos 1 6.11 2.83 Fer=0.03 0.003
Entre poblaciones 25 38.48 4.47 Fsr=0.07 0.0300
Dentro de las poblaciones 273 277.59 92.69 Fsc=0.05 0.0007
e)Dos grupos a cada lado del Istmo (IT)

Entre grupos 1 6.32 3.06 Fer=0.03 0.005
Entre poblaciones 25 38.27 4.40 Fsr=0.07 0.003
Dentro de las poblaciones 273 277.59 92.52 Fs=0.05 0.02
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El dendograma realizado a partir de los valores de distancia genética de Cavalli—Sforza y
Edwards (1967) entre localidades no muestra una clara estructura genética que corresponda a
las diferentes regiones del BMM. Sin embargo, las localidades del centro y Pacifico de
Chiapas junto con una localidad del sur de la SMO forman un grupo genéticamente
homogeneo, algunas localidades del norte, centro y sur de la SMO (HUAT, PI, OXP, CABU

y ESP) forman otro grupo y el resto de los sitios se agrupan a un tercer clado (Fig 4).
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Figura 4. Dendograma sin enraizar mostrando las relaciones entre las diferentes localidades
de A. cyanocephala. El arbol se calculd con el método de Neighbor-Joining usando la
distancia genética de Cavalli-Sforza y Edwards (1967). Referirse a la Tabla 1 para los
codigos de las abreviaciones de las poblaciones. Se indican las regiones del BMM al que

pertenece cada una de las localidades.
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Flujo génico y barreras geograficas

La mayoria de las regiones del BMM presentaron un nimero de migrantes (Nn) mayor a 1
(Tabla 6). La region de Los Tuxtlas presento el nivel mas alto de migracion, con 5.35y 5.32
individuos migrando hacia el centro y sur de la Sierra Madre Oriental, respectivamente. Un
numero similar de migrantes (Nm=4.67) se detectaron de Los Tuxtlas a las dos regiones
localizadas en Chiapas. En la direccion opuesta (de las dos regiones de Chiapas hacia Los
Tuxtlas) el nimero de migrantes fue de los mas bajos (Nm= 1.63 y 1.44), indicando flujo
asimétrico entre estas regiones. De igual forma, el nimero de migrantes fue alto del sur de la
Sierra Madre Oriental al Pacifico y centro de Chiapas con 4.08 y 3.24, respectivamente;
mientras que en la direccidon opuesta (del Pacifico y centro de Chiapas al sur de la Sierra
Madre Oriental) el nimero de migrantes fue menor (Tabla 6). La migracion entre el norte y
centro de la Sierra Madre Oriental, en general fue més baja que entre el resto de las regiones.
Si se agrupan las regiones del BMM, de la Tabla 6, en los dos grupos genéticos sugeridos por
STRUCTURE, los resultados del analisis del nimero de migrantes sugieren que la migracion
entre los grupos genéticos nSMO + ¢cSMO y sSMO + cCHIS y pCHIS es asimétrica, siendo

mayor el flujo génico del sur hacia el norte.

Tabla 6. Estimacion del nimero efectivo de migrantes por generacion (Nm) entre las seis

regiones del BMM. Las poblaciones receptoras se indican con un asterisco.

nSMO* c¢SMO* sSMO* TUXT* pCHIS* cCHIS*

nSMO - 3.37 0.85 0.62 1.45 1.84
cSMO 1.89 - 0.98 1.41 1.45 1.90
sSMO 2.17 2.67 - 240 4.08 3.24
TUXT 1.59 5.35 5.32 - 4.67 4.67
pCHIS 2.07 2.83 1.44 1.63 - 3.36
cCHIS 2.33 1.46 2.52 1.44 1.92 -

La prueba de Mantel para determinar si existe una correlacion entre distancias
genéticas y geograficas de todas las localidades muestreadas de A. cyanocephala resultd
marginalmente significativa (r=0.19, P = 0.057). El analisis realizado inicamente con las
localidades del grupo genético (norte y centro de la SMO) detectado por STRUCTURE no
muestra aislamiento por distancia (r =-0.21, P = 0.08) ni tampoco el que so6lo incluy¢ a las

localidades del otro grupo genético (sur de la SMO y Chiapas, r=0.11, P = 0.6).
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Los limites geograficos revelados por el programa Barrier se muestran en la Figura 5.
En el mapa se representan tres bordes que corresponden a zonas que actuan como barreras al
flujo génico entre poblaciones y que tienen valores moderadamente altos de bootstrap. El
borde con el valor de bootstrap mas alto, corresponde a una barrera que separa a las
poblaciones del norte y centro de la SMO de las poblaciones del sur de la SMO y Chiapas, la
cual corresponde a la cuenca del Papaloapan. Los otros dos bordes separan a las poblaciones
de la SMO y ala de Los Tuxtlas de las de Chiapas y a los Tuxtlas del resto de las
poblaciones, respectivamente. Dichas barreras corresponden al Istmo de Tehuantepec y a una

parte de la Planicie costera del Golfo que rodea a Los Tuxtlas.
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Figure 5. Discontinuidades geograficas y genéticas en la distribucion de Amazilia
cyanocephala. Los numeros corresponden a las localidades y los dévalos en colores indican
las distintas areas del BMM. Las barreras entre las poblaciones se indican con lineas en color
negro. El grosor de las lineas corresponde a los valores de bootstrap. Para los cddigos de las

localidades y las abreviaciones de las regiones, referirse a la Tabla 1.
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Expansion demografica

