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RESUMEN

La Peninsula de Baja California (PBC) ha sido objeto de diversos estudios
filogeograficos debido a su compleja historia geoldgica, climatica, y topogréfica. La
principal sefial observada son discontinuidades genéticas o estructura
filogeografica de multiples taxa, donde la distribucién de filogrupos, representa una
evidencia del impacto de los eventos vicariantes ocurridos durante la formacion y
separaciéon de la PBC. Sin embargo, pocos trabajos han paleado hipotesis
alternativas (e.g. fluctuaciones climaticas o eventos de dispersion), o han
integrado distintas herramientas moleculares para comprender la influencia
relativa de los procesos historicos antiguos y recientes, sobre los patrones de
variacion genética actual de las especies.

Este estudio presenta la primera investigacion sobre los patrones de
diversidad genética y morfolégica de la unica especie de colibri endémica del
centro y sur de la PBC, el colibri de Xantus (Hylocharis xantusii). En una muestra
de 154 individuos se estudio la variacion genética de tres genes de ADNmit (Cyt-b,
COl y ND2; 2,297 pb), 16 microsatélites polimérficos especie-especificos,
informacion climatica obtenida de la modelaciéon de nicho ecoldgico (MNE), y de
las proyecciones al ultimo interglacial (UIG) y ultimo maximo glacial (UMG), asi
como la variacion de seis rasgos morfolégicos relacionados al dimorfismo sexual
de la especie. El objetivo fue determinar las relaciones entre el patron de variaciéon
genética y morfoldgica con los eventos historicos antiguos (geoldgicos) y recientes
(fluctuaciones climaticas del Pleistoceno y la heterogeneidad ambiental).

El analisis espacial de 56 haplotipos de ADNmit detectd tres poblaciones
discretas espacialmente diferenciadas; una en la region Norte (poblacion D), otra
en la porcion Central (poblacién C y B) y una ultima en la region Sur (poblacién A).
Las estimaciones de tiempos de divergencia entre los haplotipos mitocondriales de
seis especies de colibries apoyan la hipotésis de dos eventos vicariantes: 1) la
separacion permanente de la peninsula hace 5 ma, y 2) el aislamiento temporal de
la region del Cabo hace 3 ma. El marco temporal de diferenciacion genética
intraespecifico, indicé que el 90% de los linajes comenzaron a divergir en los
ultimos 500,000 afios, con una expansion poblacional hace 80,000 afos. Los
haplotipos con divergencia mas antigua (ancestrales, ~2.2 ma), y los mas
recientes (12,500 a 16,200 afios) ocurrieron en las poblaciones del Sur y Norte, las
cuales presentaron altos niveles de diversidad genética. Debido a esto en este
trabajo, a diferencia de estudios previos, se sugieren dos zonas de refugio para el
colibri de Xantus: la regién del Cabo, y un refugio Nortefo. Las proyecciones al
pasado en la MNE, apoyan estas dos zonas de refugios: el refugio Nortefio ocurrio
durante el UIG (hace aprox. 130,000 afos), y el refugio del Cabo durante el UMG
(aprox. 21,000 afios). ElI conjunto de los resultados de los haplotipos
mitocondriales permitieron concluir que los patrones de variacion genética dentro y
entre especies de colibri pueden ser explicados tanto por eventos histéricos
antiguos (formacion del Golfo de California y separacion del Cabo) como recientes
(fluctuaciones climaticas del Pleistoceno).



Se disefiaron cebadores para 16 Joci microsatélites a partir de
pirosecuenciacion. El polimorfismo fue alto comparado con otras especies de
aves. No se detect6 desequilibrio de ligamiento para ningun loci, y desviaciones al
equilibrio de Hardy-Weinberg solo fueron detectados en cuatro /oci. EI numero
promedio de alelos por locus vario de 4 a 10, y se observaron hasta 19 alelos por
amplificacion cruzada, sugiriendo que estos marcadores pueden ser utilizados
para estudios comparativos; las especies filogenéticamente mas emparentadas al
colibri de Xantus (e.g. Hylocharis leucotis, Cynanthus latirostris, Calypte costae)
tuvieron el mayor rendimiento en la amplificacién y polimorfismo (90%). El estudio
de 111 alelos microsatélites en H. xantusii, revel6 dos poblaciones genéticas
geograficamente discretas: una en el Norte y otra en el Sur. Los analisis
bayesianos mostraron que la poblacién del Norte presentd menos mezcla genética
entre individuos. La distribuciéon de estas poblaciones fue concordante con la
distribucion de oasis. Los oasis del sur, mas cercanos entre si, promueven una
tasa mayor de flujo genético y por lo tanto mayor intermezcla genética; mientras
que en los oasis al norte mas aislados, se promueve una mayor homogeneidad
genética. Esta estructura poblacional sugiere que la heterogeneidad en la
distribucion de oasis, han dejado huellas genéticas en el colibri de Xantus,
evidencias que no habian sido observadas en otras especies de vertebrados
peninsulares.

Por otro lado, se observd un dimorfismo morfolégico en cuatro de los seis
rasgos analizados; los machos fueron mas grandes en tamaro (largo total) con
alas mas largas (cuerda alar y largo de cola) y pico mas ancho. El analisis de
Cluster permitié observar cuatro poblaciones geograficamente discretas: A) region
sur, B) regién sur-central, C) regién central, y D) regién norte. Individuos de la
poblacion A fueron en promedio mas pequefos, mientras que los individuos de las
poblaciones B y C, tuvieron el pico mas largo y ancho. Los resultados del ANOVA,
indicaron que las poblaciones y el sexo, influyen independientemente sobre las
diferencias morfologicas del colibri de Xantus. Estos resultados fueron
parcialmente concordantes con el patrén de diferenciacién genética de la especie;
sin embargo, se sugiere que las condiciones locales relacionadas con la
heterogeneidad ambiental y la distribucion de los oasis son los factores mas
importantes que promueven niveles de diferenciacion morfologica. ElI dimorfismo
sexual en los rasgos morfologicos analizados en H. xantusii podria estar
relacionado con el apareamiento y comportamiento social.

La informaciéon generada en esta investigacion ofrece la oportunidad de
entender procesos histéricos y recientes, e identificar regiones de alta diversidad
genética y variacién intraespecifica, informacion pertinente que debe ser aplicable
a las estrategias de conservacion necesarias para asegurar el potencial evolutivo
de las especies.

Palabras clave: Hylocharis xantusii, Peninsula de Baja California, filogeografia,
vicarianza, pleistoceno, heterogeneidad ambiental, dimorfismo morfolégico



ABSTRACT

The Baja California Peninsula (BCP) has been the subject of study by a
diverse research works on phylogeography, due to its complex topographic,
geologic, and climatic history. The main signal encountered is genetic discontinuity
or phylogeographic structure of multiple taxa, where the distribution of
phylogroups, provides evidence of the impact of vicariant events during the
formation and separation of the BCP. However, few studies have resorted to
alternative hypothesis (e.g. climatic fluctuations or dispersal events), or have
integrated different molecular tools for understanding the relative influence of
ancient and recent historical processes have on current patterns of genetic
variation in species.

This study constitutes the first research about genetic diversity and
morphologic patterns of the single endemic hummingbird species of the BCP, the
Xantus” hummingbird (Hylocharis xantusii). This species distributes from the
middle portion of the BCP to Los Cabos. Using a sample of 154 individuals we
studied the genetic variation of three genes mitDNA (Cyt-b, COl y ND2; 2,297bp),
16 polymorphic microsatellite species-specific, also climatic information obtained
from the ecological niche modeling (ENM), Last Interglacial Predictions (LIG), and
the Last Glacial Maximum (LGM), as well as the variation on six morphological
traits linked to sexual dimorphism in the species. The aim was to determine the
relationship between the morphologic and genetic variation patterns and ancient
historical events (geologic) as well as recent historical processes (Pleistocene
climatic fluctuations and environmental heterogeneity).

The spatial analysis of 56 haplotypes of mitDNA showed there are three
mitochondrial lineages or populations that could be spatially differentiated; the
phylogeographic structure consisting of a North (population D), Central (population
C and B) and South (population A) regions. The estimated divergence times
obtained between the mitochondrial haplotypes of six hummingbird species
supports the hypothesis of two vicariant events: 1) the permanent separation of the
peninsula and formation of the Gulf of California at 5 mya, and 2) temporary
isolation of the southern region at the Isthmus of La Paz at 3 mya. The temporal
frame of genetic differentiation of intraspecific haplotypes indicates that 90% of
haplotypes diverged within the last 500,000 years, with a population increase
80,000 years ago. The haplotypes with the oldest divergence (ancestral, ~2.2 my)
and most recent haplotypes (12,500 to 16,200 years) occurred in the South and
North regions; both exhibit high levels of genetic diversity. As a result, unlike
previous studies, in this work we suggest two refuge areas for the Xantus’
hummingbird: The Cape Region and a Northern refuge. The past times predictions
on the ENM, support this two areas of refuge. The Northern refuge occurred during
the LIG (approximately 130,000 years ago), while the Cape Region refuge
happened during the LGM (21,000 years ago). The results from the mitochondrial
haplotypes allowed to conclude that genetic variation patterns within and among
hummingbird species are explained by ancestral historic events (Gulf of California



formation and isolation of the Cape Region) as well as recent events (Pleistocene
climatic fluctuations).

Primers were designed for 16 loci microsatellite by pyrosequencing. The
polymorphism was high when compared to other bird species. No disequilibrium in
linkage for any loci was detected, and deviations from Hardy-Weinberg equilibrium
were detected only in four loci. The average number of alleles per locus ranged
from 4 to 10, and we observed up to 19 alleles per cross amplification. The results
suggested that these primers could be used for comparative studies: Since the
phylogenetically related species of the Xantus®™ hummingbird (i.e. Hylocharis
leucotis, Cynanthus latirostris, Calypte costae) had the best performance in the
amplification and polymorphism (90%). The study of 111 microsatellite alleles in H.
xantusii revealed two genetic populations geographically distinct: one in the North
and one in the South. Bayesian analysis demonstrated there is less genetic mixing
within individuals in the Northern population. The distribution of the latter is
consistent with the oasis distribution. The Southern oasis are closer to each other,
which promotes a higher genetic flow rate, therefore a better genetic mixing within
individuals, in contrast, northern oases are more isolated. This has influence over a
higher genetic homogeneity. This population structure suggests that heterogeneity
in the oases distribution, have left genetic signals in the Xantus” hummingbird; this
evidence hasn’t been observed in other vertebrate species of the Peninsula.

A morphological dimorphism was found in four over six traits analyzed in this
study; males were bigger in size (total length) with larger wings (wing chord and tail
length) and wider bills (bill width). Cluster analysis allowed observing four
significant populations geographically discrete: A) south region; B) south-central
region; C) central region; and D) north region. Individuals of population A were in
average smaller, and individuals from populations B and C had larger and wider
bills. ANOVA results indicated that populations and sex independently affect the
morphological differences in Xantus’ hummingbird. These results are partially
consistent with the pattern of genetic differentiation of the species; however we
suggest that local conditions related to environmental heterogeneity and oases
distribution are the most important factors that promote levels of morphological
differentiation. Sexual dimorphism on morphological traits observed in H. xantusii
could be related to mating and social behavior.

The information obtained provides the opportunity to understand historical
and recent processes and identify regions of high intraspecific genetic diversity and
intraspecific variation, which is relevant information applicable to conservation
strategies necessary to ensure the evolutionary potential of the species.

Keywords: Hylocharis xantusii, Baja California Peninsula, phylogeography,
vicariance, pleistocene, environmental heterogeneity, morphological dimorphism



DEDICATORIA

A la vida, la salud y la pasion.

A mi familia, por ser mi ejemplo, mi motivacion y la fortaleza para

siempre salir adelante.

Al amor, la paz y tranquilidad presentes en mi vida.

A la memoria de mi eterna inspiracion, mi Abue, quien
siempre me acompana.



Vi

AGRADECIMIENTOS

Quizas, la parte mas dificil de escribir puesto que no hay palabras que
describan la enorme gratitud, para lo que a mi representa este trabajo, un
extraordinario trabajo en equipo.

Agradezco primeramente al CIBNOR, al departamento de posgrado, y todo
su equipo de trabajo por el apoyo brindado para que pudiera realizar mis estudios
de doctorado. Al CONACYyT por la beca de manutencion otorgada (registro 8492),
y por el financimiento de los proyectos que me brindaron todo lo necesario para
que pudiera realizar la investigacion tanto en el laboratorio como en el trabajo de
campo, proyecto CB-2008-01-106925 otorgado a Francisco J. Garcia De Ledn, y
proyecto 155956 otorgado a Ricardo Rodriguez Estrella.

A mis directores, a quien tanto debo. Francisco y Ricardo, gracias por
aceptarme como estudiante. Quiero que sepan que valoro enormemente su
tiempo, sus esfuerzos, sus consejos, sus regafos. Quiero que tengan la certeza,
que todo ha valido la pena, puesto que han dejado huella en una estudiante mas;
todo para mi ha sido ensefanza y motivacion, para ser una buena investigadora
comprometida con la ciencia y la naturaleza.

A mi comité de tesis, Borja Mila, Juan Francisco Ornelas, Enrique Martinez
Meyer, gracias por sus consejos y comentarios, por su tiempo y comprension, por
ser una parte fundamental para la finalizacion de esta etapa académica. Enrique,
muchisimas gracias por brindarme la oportunidad de realizar una estancia
académica en tu laboratorio; y si, tienes un excelente grupo de estudiantes.
Gracias a todo el Laboratorio de Analisis Espaciales del Instituto de Biologia de la
UNAM, por hacerme sentir como en casa.

Al Dr. Eduardo F. Balart y Dr. Pedro Cruz, por su buena disposicién para
ser suplentes en el examen de grado.

A quienes me adentraron en el fascinante y divertido mundo del trabajo de
campo. Mis queridos técnicos Abelino Cota y Franco Cota, por su invaluable
apoyo en los muestreos, por su amplio conocimiento de tan bella tierra, mi Baja,
por compartir sus experiencias, y por estar siempre con buena disposicion y buena
actitud. A Laura Rivera y Ricardo, y a todos mis compafieros del Laboratorio de
Analisis Espacial, Ecologia y Conservacion del CIBNOR, por brindarme de todo el
equipo necesario para las salidas de campo.



vii

A mis compafieros, amigos, hermanos académicos, a mi gran familia
GENCON. Mi Charis (Sarai), Cari, Tania, Caro, Pau, Adriano, David, Fausto,
Emiliano, Ricardo, Leo, Miguel. Son para mi un regalo de la vida. Y como siempre
dije, somos un excelente y maravilloso equipo. Extraordinarias personas que
siempre voy a extrafar. De quienes seguiré aprendiendo, con quienes seguiré
trabajando, quienes me regalaron sonrisas, abrazos, apoyo, palabras, con quienes
comparti innumerables momentos, y a quienes debo mucho de todo lo que
aprendi en estos 4.5 afios. Jamas me voy a cansar de agradecerles todo lo que
hicieron y siguen haciendo por mi. Los quiero, los admiro, y les deseo una vida
llena de éxitos, salud y amor.

A Patricia Vazquez del Laboratorio de Genética para la Conservacion, no
sabes cuanto tiempo te esperamos y nos hacias falta en el labo. Gracias Patty por
tan buena disposicion en apoyarnos en lo que sea. Gracias por llegar a poner
orden a tan preciable area de trabajo. Gracias por estar siempre pendiente de
nuestras necesidades. Espero que tu estancia en el laboratorio sea siempre
divertida. Mucho éxito y suerte.

A los comparieros de vigilancia del CIBNOR, gracias por hacerme sentir
segura cuando salia tarde del laboratorio.

A mis amigos-hermanos de toda la vida, quienes me han acompanado
siempre, quienes me han visto crecer, llorar y sonreir a lo largo de muchas etapas.
Mi querida y siempre roomie, Mabilia, gracias por creer en mi y por estar siempre
dispuesta a ayudarme en todo lo posible. Gracias por regalarme de tu tiempo al
final de este proceso de tesis. Mi querida amiga (Ale), gracias por siempre estar
dispuesta a ser complice de mis aventuras (buenas o malas), y por las porras para
terminar este “inche” doctorado. Siempre logras sacar miles de sonrisas en
momentos complicados. A mi pechocha (Marisol), por ser ese respiro cargado de
buena vibra, durante incontables jornadas de trabajo en el CIBNOR; a toda la
familia Jaime Green, gracias por siempre recibirme con una enorme y hermosa
sonrisa, y por su total interés en los colibries. A todos mis amigos de la “Secu”, por
recordarme que aunque el tiempo pase, el alma siempre sera joven.

A Yuliana, George, Sandy, Miki, Michelle, Dany, quiero que sepan que sus
palabras y abrazos siempre han logrado que mi corazon recobre la paz y
tranquilidad en momentos dificiles. Jamas habra tiempo suficiente que alcance,
para ponernos al dia. Siempre estan en mis pensamientos.



viii

A todos mis compafieros y maestros del curso ReGeneC 2013; sin duda
una experiencia que marco la pauta para mucho de lo que realice en mi trabajo de
tesis doctoral. A mis compafieros y maestros del Curso “Modelado de Nichos
Ecoldgicos y Distribuciones Geograficas” 2015, por contagiarme de esa alegria e
interés nato por aprender nuevas cosas de la naturaleza.

A mi amada familia. Quisiera llevarlos conmigo siempre. Ahora entiendo el
enorme esfuerzo y sacrificio que fue, el dejarme ir a realizar mis suefios y cumplir
mis metas. No creo que la vida me alcance para agradecerles todo lo que me han
dado. Mis papis, mis abuelos, mis hermanos, mis tios, mis primos, mis adorados
sobrinos; la vida no pudo haberme dado mejor familia. El estar lejos de ustedes, o
casi no verlos, es el mayor sacrificio que he hecho en la vida. Es una de las cosas
mas dificiles con la que tengo que aprender a vivir. Gracias por ser la fuerza
extraordinaria que me motiva e impulsa para salir adelante. Gracias por haberme
hecho una mujer de bien. Los amo infinitamente.