Las pruebas de £ y de g fueron en su mayoria no significativas para las localidades y
agrupando por region del BMM y por grupo genético detectado por STRUCTURE, indicando
equilibrio demografico. La prueba de £ s6lo fue significativa para las localidades Cerro Batl
(k=9, P =0.008), que se localiza en el Pacifico de Chiapas y para Jitotol (k= 8, P =0.04)
que se encuentra en el centro de Chiapas. La prueba de g fue significativa para la region del
norte de la Sierra Madre Oriental (g =0.15, P < 0.05) valor menor al de la tabla de Reich et
al. 1999).

Modelacion del nicho ecologico actual y pasado

Los valores de la AUC obtenidas para los tres modelos fueron significativamente (p<0.05)
mayores a 1 (modelo actual=1.71, modelo UMG (MIROC)=1.57 y modelo UMG
(CCSM)=1.73), indicando una clasificacion correcta de los datos de presencia y ausencia de
la especie en los tres modelos. Las proyecciones de los escenarios climaticos muestran
cambios considerables entre los modelos del pasado (UMG) y el actual (Fig. 6). Durante el
UMG, el modelo bajo el escenario climatico de CCSM, sugiere que hubo mayor area con
condiciones climaticas viables para la especie entre las poblaciones de la Sierra Madre
Oriental, del Pacifico y del centro de Chiapas (Fig. 6a). Bajo el escenario de MIROC (Fig.
6b) el area con condiciones viables para la especie fue menor para las regiones del sSSMO y
Los Tuxtlas que en el escenario de CCSM, quedando aisladas entre si y sin contacto con las
poblaciones de Chiapas (Fig. 6b). En el modelo del escenario actual hay una reduccion del
area con condiciones favorables para la especie, quedando aislada en parches. Dichos parches
corresponden al norte mas el centro de la SMO, sur de la SMO, Los Tuxtlas y Chiapas (Fig.
6¢). En general, la distribucion de las condiciones climéaticas viables para A. cyanocephala en
el UMG indican una conexion de los bosques debido al descenso de los mismos a bajas
altitudes, lo cual pudo haber promovido la migracion de los individuos y flujo génico entre
las distintas areas del BMM. Las areas geograficas representadas por el numero de pixeles
fueron mayores para los modelos del pasado (UMG) bajo ambos escenarios de MIROC y
CCSM, que para el presente (Tabla 7). De igual forma al sobreposicionar los dos modelos del
pasado con el del presente, se encontré que en el UMG existi6 mayor area con condiciones
viables para las poblaciones de 4. cyanocephala que en el presente, sugiriendo una expansion

del area de distribucion de la especie durante el UMG (Fig. 7).
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Presencia @

Ausencia mg

Figura 6. Distribucion potencial de 4. cyanocephala en México a) bajo el escenario de

CCSM en el UMG, b) bajo el escenario MIROC en el UMG y c) bajo el modelo actual.

Tabla 7. Area geografica de Amazilia cyanocephala ocupada de acuerdo a cada modelo de

distribucion. El drea geografica se indica en km?, en donde cada pixel corresponde a

aproximadamente a 1km”.

Escenario de distribucion

Area geografica aproximada (km?)

Pasado UMG: CCSM
Pasado UMG: MIROC

Presente

523,056 km’
286,542 km®
86,930 km?
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Figura 7. Comparacion entre las areas geograficas de los modelos de distribucion del UMG

(CCSM y MIROC) y del presente para A. cyanocephala. Se muestra el area de distribucion
geografica de los modelos del UMG a) CCSM y b) MIROC, asi como el area donde
coinciden cada uno de dichos modelos con el actual y el area exclusiva de distribucion del