A mi persona especial. Llegaste a mi vida en el preciso momento. Luis,
gracias por llenar mis dias de paz, de tranquilidad, de armonia. Gracias por todo
ese amor que demuestras con tus cuidados, con empatia, comprension y un sinfin
de detalles que alegran mis dias. Sin ti no hubiera logrado esto. Gracias a toda tu
bella familia, Alonso Iglesias, por recibirme con los brazos abiertos. Besos al cielo.

A mis chiquirringuis (los colibries), y todas las aves que tuve oportunidad de
tocar y sentir. Que la vida nos perdone por los inconvenientes que provocamos
durante los muestreos, y por todos los dafios que los seres humanos causamos a
su habitat. Ojala que algun dia, aprendamos a vivir en completa armonia con la
naturaleza.

A todos aquellos que por descuido no nombre. Gracias por los buenos dias,

por las buenas tardes y por las buenas noches durante todo este tiempo.

iA TODOS USTEDES, MUCHISIMAS GRACIAS,
Y QUE LA VIDA SIEMPRE LES SONRIA!



CONTENIDO

RESUMEN. ... ... e [
AB ST R A C T ... i i
DEDIC AT ORI A. ... oo e v
AGRADECIMIENTOS ... ... e vi
CONTENIDO. ... e iX
LISTADE FIGURAS . ... ..o Xii
LISTA DE TABLAS . ... e e XVi
LISTA DE ANEXOS . ... i XVii
1. INTRODUCCION. .......oiiiiiiiiiiiiiiiiii e 1
2. ANTECEDENTES. ... e 5
2.1. ESTUDIO DE LA VARIACION GENETICA.......coooviiiiiiieieiiieeeeee, 5
2.2. FILOGEOGRAFIAY ESTRUCTURA GENETICA........cooiviiiiiieiieeee, 6
2.3. MODELACION DE NICHO ECOLOGICO.........cceveieeiiiieeeeeeeee e 10
2.4, AREADE ESTUDIO.......ouuiiiiii e 12
2.4 1. Historia Geologica de la Peninsula de Baja California........................ 12
2.4.2. Aspectos Climaticos de [a PBC...........oooiiiiii e, 14
2.4.3. Aspectos Ecolégicos de 1aPBC..........coiiiiiii 15
2.4 4. Patrones Filogeograficosen laPBC...........coiiiiiiiiiiii, 18
2.5. MODELO DE ESTUDIO......uititiiie e 20
2.5.1. El colibri de Xantus endémicode la PBC......... ..o 20
2.5.2. Historia Evolutiva de Hylocharis xantusii...................cccccoieiiiiiiiinnn. 21
2.5.3. Estudio de la variacion morfoldgica............ccooiiiiiiiiiiiiii 23
B.JUSTIFICACION. ... 26
A HIPOTESIS ..., 27
5. OBUETIVOS . ..., 28
5.1. OBJETIVO GENERAL. ...t 28

5.2. Objetivos particulares. ..........cooieiiiiii i 28



6. MATERIALES Y METODOS ... .cooomiiiiiiiiie e 30
6.1. OBTENCION DE MUESTRAS. ... ittt 30
6.2. EXTRACCION DE ADN TOTAL. .. .oiiiiiieeeie e 31
6.3. MARCADORES MOLECULARES...... ..ottt 32
6.3.1. ADN Mitocondrial............ooiiiriii i 32
6.3.2. Disefio de loci microsatelite.............ooieiiiiiii 33
6.3.3. Pruebas de polimorfismo y genotipificacién de loci microsatélite.......... 35
6.4. ANALISIS ESTADISTICO......ooiiiiieie e 36
6.4.1. PATRON FILOGEOGRAFICO........coouiieieieieeeeeeeee e 36
6.4.1.1. Estimacion de la diversidad genética..............ccooveiiiiiiiiiiiiinenn. 36
6.4.1.2. Reconstrucciones filogenéticas..............cocoviiiiiiiiiiiiic 36
6.4.1.3. Analisis Bayesiano de la estructura poblacional (BAPS).................. 37
6.4.1.4. Analisis espacial de la varianza molecular (SAMOVA)..................... 38
6.4.2. EVENTOS HISTORICOS......ouiiieie e 39
6.4.2.1. Estimacion de tiempos de divergencia..............ccoiiiiiiiiii i 39
6.4.2.2. Historia demografica..........ccooiiiriiiii i 40
6.4.2.3. Dinamica poblacional a través del tiempo................ccoiiiiin. 41
6.4.3. DIVERSIDAD GENETICA DE LOS LOCI MICROSATELITE............... 42
6.4.3.1. Calidad y utilidad de los loci microsatélite....................coiiiiiina.. 42
6.4.4. ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL..........uvieiiiieeeeeeiaann, 44
6.4.4.1. Analisis de agrupacion Bayesiana.............ccoooiiiiiiiiiiiii i 44
6.4.5. MODELACION DE NICHO ECOLOGICO..........oiiiiiiiiiiiieeee 45
6.4.6. ANALISIS DE LA VARIACION MORFOLOGICA.........ccceveeeeeen. 46
7. RESULT ADOS . ... e 48
7.1. PATRON FILOGEOGRAFICO DEL COLIBRI DE XANTUS................... 48
7.1.1. Diversidad genétiCa.........ccoiviuiniii i 48
7.1.2. Analisis filogen&tiCo.........ouiiii 49

7.1.3. Andlisis espacial de la estructura genética (BAPS y SAMOVA)............ 52



Xi

7.2. MARCO TEMPORAL DE DIFERENCIACION GENETICA.................... 54
7.2.1. Demografia hiStOrica...........o.oiii 57
7.3. DIVERSIDAD GENETICA Y UTILIDAD DE LOS LOCI MICROSATELITE. 59
7.3.1. Amplificacion Cruzada..............oooiiiiii e, 60
7.3.2. ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL.........oovveiieiiiiiiee.. 64
7.3.3. Analisis de agrupacion Bayesiana.............ccoooiiiiiiiiiii 64
7.4. MODELACION DE NICHO ECOLOGICO.........cvvueeeeeiiiiiiieeeeeeeee 66
7.5. ANALISIS DE LA VARIACION MORFOLOGICA............oveeeeieaeiiiiiinn, 67
8.DISCUSION. ... ..ottt e, 74
8.1. HISTORIA EVOLUTIVA DEL COLIBRI DE XANTUS.........ccceeeeeeeennn, 74
9. CONCLUSIONES. ... .. e 80
10. LITERATURA CITAD A . ... 82

1. ANEX O S 96



Xii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Eventos vicariantes propuestos para la diferenciacion genética de
especies y poblaciones en la Peninsula de Baja California (modificado
de Riddle et al., 2000)....... ..o 2
Figura 2. Esquema representativo de la reaccion de pirosecuenciacion 454-

Roche: 1) construccion de la libreria de ADN, 2) emulsion de PCR, y

3) reaccién de secuenciacion en placa de fibra éptica (modificado de

Mardis, 2008).......cceiriiiii e D
Figura 3. Diagrama BAM que ilustra los factores que interactuian para

determinar la distribucion geogréfica potencial de la especie: B)

factores bidticos que influyen o delimitan la distribucién de la especie,

A) representa las condiciones abidticas que la especie requiere para

sobrevivir y crecer; M) representa la region que puede ser accesible

para la especie a través de un periodo de tiempo; G) representa el

espacio geografico, Go) area ocupada por la especie; G)) area que

contiene las condiciones favorables, pero que no ha sido explorada

por la especie (tomado de Barve etal., 2011).........c.coiiiiiiiiiiinnas. 11
Figura 4. Historia Geoldgica de la Peninsula de Baja California. a) region del

cabo se separa del continente, b) baja norte se separa del continente

y se desplaza hacia Estados Unidos, c) baja norte se une a Estados

Unidos, y d) la peninsula se une en una gran masa de tierra formando

el Golfo de California. LA: Los Angeles, LP: La Paz (tomado de

Mulcahy y Macey, 2009).........couiiiiiiiiie e 13
Figura 5. Ecorregiones biogeogréaficas propuestas para la Peninsula de Baja

California (tomado de Gonzalez-Abraham, 2010).................ccoennnee 16
Figura 6. Principales oasis del centro y sur de la Peninsula de Baja California

(modificado de Rodriguez-Estrella, 2005)............ccooiiiiiiiiiiiin. 17
Figura 7. Eventos de dispersién propuestos para la biota de la Peninsula de

Baja California. (a) flechas grises indican dispersion Nortefa,
rodeando el Golfo de California e ingresando en direccion sur hacia la
peninsula. (b) flechas negras indican vicarianza Surefia, con la
separacion de la region del Cabo del continente. (c) hipdtesis de
“Anillo”, que implica tanto el origen surefio como nortefio para un
complejo de especies formando un anillo alrededor del Golfo de
California (tomado de Mulcahy y Macey, 2009)... .19
Figura 8. Relaciones filogenéticas entre especies de collbrles anallzadas en
este trabajo (modificado de Hernandez-Bafios et al., 2014). Puntos
rojos indican la posicion filogenética de las especies. Fotografia de H.
xantusii fue tomada por CGRS; para el resto de las especies las
imagenes fueron tomadas de la base de datos de la CONABIO

(http://naturalista.conabio.gob.mx/, http://bios.conabio.gob.mx/,
http://bdi.conabio.gob.mxX/).........ccooiiiiii 23
Figura 9. Localidades de muestro para el colibri de Xantus, endémico de la

Peninsula de Baja California. GC) evento vicariante de formacion del
Golfo de California, RC) region del Cabo separado por el Itsmo de La
Paz, MT) canal marino medio trans-peninsular................................ 30



Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Reconstruccion filogenética para los 56 haplotipos del colibri de
Xantus (identificados como “Hxan”) basado en secuencias
mitocondriales concatenadas (Cyt-b, COI, ND2), bajo el modelo de
evolucion de secuencias TrN + | + G. Numero entre parentésis
después de los haplotipos, indican la localidad donde los haplotipos
se encuentran distribuidos (ver mapa en parte inferior izquierda). Se
senalan los haplotipos ancestrales, identificados mediante las
estimaciones de tiempos de divergencia. Se indican valores de
soporte estadistico con base en los diferentes analisis: bootstrap de
MV / probabilidad a posteriorde IB.............ccoiiii i
Agrupamientos jerarquicos identificados por BAPS (izquierda) y
SAMOVA (derecha) para el colibri de Xantus, usando secuencias
concatenadas de ADNmit (Cyt-b, COI, ND2). Cuatro poblaciones son
identificadas (A, B, C, D). Lineas negras punteadas en el mapa
(senaladas 1 - 3), indican posibles quiebres filogeograficos entre las
poblaciones identificadas................cooii i
Estimaciones de tiempos de divergencia en afos (intervalos de
confianza al 95%) para las especies analizadas en este trabajo,
basados en secuencias concatenadas de ADNmit (Cyt-b, COI, ND2),
utilizando un reloj molecular log-normal no correlacionado relajado
implementado en BEAST (Drummond et al, 2012). Puntos de
calibracion fueron: a) registro fésil (12 m.a., Bleiweiss, 1998), b)
formacion de los arcos volcanicos (10 m.a., Ferrari et al., 2000), c)
completa separacion de la PBC (5 m.a., Riddle et al., 2000). El marco
temporal de diferenciacion genética para los haplotipos del colibri de
Xantus, se encuentran sefalados en recuadros y corresponden a las
poblaciones indicadas en el mapa: azul: poblacion A, amarilo:
poblacion B, rojo: poblaciéon C, y verde: poblacion D. La linea gruesa
negra punteada, indica el periodo de divergencia para la mayoria de
los haplotipos (500,000 anos). Haplotipos se muestran como clados
terminales, y el tiempo al ancestro comun mas reciente se sehala
despues de cada terminal. Entre paréntesis se sefiala la localidad a la
qgue pertenecen los haplotipos. Asteriscos rojos indican los haplotipos
ANCESHIAlES. ...
Distribucion de diferencias pareadas (izquierda), Red de minima
separacion (centro), y analisis Bayesiano de “skyline plots” (derecha;
lineas punteadas indican intervalos de confianza al 95%), son
generadas para cada una de las poblaciones del colibri de Xantus,
mediante el uso de secuencias concatenadas de ADNmit (Cyt-b, COl,
ND2). En las redes de haplotipos, los circulos son proporcionales a la
frecuencia, y la conexidon entre ellos es proporcional al numero de
diferencias entre haplotipos. Los analisis de “skyline plots” revelaron
que las poblaciones A y D, pasaron por un evento de expansion
reciente que comenzo hace 80,000 af0S.........ccoovviiiiiiiiiiiieenens,
Numero de grupos genéticamente homogéneos (K) calculado a partir
de la tasa de cambio de la funcion de verosimilitud AK (Evanno et al.,

xiii

51

52

56

58



Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Coeficientes de identidad para a) K = 2, y b) K = 4 como numero de
grupos genéticos homogéneos, donde cada barra vertical
corresponde a un individuo y cada color corresponde a la proporcion
de probabilidad de pertenecer a cada grupo. Los numeros de la parte
inferior corresponden a las localidades de origen; para su
correspondencia ver Figura Q...
Modelacion de nicho ecoldgico y distribucion potencial de Hylocharis
xantusii. Periodos: ultimo interglacial (LIG), ultimo maximo glacial
(LGM), holoceno medio y distribucién potencial al presente. Regiones
en color verde representan las regiones geograficas con las
condiciones favorables para que la especie ocurra...........................
Variables morfolégicas analizadas en este trabajo (derecha). Se
indican las localidades estudiadas y el numero de individuos machos
y hembras identificados (M y F respectivamente).............................
Analisis de cluster entre las variables morfologicas (a), y entre los
individuos analizados (b) para el colibri de Xantus...........................
Andlisis de componentes principales de las variables morfolégicas
asociadas a las diferentes localidades de muestreo para el colibri de
Xantus. Los numeros romanos (I, Il, lll, IV), indican mayor presencia
de individuos de esas localidades (se sefalan en el mapa). Las letras
en el mapa (A, B, C y D) hacen referencia a las agrupaciones
identificadas en el analisis de cluster...............cooiiiiiiiicicinns
Diferencias en los rasgos morfolégicos (promedio + error estandar)
entre machos (azul) y hembras (verde) del colibri de Xantus. Se
indican los tamafios de muestra para machos y hembras utilizado en
cada comparacion. Diferencias significativas de la prueba “t’, ** =
p<0.01, *** = p<0.001, en a) largo total, b) cuerda alar, c) largo de
cola, yf)ancho de piCo..........ooiiiiiii
Diferencias en los rasgos morfolégicos (promedio + error estandar) de
los individuos machos entre las agrupaciones identificadas por el
analisis de cluster. Agrupaciones con diferencias significativas se
muestran con diferentes letras en: a) largo total, b) cuerda alar, d)
nostril, €) culmen, y f) ancho de piCo...........ccocoiiiiiiiiiiii

Xiv

65

66

67

68

69

70



LISTA DE TABLAS

Tabla l.

Tabla Il

Tabla lll.

Tabla IV.

Tabla V.

Valores de diversidad genética y estadisticos demograficos
para el colibri endémico de la Peninsula de Baja California,
basados en el analisis de secuencias mitocondriales (Cyt-b,
COl, ND2, secuencias concatenadas)............ccceevieiiinnnnn..
Resultado de los analisis de SAMOVA y porcentaje de variacion
dependiendo de los grupos K definidos..................cooooiinnl.
Loci microsatélites polimoérficos aislados para Hylocharis
xantusii. Incluye el numero de acceso al GenBank, la secuencia
del cebador, el motivo repetido, temperatura de alineamiento
(Ta), concentracion de MgCl,, intervalo de la talla alélica (bp), el
numero de alelos observados (Na), heterocigosidad observada
y esperada (Ho y Hg respectivamente), y probabilidad de
desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg (Puw).......coevvveene.
Diversidad genética y niveles de polimorfismo obtenidos a partir
de la amplificacién cruzada de los loci microsatélites disefiados
de novo para el colibri de Xantus. Se incluye el numero y
porcentaje del polimorfismo (Polym), numero de alelos
observados (Na), y heterocigosidad observada y esperada (Ho
y He respectivamente)............coooiiiiiiii
Resultados del ANOVA de dos vias examinando el efecto de
las diferencias en sexo (machos vs hembras), y de las 10
localidades del colibri de Xantus en los rasgos morfolégicos
analizados. df: grados de libertad, MS: valor promedio
cuadrado, NS: no significativo................ccooiiiiiic i

XV

49

53

61

63



XVi

LISTA DE ANEXOS

Anexo 1. Informacién obtenida en campo de los individuos del colibri de
Xantus (Hylocharis xantusii) endémico de la Peninsula de Baja
California. Se indican el ID del ADN total, la localidad y sus
coordenadas geograficas, ID de la fotografia, sexo, peso y las
variables morfologicas analizadas en este trabajo.................... 96
Anexo 2. Cebadores microsatellites obtenidos por pirosecuenciacion,
sintetizados para pruebas de polimorfismo en el colibri de
Xantus (Hylocharis xantusii), endémico de la Peninsula de Baja
California. ... ..o 101
Anexo 3. Valores de diversidad genética de secuencias de ADN
mitocondral comparada entre distintas especies de
= Y PPN 104
Anexo 4. Comparacién del uso de Joci microsatélite entre distintas
especies de aves. Se indica el tamafo de muestra (n), el
numero de loci polimodrficos, el numero de alelos por locus,
heterocigosidad observada y esperada...................cooeeiieinnnnn. 106
Anexo 5. Articulos cientificos
Aceptado:
Genetic diversity of the endemic Xantus’ hummingbird using 16
novel polymorphic microsatellite /loci, and the cross
amplification between six related species. Open Journal
of Genetics.
Morphological dimorphism and population differences of the
endemic Xantus’ hummingbird (Hylocharis xantusii) in the
Baja California Peninsula. Acta Zooldégica Mexicana.
Sometido:
Phylogeography of endemic Xantus’ hummingbird (Hylocharis
xantusii) show a different history of vicariance in the Baja
California Peninsula. Molecular Phylogenetics and
Evolution. ... 107



1. INTRODUCCION

El estudio de los patrones filogeograficos, ha contribuido considerablemente
a comprender que factores han influido sobre la estructura poblacional y la
divergencia de especies y poblaciones (Knowles y Maddison, 2002). Los analisis
filogeograficos envuelven procesos historicos, y reflejan la interaccion entre los
procesos demograficos y genealdgicos, y la dinamica de los procesos de la tierra
(geoldgicos o climaticos; Avise, 2000); por tal motivo, los métodos filogeograficos
son capaces de identificar sefiales de eventos histéricos, como barreras
geograficas, discontinuidades genéticas, fragmentacion de habitats, patrones de
dispersidn o expansion de la distribucidon de especies y poblaciones, eventos de
migracion, vicarianza, extincion de linajes genéticos, y zonas de refugio, dentro de
las poblaciones contemporaneas (Dominguez-Dominguez y Vazquez-Dominguez,
2009; Scoble y Lowe, 2010.).