modelo actual.
Discusion

Diversidad genética

La diversidad genética estimada con el nimero promedio de alelos, fue en general baja en las
diferentes localidades de A. cyanocephala. La riqueza alélica también fue baja en todas las
localidades y regiones presentando niveles similares. Asi mismo, la riqueza de alelos
privados fue similar en las diferentes poblaciones de A. cyanocephala pero al agrupar las
poblaciones en regiones, las del Pacifico, centro de Chiapas y sur de la Sierra Madre Oriental
presentaron un mayor nimero de alelos privados comparado con las poblaciones del norte y
centro de la Sierra Madre Oriental. El grupo genético formado por el sSSMO y Chiapas
presentd mayor riqueza alélica comparado con el grupo genético constituido por el nSMO y
cSMO. La riqueza alélica encontrada en este estudio es comparable a lo reportado para el
colibri Campylopterus curvipennis, que es una especie que también habita en el BMM
(Gonzalez et al. 2011). Sin embargo, es mas baja a la encontrada con microsatélites en otras
especies de aves (Barr et al. 2008, Callens et al. 2011, Miller et al 2012). Los bajos niveles de
diversidad genética encontrados en este estudio pueden ser resultado de endogamia en las
poblaciones, bajo tamafio efectivo de la poblacion, cuellos de botella o expansiones
poblacionales recientes (Pulgarin & Burg 2012, Alcaide et al. 2009, Caizergues et al. 2003,
Johnson et al. 2003).
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De forma similar, los resultados del estudio de A. cyanocephala en el que usaron
ADN mitocondrial, reportan que la mayoria de las poblaciones presentan baja diversidad
nucleotidica y pocos haplotipos privados en las poblaciones de la especie (Rodriguez-Gémez
et al. sometido). En conjunto, los patrones de baja diversidad genética obtenidos con
microsatélites (este estudio) y con el ADN mitocondrial (Rodriguez-Gomez et al. sometido)
sugieren que las poblaciones de A. cyanocephala tiene las caracteristicas tipicas de especies
que han sufrido expansiones poblacionales recientes y rapidas (Pulgarin & Burg 2012). Las
pruebas de k y g de expansion demografica con microsatélites soportan en cierta parte estos
resultados, ya que fueron estadisticamente significativas para el norte de la Sierra Madre
Oriental y para dos de las localidades de Chiapas, indicando expansiones poblacionales. Sin
embargo, los andlisis de expansion poblacional realizados para cada grupo genético detectado
con STRUCTURE no fueron significativos, por lo que seria necesario realizar pruebas de
expansion poblacional empleando métodos mas robustos tales como los bayesianos. En el
estudio de A. cyanocephala en el que se empled6 ADN mitocondrial, se detectaron dos grupos
genéticos ubicados al este y al oeste del Istmo de Tehuantepec que sufrieron expansiones
demograficas durante el Pleistoceno (Rodriguez-Gomez et al. sometido). Es posible que las
expansiones poblacionales de A. cyanocephala detectadas con el ADN mitocondrial y por el
nuclear hayan sido promovidas por el aumento del 4rea con condiciones climdticas viables
para la especie, incrementandose asi el tamafio de sus poblaciones. Esta idea es soportada por
los dos modelos de nicho proyectados hacia el UMG, que indican que el area geografica con
habitat climaticamente viable para 4. cyanocephala, representada por el namero de pixeles,

fue mayor durante el UMG que en el presente.

Flujo génico vy expansiones de distribucion

Los resultados de los modelos del nicho ecologico sugieren que durante el UMG el area con
condiciones viables para A. cyanocephala se extendia a lo largo de la Sierra Madre Oriental y
era mayor que en el presente. Es posible que contactos repetidos durante los periodos
glaciales, en los que el habitat favorable para A. cyanocephala descendio a altitudes mas
bajas para evadir las menores temperaturas de las zonas montafiosas, promovieran la
dispersion de la especie entre las regiones del norte y centro de la SMO y con esto el flujo
génico entre las mismas, homogeneizando genéticamente a las poblaciones. Esto es soportado
por los resultados de flujo génico obtenidos de MIGRATE, que indican que hubo altos

niveles de migracidn entre las poblaciones del norte y centro de la SMO. Otros estudios han

- 40 -



encontrado expansiones del rango de distribucion de diferentes especies con datos genéticos
y geograficos en el Neotropico (Bryson et al. 2011, Klicka et al. 2011, Smith et al. 2011) y en
particular en la Sierra Madre Oriental. Por ejemplo en las aves Cardinalis cardinalis y
Picoides villosus se encontrd que el area de distribucion geografica en la SMO fue mayor
durante el UMG que en el presente y detectaron expansion poblacional en ambas especies
(Smith et al. 2010, Klicka et al. 2011).

Los modelos del nicho proyectados hacia el UMG también sugieren que areas con las
condiciones favorables para la especie en el sur de la SMO se encontraban conectadas con las
de Chiapas, contrario a lo indicado por el modelo del presente. Dicha conexién de las
condiciones climaticas también pudo haber promovido el contacto entre poblaciones de A.
cyanocephala a través del Istmo de Tehuantepec permitiendo el intercambio genético y la
retencion de alelos compartidos entre las poblaciones del sur de la SMO y Chiapas como lo
reflejan los resultados de los microsatélites, que sugieren que los individuos del sur de la
SMO son genéticamente mas similares a los individuos de Chiapas. De forma similar, los
resultados del estudio previo de A. cyanocephala con ADN mitocondrial (Rodriguez-Gomez
et al. sometido) muestran que el haplotipo mas frecuente estad ampliamente distribuido desde
Tamaulipas hasta Chiapas, sugiriendo flujo génico historico entre las poblaciones de esta
especie. La migracion entre las poblaciones de la SMO y las de Chiapas encontrada con los
microsatélites es asimétrica, con un mayor numero de migrantes de las poblaciones de
Chiapas hacia las de la SMO. Esto concuerda con lo reportado para el ADN mitocondrial en
el que aparentemente la fuente de migrantes son las poblaciones de Chiapas (Rodriguez-
Gomez et al. sometido) y puede estar relacionado con cambios de la distribucion del BMM
durante los ciclos glaciales del Pleistoceno. Sin embargo, es importante incluir muestras de la
especie distribuidas al sur de Chiapas para confirmar la direccionalidad de la migracion.