Se ha observado que los eventos histéricos geoldgicos y las fluctuaciones
climaticas, han dejado sefales en la estructura genética de las poblaciones, las
cuales han persistido hasta el tiempo presente (Hewitt, 2000; 2004). Por un lado,
las fluctuaciones climaticas, son un factor importante en los procesos de
diversificacion y especiacion (Lovette, 2005; Avise, 2009); en términos generales,
en el hemisferio norte, la alternancia de los cambios climaticos entre periodos
glaciares e interglaciares, propios del Pleistoceno, resultaron en multiples
contracciones y expansiones de la distribucion de muchos taxa que encontraron
resguardo en zonas de refugio o zonas con menor impacto en la intensidad de los
cambios globales, hacia el frio o el calor, segun sea el caso, regiones que

ademas, han sido consistentes para muchas especies (Hewitt, 1996; 2000).

En la Peninsula de Baja California (PBC), que es en particular una regién
con una compleja historia geoldgica y climatica caracterizada por una amplia

heterogeneidad ambiental contemporanea, se distribuyen multiples taxa,



incluyendo especies endémicas, cripticas, de amplia distribucion, restringidas,
exoticas, vulnerables, que han sido objeto de estudios filogeograficos acerca de la
distribucion de la variacion genética (e.g. Zink, 1996; Riddle et al., 2000; 2008;
Nason et al., 2002; Riddle y Hafner, 2010). La idea principal sugerida para explicar
la estructuracién genética espacial, es mediante el proceso de vicarianza, debido a
la historia geolégica de la PBC (ver Murphy, 1983; Upton y Murphy, 1997; Grismer
2000; Riddle et al., 2000; Lindell et al., 2006).

En general, se ha planteado una hipdtesis temporal y espacialmente
explicita sobre los eventos vicariantes de la PBC, donde se sefalan cuatro
eventos puntuales que se piensa han promovido la divergencia genética de las
especies adaptadas al ambiente arido-desértico (Figura 1, Riddle et al., 2000): 1)
la formacion del Golfo de California hace 4 millones de afios (m.a.); 2) la incursion
marina a través del Istmo de La Paz (3 m.a.); 3) la transgresién del Golfo de
California hacia las areas bajas del sur de California y Arizona (3 m.a.); y 4) la

presencia de un canal medio peninsular que separo la parte norte y central de la
Peninsula (1.6 m.a.).
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Figura 1. Eventos vicariantes propuestos para la diferenciacion genética de

especies y poblaciones en la Peninsula de Baja California (modificado de Riddle et
al., 2000).



Contrario a explicaciones basadas en eventos historicos, diversos estudios
han concluido que especies con poblaciones altamente diferenciadas, pueden
representar una etapa reciente del proceso de especiacion, y no necesariamente
un efecto directo de los eventos histéricos; por ejemplo, la deriva y la seleccion
ecolégica pueden inducir cambios en aspectos relacionados con el
comportamiento social y la seleccion de pareja, promoviendo el aislamiento
reproductivo, y eventualmente a la especiacion (Edwards et al., 2005); ademas, la
especiacion ecologica puede actuar sobre caracteres morfolégicos y de
comportamiento, generalmente en especies distribuidas en ambientes
heterogéneos, donde el flujo genético entre localidades es reducido, favoreciendo
asi la diversificacion (Nosil et al., 2008). Asi, pese a que los analisis filogeograficos
pueden revelar patrones comunes en la estructura genética de numerosas
especies, sugiriendo que al menos un evento historico tuvo gran influencia a nivel
de comunidad, existen algunos aspectos especie-especificos mas complejos de
explicar, y que pueden depender no solo de la interaccion de eventos historicos
con el comportamiento y ecologia de las especies, sino ademas con la capacidad

de dispersion, habitat, el nicho ecolégico, y la seleccion sexual (Neto et al., 2012).

El presente trabajo forma parte integral del proyecto “Filogeografia
Comparada en el Noroeste de México”, dirigido por el Dr. Francisco J. Garcia De
Ledn, que tiene como objetivo general analizar los efectos que han dejado los
eventos historicos vicariantes y climaticos, sobre la estructura genética vy
filogeografia de algunas especies de plantas y animales co-distribuidos en la
region del Noroeste de México. En particular, en este estudio de tesis doctoral, se
analiza la distribucion de la variabilidad genética del colibri de Xantus endémico de
la PBC a diferentes escalas espacio-temporales, por medio de marcadores
moleculares de ADN mitocondrial y loci microsatélite disefiados a partir de
pirosecuenciacion, para verificar si existe un patron filogeografico que se relacione
con eventos vicariantes historicos, o si la estructura genética poblacional puede

explicarse bajo el contexto de las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno. Al



mismo tiempo, mediante proyecciones al pasado en la modelacién de nicho
ecologico, investigar la influencia relativa de las variables ambientales sobre el
patrén filogeografico y de estructura genética del colibri; finalmente, determinar si
la heterogeneidad ambiental de la Peninsula, en conjunto con caracteristicas
propias de la biologia de la especie como el comportamiento social o el dimorfismo

sexual, promueven niveles diferenciacion en caracteres morfoldgicos.



2. ANTECEDENTES

2.1. ESTUDIO DE LA VARIACION GENETICA

La genética de poblaciones se encarga de cuantificar la diversidad y
estructura genética de las poblaciones, asi como su cambio a través del tiempo
evolutivo. El estudio de la variacion genética juega un papel muy importante dentro
de la biologia evolutiva, ya que involucra procesos a partir de los cuales ocurre la

evolucion de las poblaciones (Futuyma, 2005; Templeton, 2006).

La dinamica evolutiva de las especies en condiciones naturales esta medida
principalmente por la estructura genética espacial de sus poblaciones, es decir por
la distribucion de las frecuencias alélicas en una region determinada, como
resultado de la accion de las fuerzas evolutivas (mutacién, deriva génica,
migracion y seleccién natural). Por ejemplo, un patrén homogéneo de estructura
genética sugiere reproduccion al azar o panmixia, mientras que un patron
discontinuo sugiere reproduccion no aleatoria y accion independiente o diferencial
de las fuerzas evolutivas (Templeton, 2006). La influencia de estas fuerzas
evolutivas varia dependiendo de diversos factores que pueden ser histéricos como
la dispersion y vicarianza, ecoldgicos como la preferencia del habitat, asi como
aspectos bioldgicos y de la historia de vida de las especies, como el

comportamiento, y la seleccién sexual (Hewitt, 1996; Templeton, 2006).

Para comprender la historia evolutiva de los patrones de diversificacién o
especiacion, el uso conjunto de marcadores moleculares como el ADN
mitocondrial y nuclear, con diferentes tasas de mutacion, es importante porque
nos permite hacer inferencias a diferentes escalas temporales, y proveen de
informacion mas confiable y sélida de los procesos historicos, ecologicos y
biolégicos que promueven niveles de variacion genética (Rull, 2007; Neto et al.,
2012; Scoble y Lowe, 2012).



2.2. FILOGEOGRAFIA Y ESTRUCTURA GENETICA

Cuando la historia evolutiva de las poblaciones se analiza desde la
perspectiva de la biogeografia histérica asociada a eventos geoldgicos o
climaticos de los patrones espaciales de la diversidad genética, se habla de
filogeografia, la cual se encarga del estudio de los procesos historicos que rigen
las distribuciones geograficas de los linajes genealdgicos o filogenéticos (Avise,
2000). Tradicionalmente estos andlisis se han llevado a cabo a nivel
interespecifico 0 entre especies relacionadas, por lo que el ADN mitocondrial
(ADNmt), que se caracteriza por presentar alta tasa de mutacion con resolucion
temporal mas antigua, no recombina y su herencia es casi exclusivamente

materna, se ha mantenido como principal molécula informativa (Avise, 2008).

En el sentido histoérico, los patrones filogegraficos pueden ser explicados en
el contexto de dos hipotesis: la vicarianza y la dispersion. En los eventos
geoldgicos como la vicarianza, el surgimiento de una barrera fisica como cadenas
montafiosas, cuencas o canales, fragmenta la distribucién de las especies y
promueve su diferenciacién genética; y con el tiempo suficiente y en ausencia de
flujo génico y la accién independiente de las fuerzas evolutivas, puede resultar en
un proceso de especiacion (Avise, 2000). Por el contrario, bajo el contexto de la
hipotesis de dispersion, el patron filogeografico de las especies es el resultado de
la expansion del intervalo de distribucion, atravesando cualquier barrera fisica. Por
otro lado, eventos historicos como el régimen del cambio climatico provocado por
periodos glaciales e interglaciales durante el Pleistoceno, a menudo resultan en la
contraccion y expansion de las poblaciones. Cuando la contraccién del intervalo
de distribucion ocurre hacia la zona de refugio, se espera que los valores de
diversidad genética mas altos se localicen en esa zona, seguido de una reduccion

gradual en direccion a la ruta de dispersion (Hewitt, 1996; 2000).



A nivel intraespecifico, las poblaciones de la mayoria de las especies
muestran diferentes grados de estructuracion genética (Hewitt, 2000), por lo que
recientemente, los analisis filogeograficos han ido implementado nuevas
herramientas genéticas y estadisticas para determinar cambios en la estructura
genética de las especies debido a procesos evolutivos en una escala temporal
mas fina (procesos microevolutivos; e.g. Guillot et al., 2005). Como se menciono
anteriormente, ademas de los eventos historicos vicariantes y de dispersion, un
patrén genético discontinuo puede deberse a la influencia de factores ambientales
ecoldgicos (e.g. altitud, topografia, temperatura, precipitacién; Storfer et al., 2007),
asi como a la biologia e historia de vida propia de las especies. En este sentido,
los avances tecnologicos, se han dirigido al desarrollo de marcadores con
diferente resolucién espacial y temporal, que puedan responder a preguntas en
una escala reciente. Usualmente marcadores altamente variables como los
microsatélites, son necesarios para detectar discontinuidades genéticas, o niveles
de estructuracion a nivel poblacional, y correlacionarlas con los factores
ambientales (Guillot ef al., 2005).

Cuando las poblaciones de una especie se encuentran diferenciadas
geograficamente, la principal fuerza evolutiva responsable de la estructuraciéon
espacial de las poblaciones, es el flujo genético. Si el flujo genético es alto, es
decir alta conectividad poblacional, las poblaciones tenderan a ser homogéneas y
sin adaptaciones locales, lo cual impide el proceso de especiacion (Templeton,
2006). Por el contrario, cuando el flujo genético es bajo, se producira una
diferenciacion genética entre las poblaciones dando origen a linajes evolutivos
distintos. Asi, la estructuracién genética poblacional, y el establecimiento de linajes
evolutivamente independientes, esta fuertemente influenciada por los patrones de

intercambio genético dentro y entre poblaciones (Schaal et al., 1998).

Las barreras geograficas y/o ecolégicas acentuan Ila subdivision

poblacional, y en combinacion con las caracteristicas biolégicas de la especie,



como la capacidad de dispersion, el comportamiento social o la seleccién sexual,
pueden reducir la panmixia en una o varias poblaciones, promoviendo niveles de
diferenciacion genética, observando frecuencias y distribucion de alelos
heterogéneos (Templeton, 1998). Por ende, un factor limitante es sin duda la falta
de marcadores moleculares con polimorfismo suficiente a nivel intraespecifico, que
permita identificar tales diferencias. Con el desarrollo de nuevas técnicas de
secuenciacidon masiva, como la pirosecuenciacion 454-Roche, es posible la
obtencidén de cientos de miles de fragmentos del genoma, a partir de los cuales se
pueden disefar cebadores microsatelitales de novo especie-especificos, con
suficiente informacion genética, sobre todo para especies donde los datos

genéticos son limitados (Abdelkrim et al., 2009).

De manera general la pirosecuenciacion consiste en tres pasos
fundamentales (Figura 2): 1) preparacion de una libreria donde el ADN de un
individuo es fragmentado y se adhieren adaptadores a los extremos; 2) emulsién y
PCR donde a cada fragmento se incorpora una gota de aceite que contiene todos
los elementos para realizar una PCR, y microesferas con secuencias
complementarias a los adaptadores; y 3) secuenciacibn masiva, donde las
microesferas se cargan en una placa de fibra 6ptica con 96 pozos. En cada pozo
cabe una microesfera y la enzima luciferasa. La secuenciacion inicia cuando los
nucledtidos con pirofosfatos se van inyectando de manera secuencial a través de
la placa y cada vez que un nucleotido es adherido a la hebra complementaria la
luciferasa libera un haz de luz que es detectado por la camara CCD (“Change
coupled device” por sus siglas en ingles). Este proceso se repite varias veces

hasta agotar los reactivos (Mardis, 2008).
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Figura 2. Esquema representativo de la reaccion de pirosecuenciacion 454-
Roche: 1) construccion de la libreria de ADN, 2) emulsion de PCR, y 3) reaccion
de secuenciacion en placa de fibra 6ptica (modificado de Mardis, 2008).

Una vez determinado el patron genético espacial de las poblaciones, es
posible, 1) cuantificar la influencia de las variables ambientales sobre la variacion
genética, 2) identificar barreras para el flujo genético, 3) identificar como la pérdida
de habitat (calidad) afecta la dispersién, 4) comprender la escala temporal y
espacial de un proceso ecoldgico, y 5) probar hipotesis ecologicas especificas
(Storfer et al., 2007).

En afos recientes, han surgido una amplia gama de herramientas de
analisis que nos permiten contrastar hipotesis sobre procesos microevolutivos,
como cambios o variacion a nivel intraespecifico, o discontinuidades genéticas,

debido a factores ambientales y ecolégicos, como la altitud, topografia,
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desertificacion, fragmentacion, precipitacion y temperatura entre otros (Manel et al.
2003, Guillot et al. 2005, Storfer et al. 2007, Thomassen et al. 2009, Scoble y
Lowe 2010). Existe evidencia creciente de que la informacion detallada del
ambiente, es importante para comprender la variacion y diversificaciéon en las
poblaciones naturales (e.g. Thomassen et al. 2009, Alvarado-Serrano y Knowles
2013).

2.3. MODELACION DE NICHO ECOLOGICO

La modelacion de nicho ecolégico (MNE) permite obtener la distribucidn
potencial de la especie en funcién de las variables medioambientales (Kearner y
Porter, 2009), y se basa en detectar las relaciones no aleatorias entre dos
conjuntos de datos: 1) los registros georreferenciados de la presencia de una
especie, y 2) la informacion digitalizada de variables ambientales (e.g. climaticas,
topograficas) que potencialmente determinen los patrones de distribucién de la
especie de estudio en una determinada escala de analisis (Alvarado-Serrano vy
Knowles, 2013).

La idea general de “nicho”, se refiere a las condiciones ecoldgicas que una
especie requiere para mantener sus poblaciones en una region determinada, en
conjunto con los impactos que otras especies tienen sobre sus recursos, el habitat
y el ambiente (Peterson et al., 2011). De esta idea general, derivan dos conceptos
que han sido ampliamente discutidos, y que forman parte crucial en la teoria de
nicho ecoldgico: el nicho fundamental y el nicho realizado. El nicho fundamental lo
podemos definir segun Hutchinson (1957), como el conjunto de todos los factores
ambientales que permiten a las especies subsistir; por otro lado, el nicho realizado
lo define como la parte del nicho fundamental donde las especies son restringidas

debido a las interacciones bioticas (Peterson et al., 2011).
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Las especies estan distribuidas tanto en espacio geografico como en
espacio ecologico. El diagrama BAM (Biotic-Abiotic-Moblity por sus siglas en
ingles, Figura 3), ha sido ampliamente discutido ya que delinea los factores que
determinan la distribucion ecologica de las especies, y permite conceptualizar
modelos de nicho y de distribucidén. El espacio ecologico se refiere a esa region
conceptual cuyos ejes incluyen todas las variables que afectan a la especie, y
puede ser estimado mediante observaciones de la presencia de la especie en
relacion a la variacion ambiental (el nicho fundamental; Barve et al., 2011,
Peterson et al., 2011, Peterson y Soberon, 2012). Asi la MNE, puede ser aplicado
para determinar, por ejemplo, la distribucidn espacial potencial y observada de las
especies, que puede ser proyectada en el pasado, presente y futuro (Peterson et
al., 2011).

Figura 3. Diagrama BAM que ilustra los factores que interactian para determinar
la distribucion geografica potencial de la especie: B) factores bidticos que influyen
o delimitan la distribucion de la especie, A) representa las condiciones abidticas
que la especie requiere para sobrevivir y crecer; M) representa la regidn que
puede ser accesible para la especie a través de un periodo de tiempo; G)
representa el espacio geografico, Gp) area ocupada por la especie; G)) area que
contiene las condiciones favorables, pero que no ha sido explorada por la especie
(tomado de Barve et al., 2011).

La reciente integracion del MNE en estudios de filogeografia, ha promovido

el entendimiento de los procesos que generan estructura en la variacion genética
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a través del paisaje (Alvarado-Serrano y Knowles, 2013), debido a que la MNE
genera informacion sobre las preferencias y tolerancias bioticas de las especies, y
se pueden realizar estimaciones de la distribuciéon potencial de las especies, al
pasado, presente y futuro (Peterson et al., 2011). En filogeografia, el MNE ha sido
empleado para evaluar sitios de refugio, asociando la distribucion potencial de las
especies al ultimo maximo glacial con la diversidad genética (Garrick et al., 2013;
Alvarado-Serrano y Knowles, 2013; Jezkova et al., 2014), para identificar el nicho
potencial de linajes cercanamente emparentados (Leaché et al., 2009; Valdivia-
Carrillo, 2014) y su asociacién a presiones selectivas (Manel et al., 2010), para
caracterizar preferencias y tolerancias ambientales (Wooten y Gibs, 2012), asi
como para identificar la segregacion espacial de sexos asociada a condiciones

medioambientales diferenciales (Gutiérrez-Flores, 2015).

2.4. AREA DE ESTUDIO

2.4.1. HISTORIA GEOLOGICA DE LA PENINSULA DE BAJA CALIFORNIA

La Peninsula de Baja California (PBC) comprende una gran variedad de
habitats, que van desde bosques templados, tropicales, hasta desiertos arbustivos
montanosos y planos bajos aridos; esta gran diversidad, es el resultado de
sucesos geologicos muy dinamicos y de cambios climaticos que dieron origen al
alto numero de endemismos que se encuentran en la region (Riddle et al., 2000).
A partir de estudios geoldgicos se determiné que la actividad de las placas
tectonicas (de Norteamérica, de Farallon y del Pacifico), provocé la formacién de
la peninsula y del Golfo de California (Mulcahy y Macey, 2009). Como
consecuencia de estos movimientos tecténicos, la region del Cabo se separ6 de la
costa este de la parte continental de México (Figura 4), entre 5.5 y 14 millones de
afos (m.a.) segun distintas estimaciones. Posteriormente, durante el Pleistoceno
(2 m.a.) la region del Cabo se unié a la PBC (Murphy y Aguirre-Ledn, 2002;
Mulcahy y Macey, 2009).
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Durante el proceso de formacion de la PBC, la presencia de canales
marinos transpeninsulares han sido ampliamente citados en estudios
filogeograficos (Riddle et al., 2000; Riddle y Hafner, 2006; Munguia-Vega, 2011).
La evidencia geoldgica a partir de depdsitos marinos sugiere que durante el
Mioceo tardio (7 m.a.) en la region central de la PBC existio un canal trans-
peninsular (desde Laguna San Ignacio hacia el proto-Golfo), conectando el
Océano Pacifico y el Golfo de California. Este canal pudo haber existido en mas

de una ocasion, siendo el ultimo evento hace 1 m.a. (Oskin y Stock, 2003).
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Figura 4. Historia Geoldgica de la Peninsula de Baja California. a) region del cabo
se separa del continente, b) baja norte se separa del continente y se desplaza
hacia Estados Unidos, c) baja norte se une a Estados Unidos, y d) la peninsula se
une en una gran masa de tierra formando el Golfo de California. LA: Los Angeles,
LP: La Paz (tomado de Mulcahy y Macey, 2009).
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2.4.2. ASPECTOS CLIMATICOS DE LA PBC

Las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno (2.5 m.a. — 11,000 afos atras),
se caracterizaron por ciclos periddicos muy marcados con alternancia de etapas
mas frias que el clima actual (8°C menos), periodos glaciales, con etapas calidas
similares al presente (2°C a 3°C mayor), conocidas como periodos interglaciares
(Caballero et al., 2010). Se cree que en periodos glaciales, las especies con
afinidad tropical pudieron sobrevivir a los cambios climaticos habitando zonas de
refugio en donde las condiciones no fueran tan extremas, recolonizando
posteriormente cuando el clima fue O6ptimo (Hewitt, 1996; 2000). Estudios
moleculares han revelado que los refugios del Pleistoceno han promovido la
generacion y mantenimiento de la diversidad genética, resultando en regiones con
alta diversidad genética (Hewitt, 1996; 2004).

En especies adaptadas a climas calidos, los refugios usualmente ocurren
en regiones con una heterogeneidad topografica alta, al retener cierta estabilidad
climatica durante los periodos glaciales (Hewitt, 1996; 2000). Sin embargo, se ha
observado que la fisiografia de la PBC, en conjunto con la historia geoldgica
compleja y el régimen climatico presente, han ocasionado el aislamiento de
organismos a otras regiones de la peninsula fuera de los refugios surefos,
indicando que los patrones filogeograficos encontrados en especies de reptiles y
mamiferos, probablemente fueron causados por aspectos como adaptaciones
locales y la seleccion natural, o incluso por la permanencia de regiones aridas mas
localizadas a lo largo de la peninsula (e.g. Grismer, 2002; Valdivia-Carrillo, 2014;
Gutiérrez-Flores, 2015).

Un aspecto importante que se debe considerar, y que no habia sido
contemplado en estudios previos para la PBC, es que las regiones aridas y semi-
aridas como lo es la peninsula, son las areas mas sensibles al cambio climatico,

particularmente durante los periodos interglaciares, puesto que la escasa
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precipitacion conlleva a una expansion de las zonas aridas, con el decremento en
la cantidad y calidad de agua subterranea, degradacion del suelo, salinizacion, y
reduccion de la cobertura vegetal (Gutiérrez-Elorza, 1998). Desde el inicio del
Holoceno (11,500 afios atras al presente, Gibbard y Van Kolfschoten, 2004),
reciente periodo interglacial, muchas poblaciones animales pueden estar
restringidas a regiones mas estables, dadas las condiciones aridas presentes en la
PBC. En las regiones mas aridas, la temperatura puede llegar a mas de 50°C,
mientras que en las zonas humedas de la Sierra de La Laguna y los oasis, la
temperatura no excede los 30°C (Arriaga y Rodriguez-Estrella, 1997; Rodriguez-
Estrella et al., 1997).

2.4.3. ASPECTOS ECOLOGICOS DE LA PBC

Dadas las caracteristicas geologicas y climaticas historicas de la PBC, en
conjunto con la compleja topografia y localizacién, hacen que la peninsula
presente distintas regiones biogeograficas, resultado de las interacciones
ecologicas entre el suelo, el clima y la biota (Grimer, 2002; Gonzalez-Abraham et
al., 2010). Gonzalez-Abraham y colaboradores (2010), realizaron una revision y
regionalizacion de la peninsula, a partir de la cual proponen regiones ecologicas

(14 ecorregiones, Figura 6), agrupadas en tres grandes regiones:

1. Mediterranea, se encuentran las ecorregiones 1-5, presentan dos periodos
de precipitacién, invierno y primavera, con clima de tipo mediterraneo con
inviernos frios y lluviosos, y veranos secos y calidos;

2. Desértica, ecorregiones 6-11, la cual comprende una zona de transicion
entre los ecosistemas templado mediterraneo del norte y tropical del sur.
Tiene precipitacibn escasa e irregular, y presenta elevada cobertura
arborea;

3. Tropical, ecorregiones 12-14 que ocupan todo el extremo sur de la PBC, la

precipitacion es principalmente deriva de tormentas ciclénicas a finales de
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verano y otofo, y se caracteriza por ambientes de selva baja caducifolia,
matorrales, y el bosque de pino-encino de la Sierra de Laguna (2,090 m de
altitud).
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Figura 5. Ecorregiones biogeograficas propuestas para la Peninsula de Baja
California (tomado de Gonzalez-Abraham et al., 2010).

Otro aspecto ecolégico muy peculiar de la PBC, es la presencia de regiones
de oasis a lo largo de la peninsula. Estas regiones corresponden a cuerpos de
agua dulce inmersos en el desierto, y son considerados como refugios ya que
contienen condiciones de ambientes mésicos relictos desde el Pleistoceno (Maya

et al., 1997; Valero et al., 2014). Los oasis son de gran importancia ecoldgica y
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bioldgica, debido al tipo de especies que soporta, ya que incluye una variedad de
fuentes de alimentos, por lo que han sido propuestos como zonas prioritarias para
la conservacion debido a la riqueza de especies de animales y plantas que ahi se
distribuyen (Arriaga et al., 1997; Rodriguez-Estrella et al., 1997; 1999; 2005).

En términos de especies de aves, la PBC ha sido categorizada como un
area de aves endémicas del mundo; y con base al numero de especies
endémicas, y aquellas enlistadas como amenazadas o en peligro, los oasis del
centro y sur de la peninsula (Figura 7), son las areas mas importantes para la

conservacion de aves terrestres (Rodriguez-Estrella, 2005).
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Figura 6. Principales oasis del centro y sur de la Peninsula de Baja California
(modificado de Rodriguez-Estrella, 2005).
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2.4.4. PATRONES FILOGEGRAFICOS EN LA PBC

Bajo el contexto de la teoria de la tectdnica de placas en la formacion de la
PBC, se han puesto a prueba hipotesis relacionadas tanto a eventos de
separacion vicariante, como de dispersion, entre especies asociadas a la PBC y el
continente (Riddle et al., 2000a; 2000b; Zink et al., 2002; 2001; 2000; Crews y
Hedin, 2006, Devitt, 2006; Riddle y Hafner, 2006a; Leaché y Mulcahy, 2007,
Mulcahy y Macey, 2009; Leaché et al., 2009; Munguia-Vega, 2011). Por un lado,
diversos trabajos han observado discontinuidades genéticas en base al analisis de
la estructura filogeografica de multiples taxa distribuidos a los largo de la PBC
(mamiferos, aves, reptiles, anfibios, plantas e invertebrados; ver Riddle et al.,
2000; Riddle y Hafner, 2006; Mulcahy y Macey, 2009; Munguia-Vega 2011); la
distribucion de los diferentes filogrupos, representan una fuerte evidencia de los
eventos vicariantes historicos: 1) Istmo de La Paz, con la separacion de la regién
del Cabo del resto de la peninsula por un camino marino trans-peninsular (hace 3
m.a.); 2) el Golfo Norte, con el aislamiento del desierto peninsular del continental,
por una transgresion del Golfo de California hacia California y Arizona (hace 3
m.a.); y 3) el medio-peninsular, donde ocurre el aislamiento del norte y sur de la
peninsula por un camino marino trans-peninsular en la region central de Vizcaino
(hace 1.6 m.a.; ver Figura 1; Riddle et al., 2000; Munguia-Vega, 2011).

Por otro lado, en cuanto a las hipotesis basadas en eventos de dispersion,
se proponen tres tipos de movimientos (Figura 5): (a) dispersion Nortefia que va
desde el norte en las montafias peninsulares; (b) separacién vicariante Surefia
debido a la separacion de la region del cabo; y (c) efecto dual-peninsular, hipotésis
de “anillo”, que implica una dispersién sobre el agua, y que pudo haber ocurrido en
cualquier tiempo durante y después de la formacion de la PBC (ver Mulcahy y
Macey, 2009). Adicionalmente, y en contraste con los eventos vicariantes, se ha
observado que los cambios en las condiciones ambientales locales, en conjunto

con las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno y Holoceno (2.6 m.a. al presente)
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también han influido sobre la estructura genética de las poblaciones naturales
(Lindell et al., 2006; Leaché et al., 2009; Garrick et al., 2013, 2009).

Particularmente, son pocos los estudios filogeograficos con especies de
aves de la PBC. En general, se ha observado que la region surefia de la peninsula
se ha mantenido como zona refugio, para la perlita californiana (Polioptila
californica; Zink et al., 2013; 2002, 2001), y la codorniz californiana (Callipepla
californica; Zink, 2002); regiones donde ademas, se ha observado una alta

diversidad genética comparada con las localidades nortefias de la peninsula.

f
—
_'__'-——._____
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dispersal
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vicariance

Figura 7. Eventos de dispersion propuestos para la biota de la Peninsula de Baja
California. (a) flechas grises indican dispersion Nortefia, rodeando el Golfo de
California e ingresando en direccion sur hacia la peninsula. (b) flechas negras
indican vicarianza Surefia, con la separacion de la region del Cabo del continente.
(c) hipotesis de “Anillo”, que implica tanto el origen surefio como nortefio para un
complejo de especies formando un anillo alrededor del Golfo de California (tomado
de Mulcahy y Macey, 2009).
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2.5. MODELO DE ESTUDIO

2.5.1. El colibri de Xantus endémico de la PBC

El colibri endémico Hylocharis xantusii (Lawrence, 1860), pertenece a la
familia Trochilidae, la cual es de las mas numerosas en especies y variedades de
aves (Johnsgard, 1983); es considerado un colibri de talla media con una mascara
negruzca auricular, una franja blanca postocular, y un marcado dimorfismo sexual,
donde los machos presentan el pico de coloracion rojo-naranja y un plumaje mas
colorido (Figura 8). Se distribuye principalmente en el sur y centro de la PBC,
desde la region del Cabo, hasta los 29° latitud norte (Figura 9). Su distribucion no
es continua, pero puede ser encontrada en distintos habitats, desde areas
montafosas (sobre los 1,500 m) de la Sierra de La Laguna, Sierra de La Giganta y
Sierra de Guadalupe, hasta en Islas del Golfo, y en zonas de laderas con
arbustos, canones, jardines, huertos y matorrales aridos que se encuentran a

menudo cerca de oasis 0 zonas de arroyo temporal (Howell y Howell, 2000).

Pese a que es considerado un colibri endémico de la PBC, existe un
registro en 1988 de su presencia y anidacion en San Diego, CA, y otro registro en
1998 en British Columbia, Canada (Howell y Howell, 2000). Se consideran
registros raros e infrecuentes, pero representan una evidencia de la capacidad de
dispersion de esta especie. Respecto a su biologia, ecologia, y patrones de
distribucion, se tiene poca informacion publicada, estando la mayoria sin publicar
(Rodriguez-Estrella, datos no pub). En un estudio de esta especie, se observd que
una de las principales fuentes de néctar para el colibri de Xantus, es el madrofio
Arbutus peninsularis éndemico de la PBC, el cual parece requerir del colibri para
su polinizacién (Arriaga et al., 1990). Por otro lado, se sabe que H. xantusii tiene
dos picos reproductivos, uno en primavera-verano y el otro en el otofio; sus nidos

los coloca en arboles grandes, en palmas y hasta en arbustos, y logra un
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promedio de dos pollos volantones por cada nido (Rodriguez-Estrella, datos no

pub).

En cuanto a su relaciéon con otras especies de colibries, en la PBC se
distribuye el colibri cabeza violeta Calypte costae, especie no endémica y
residente en todo el noroeste de México (CONABIO 2008). Actualmente no existe
informacion sobre aspectos de interaccion o competencia entre estas especies, u
otras no residentes pero migratorias (e.g. Archilochus alexandri, CONABIO 2008).
Mediante observaciones personales realizadas en campo (Rodriguez-Estrella,
datos no pub.), se ha visto que la especie predominante en la region central y sur
de la PBC, es el colibri endémico Hylocharis xantusii, el cual presenta en general

un mayor tamano en relacion a las otras especies.

2.5.2. Historia Evolutiva de Hylocharis xantusii

En cuanto a su sistematica, solo se conoce una especie relacionada al
colibri de Xantus, el colibri de orejas blancas Hylocharis leucotis (Figura 8). Estas
dos especies comparten caracteristicas uUnicas respecto a su ecologia,
comportamiento, vocalizacion y plumaje, lo que ha provocado que desde 1918
haya incertidumbre sobre su parentesco con otras especies, y su posicion dentro
del taxa (Howell y Howell, 2000, Hernandez-Baros et al., 2014). En particular, H.
leucotis tiene una distribucion continental, que va desde el sureste de Arizona en
EUA, Sierras de Sonora, Sinaloa, Chihuahua, San Luis Potosi, Durango,
Tamaulipas y Tlaxcala en México, Guatemala y Nicaragua (Johnsgard, 1983);
aparentemente no presenta zonas de traslape con la distribucion de H. xantusii, lo
que podria indicar que al menos desde la formacidon de la peninsula, estas dos

especies divergieron completamente.

El género Hylocharis pertenece a la familia con el mayor grado de

especializacion en todo el mundo; viven exclusivamente en América y presentan
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un gran polimorfismo en cuanto a su apariencia externa (Zamudio-Beltran, 2011).
La clasificacion de los colibries, se basa principalmente en caracteristicas
morfolégicas externas, como el pico y el plumaje, y en caracteres conductuales
como el forrajeo; los primeros estudios sobre las relaciones filogenéticas de esta
familia (utilizando 26 especies de colibries; ver Bleiweiss, 1998), establecieron una
escala de tiempo para la radiacion de las especies, con estimaciones de distancias
genéticas y datos de registro fosil. Se propone que una de las principales causas
de diversificacién, fue la habilidad ecolégica generalista, para radiar hacia las

areas montanosas.