De acuerdo al escenario climatico del modelo CCSM, durante el UMG, también
existieron las condiciones disponibles para 4. cyanocephala entre los Tuxtlas y la SMO y
entre los Tuxtlas y Chiapas, sugiriendo una conexion entre dichas regiones. Los resultados de
los microsatélites, en general concuerdan con esto, ya que los individuos recolectados en Los
Tuxtlas parecen ser una mezcla, es decir tienen una probabilidad similar de pertencer al grupo
de la SMO que al de Chiapas, como lo indican los resultados del analisis de asignacion. De
igual forma, el nimero de migrantes de Los Tuxtlas hacia las tres regiones de la SMO y hacia
Chiapas es de las mas altas, sugiriendo elevados niveles de flujo génico entre estas regiones.
Dicha migracién es también asimétrica, el nimero de migrantes es mayor en la direccion de

los Tuxtlas a la SMO y a Chiapas. Esto posiblemente se deba a que cuando los bosques
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estuvieron conectados en el UMG, se promovid la migracion de individuos en busca de mas
recursos de la region mas pequefia que son Los Tuxtlas hacia otras regiones del BMM. Sin
embargo, debido al nimero limitado de muestras de Los Tuxtlas estos resultados deben ser
tomados cautelosamente.

Por otro lado en el modelo de nicho actual se puede observar una reduccion del
habitat de 4. cyanocephala y por lo tanto discontinuidad entre algunas de las regiones del
BMM, quedando distribuido en parches que corresponden al norte mas el centro de la SMO,
el sur de la SMO, Los Tuxtlas y Chiapas. Debido a la distribucién actual del BMM y a
observaciones de campo, que sugieren que A. cyanocephala habita dichos parches y que es
residente/sedentaria (Johnsgard 1997, Del Hoyo et al. 1999), se esperaria encontrar bajos
niveles de flujo génico entre las diferentes regiones del BMM con los microsatélites. Sin
embargo, las estimaciones de flujo génico obtenidas con los microsatélites no concuerdan con
esto ya que sugieren dispersion de este colibri a través de las distintas regiones del BMM. Es
posible que el efecto de la fragmentacion actual del BMM vy el consecuente aislamiento
genético entre las poblaciones no se vea atn reflejado en los microsatélites debido a que no
ha transcurrido suficiente tiempo para que acumulen mas diferencias, siendo los patrones
observados la huella genética dejada por las glaciaciones del Pleistoceno. Esto es soportado
por el bajo polimofismo de los diferentes loci de 4. cyanocephala analizados en este estudio,
el cual es en general menor que en otras especies de aves (Barr et al. 2008, McCormack et al.
2008, Callens et al. 2011, Miller et al 2012). El uso de marcadores mas variables como los
AFLPs ayudaria a determinar si los patrones detectados se deben a la presencia de

polimorfismos ancestrales o flujo génico.

Patrones de estructuracion genética y barreras geogrdficas

Los analisis de asignacion sugieren la presencia de dos grupos genéticos, el primero
conformado por el nSMO y el cSMO y el segundo por las localidades del sSSMO, del Pacifico
y centro de Chiapas. Resultados similares se encontraron con el ADN mitocondrial pero en
dicho estudio uno de los grupos genéticos esta constituido por las localidades de la SMO
(norte, centro y sur) y el otro por las de Chiapas (Rodriguez et al. sometido). Esta
discordancia podria explicarse por dispersion diferencial de los sexos como se ha sugerido
para otras especies de aves (Prugnolle & Meeus 2002) o por dispersion secundaria de los
individuos del sur de la SMO a través del Istmo de Tehuantepec. Este tipo de dispersion

secundaria a través del Istmo ha sido reportada en otros taxa (Castoe et al. 2003, Mulcahy et
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al. 2006, Duennes et al. 2012). El analisis de STRUCTURE, agrupando por region del BMM,
detect6 que los individuos colectados en Los Tuxtlas son una mezcla de genotipos del norte y
centro de la SMO y del sur de la SMO y Chiapas, sugiriendo altos niveles de flujo génico
entre estas regiones y Los Tuxtlas y la presencia de individuos mezclados. Estos individuos
son el resultado de apareamientos entre individuos de Chiapas con los de la SMO, siendo
estos los parentales. Sin embargo, es necesario aumentar el tamafio de muestra de Los
Tuxtlas para determinar si en realidad constituyen un grupo de genotipos mezclados. Otros
estudios con microsatélites en aves (Neto et al 2012, Hansson et al. 2012, Barlow et al. 2011,
Welch et al. 2012, Poulakakis et al. 2008) y en otros taxa (Brown et al. 2007, Machado-
Schiaffino et al. 2010, Allal et al. 2011) también han detectado mezcla de genotipos en
algunas de sus poblaciones.

Los dos grupos genéticos detectados por STRUCTURE fueron soportados por las
AMOVA’s, ya que aquellas en las que se agruparon a las localidades de acuerdo a los
resultados de STRUCTURE fueron las que tuvieron los valores de F'cr mas altos. Sin
embargo, el valor de la Fcr en la AMOVA en la que se agruparon a las poblaciones por
region del BMM fue muy similar al resto de las AMOV As, sugiriendo diferenciacion
genética también entre regiones del BMM. Dicha diferenciacion genética también fue
sugerida por las Fsr pareadas estandarizadas (F's7) que revelaron diferencias significativas
entre cinco de las seis regiones del BMM pero no por las Fsr pareadas sin estandarizar que
indican diferenciacidon genética unicamente entre el nSMO y ¢cSMO vs pCHIS y cCHIS asi
como entre el cSMO y el sSSMO. A pesar de que los valores de diferenciacion genética fueron
mas bajos para las Fsr que para las F'sr, probablemente debido a que la variacién genética fue
mayor dentro que entre las poblaciones de 4. cyanocephala lo cual ocasiona valores bajos de
diferenciacion genética antes de la correccion, cuando se usan marcadores multilocus
(Hedrick 1999), los valores de Fs7 no estandarizados concuerdan con los grupos genéticos
sugeridos por STRUCTURE.

Investigaciones en otras especies de aves, en las que se han utilizado microsatélites
sugieren niveles de diferenciacion genética con un intervalo entre 0.009 y 0.094 (Barr et al.
2008, McCormack & Smith 2008, Callens et al 2011, Gonzalez et al. 2011, Pulgarin & Burg
2012, Neto et al. 2012), concordando mas con los resultados de las F's7 no estandarizadas que
con las estandarizadas, reportadas en este estudio.

Se ha sugerido que STRUCTURE no puede detectar grupos genéticos cuando la sefal
de los datos es baja (Pritchard et al. 2010) y Hubisz et al. (2009) recomiendan usar el modelo

de LOCPRIOR para detectar estructura genética cuando la sefial es débil. El analisis de
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STRUCTURE en el que no se proporciond informacion previa de las localidades, es decir en
el que no se utilizé el modelo de LOCPRIOR, no detectd grupos genéticos. Otros estudios en
aves en los que han empleado microsatélites y STRUCTURE, han tenido que usar el modelo
LOCPRIOR u otros programas de analisis de asignacion debido a la poca habilidad de
STRUCTURE para detectar grupos genéticos cuando la sefial de los datos es débil (e.g., Barr
et al. 2008, Neto et al. 2012, Miller et al. 2012). Seria importante realizar pruebas de poder
estadistico para identificar si el tamafio de muestra, el nimero de loci y su polimorfismo
usados en este estudio son suficientes para detectar diferenciacion genética (Ryman et al.
2006). Esto me permitiria asegurar que la poca diferenciacion genética detectada en A.
cyanocephala se debe a elevados niveles de flujo génico entre los fragmentos del BMM y no
a la falta de poder de los andlisis.

El dendograma, en el que se utilizaron las distancias genéticas entre localidades, no
mostro una clara estructura genética que corresponda con cada una de las diferentes regiones
del BMM. Dicho patron puede ser el resultado de flujo génico entre regiones del BMM como
lo soportan los resultados del nimero de migrantes, el cual es mayor a uno entre la mayoria
de las regiones. Se ha reportado que las poblaciones de 4. cyanocephala son residentes en la
temporada de reproduccion (Ornelas et al. 2010, Del Hoyo et al. 1999) pero
desafortunadamente no se sabe nada mas acerca de la conducta de dispersion de la especie.
Por otro lado, el resultado de alelos compartidos entre individuos de diferentes regiones del
BMM también puede ser resultado de la retencioén de polimorfismos ancestrales sin tiempo
suficiente para diferenciarse. Los resultados del estudio previo de 4. cyanocephala realizado
con ADN mitocondrial (Rodriguez-Gomez et al. sometido), sugieren que la divergencia entre
las poblaciones del este y el oeste del Istmo de Tehuantepec ocurrid recientemente, por lo que
es factible que no haya transcurrido suficiente tiempo para que los alelos de las diferentes
regiones del BMM hayan acumulado mutaciones que los diferencien. Seria importante
realizar observaciones en el campo y estudios de captura re-captura de individuos de 4.
cyanocephala para corroborar el elevado flujo génico sugerido por los resultados de este
estudio.

La prueba de Mantel en la que se incluyeron a todas las localidades fue
marginalmente significativa indicando que las localidades mas alejadas geograficamente son
genéticamente menos similares. Sin embargo, las pruebas en las que sélo se incluyeron a las
localidades pertenecientes a cada uno de los grupos genéticos, no fueron significativas,

sugiriendo que la estructura genética encontrada en este estudio posiblemente se debe a otros
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factores como la presencia de barreras geograficas tal como lo indica el andlisis de
identificacion de barreras.