En un estudio mas reciente, McGuire y colaboradores (2007), generaron
una filogenia mas robusta, utilizando 151 especies de colibries, dos genes
nucleares (AK1 y AKS5) y dos genes mitocondriales (ND2 y ND4), encontrando
para algunos géneros un origen parafilético; sin embargo, los arreglos
filogenéticos no mostraron buenos soportes para validar hipétesis, y a pesar de
que estos estudios han aportado informacion sobre las relaciones dentro y fuera
de la familia, son pocas las modificaciones taxondmicas que se han hecho a nivel
genérico y especifico, enfocandose éstos arreglos taxondmicos a las jerarquias
mayores (McGuire et al., 2007). En particular para el género Hylocharis,
Hernandez-Banos y colaboradores (2014) observaron que también representan un
grupo parafilético; sin embargo, de las especies descritas para éste género, solo

H. xantusiiy H. leucotis resultaron ser un clado monofilético (Figura 8).
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Figura 8. Relaciones filogenéticas entre especies de colibries analizadas en este
trabajo (modificado de Hernandez-Bafios et al. 2014). Puntos rojos indican la
posicion filogenética de las especies. Fotografia de H. xantusii fue tomada por
CGRS; para el resto de las especies las imagenes fueron tomadas de la base de
datos de la CONABIO (naturalista.conabio.gob.mx/, bios.conabio.gob.mx/,
bdi.conabio.gob.mx/).

2.5.3. Estudio de la variacion morfolégica

El estudio del papel potencial de la variacion geografica de un rasgo
fenotipico dentro de una especie, es un tema crucial en la biologia evolutiva,

debido a que tal variacion puede conducir a la adaptacion a ecologias divergentes,
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como un subproducto de la adaptacion morfolégica, o bien por adaptacion directa
al medio ambiente (Boughman, 2002, Fisher-Reid y Wiens, 2015); en casos donde
existen poblaciones a lo largo de gradientes ambientales, los individuos suelen
restringirse a condiciones locales, y posteriormente promover variacion en

caracteristicas fenotipicas entre las poblaciones (Ribeiro et al., 2014).

En colibries de la familia Trochilidae, los caracteres morfolégicos juegan un
papel importante en el conocimiento sobre el origen, evolucion, y delimitacion de
especies o0 poblaciones (Bleiweiss, 1998, Roy et al., 1998; Graham et al., 2012),
ya que estan relacionados con la capacidad de vuelo, fisiologia y adaptaciones
alimenticias, comportamiento y dimorfismo sexual (Bleiweiss, 1998; Roy et al.
1998, Temeles et al., 2010, Graham et al., 2012, Berns y Adams, 2013). En
particular el dimorfismo sexual, puede ocurrir en diferentes rasgos, tales como
tamafo y forma del cuerpo, morfologia de alas y de pico, plumaje y
ornamentaciones, dependiendo de las funciones ecoldgicas que realizan machos y
hembras, como alimentacion y cuidado parental, apareamiento, y otras
caracteristicas de la historia de vida (Berns y Adams, 2010, 2013). Por ejemplo,
las hembras realizan tanto el cuidado parental, como la seleccion de pareja, por lo
que "prefieren" machos con fenotipos que “signifiquen” mayor aptitud, para
asegurarse de que sus hijos tendran mayor éxito (Berns, 2013); asi, en este caso,
los machos tienden a ser generalmente mas grandes, con plumaje u
ornamentaciones llamativas que maximicen el éxito reproductivo (Berns y Adams,
2013).

Como se mencioné anteriormente, el colibri de Xantus presenta un dimorfismo
sexual muy marcado, donde los machos tienen el pico naranja y un plumaje mas
colorido; y que ademas de ser una especie con distribucion restringida dado su
endemismo, habita en un gradiente ambiental muy heterogéneo, desde ambientes
costeros y aridos sobre el nivel del mar, hasta los 1,400 m del bosque de pino

encino de la Sierra de la Laguna (Howell y Howell, 2000; Rodriguez-Estrella et al.,
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1997, 2005). H. xantusii de origen neotropical es una especie que claramente se
ha adecuado a las condiciones xéricas de la PBC; sin embargo, existe poca
informacion sobre qué aspectos ecolégicos y bioldgicos influyen sobre la
distribucion de los individuos, por lo que esta especie ofrece una oportunidad
interesante para examinar si las diferencias ambientales sobre la peculiar
topografia de la PBC, pueden determinar patrones de variacion geografica
intraespecifica, tanto de caracteres genéticos como morfolégicos, y por lo tanto,

contribuir a la divergencia de las poblaciones.
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3. JUSTIFICACION

La historia de las especies que se distribuyen en la Peninsula de Baja
California, ha sido principalmente abordada por hipotesis sobre eventos
vicariantes geologicos, que implican millones de afos, explicando asi la
distribucion espacial de la diversidad genética de los organismos distribuidos en
esta region. Recientemente, pocos trabajos resaltan la importancia de los eventos
climaticos del ultimo millén de afios (Pleistoceno), y particularmente de los ultimos
11,000 anos (Holoceno), aspectos que no habian sido considerados anteriormente
a esta escala regional. Ademas, estudios que involucran estimaciones de la
variacion genética asociada al ambiente, pueden ayudar a priorizar medidas de
conservacion bioldgica, identificando y delimitando areas con historias evolutivas
singulares, para establecer unidades geograficas para la conservacién, no solo de
los patrones de biodiversidad, sino de los procesos evolutivos que generan dicha

diversificacion.

Asi, generar informacion para explicar la distribucion de la variabilidad
genética a distintas escalas temporales, y analizar las caracteristicas ecoldgicas
del habitat, y de la variacion morfologica a lo largo de la distribucién de una
especie con caracteristicas particulares, como lo es el colibri de Xantus, endémico
de la PBC, puede contribuir al conocimiento con bases soélidas, sobre los
principales factores que modelan la distribucion de las especies en la region de la

peninsula.

Por ultimo, Hylocharis xantusii es la primera especie de colibri para la que
se describe el patrdn filogeografico a lo largo de su intervalo de distribucion, y para
la que se desarrollan marcadores microsatélite especie-especificos con una
técnica de secuenciacion masiva (de segunda generacion), lo que permitira
continuar con investigaciones genéticas y genomicas con otros alcances, a partir

de la informacion generada en este trabajo doctoral.
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4. HIPOTESIS

1)

Si los eventos histéricos vicariantes acontecidos en varios periodos geolégicos
durante la formacion de la PBC, dejaron sefales genéticas en los linajes de H.
xantusii, se observaran interrupciones en la distribucién de los haplotipos
mitocondriales, y asi mismo, los tiempos de divergencia obtenidos para la
especie, coincidiran con el tiempo de separacion y formacion de la peninsula;
Si las condiciones climaticas de la PBC influyeron en la estructura genética del
colibri endémico, se espera encontrar una relacion entre el patron espacial de
la estructura genética, y el patron espacial de las condiciones climaticas: si la
region del Cabo representd un area de refugio en respuesta a las fluctuaciones
climaticas (e.g. periodos glaciales), se espera encontrar una mayor diversidad
genética tanto a nivel del ADNmit como de loci microsatélite en el sur de la
peninsula, con una expansion poblacional reciente;

Si la MNE vy la distribucién geografica potencial de la especie proyectada hacia
el pasado permite identificar el nicho ecoldgico en distintos periodos de tiempo,
se espera encontrar diferentes zonas de refugio en respuesta a los cambios
climaticos predominantes de la PBC (periodos glaciares e interglaciares);

Por otro lado, si no se detectaran discontinuidades filogeograficas relacionadas
con los eventos historicos vicariantes y climaticos, y son los factores ecolégicos
presentes en la PBC los que tienen mayor importancia e influencia sobre los
niveles de variacién de la especie, el uso de loci microsatélite, con resolucion
espacial y temporal mas fina, permitira identificar niveles de variacion
intraespecifca a nivel local,

Por ultimo, si los factores ecolégicos han promovido la diversificacién de la
especie a condiciones mas locales, se espera observar diferencias en rasgos
morfolégicos asociados a aspectos bioldégicos y ecolégicos como el

comportamiento y el dimorfismo sexual del colibri endémico de la PBC.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar la distribucion de la variabilidad genética del colibri de Xantus
endémico de la PBC a diferentes escalas espacio-temporales, por medio de
marcadores moleculares de ADN mitocondrial y loci microsatélite, para verificar si
existe un patron filogeografico que se relacione con eventos historicos, o si la
estructura genética poblacional puede explicarse bajo el contexto de las
fluctuaciones climaticas del Pleistoceno. Al mismo tiempo, mediante proyecciones
al pasado en la MNE, investigar la influencia relativa de las variables ambientales
sobre el patrén filogeografico y de estructura genética del colibri; finalmente,
determinar si las caracteristicas ecologicas de la heterogeneidad ambiental de la
peninsula, en conjunto con caracteristicas propias de la biologia de la especie
como el comportamiento o el dimorfismo sexual, promueven niveles de
diferenciacion en caracteres morfologicos, y por ende diferencias entre las

poblaciones de la especie.

5.2. Objetivos particulares

1) Evaluar la distribucién de la diversidad genética de Hylocharis xantusii en
las localidades de estudio, mediante el uso de genes de ADN mitocondrial,

para determinar si existe un patron filogeografico en la PBC,;

2) Determinar si el patron filogeografico de la especie, se relaciona con los
eventos histéricos, mediante el analisis de las estimaciones de tiempos de
divergencia derivados de las relaciones filogenéticas a nivel intra e

interespecifico;
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5)

7)

8)
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Obtener marcadores especie-especificos para H. xantusii con resolucion
espacial y temporal mas fina, mediante la técnica de pirosecuenciacion

(secuenciacion masiva de segunda generacion);

Caracterizar los loci microsatélite polimorficos disefiados de novo, para
identificar niveles de variacidon geografica intraespecifica del colibri de

Xantus;

Obtener informacion de datos de ocurrencia de la especie, asi como de las
variables climaticas y ambientales del intervalo de distribucion de la

especie, para realizar la MNE;

Mediante la MNE y las proyecciones al pasado (ultimo interglacial, ultimo
maximo glacal, Holoceno), determinar las areas con condiciones climaticas
optimas (zonas de refugio) para el mantenimiento de las poblaciones del

colibri endémico del PBC, en distintos periodos de tiempo;

Contrastar los resultados de la MNE con la informacion obtenida sobre los
patrones de distribucién geografica de la variacién genética del colibri de

Xantus;

Cuantificar la variacidon morfologica entre las localidades muestreadas del
colibri de Xantus, e identificar que rasgos morfolégicos tienen una

contribucion significativa al dimorfismo sexual;

Determinar si existen diferencias en el patron morfolégico entre las
localidades de la especie a lo largo del gradiente de la heterogeneidad

ambiental, promoviendo niveles de diferenciacion intraespecifica.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. OBTENCION DE MUESTRAS

El colibri de Xantus al ser endémico de la parte central y sur de la PBC, la
obtencion de muestras a lo largo de su intervalo de distribucion, permitira palear
hipotesis sobre patrén filogeografico de la especie, asociado a tres eventos
vicariantes (Figura 9). Mediante el uso de redes de niebla, se colectaron muestras
de de sangre y plumas en un total de 154 individuos georreferenciados,
distribuidos en 17 localidades de muestreo (Figura 9). Adicionalmente, se tomaron
medidas de seis rasgos morfoldgicos (largo total, largo de cola, cuerda alar, nostril,
culmen y ancho del pico), y se identificd el sexo de los individuos adultos en base

al dimorfismo sexual de la especie (ver Anexo 1).
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Adicionalmente, para determinar el efecto de los eventos vicariantes
histéricos y establecer los tiempos de divergencia y diversificacion intraespecifica
de H. xantusii, se seleccionaron individuos de cinco especies de colibries
relacionados filogenéticamente (McGuire et al., 2007; 2014; Hernandez-Barios et

al., 2014). La seleccion de especies, fue en base a los siguientes criterios:

1) Hylocharis leucotis es la unica especie hermana de H. xantusii;

2) Cynanthus latirostris que se co-distribuye con H. leucotis;

3) Calypte costae es la unica especie co-distribuida con H. xantusii;

4) Amazilia versicolor pertenece a uno de los géneros que se encuentra
filogenéticamente mas cercano a las especies de Hylocharis;

5) Archilochus colubris pertenece a uno de los genéros cercanamente

emparentados con especies de Calypte.

Para las primeras tres especies, se colectaron muestras en campo (ver
secciones posteriores); las ultimas dos especies fueron utilizadas ademas, como
genomas de referencia para delinear las secuencias mitocondriales que fueron
generadas en este trabajo; numero de acceso al GenBank al genoma completo
KF624601 y EF532935 respectivamente.

6.2. EXTRACCION DE ADN TOTAL

Para la extraccion de ADN total a partir de sangre y plumas, se empl¢ el
protocolo de sales propuesto por Aljanabi y Martinez (1997). La calidad de ADN se
valoré mediante geles de agarosa al 2%, y la concentracién (ng/ul) mediante un
nanodrop Eppendorf. EI ADN concentrado se almacend en tubos de 1.5 ml a -
20°C, etiquetados y depositados en la coleccion de ADN del Laboratorio de
Genética para la Conservacion del CIBNOR. Posteriormente, se prepararon
diluciones de trabajo con agua milliQ (Millipore, Billerica, MA, EUA) a una

concentracion de 40 ng/pl.
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6.3 MARCADORES MOLECULARES

6.3.1. ADN Mitocondrial

Los marcadores moleculares neutrales, como el ADN Mitocondrial
(ADNmit), sin recombinacion y de herencia materna, han sido usados para estimar
la cantidad de variacion genética presente en los individuos, y comprender la
dinamica poblacional de diversas especies de vertebrados silvestres (ver Mila et
al., 2000; Avise et al., 2002; Zink, 2002). En particular, ciertos genes del genoma
mitocondrial, como el citocromo b (Cyt-b, componente fundamental de la cadena
respiratoria), y el citocromo ¢ oxidasa subunidad | (COI, componente en el
transporte de electrones), tienen regiones conservadas que permiten amplificar
€s0s genes en un gran numero de especies. Por su parte, el gen NADH
deshidrogenasa subunidad 2 (ND2; componente del complejo de la cadena
transportadora de electrones), tiene una elevada tasa de sustitucion, comparada
con otras regiones del genoma mitocondrial, y se ha observado que presenta

variacion a nivel intraespecifico.

Para el andlisis de estos fragmentos de ADNmit, se utlizaron los siguientes
cebadores: para el gen ND2 se utilizaron los cebadores H6313 y L5219 (Sorenson
et al., 1999); el gen COIl se amplifico con los cebadores H8191 y L7165 (De
Filippis y Moore, 2000); mientras que el Cyt-b fue amplificado mediante el uso de
H16065 y L14841(Kocher et al., 1989). Todas las reacciones de PCR fueron
llevadas a cabo en un volumen final de 14 pL, conteniendo alrededor de 40 ng de
ADN, buffer de PCR al 1X (20 mM Tris-HCI, 50 mM KCI a pH 8.4), 0.2 mM de cada
dNTP, 0.4 uM de cada cebador, 2.0 uM de cloruro de magnesio (MgClI2), y 0.5
unidades de Taq polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA). Los perfiles de
temperatura incluyeron un periodo de desnaturalizacion a 94 °C por 5 min, seguido
de 30 ciclos a 94 °C por 1 min, y 30 s a 55 °C (temperatura de alineamiento), y

una extension final a 72 °C por 5 min.
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Las secuencias fueron obtenidas mediante el servicio de secuenciacion de
Genewiz (Plainfield, NJ; http://www.genewiz.com/), y Macrogen (Seoul, South
Korea; http://www.macrogen.com/eng/). Las secuencias fueron editadas con el
programa ChromasPro 1.7.6, y alineadas con MUSCLE en el programa MEGA 6
(Tamura et al., 2013). Adicionalmente las secuencias fueron revisadas
manualmente con el programa UltraEdit Professional 14.20.1. Todas las

secuencias fueron depositadas en la base de datos del GenBank.
6.3.2. Diseio de loci microsatélite

Los microsatélites, son secuencias repetidas en tdndem de 1 a 6 pb.
Generalmente se encuentran en regiones no codificantes del ADN, son neutrales,
co-dominantes, y de herencia biparental que gracias a su relativamente alta tasa
mutacional (10 y 10 mutaciones / locus / generacion; Schidtterer, 2000) resultan
en altos niveles de polimorfismo que provee de resolucion estadistica a niveles
intraespecificos. Esta ultima caracteristica, permite a los loci microsatélite,
cuantificar los patrones que no son aparentes con marcadores menos variables, y
ademas, permite realizar estudios de diversidad genética en una escala espacial y

temporal mas fina, comparada con genes del ADNmit (Hedrick, 2004).

Para la obtencion de loci microsatélites especificos para H. xantusii, se
uitlizaron 50 ng de ADN libre de ARN de una muestra de colibri correspondiente a
la localidad de Santiago (Figura 9), para determinar secuencias de regiones no
aleatorias del genoma total por pirosecuenciacién 454-Roche con la quimica GS-
FLX Titanium del Centro de Secuenciacion de la Universidad de California en
Santa Cruz. La corrida fue realizada bajo las condiciones recomendadas por el

prestador de servicios.
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Todas las lecturas 454 fueron convertidas para el disefio de cebadores
siguiendo las metodologias de Abdelkrim et al., (2009), y Lozano-Garza et al.,
(2015). En corto, los flujogramas fueron convertidas a formato fasta para la lectura
de todas secuencias; posteriormente el programa Msatcommander (Faircloth,
2008) fue utilizado para identificar secuencias con microsatélites perfectos con
unidades repetidas de 2-6 pb, y que tuvieran al menos cinco repeticiones para
tetranucledtidos. A partir de este conjunto de loci potenciales, los cebadores
fueron disefiados utilizando el programa Primer3 en QDD (Meglécz et al., 2010),
utilizando las siguientes especificaciones: 1) temperatura de alineamiento entre
50-70°C con un maximo de 2°C de diferencia entre cada par de cebadores, 2)
productos de PCR entre 90 y 320 pb de longitud, 3) contenido de GC > 40%, 4)
longitud de cebadores entre 17 y 27 nucledtidos, y 5) parametros por defecto para
la auto-complementariedad de los cebadores y complementariedad entre ellos. Se
mandaron sintetizar a Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA) 55 cebadores
(Anexo 2) que cumplieron con los parametros de calidad. Los nombres fueron

asignados segun las iniciales de la especie como “Hxan”.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total fue de 10
ML, con aproximadamente 40 ng de ADN, 1X de Buffer para PCR Invitrogen (20
mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI), 0.3 mM de cada dNTP, 0.2 uyM de cada
iniciador, entre 0.3 y 0.4 Unidades de Taq Polimerasa (Invitrogen), y un gradiente
de concentracion de MgCl, entre 1.5-2.5 mM. Los perfiles de temperatura fueron:
un periodo de desnaturalizacion a 95°C por 5 min, 35 ciclos de 94°C por 1 min, y
45 s en el gradiente de temperatura de alineamiento (entre 60 y 70 °C segun el
locus), con una extensién final de 20 min a 72°C para minimizar la presencia de
picos +A/-A.
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6.3.3. Pruebas de polimorfismo y genotificacion de /oci microsatélite

Las pruebas de estandarizacién y la identificacion de loci polimorficos, se
realizaron electroforesis desnaturalizantes en geles de acrilamida al 6% y Urea 7.5
M, a 1700 V, 40 mA y 45 W por 100-120 min, para posteriormente ser visualizados
por tincion de plata (Bassam y Caetano-Anollés, 1993). Las tallas alélicas fueron
determinadas en comparaciéon con el estandar de talla molecular 10 pb ladder
(Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) con el programa Gel Analyzer
(www.sequentix.de), una vez que los geles fueron digitalizados. Segun la facilidad
de determinacion de las bandas correspondientes al producto blanco de cada
reaccion, se eligieron las condiciones optimas para continuar con las pruebas de
polimorfismo. Para identificar el polimorfismo alélico de los /oci microsatélite que
se logré determinar las condiciones Optimas de PCR, se seleccionaron 10

individuos para amplificar los loci.