Se detect6 la presencia de por lo menos tres barreras al flujo génico; sin embargo dos
de éstas tienen valores bajos de bootstrap (<60). La barrera que tiene el valor de bootstrap
mas alto es la que separa a las poblaciones del sur de la SMO del resto de las poblaciones de
la SMO vy esta situada en la cuenca del Papaloapan. A pesar de que la cuenca del Papaloapan
tiene algunas areas montafiosas como el BMM, también esta formada por zonas de baja
elevacion y los distintos rios que conforman la cuenca estan compuestos por bosque tropical
caducifolio y pastizales (Rzedowski et al. 2004), habitats con diferentes condiciones
climaticas y de vegetacion que no son adecuados para 4. cyanocephala (Del Hoyo et al.
1999). Estudios en distintos taxa, incluyendo algunas aves (e.g., Chlorospingus opthtalmicus
y Aulacorhynchus prasinus), han encontrado discontinuidades genéticas entre poblaciones de
Oaxaca y del centro de la SMO y se ha sugerido que dichos rompimientos son resultado de
que la cuenca del Papaloapan ha fungido como barrera (Sullivan et al. 1997, Garcia-Moreno
et al. 2004, Leon-Paniagua et al. 2007, Puebla-Olivares et al. 2008, Bryson et al. 2011).

BARRIER también detectd una barrera entre las poblaciones de la SMO y las de
Chiapas. Dicha barrera corresponde al Istmo de Tehuantepec, el cual es un area de baja
elevacion que presentan condiciones ecologicas distintas a las requeridas por 4.
cyanocephala (Barrier et al. 1998). Sin embargo, el bajo valor de bootstrap asociado a esta
barrera en combinacion con los andlisis de migracion, sugieren que existe flujo génico entre
el sSSMO, pCHIS y cCHIS por lo que esta barrera es permeable para algunos individuos,
concordando con los resultados del ADN mitocondrial de 4. cyanocephala (Rodriguez-
Gomez et al. sometido). A pesar de que el Istmo de Tehuantepec ha fungido como barrera al
flujo génico en aves (Garcia-Moreno et al. 2006, Miller et al. 2007, Barber & Klicka 2010,
Gonzalez et al. 2011), encontrandose altos niveles de diferenciacion entre las poblaciones
localizadas a ambos lados de la barrera, estudios en otras aves han reportado poca
diferenciacion genética entre las poblaciones localizadas a ambos lados del Istmo (Navarro-
Siguenza et al. 2008, Puebla-Olivares et al. 2008, Arbelaez-Cortés et al. 2010). Una tercera
barrera se detectd entre Los Tuxtlas y la SMO, que corresponde con la Planicie Costera del
Golfo, la cual rodea y aisla a Los Tuxtlas de otros sistemas montafiosos y cuya vegetacion
son principalmente pastizales. La Planicie Costera puede limitar el flujo génico de 4.
cyanocephala debido a que su vegetacion son principalmente pastizales y a que la Sierra de
los Tuxtlas es de origen volcanico lo cual la hace distinta edafica, climatica y

geomorfoldgicamente (Martin del Pozzo 1997) al resto de las regiones del BMM. Sin
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embargo, esta barrera también parece ser permeable al flujo génico como lo indican su bajo
valor de bootstrap y el alto nimero de migrantes entre Los Tuxtlas y el resto de las regiones
del BMM, que es mas alto que en la direccion opuesta (de la SMO a Los Tuxtlas o de
Chiapas a Los Tuxtlas). Este flujo génico asimétrico sugiere que la Planicie Costera puede ser
una barrera permeable para los hibridos localizados en Los Tuxtlas, pero no para los
parentales de la SMO y de Chiapas.

Los resultados en conjunto del presente estudio, en conjunto indican que a pesar de que se
detect6 diferenciacion genética y barreras geograficas entre algunas regiones del BMM, el
flujo genético entre las mismas es alto, sugiriendo que la divergencia genética entre las
poblaciones de A. cyanocephala ocurri6 en presencia de flujo génico, como lo han reportado
otros estudios (Fitzpatrick et al. 2008, Kotlik et al. 2008, Niemiller et al. 2008, Mila et al.
2009, Brandley et al. 2010). Esto concuerda hasta cierto punto, con el estudio previo en la
especie realizado con ADN mitocondrial, en el que se estim6 que las poblaciones ubicadas a
cada lado del Istmo de Tehuantepec divergieron recientemente (aproximadamente hace 49,
300-75,800 afios) y que ésta divergencia ocurri6 en presencia de flujo génico (Rodriguez-
Gomez et al. sometido). Analisis adicionales con los microsatélites usando el modelo de
aislamiento con migracion (IMa; Hey & Nielsen 2004) son necesarios para corroborar que la
divergencia ocurri6 en presencia de flujo génico y para estimar el tiempo en el que estd
ocurrio para determinar si la sefial genética detectada en este estudio estd influenciada por el

UMG.

Conclusiones

Los resultados de este estudio detectaron dos grupos genéticos, uno conformado por el norte
y centro de la Sierra Madre Oriental y el otro por el sur de la Sierra Madre Oriental, centro y
Pacifico de Chiapas. Asimismo, los resultados sugieren que los individuos de Los Tuxtlas son
una mezcla de genotipos de ambos grupos genéticos detectados. El patron de intercambio
genético entre regiones del BMM, fue soportado por los modelos del area de distribucion de
A. cyanocephala proyectados hacia el UMG, los cuales sugieren que hubo expansiones del
area de distribucion y conexiones entre las distintas regiones del BMM facilitando el contacto
y flujo génico entre éstas. Sin embargo, la presencia de barreras geograficas tales como la
cuenca del Papaloapan ha limitado dicho flujo génico entre las dos poblaciones genéticas
detectadas. Los patrones de variacion y estructura genética encontrados en este estudio son
resultados de la combinacion de los cambios climaticos ocurridos durante el Ultimo Maximo

Glacial y la presencia de barreras geograficas.
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Apéndice

Tabla 8. Valores de heterocigosidad observada Hy y esperada Hy para las distintas localidades en cada uno de los locus. Los valores en negritas

indican desviaciones significativas del equilibrio Hardy-Weinberg.

Localidad
Alta Cima
La Soledad
Picuatla

Oxpantla
San Bartolo
Tutotepec
Tenango de
Doria
Grutas de
Tolantongo

Orduia
Clavijero
Pitaya
Coapexpan
Riscal
Macuiltepetl
Huatusco
La Mancha
Coatepec
Cuetzalan
Huitzilan
Lagunillas

La Esperanza
San Martin
Caballero

Al-1-6

A2-1-2

A2-5-3

Al-4-1

Al-3-5

Al-13-8

A2-5-1

A2-4-6

Al1-10-9

A2-3-3

Ho
0.600
0.714
1.000
1.000

0.000
0.000

0.000
0.667
0.583
1.000
0.667
0.714
1.000
1.000
0.000
0.857
0.429
0.600
0.769
0.667

1.000

0.911
0.912
1.000
1.000

0.000

0.000

0.000
0.733
0.949
1.000
0.818
0.912
1.000
0.833
0.000
0.967
0.879
0.911
0.923
0.800

1.000

Ho
0.600
0.667
1.000
0.000

0.500
1.000

0.000
0.667
0.250
0.333
0.000
0.571
0.500
1.000
1.000
0.167
0.750
0.667
0.412
1.000

0.000

0.644
0.561
1.000
0.000

0.500

1.000

0.000
0.533
0.475
0.733
0.545
0.725
0.750
1.000
1.000
0.167
0.575
0.545
0.490
1.000

0.000

Ho
0.000
0.429
0.000
0.000

0.000
0.000

1.000
0.667
0.200
0.500
0.400
0.375
0.800
0.500
1.000
0.429
0.125
0.333
0.294
0.500

0.000

Hpg
0.000
0.363
0.000
0.000

0.000
0.000

0.867
0.600
0.353
0.500
0.356
0.342
0.711
0.500
1.000
0.385
0.125
0.303
0.337
0.500

0.000

Ho
0.400
0.833
0.000
0.000

0.500
1.000

1.000
0.667
0.700
0.500
1.000
0.714
0.600
0.000
1.000
0.429
0.333
0.667
0.412
0.667

1.000

Hg
0.356
0.530
0.000
0.000

0.500
0.833

0.733
0.733
0.732
0.500
0.712
0.648
0.511
0.000
1.000
0.363
0.621
0.485
0.515
0.533

1.000

Ho
0.000
0.833
0.000
0.000

1.000
0.000

0.000
0.000
0.900
1.000
0.200
0.500
0.750
0.500
0.000
0.571
0.500
0.333
0.750
0.000

0.000

Hg
0.429
0.636
0.000
0.000

0.833
0.000

0.667
0.000
0.774
0.667
0.689
0.591
0.750
0.500
0.000
0.495
0.625
0.530
0.677
0.000

0.000

Ho
0.200
0.714
1.000
1.000

1.000
0.000

0.000
0.333
0.364
0.667
0.667
1.000
0.800
0.000
0.000
0.714
0.375
0.167
0.375
0.333

0.000

Hg
0.200
0.560
1.000
1.000

1.000
0.000

0.533
0.333
0.437
0.800
0.485
0.733
0.733
0.000
0.000
0.758
0.517
0.167
0.544
0.733

0.000

Ho
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000

Hg
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000

Ho
1.000
0.500
1.000
0.000

1.000
0.000

0.250
0.667
0.417
0.667
0.667
0.375
0.200
0.500
1.000
0.143
0.429
0.200
0.235
0.000

0.000

Hg
0.679
0.409
1.000
0.000

0.833
0.000

0.607
0.533
0.743
0.733
0.485
0.592
0.511
0.500
1.000
0.582
0.758
0.200
0.480
0.000

0.000

Ho
0.500
0.857
1.000
0.000

0.000
0.500

0.500
0.333
0.500
0.667
0.500
0.875
0.600
0.500
0.000
0.800
0.625
0.200
0.563
0.500

0.000

Hg
0.786
0.846
1.000
0.000

0.667
0.833

0.464
0.333
0.757
0.867
0.821
0.817
0.800
0.833
0.000
0.889
0.758
0.867
0.819
0.500

0.000

Ho
0.000
0.143
0.000
0.000

0.000
0.000

0.000
0.667
0.455
0.000
0.500
0.286
0.250
0.000
0.000
0.286
0.167
0.000
0.313
1.000

0.000

Hg
0.000
0.385
0.000
0.000

0.667
0.000

0.000
0.600
0.394
0.000
0.429
0.484
0.250
0.000
0.000
0.560
0.167
0.303
0.381
1.000

0.000
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Continuacion tabla 8.