Una vez determinados los loci polimdérficos, se mandaron marcar los
cebadores forward de los loci tetranucledtidos (ver seccion de resultados), para
realizar la lectura de los tamafios alélicos mediante electroforesis en capilar
automatizada, en el secuenciador 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Se
utilizé un arreglo de capilares de 50 cm, polimero POP-7™, marcador molecular
GeneScan™ 600 LIZ® Size Standard v2.0 (Applied Biosystems, Carlsbad,
California, EUA), y un tiempo de inyeccion de ocho milisegundos. La mezcla de
reaccion estuvo compuesta por 8.5 uL de Hi-Di Formamida, 0.5 yL de marcador
molecular 600 LIZ®, y un yL de producto de PCR.

Se realizaron pruebas con diferente factor de dilucién de productos de PCR
(1:3, 1:5, 1:10, 1:20), a partir de las que se determiné que un factor de 1:10 es el
mas adecuado, ya que se podian leer los tamafos de los fragmentos sin producir
una saturacion del laser. El andlisis de fragmentos se llevé a cabo en el Roy J.

Carver Biotechnology Center de la Universidad de lllinois, con un secuenciacidor
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ABI 3730xI (Applied Biosystems) de 96 capilares. Una vez obtenidos los
electroferogramas se realiz6 la genotipificacién utilizando el software de analisis
de fragmentos GeneMapper Versién 5.0 (Applied Biosystems). Unicamente se
utilizaron los picos con una intensidad mayor a 100 unidades de fluorescencia
relativa (RFU por sus siglas en inglés). Durante la genotipificacion, los individuos
fueron considerados como heterocigotos siempre y cuando el pico de mayor

tamano fuera al menos un 25% mas grande respecto al pico menor.

6.4. ANALISIS ESTADISTICO

6.4.1. PATRON FILOGEOGRAFICO

Para determinar si existe un patron filogeografico para el colibri de Xantus,
se describio la diversidad genética de las secuencias mitocondriales, y se
realizaron analisis filogenéticos, analisis Bayesianos de la estructura poblacional,

asi como analisis de la distribucién espacial de la varianza molecular.

6.4.1.1. Estimacidn de la diversidad genética

Para describir la variacion genética a nivel intraespecifico, se estimé la
diversidad nucleotidica y haplotidica, numero de sitios segregantes, y el numero
de haplotipos, utilizando el programa DnaSP 5 (Librado y Rozas, 2009). Todos los
analisis genéticos con ADNmit, fueron realizados con las secuencias

concatenadas de los genes mitocondriales (Cyt-b, COIl, ND2).
6.4.1.2. Reconstrucciones filogenéticas
Una vez concatenadas las secuencias en un solo alineamiento para cada

individuo, se realizaron dos analisis filogenéticos. En primer lugar, un analisis

filogenético de maxima verosimilitud fue llevado a cabo en el programa Garli 2.0



37

(Zwickl, 2011) para obtener los valores de bootstrap de soporte estadistico de los
nodos. Los arboles individuales resueltos fueron seleccionados después
10,000,000 generaciones, y cuando el valor de verosimilitud total fue de 0.05. Se
realizaron 1,000 repeticiones de bootstrap, cada uno con dos cadenas
independientes. En segundo lugar, se utilizo la inferencia Bayesiana para obtener
la reconstruccion filogenética y los valores de probabilidad a posteriori utilizando el
programa MrBayes 3.2 (Ronquist et al., 2012). Se utilizaron dos corridas paralelas,
una cadena “fria” y tres cadenas "calientes" para 20,000,000 generaciones,
muestreando cada 10,000 generaciones, hasta que la desviacion estandar de
frecuencias fuera menor a 0.01. Los datos fueron particionados por genes
mitocondriales y analizados bajo el modelo de mejor ajuste, utilizando el criterio de
informacion de Akaike corregido en el programa jModelTest 2 (Darriba et al.,
2012). Se utilizé un periodo de calentamiento del 25%, y se calculé un arbol
consenso de mayoria. En cada analisis filogenético, se incluyeron secuencias
concatenadas (Cyt-b, COI, ND2) de cinco especies como grupo externo:
Hylocharis leucotis (siete haplotipos, este estudio), Cynanthus latirostris (un
haplotipo, este estudio), Amazilia versicolor (un haplotipo, numero de acceso
KF624601), Calypte costae (cinco haplotipos, este estudio), y Archilochus colubris
(un haplotipo, numero de acceso EF532935).

6.4.1.3. Analisis Bayesiano de la estructura poblacional (BAPS)

En ausencia de criterios geograficos para delinear las poblaciones, se utilizé
el programa BAPS 6 (Cheng et al., 2013; Willems et al., 2012). BAPS permite la
agrupacion jerarquica de los datos de secuencias de ADN (hierBAPS), el cual
proporciona una mayor resolucion de la estimacion de la estructura genética de la
poblacion. El analisis de agrupamiento se realizé con L niveles en la jerarquia, y
maxK como el limite superior del nimero de agrupaciones. Se utilizé L = 2, bajo la
hipotesis vicariante del aislamiento de la regién del Cabo, separando el sur del

resto de la localidades. L = 3, en el supuesto de dos eventos vicariantes, region
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del Cabo y camino medio trans-peninsular, separando el sur, centro y norte de la
distribucion del colibri de Xantus. L = 11, suponiendo que cada oasis soporta un
linaje filogeografico (once en total). Estos oasis son: Santa Gertrudis, San Ignacio
(incluyendo San Ignacio y San Zacarias), San José de Magdalena, San Nicolas,
La Purisima (incluyendo Carambuche y San lIsidro), Los Comondus (incluyendo
San José y San Miguel), San Javier, La Soledad, San Blas, Sierra de la Laguna, y
Santiago. En todos los analisis de agrupamiento, se utilizé maxK = 17, suponiendo
que todos los sitios de muestreo alcanzaron el limite superior para el numero de
poblaciones. Por ultimo, se utilizé la herramienta drawSnpMat en hierBAPS para

visualizar la variacion genética dentro y entre las poblaciones inferidas.

6.4.1.4. Analisis espacial de la varianza molecular (SAMOVA)

Se utilizé el programa SAMOVA 1.0 (Dupanloup et al, 2002), y las
distancias K2P para detectar las principales discontinuidades genéticas entre los
sitios de muestreo, y de manera explicita probar la estructura filogeografica en H.
xantusii. Este método maximiza la proporcidon de la variacion genética de las
diferencias entre un numero de grupos (K) definido por el usuario, y la asignacién
de localidades a poblaciones, en el supuesto de que deben ser geograficamente
adyacentes y genéticamente homogéneos (Dupanloup et al., 2002). Se utilizaron
diferentes valores de K para encontrar el K éptimo, con los valores mas altos y
significativos de Fcr (i.e. variacion genética debido a las divergencias entre los
grupos). Se establecieron las hipétesis propuestas para el analisis de BAPS: K =2
(evento vicariante de separacion de la region del Cabo), K = 3 (dos eventos
vicariantes separando tres regiones geograficas, sur, centro y norte); y K = 11
(oasis muestreados para H. xantusii). Para verificar la consistencia del K éptimo,
se realizd el analisis cinco veces para cada valor de K, con 1000 permutaciones

para la significancia estadistica.
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6.4.2. EVENTOS HISTORICOS

Para determinar si el patrén filogeografico del colibri de Xantus esta
relacionado a los eventos vicariantes propuestos durante la formacion de la PBC,
se realizaron estimaciones de tiempos de divergencia para establecer el marco
temporal de diferenciacion genética, asi como la historia demografica del colibri

endémico.
6.4.2.1. Estimaciones de tiempos de divergencia

Las estimaciones de los tiempos de divergencia del colibri de Xantus,
mediante las relaciones filogenéticas de las especies utilizadas en este trabajo, se
empled el programa BEAST 1.8 (Drummond et al., 2012), estableciendo tres
puntos de calibraciéon derivados del registro fosil y de eventos biogeograficos
histéricos: 1) punto de calibracién ancestral, establecido en 12 millones de afos
(m.a.), fecha calibrada con registro fésil (ver Bleiweiss, 1998); 2) fecha aproximada
de formacién de los principales arcos volcanicos, Sierra Madre Occidental y
cinturén volcanico Trans-Mexicano, hace 10 m.a. (Ferrari et al., 2000), evento que
separa a las especies de colibries del Norte de Mesoamérica, respecto a las
especies del centro y Norteamérica; y 3) evento geoldgico que separa a las
especies peninsulares del macizo continental, con la separacién y formacion de la
Peninsula de Baja California (5.5 m.a.; Riddle et al., 2000).

Para calibrar la tasa de sustitucion de los linajes intraespecificos de H.
xantusii, se utilizé 2.07 x 10® sustituciones / sitio / afio para el Cyt-b; 1,6 x 10®
sustituciones / sitio / afio para COl, y el 2,9 x 10" sustituciones / sitio / afio para
ND2, de acuerdo con las tasas reportadas previamente para esos genes en
especies de aves (Weir y Schluter, 2008; Qu y Lei, 2009; Sly et al., 2011;
Arbelaez-Cortés et al., 2014; Licona-Vera y Ornelas, 2014). Los analisis se

realizaron durante 1 x 10® generaciones, muestreando cada 10,000 iteraciones,
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utilizando como valores “prior” un arbol de especiacion de “Yule”, un arbol inicial
de UPGMA, y un reloj molecular no correlacionado relajado logaritmico normal
(Drummond y Rambaut, 2007). Posterior al analisis, se utiliz6 el programa
TreeAnnotator 1.7.4 (Rambaut y Drummond, 2012) para generar un archivo “tree”
con los datos compilados, tras un periodo de calentamiento del 25%, y un valor de
probabilidad a posteriori de 0.5. Para evaluar la convergencia de las cadenas, y
determinar que la muestra de la distribucién a posteriori de las probabilidades ha
alcanzado un tamafo de muestra efectivo suficientemente (ESS, por sus siglas en
ingles), y por lo tanto estacionalidad, se utilizo el programa Tracer 1.6 (Rambaut y
Drummond, 2009).

6.4.2.2. Historia demografica

Para evaluar la demografia historica del colibri del Xantus, los haplotipos
fueron separados en las poblaciones resultantes de los analisis de BAPS vy
SAMOVA. Cada poblacion se analizd de forma independiente. Se buscaron
evidencias de crecimiento poblacional (expansion) en cada poblacion mediante el
analisis de la distribucion de diferencias pareadas (Mismatch distribution)
utilizando el programa Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010). Las distribuciones
de diferencias pareadas, son por lo general cadticas o desordenadas en
poblaciones en equilibrio demografico, pero unimodales en las poblaciones que
han experimentado una expansion reciente (Rogers y Harpending, 1992). Se
estim6 el indice de “rugosidad” (Harpending, 1994), el cual muestra valores
grandes en poblaciones relativamente estables, y exhibe una distribucion
multimodal. La bondad de ajuste del modelo de expansidon espacial se evalud
calculado la significancia estadistica del indice de rugosidad, a partir de 1000
simulaciones para estimar la probabilidad de obtener un indice menor que el valor

observado (Harpending, 1994).
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Adicionalmente, se obtuvo evidencia para la expansién poblacional
mediante pruebas de neutralidad del estadistico D (Tajima, 1989), con valores
positivos significativos correspondientes a poblaciones que han paso por un
reciente cuello de botella, mientras que valores negativos significativos
pertenecientes a poblaciones que han pasado en la historia recientemente por un
proceso de expansion. Eventos de expansion poblacional, también fueron
analizados mediante el estadistico Fs (Fu, 1997). Un numero negativo de Fs es
evidencia de un numero excesivo de variantes genéticas, como se esperaria en
una poblacion que ha pasado por un proceso de expansion reciente, mientras que
un numero positivo de Fs es evidencia de una deficiencia de variantes genéticas,
como se esperaria en una poblacidn que ha pasado por un cuello de botella
reciente, o en poblacion estructuradas (Fu, 1997). Todos los analisis se realizaron

en el programa Arlequin 3.5.

Por dltimo, se analizd la distribucion espacial entre los haplotipos
muestreados, mediante la reconstruccion de una red de minima separacion
(Bandelt et al., 1999). Para este analisis se utilizé el programa Network 4.6.1.2

(http://www.fluxus-engineering.com/).

6.4.2.3. Dinamica poblacional a través del tiempo

Se examind la dinamica poblacional ancestral del colibri de Xantus,
basados en el proceso coalescente, utilizando el enfoque bayesiano extendido de
lineas en el cielo (“Bayesian skyline plot”, EBSP por sus siglas en ingles; Heled y
Drummond, 2008), implementado en el programa BEAST. Los graficos resultantes
son modelos constantes de tamarfio poblacional que se ajustan a una amplia gama
de escenarios demograficos. Estos analisis han demostrado ser muy utiles como
herramientas de seleccion del modelo demografico mas adecuado para un
conjunto de datos. El modelo de EBSP utiliza procedimientos de muestreo de la

cadena de Markov de Monte Carlo (MCMC) para estimar la distribucion a
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posteriori del tamano efectivo de la poblacién a través del tiempo, a partir de una
muestra de secuencias de genes, dado cualquier modelo de sustitucion de
nucleodtidos. Este método incluye intervalos de confianza para las estimaciones del
tamano efectivo poblacional cada punto en el tiempo, hacia el ancestro comun
mas reciente de las secuencias de genes analizadas (Drummond et al., 2005). Los
analisis se realizaron utilizando un reloj molecular estricto, un modelo de
sustitucion HKY + G + |, y arboles no ligados a través de todos los genes del
ADNmit. El andlisis se realiz6 tres veces, utilizando tres tasas de mutacion (1.6%,
21% y 2.9% por sitio por m.a. para COI, Cyt-b y ND2 respectivamente, por 30
millones de iteraciones. Convergencia, estacionalidad, tamafio efectivo para cada
parametro en el analisis, asi como un apropiado periodo de calentamiento, fueron

evaluados utilizando el programaTracer.

6.4.3. DIVERSIDAD GENETICA DE LOS LOCI MICROSATELITE

Para que los diferentes analisis llevados a cabo otorguen resultados
robustos, es deseable que los marcadores microsatélite a utilizar cumplan con una
serie de requisitos para garantizar que aportan informacion independiente entre si,
que sean selectivamente neutros, se hereden de manera mendeliana o exista una
baja frecuencia de alelos nulos (Selkoe y Toonen, 2006). Para verificar la éptima
calidad y utilidad de los marcadores se realizaron diferentes analisis descritos a

continuacion.

6.4.3.1. Calidad y utilidad de los /oci microsatélite

Una vez obtenidos los loci polimérficos, se verifico la calidad de los

microsatélites:

a) Alelos nulos: los alelos nulos hacen referencia a aquellos que si bien estan

presentes, no logran amplificarse mediante PCR por problemas técnicos, ya
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sea por factores intrinsecos a la reaccion o bien por mutaciones sitio-
especificas en la region de alineamiento de los iniciadores (Shaw et al., 1999).
El resultado directo de esto es que los heterocigotos que poseen dicho alelo
nulo, sean genotipificados como homocigotos produciendo una consecuente
subestimacion de la heterocigosidad, con posibles efectos sobre los analisis
genéticos (Carlsson, 2008). La presencia y frecuencia de alelos nulos fue
verificada utilizando el programa FreeNA (Chapuis y Estoup, 2008); segun
estos autores, la proporcion de alelos nulos se puede catalogar como bajo
(<0.05), moderada (0.05-0.20) o alta (>0.20);

Desviaciones al equilibrio de Hardy-Weinberg (HW): el modelo de equilibrio de
Hardy-Weinberg establece la constancia de las frecuencias alélicas en una
poblacion, en la cual deben existir ciertas condiciones, como la diploidia,
reproduccion del tipo sexual y al azar, tamafio poblacional idealmente infinito, y
ausencia de mutacion y seleccidn natural sobre el locus en cuestion. Bajo
dichas condiciones, es posible predecir las frecuencias alélicas de las distintas
generaciones a partir de la anterior, las cuales se mantendran constantes en
caso de que persistan los supuestos. Para evaluar desviaciones al equilibrio de
HW, se calculd la probabilidad de que los valores de heterocigosidad
observadas sean significativamente diferentes a los esperados bajo el modelo
de equilibrio. Para ello se implementé una prueba exacta de Fisher en el
programa GENEPOP 4.2 (Rousset, 2008) utilizando cadenas de Markov con
parametros por defecto y 10,000 permutaciones para calcular la significancia

estadistica.

Desequilibrio de ligamiento: el supuesto de segregacion independiente entre
todos los pares de loci fue puesto a prueba utilizando el programa GENEPOP
v4.0 (Rousset, 2008), aplicando una prueba exacta de Fisher bajo la hipotesis
nula de independencia entre locus (MCMC: 10,000 dememorizaciones, 100

lotes, 10,000 Iteraciones por lote).
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Para analizar la potencial utilidad de los loci microsatélites aislados de novo
para H. xantusii, se determino la efectividad por amplificacion cruzada entre las
especies de colibries relacionadas al colibri de Xantus (Figura 8). La diversidad
genética fue evaluada por locus para cada especie. Como parametros de
diversidad se estimé el numero de alelos por locus (Na), la heterocigosidad
observada y esperada (Ho y He), desviaciones al equilibrio de HW, y desequilibrio

de ligamiento.

6.4.4. ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL

6.4.4.1. Analisis de agrupacion Bayesiana

De manera preliminar, se realizé un analisis de agrupacién bayesiana
implementado en el programa STRUCTURE v 2.3.4 (Pritchard et al., 2000, Falush
et al., 2003), para inferir la estructuracion poblacional y el numero mas probable de
poblaciones para el colibri endémico de la PBC. Este método asigna los individuos
(probabilisticamente) a diferentes grupos sin necesidad de conocer a priori las
unidades y/o limites poblacionales, mediante un indice de membresia buscando la
maximizacion del equilibrio de Hardy-Weinberg y de ligamiento gamético dentro de

los grupos.

Para el calculo se utilizan iteraciones de cadenas de Markov Monte Carlo
(MCMC), cuya longitud en el presente trabajo se fijé en 1,000,000, con un periodo
de precalentamiento de 100,000. Se asumié un modelo de mezcla y de
frecuencias alélicas correlacionadas. El método asume un modelo con K grupos,
cada una de las cuales esta caracterizada por unas frecuencias alélicas en cada
locus. El intervalo de posibles grupos (K) analizados fue de entre uno a 17
(numero de sitios de muestreo mas tres, segun Evanno et al., 2005), y para cada
K se repitid el analisis 10 veces para verificar la consistencia de los resultados.

Posteriormente se evalud la probabilidad acumulada y la probabilidad posterior
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para cada valor de K, introduciendo los resultados de la simulacion al servicio en
linea STRUCTURE HARVESTER (Earl y VonHoldt, 2012), que permite detectar el
numero de grupos para datos simulados, usando el estadistico AK de Evanno
(Evanno et al., 2005).

Una vez asignados los individuos al grupo para el que se tuvo un mayor
indice de membrecia, se realiz6 una alineacién de los diferentes resultados
obtenidos en cada una de las 10 réplicas mediante el software CLUMMP V 1.1.2
(Jakobsson y Rosenberg, 2007). Finalmente, se generd un grafico que recoge la
informacion de las 10 repeticiones para el valor de K mas probable utilizando el
software DISTRUCT V 1.1 (Rosenberg, 2004).

6.4.5. MODELACION DE NICHO ECOLOGICO

Para realizar las proyecciones hacia el pasado y modelar el potencial nicho
ecoldgico, asi como la distribucion del colibri de Xantus, se bajaron las capas
bioclimaticas (método MIROC-ESM; Hijmans et al., 2005) disponibles en la base
de datos del “Worldclim” (http://www.worldclim.org/), del ultimo inter-glacial (hace
140,000 a 120,000 afos), del ultimo maximo glacial (hace aproximadamente
22,000 anos), del holoceno medio (ultimos 6,000 anos), y del presente (de 1950 al
2000). Asi mismo, se incluyeron los registros de observaciones para esta especie
de la base de datos del “GBIF” (http://www.gbif.org/species), y en conjunto con las
localidades georeferenciadas de este trabajo, se realizaron las intersecciones de
cada una de las capas al poligono de distribucion potencial de esta especie,

utilizando el programa ArcGis 10.1.

Existen distintos métodos para realizar la modelacién de nicho, de los
cuales el mas empleado es el algoritmo de maxima entropia o MAXENT, debido a
varias ventajas: 1) solo requiere datos de presencia, 2) permite el empleo de

variables continuas categodricas, y 3) emplea un algoritmo que permite obtener la
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distribucion mas probable (maxima entropia; Phillips et al., 2006). Este método
determina la distribucidon de las variables ambientales para el area de estudio, asi
como para los registros de presencia; el modelo resultante permite identificar
distintos grados de ambientes 6ptimos para la presencia de la especie, y ademas
presenta un modelo binario de presencia y ausencia para determinar el intervalo

de distribucién potencial de la especie (Phillips et al., 2006).

6.4.6. ANALISIS DE LA VARIACION MORFOLOGICA

Para determinar si existen diferencias en los rasgos morfolégicos entre las
localidades de H. xantusii, se realizaron analisis exploratorios de agrupamiento
para observar el nivel de similitud entre las variables morfologicas y entre las
localidades; se utilizd una asociacion promedio, una correlacion de Pearson, y un
nivel de similitud del 80%. Adicionalmente, se realizaron analisis de componentes
principales (PCA por sus siglas en ingles), con una correlacién de Pearson y un
eigenvalor >1 para los componentes significativos, con la finalidad de determinar si
existe una asociacion entre variables morfologicas y las localidades, observando
una segregacion espacial de localidades mas cercanas. Los analisis estadisticos
se realizaron con el programa estadistico Minitab 15 (Minitab, Inc. Pennsylvania,
EUA).

El error medio y la desviacion estandar (SE) de los seis rasgos
morfologicos, fueron calculados por localidad por sexo. Estos métodos fueron
aplicados para mostrar las diferencias relacionadas al dimorfismo sexual y a las
diferencias entre localidades. Tanto los valores crudos como los valores
estandarizados, cumplieron los supuestos de homogeneidad de las varianzas
(prueba de Levene) y de normalidad (prueba de Kolmogorov-Smirnov). Las
diferencias entre machos y hembras fueron determinadas utilizando una prueba t
de Student, y las diferencias entre localidades utilizando un analisis de varianza

(ANOVA) de dos vias. Una comparacion post hoc de las medias fue probada
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usando el LSD de Fisher cuando se encontré un efecto significativo. Correcciones
de Bonferroni se aplicaron a todas las comparaciones. Estos analisis estadisticos

se realizaron con el programa Statistic 7 (StatSoft, Tulsa, OK).
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7. RESULTADOS

Los resultados presentados a continuacion, incluyen el analisis de datos
obtenidos a partir de muestras de 100 individuos del colibri de Xantus; la seleccion
de muestras, fue realizada con base a la cantidad y concentracién de ADN total
disponible para los analisis genéticos.

7.1. PATRON FILOGEOGRAFICO DEL COLIBRi DE XANTUS

7.1.1. Diversidad genética

Las secuencias mitocondriales obtenidas para los individuos del colibri de
Xantus fueron, 811 pb para Cyt-b, 804 pb para COIl, y 682 pb para ND2,
obteniendo un tamafo total para secuencias concatenadas de 2,297 pb. Los
valores mas bajos de diversidad se obtuvieron para el gen Cyt-b, con la
observacion de 11 haplotipos, diversidad haplotipica = 0.6851, diversidad
nucleotidica = 0.0012, y numero promedio de diferencias pareadas = 0.924. Los
valores mas altos de diversidad y numero de haplotipos se observaron para el gen
COl (0.8811 y 27, respectivamente), mientras que valores altos de diversidad
nucleotidica y numero promedio de diferencias pareadas, se presentaron en el gen
ND2 (0.0097 y 4.107, respectivamente; Tabla I).

Para secuencias concatenadas, se identificaron 56 haplotipos unicos en 39
sitios polimorficos; la diversidad de haplotipos fue 0.9682, la diversidad de
nucledtidos fue 0.0048, y el numero promedio de diferencias pareadas fue de
6.529. La diversidad genética para cada poblacion identificada mediante los
analisis Bayesiano y de distribucion espacial (ver mas adelante) fueron similares,
con la excepcidon de la poblacion D, con valores bajos de diversidad de haplotipos

(0.908), y numero promedio de diferencias pareadas (6.12; Tabla I). Los niveles de
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diversidad genética, fueron en general mayores en el colibri Xantus, comparada

con otras especies de aves incluyendo colibries (Anexo 3).

Tabla I. Valores de diversidad genética y estadisticos demograficos para el colibri
endémico de la Peninsula de Baja California, basados en el analisis de secuencias
mitocondriales (Cyt-b, COI, ND2, secuencias concatenadas).

Grupos n S H h - No. de diferencias Indlce'de D Tajima Fu's Fs
pareadas Rugosidad
Cytb .
100 8 11 0.6851 0.0012 0.924 0.1249ns -1.0876ns  -6.197
(811bp)
col 100 15 27 0.8811 0.0033 2.442 0.0242 -0.4396ns  -17.786**
(804bp)
ND2 .
100 17 19 0.7846 0.0097 4.107 0.0439ns 0.709ns  -2.665
(682 bp)
Concatenated 4 39 55 (9682 0.0048 6.529 0.0084ns -0.2698ns  -45.004**
(2,297 pb)
A 35 29 27 0.9802 0.0063 8.498 0.0109ns 0.3094ns  -7.417*
B 16 35 12 0.975 0.0093 12.542 0.0421ns 0.7884ns  -3.050*
c 13 25 12 0.9872 0.0033 7.051 0.0379ns -0.5415ns  -4.928*
D 35 24 23 0.9077 0.0045 6.123 0.0366ns -0.0964ns  -5.298*

ns = no significativo; ** P<0.001; * P<0.05; n = tamafo de muestra; S = sitios segregantes; H = numero de
haplotipos; h = diversidad haplotipica; = diversidad nucleotidica; A, B, C y D = poblaciones identificadas
mediante el analisis de BAPS y SAMOVA.

7.1.2. Analisis filogenético

El modelo de evolucion de ADN de mejor ajuste para las secuencias
mitocondriales, fue el modelo de Tamura-Nei, que permite frecuencias de bases
variables, tasas de transversion iguales, y tasas de transicion variables (Tamura y
Nei, 1993), con algunos sitios invariables y variables, con una distribucion gamma

con cuatro categorias (TRN + | + G).
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Basado en el anadlisis de 56 haplotipos definidos por secuencias
concatenadas, ambos métodos de analisis filogenéticos (maxima verosimilitud e
inferencia Bayesiana) resultaron en la misma topologia, con valores similares y
altos de soporte estadistico (Figura 11); un clado principal incluy6 a las especies
Hylocharis xantusii, H. leucotis, Cynanthus latirostris, y Amazilia versicolor, donde
las especies de Hylocharis forman un clado monofilético, o que confirma la
monofilia reciproca entre estas dos especies. Todos los haplotipos de H. xantusii,
se un clado independiente bien soportado (100%) por ambos métodos

filogenéticos.

De los 56 haplotipos identificados para colibri del Xantus, 13 fueron
compartidas entre algunos sitios (ver localidades, Figura 11) donde nueve
haplotipos (Hxan_01, 04, 05, 07, 45, 09, 16, 17, 03) son compartidos entre algunos
sitios distantes con ubicaciones intermedias. Por ejemplo, el haplotipo Hxan_01
fue encontrado en San Blas y San Javier (340 km de distancia); haplotipos 04 y 05
se encontraron en Santiago y San Ignacio (a 700 km); el haplotipo 07 fue
encontrado en Santa Gertrudis y La Soledad (600 km); mientras que el haplotipo
45 se encontré en Santa Gertrudis y Sierra de La Laguna (800 km); el haplotipo 09
se observd en Carambuche y San Dionisio (450 km); el haplotipo 16 en San
Dionisio y San Nicolas (475 km), y ademas es uno de los haplotipos ancestrales;
el haplotipo 17 en San Ignacio y San Isidro (220 km); y finalmente el haplotipo 03
en Santiago y San Isidro (485 km).
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Figura 11. Reconstruccion filogenética para los 56 haplotipos del colibri de Xantus
(identificados como “Hxan”) basado en secuencias mitocondriales concatenadas
(Cyt-b, COI, ND2), bajo el modelo de evolucion de secuencias TrN + | + G.
Numero entre parentésis después de los haplotipos, indican la localidad donde los
haplotipos se encuentran distribuidos (ver mapa en parte inferior izquierda). Se
sefalan los haplotipos ancestrales, identificados mediante las estimaciones de
tiempos de divergencia. Se indican valores de soporte estadistico con base en los
diferentes analisis: bootstrap de MV / probabilidad a posterior de IB.
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7.1.3. Analisis espacial de la estructura genética (BAPS y SAMOVA)

La figura 12 muestra los resultados obtenidos al aplicar el modelo de
analisis espacial de agrupamiento jerarquico BAPS, en las secuencias

concatenadas de ADNmit del colibri de Xantus. Cuatro agrupamietos

genéticamente distintos fueron detectados, permitiendo definir cuatro poblaciones
(A,B,CyD).

Population
D

Central
Population region

c

Population

B
Southern

region

Population
A

Figura 12. Agrupamientos jerarquicos identificados por BAPS (izquierda) y
SAMOVA (derecha) para el colibri de Xantus, usando secuencias concatenadas
de ADNmit (Cyt-b, COI, ND2). Cuatro poblaciones son identificadas (A, B, C, D).
Lineas negras punteadas en el mapa (sefialadas 1 - 3), indican posibles quiebres
filogeograficos entre las poblaciones identificadas.

De acuerdo con el numero de poblaciones determinadas por BAPS, se
incluyé en el analisis de SAMOVA K = 4; para los grupos K-definidos (Tabla Il), el
mayor porcentaje de variacion se encuentra dentro de los sitios analizados para el
colibri Xantus; sin embargo, los indices de fijacion no fueron significativos. La
fuente de variacién entre los grupos, revelaron diferencias significativas, con el
porcentaje mas alto en K =4 (37%, Fcr = 0.3702, p <0,005).
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El SAMOVA identificar posibles barreras (discontinuidades genéticos) para
establecer el patron filogeografico. Basado en este analisis, se establecieron tres
barreras, separando en cuatro poblaciones genéticas, concordante con lo obtenido
en el analisis de BAPS (Figura 12). La poblacién A incluyé a todos los sitios (10-
13) en la region del sur y la Soledad; la poblacion B incluyé tres sitios (7-9),
mientras que la poblacion C incluyo dos sitios (5 y 6). Poblaciones B y C ocupan la
region central de la distribucidn del colibri de Xantus. Por otro lado, la poblacién D
incluyé a todos los sitios en la region del norte (1-4 y14). En la region sur, se
encuentra la primera barrera, y se relaciona con la separacion del Cabo; los sitios
en la region central estan divididos por una segunda barrera que separaba la
poblacién B de la poblacion C. Entre las regiones central y norte, una tercera
barrera separa los oasis centrales que son la Purisima (incluyendo Carambuche y
San lIsidro; poblacién C), y Los Comondus (San José y San Miguel) y San Javier
(poblacion B), de los oasis distribuidos en el norte (poblacién D).

Tabla Il. Resultado de los analisis de SAMOVA y porcentaje de variacion
dependiendo de los grupos K definidos.

K=2 K=3 K=4 K=11

Fuente de varacion % variacion % variacion % variacion % variacion
(Indice fijacién) (Indice fijacién) (Indice fijacién) (Indice fijacién)

AMONG Arouns 33.96 36.47 37.02 33.25
g group (0.3396**) (0.3646**) (0.3702**) (0.3324**)
Among populations -10.49 -15.34 -11.08 -26.15
within groups (-0.1691ns) (-0.2414ns) (-0.1759ns) (-0.3917ns)
Within pobulations 76.54 78.87 74.06 92.90
pop (0.2746ns) (0.2113ns) (0.2593ns) (0.071ns)

ns = no significativo; **P<0.005
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7.2. MARCO TEMPORAL DE DIFERENCIACION GENETICA

Las estimaciones de los tiempos de divergencia, basados en secuencias
concatenados de ADNmit (2.297 pb en total), y utilizando los tres puntos de
calibracion (eventos geoldgicos y registro fosil), sugieren que H. xantusii se
separaron de su especie hermana (H. leucotis) durante el Plioceno (3.6 m.a.,
Figura 13), después de la separacion de la peninsula del continente (alrededor de
5 m.a.). La estimacion obtenida para Calypte costae, especie co-distribuida con H.
xantusii, sugiere que la divergencia de la especie ocurrié hace 3.5 m.a., tiempo

después de la separacion de la peninsula.

Para la diferenciaciéon genética de haplotipos del colibri de Xantus, el
analisis de BEST sugiere que la separacién entre los grupos de haplotipos ocurridé
durante el Plioceno tardio y el Pleistoceno temprano (3-2 m.a., Figura 13). Sin
embargo, para el 90% de los haplotipos, la divergencia comenzé6 en los ultimos
500,000 afios, y aproximadamente el 40% de los haplotipos tienen una

divergencia menor a los 100,000 afios.

Tres grupos principales coinciden con tres regiones geograficas para el

colibri de Xantus, con pocos haplotipos compartidos entre las poblaciones:

a) La region del sur (poblacién A): el tiempo al ancestro comun mas reciente
(TMRCA) es de 2.14 m.a., la edad de uno de los haplotipos ancestrales que
ocurre en la localidad de la Sierra de la Laguna. Los haplotipos mas recientes,
son alrededor de 16,200 afos, y fueron encontrados en San Blas. Estos
haplotipos recientes son compartidos con la poblacion B. Los haplotipos de La
Soledad (sitio ubicado por arriba del evento vicariante de separacion de la
region del Cabo), empezaron a divergir hace 402,000 afos. La poblacién del
sur comenzd a divergir después de la formacion del canal de agua que se

formo en el Istmo de La Paz (3 m. a.).
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b) La region central: el TMRCA entre las poblaciones B y C es 922,000 anos. El

haplotipo mas antiguo es de 780,000 afos, y se encuentra en ambas
poblaciones (localidades de San Miguel y San Isidro), pero ademas en la
poblaciéon D (San José de Magdalena). El segundo haplotipo mas antiguo tiene
480,000 afos y se encuentra en la localidad de San José (poblacion B). El
haplotipo mas reciente cuenta con 85,000 afos de antigledad, y se encuentra

en ambas poblaciones de la region central.