Localidad

Cerro Baul
Salvador
Urbina
Montebello
Jitotol
Pueblo
Nuevo

Al-1-6 A2-1-2 A2-5-3 Al-4-1 Al1-3-5 Al1-13-8 A2-5-1 A2-4-6 A1-10-9 A2-3-3

Ho Hp Hy, Hp Hy, Hp Hy, Hp H, Hp H, Hp Hy, Hp Hy, Hp Hy, Hp Hy, Hp
0.750 0.857 0.333 0.545 0.500 0439 0.500 0.561 0.500 0.455 0.500 0.636 0333 0.303 0.667 0.818 0.500 0.803 0.667 0.742
0.900 0.832 0455 0.589 0.154 0369 0.615 0.505 0.182 0260 0615 0.622 0.182 0312 0.500 0.692 0.455 0.853 0.600 0.774
0.400 0916 0.700 0.716 0.333 0359 0.583 0.605 0.545 0.558 0.727 0.571 0.091 0255 0364 0.797 0.545 0.870 0.571 0.725
0.700 0.858 0.100 0.563 0.500 0.568 0.500 0.563 0.200 0.358 0.400 0.763 0.100 0.100 0300 0.647 0.444 0.810 0400 0.505
0.700 0.911 0.600 0.600 0.667 0.503 0.400 0.489 0400 0.363 0.727 0.848 0.091 0.091 0.400 0.663 0.500 0.837 0.545 0.710

- 48 -



Tabla 9. Fs para las diferentes localidades para cada locus. Los valores en negritas indican desviaciones significativas del equilibrio Hardy-
Weinberg debido a deficiencias de heterocigos. Fijado se refiere a las localidades que presentan un sélo alelo y los guiones indican que no se

pudo realizar el célculo para esa localidad, debido a que so6lo se recolecto un individuo.

Localidad Al-1-6  A2-1-2 A2-5-3  Al-4-1 Al1-3-5 Al1-13-8 A2-5-1 A2-4-6 Al1-10-9 A2-3-3
Alta Cima 0.368 0.077 Fijado -0.143 1.000 0.000 Fijado  -0.600 0.400 Fijado
La Soledad 0.231 -0.212 -0.200 -0.667 -0.351 -0.304 Fijado  -0.250 -0.014 0.647
Picuatla - - - - - - - - - -
Oxpantla 0.500  Fijado Fijado Fijado Fijado -0.333 Fijado 0.000 1.000  Fijado
San Bartolo Tutotepec - - - - - - - - - -
Tenango de Doria - Fijado 0.000 Fijado - Fijado Fijado  Fijado 0.500 Fijado
Grutas de Tolantongo - Fijado -0.200 -0.500 1.000 1.000 Fijado 0.625 -0.091 Fijado
Orduiia 0.111 -0.330 -0.143 0.111 Fijado 0.000 Fijado  -0.333 0.000 -0.143
Clavijero 0.396 0.480 0.446 0.045 -0.174 0.175 Fijado 0.450 0.350 -0.163
Pitaya 0.000 0.600 0.000 0.000 -1.000 0.200 Fijado 0.111 0.273 Fijado
Coapexpan 0.200 1.000 -0.143 -0.463 0.733 -0.429 Fijado  -0.429 0.429 -0.200
Riscal 0.231 0.226 -0.105 -0.111 0.167 -0.400 Fijado 0.382 -0.077 0.429
Macuiltepetl 0.000 0.368 -0.143 -0.200 0.000 -0.103 Fijado 0.636 0.273 0.000
Huatusco -0.333 0.000 0.000 Fijado 0.000 Fijado Fijado 0.000 0.500 Fijado
La Mancha - - - - - - - - - -
Coatepec 0.122 0.000 -0.125 -0.200 -0.171 0.063 Fijado 0.769 0.111 0.510
Cuetzalan 0.532 -0.333 0.000 0.487 0.211 0.288 Fijado 0.341 0.186 0.000
Huitzilan 0.368 -0.250 -0.111 -0.429 0.394 0.000 Fijado 0.000 0.789 1.000
Lagunillas 0.172 0.164 0.130 0.206 -0.111 0.318 Fijado 0.517 0.320 0.185
La Esperanza 0.200 Fijado 0.000 -0.333 - 0.600 Fijado  Fijado 0.000 Fijado
San Martin Caballero - - - - - - - - - -
Sierra Sta. Martha 0.667 -0.500 0.000 0.000 -0.333 Fijado 0.000 1.000 1.000 0.000
Cerro Batll 0.143 0.412 -0.154 0.118 -0.111 0.231 -0.111 0.200 0.400 0.111
Salvador Urbina -0.087 0.237 0.593 -0.231 0.310 0.010 0.429 0.286 0.479 0.234
Montebello 0.576 0.023 0.074 0.038 0.024 -0.290 0.655 0.556 0.385 0.226
Jitotol 0.192 0.830 0.126 0.118 0.455 0.489 0.000 0.550 0.467 0.217
Pueblo Nuevo 0.241 0.000 -0.352 0.191 -0.108 0.149 0.000 0.410 0.416 0.241
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