La regién norte (poblacion D): contiene el haplotipo mas ancestral de 2.5 m.a.,
que ademas es compartido con la localidad de la Sierra de La Laguna (region
del sur). El segundo haplotipo ancestral tiene 2.06 m.a., y es encontrado en
San Nicolas. Para el resto de los haplotipos en esta region, la TMRCA fue de
1.6 m.a. En esta region se encuentran haplotipos compartidos con las otras
poblaciones, siendo los mas recientes compartidos entre las poblaciones norte

y sur (D y A respectivamente).
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Figura 13. Estimaciones de tiempos de divergencia en afos (intervalos de
confianza al 95%) para las especies analizadas en este trabajo, basados en
secuencias concatenadas de ADNmit (Cyt-b, COIl, ND2), utilizando un reloj
molecular log-normal no correlacionado relajado implementado en BEAST
(Drummond et al. 2012). Puntos de calibracién fueron: a) registro fosil (12 m.a.,
Bleiweiss 1998), b) formacién de los arcos volcanicos (10 m.a., Ferrari et al. 2000),
c) completa separacion de la PBC (5 m.a., Riddle et al. 2000). El marco temporal
de diferenciacion genética para los haplotipos del colibri de Xantus, se encuentran
sefalados en recuadros y corresponden a las poblaciones indicadas en el mapa:
azul: poblacion A, amarilo: poblacion B, rojo: poblacion C, y verde: poblacion D. La
linea gruesa negra punteada, indica el periodo de divergencia para la mayoria de
los haplotipos (500,000 afios). Haplotipos se muestran como clados terminales, y
el tiempo al ancestro comun mas reciente se sefiala despues de cada terminal.
Entre paréntesis se sefiala la localidad a la que pertenecen los haplotipos.
Asteriscos rojos indican los haplotipos ancestrales.
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7.2.1. Historia demografica

La distribucion de Mismatch entre los haplotipos de secuencias
concatenadas para cada poblacion, comprende curvas bimodales marcadas
(Figura 14), lo que contrasta con el patrén unimodal esperado en poblaciones que
experimentaron expansion demografica reciente. Los parametros demograficos,
como el indice de Rugosidad (Tabla 1) indican que la distribucién observada no
difiere significativamente de la distribucion esperada bajo el modelo de expansion.
Por otra parte, las pruebas de la neutralidad revelaron resultados diferentes: el
estadistico D de Tajima no mostré desviaciones significativas de la neutralidad en
todas las regiones (Tabla 1), lo que sugiere estabilidad demografica; sin embargo,
el estadistico Fs de Fu mostro diferencias significativas y negativas, lo que sugiere
un exceso de haplotipos de baja frecuencia, que se esperaria si las poblaciones

de H. xantusii experimentaran una expansion demografica reciente.

La red de minima separacion de haplotipos mostraron patrones similares
para todas las poblaciones (Figura 14), en los cuales los haplotipos se dividen en
dos grupos distintos, que se diferencian por 6-9 pasos mutacionales. En estos
grupos de haplotipos, se encuentran por lo general uno o dos haplotipos de mayor
frecuencia, y el resto son haplotipos unicos o de baja frecuencia. Este patrén
espacial de la red de haplotipos es coherente con la distribucién bimodal de

diferencias pareadas.

Los analisis de EBSP usando diferentes tasas de mutacién, fueron similares
entre si, lo que sugiere un patron consistente en la historia demografica de las
poblaciones del colibri de Xantus. Las poblaciones A y D se encuentran bajo el
escenario de una expansion reciente que comenzé hace 80,000 afos. Por otro
lado, las poblaciones B y C incrementaron en menor grado hace 1 m.a. Debido a
que no es correcto interpretar de forma directa las fechas de los escenarios

demograficos, solo podemos concluir que las poblaciones del colibri de Xantus, se
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encuentran en un escenario de expansion reciente, principalmente en las

poblaciones extremas (poblacién A y D), donde ademas,

de haplotipos unicos.
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Figura 14. Distribucion de diferencias pareadas (izquierda), Red de minima
separacién (centro), y analisis Bayesiano de “skyline plots” (derecha; lineas
punteadas indican intervalos de confianza al 95%), son generadas para cada una
de las poblaciones del colibri de Xantus, mediante el uso de secuencias
concatenadas de ADNmit (Cyt-b, COI, ND2). En las redes de haplotipos, los
circulos son proporcionales a la frecuencia, y la conexion entre ellos es
proporcional al numero de diferencias entre haplotipos. Los analisis de “skyline
plots” revelaron que las poblaciones A y D, pasaron por un evento de expansion
reciente que comenzd hace 80,000 afios.
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7.3. DIVERSIDAD GENETICA Y UTILIDAD DE LOS LOCI MICROSATELITE

La reaccidon de pirosecuenciacion 454 resultdé en 143,625 lecturas, de los
cuales soélo 815 lecturas eran adecuadas para el disefio de cebadores. De los 55
loci disefiados, 10 loci mostraron patrones de amplificacion inconsistentes, 14
fueron monomaorficos, y 31 fueron polimoérficos. Desde el 31 loci polimorficos, se
seleccionaron solamente los /loci tetranucledtidos para los cuales se registro una
proporcién mayor al 50% de éxito en la identificacion de los genotipos (Tabla IIl),
estos 16 loci polimorficos tetranucleétidos se utilizaron para la caracterizacion de
los niveles de estructura genética poblacional presentes en el colibri de Xantus,
asi como para probar su utilidad mediante la amplificacion cruzada con otras

especies de colibries.

Los numeros de acceso al GenBank, las secuencias de cebadores, el
motivo repetido, numero de alelos, heterocigosidad obervada y esperada para los
16 loci microsatélite desarrollados para H. xantusii se enlistan en la Tabla Ill. El
numero de alelos por locus varié de 3 (locus Hxan02) a 10 (locus Hxan07, 09, 16 y
17). Las estimaciones de las frecuencias de los alelos nulos variaron de
insignificante, menos de 0.05 (locus 11) de pequeno, entre 0.04 a 0.17 (locus
Hxan04 - 06, 11, 12), de acuerdo con los intervalos propuestos por Chapuis y
Estoup (2008). La heterocigosidad observada entre los loci, varié de 0.29 (locus
Hxan05) a 0.99 (locus Hxan16), con una media de 0.68; la heterocigosidad
esperada oscild entre 0.42 (locus Hxan02) a 0.86 (locus Hxan17), con una media
de 0.7. No se detectd desequilibrio de ligamiento significativo, pero cinco loci
(Hxan05, 06, 09, 13, 14) mostraron desviaciones estadisticamente significativas al
equilibrio de HW, las cuales s6lo se detectaron después de la correccion de

Bonferroni.
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7.3.1. Amplificacion cruzada

De las seis especies de colibries filogenéticamente relacionados que se
utilizaron en este trabajo para validar la eficacia de los nuevos microsatélites
(Tabla 1V), sélo tres mostraron altos niveles de polimorfismo (numero de /loci
amplificados); Hylocharis leucotis (87.5%), Calypte costae (87.5%), y Cynanthus
latirostris (75%). Las estimaciones de las frecuencias de alelos nulos fueron
similares entre ellos, oscilando entre valores insignificantes (menos de 0.05) a
valores altos (> 0.2) (de acuerdo con los intervalos propuestos por Chapuis y
Estoup 2008). El numero de alelos por locus vario de 2 a 8; los valores de
heterocigosidad observada y esperada fueron inferiores a los obtenidos para H.
xantusii, y aunque no se detectd desequilibrio de ligamiento significativo, algunos
loci mostraron desviaciones significativas al equilibrio de HW, nueve loci para H.

leucotis, cinco para C. costae, y s6lo uno para C. latirostris.

En las otras tres especies (Archilochus alexandri, Amazilia candida, y A.
rutila) el numero de alelos por locus (dos para la mayoria de los loci), y los valores
de polimorfismo (56, 44 y 31%, respectivamente), fueron menores comparados
con la amplificacién cruzadas realizada en otros grupos de aves (ver Anexo 4). Sin
embargo, los bajos niveles de polimorfismo observado en estas especies, pueden
ser consecuencia de tamafo de muestra pequefio utilizado para estas especies
(Tabla 1V).
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Tabla lll. Loci microsatélites polimoérficos aislados para Hylocharis xantusii. Incluye el nimero de acceso al
GenBank, la secuencia del cebador, el motivo repetido, temperatura de alineamiento (Ta), concentracion de MgCl,,
intervalo de la talla alélica (bp), el numero de alelos observados (Na), heterocigosidad observada y esperada (Ho y
He respectivamente), y probabilidad de desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg (Puw).

No. de . o Motivo Ta MgCl, Tamano
ACCESO Locus Secuencia del cebador (5'-3") repetido °C) [mM] (bp) Na Ho He Puaw
Hxan01 F: TTAAGCACCCCAGTCAAAGG
KU681466 (AAAT), 65 25  220-226 4 0.625 0.666
R: CCCAATGTCAGGGATTTTGT
KUps14gy Hxan02 F:AAATCTTCATTTTGCATGCATTT (AAAC), 65 25  120-156 3 0542 0.426
R: CTTTGATGCCATCCCAATCT ! ' ' '
Hxan03 F: GGCAGCCCAAATTGCTACTA
KU681468 TGGA 65 25  117-167 7 0.792 0.744
R: TGTGCTGTTCTCCATCCATC ( Jez
KUps14gg Hxan04 F:CACATTTGTGCTCTGATGGC (ATTT) 70 25  169-201 7 0667 0.742
R: GAGACAACTCAGGCATTCCC ¥ ' ' '
Hxan05 F: CAATGTGCAGTCTCAGGGAA
KU681470 TGGA 70 25  135-178 5 0292 0490 ***
R: CTCCTGTGCTCAAGGGAGAG ( )s
Kugg1471 xan06 F: GCCAGTGCAGAAGATGGACC (CATC)s 60 25  132-172 5 0417 0661 **
R: AGCCTGGCTCCTCCGTAGTC
Kueg147z xan07 F.TTCTCACAATGGGAGCCCTG (ACAG); 70 2 88-156 10 0.792 0.853
R: GGGAGCAAGTGCATTCAGGA
Kueg1473 '1xan09 F.CTCTGTGATCAGGCTTTTCCA (TCTA), 66 25  141-193 10 0.810 0.848 **
R: AGTGTAGATATAGATGATAGAGACAGA
Kueg1474 'xan1l F.TGGGTTTTCAGTCTGATGGA (CATC);s 60 15  124-140 4 0667 0.510
R: TCTGGGGATTCACATAAGTA
Kueg147s 'xan12 F:AATGGATGCATGGCTGGTG (ATGG)y; 60 15  110-134 6 0.917 0.674
R: GCCTATGCATTCTCCCAGGC
Kueg147e 'xan13 F. CCACTCAGGAAGGCCAAAGA (TGGA);; 70 2 149-185 8 0500 0.646 **
R: GGATGTACCACCAGCTTGCC



KU681477

KU681478

KU681479

KU681480

KU681481

Hxan14

Hxan15

Hxan16

Hxan17

Hxan18

F: CATCACCCTAACAAACCCC

R: GCACAGGGTGGGAGTAGTGC
F: GATGTTTCAGGGGAAGTCCG
R: TAAATGAGAGCTGCCCCGTG
F: GTCACTGCCCAGCAACCACT
R: TCAGGGGAGAAGCAGACCAC
F: TCAGGGGAGAAGCAGACCAC
R: ACTGCCCAGCAACCCACTC

F: GCTGGTACCGGAGGTTGATG
R: TGGATGAATGACGGAGGAGG

(ATCC)14

(ATCC)4g

(CAGA)10

(TCTG)1o

(CATT)3

70

66

68

66

68

2.5

2.5

2.5

2.5

2.5

99-176 8 0.522

78-132 9 0.739

73-125 10 1.000

94-154 10 0.875

133-169 5 0.739

0.831

0.820

0.810

0.861

0.681

** P<0.01, *** P <0.001 = significancia de la desviacion del equilibrio e HW después de 1000 permutaciones
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Tabla IV. Diversidad genética y niveles de polimorfismo obtenidos a partir de la amplificacion cruzada de los loci
microsatélites disefiados de novo para el colibri de Xantus. Se incluye el numero y porcentaje del polimorfismo
(Polym), numero de alelos observados (Na), y heterocigosidad observada y esperada (Ho y He respectivamente).

H. leucotis (n = 10)

C. costae (n = 9)

C. latirostris (n = 6)

A. alexandri (n = 5)

A. candida (n = 5)

A. rutila (n =5)

Locus AllNa Polym =14 (87.5%) Polym=14(87.5%) Polym=12(75%) Polym=9(56.3%) Polym =7 (43.7 %) Polym =5 (31.3 %)
Na Ho He Na Ho He Na Ho He Na Ho HE Na Ho He Na Ho He
Hxan01 3 0200 0.54* Monomorphic 3 0.167 0403 2 0.250 0.469 Monomorphic Monomorphic
Hxan02 2 0400 0320 4 1.000 0735 2 0.167 0.153 Monomorphic 2 1.000 0.500 Monomorphic
Hxan03 11 2 0400 0320 3 0444 0593 5 0667 0611 2 0250 0219 2 0500 0.375 2 1.000 0.500
Hxan04 9 2 0300 0255 2 0444 0.346 Monomorphic 2 0.750 0.469 Monomorphic Monomorphic
Hxan05 7 2 0.300 0495 2 0.222 0.444 Monomorphic 2 0.250 0.469 Monomorphic Monomorphic
Hxan06 7 2 0.000 048* 3 0556 0.66* 2 0.500 0.375 Monomorphic Monomorphic Monomorphic
Hxan07 12 5 0.500 0.715* 4 0667 066* 3 0667 048 2 1000 05* 3 1.000 0.625 2 0.500 0.375
Hxan09 11 5 0800 0635 2 0667 0444 2 0.333 0.278 Monomorphic 2 1.000 0.500 Monomorphic
Hxan11 5 3 0400 062* 4 0444 0691* 3 0500 0625* 0 0.000 0000 O 0.000 0.000 0 0.000 0.000
Hxan12 6 0 0000 0000 O 0.000 0000 0 0.000 0000 O 0.000 0000 O 0.000 0000 O 0.000 0.000
Hxan13 8 0 0.000 0000 2 0444 0494 0 0.000 0.000 0O 0.000 0000 O 0.000 0.000 0 0.000 0.000
Hxan14 16 6 0400 073* 6 055 0778 4 0833 0736 3 0.500 0.625* 2 1.000 0.500 2 1.000 0.500
Hxan15 18 6 0.333 0.833* 4 0444 0568 5 0.333 0681 2 0500 0.375 Monomorphic 2 0.000 0.500
Hxan16 14 3 0.000 0.656* 5 0.286 0.775** 5 0600 0720 2 0250 0219 4 1.000 0.750 0 0.000 0.000
Hxan17 16 8 0.500 0.8* 2 0.500 0.375 8 0.667 0.778 Monomorphic 0 0.000 0.000 2 1.000 0.500
Hxan18 9 3 0300 0.605* 4 0.222 0561* 2 0.667 0444 3 0500 0531 3 0.500 0.625 Monomorphic
Mean 10.13 3.25 0.30 0.500 3.13 046 054 314 044 045 1.67 035 032 1.64 055 0.35 1.11 0.39 0.26

**P < 0.01, *™*P < 0.001 = significance of deviation from Hardy-Weinberg equilibrium after 1000 permutation.
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7.3.2. ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL
7.3.3. Analisis de agrupacién bayesiana

La estimacion del numero de poblaciones mediante probabilidad bayesiana
utilizando el programa STRUCTURE arrojé un valor mas probable de dos grupos
genéticos, evidenciado por el maximo valor de AK (Figura 15), el cual es mejor
estimador para el numero de clusters (Evanno et al. 2005). Asi mismo, en la
grafica se puede observar un pico de AK suboptimo (con valor mucho mas bajo)
para un valor de K = 4, lo que permite inferir la existencia de una estructuracion

poblacional a diferentes niveles.

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K)})

o ]

100 | |

2 5 6 8 10 12

Figura 15. Numero de grupos genéticamente homogéneos (K) calculado a partir
de la tasa de cambio de la funcién de verosimilitud AK (Evanno et al. 2005).



Para el valor de K mas probable de dos grupos homogéneos, los mayores
coeficientes de membrecia fueron para las localidades del centro y norte de la
distribucion del colibri de Xantus, mostrando una mayor homogeneidad (Figura
16). Cabe destacar que la tendencia de las localidades nortefias, a mantener
cierto grado de homogeneidad, comparado con el restos de las localidades, es
evidente cuando se analiza el valor de K = 4. Las localidades surefias y centrales,
si bien estan mayormente compuestos por un grupo genético particular, es

evidente cierto grado de mezcla entre si, cuando K = 4.

02 01 16 03 10 08 09 04 07 14 13 11 17

02 01 16 03 10 08 09 04 07 14 13 11 17

SUR CENTRO NORTE

Figura 16. Coeficientes de identidad para K = 2 (arriba), y K = 4 (abajo) como
numero de grupos genéticos homogéneos, donde cada barra vertical corresponde
a un individuo y cada color corresponde a la proporcién de probabilidad de
pertenecer a cada grupo. Los numeros de la parte inferior corresponden a las
localidades de origen; para su correspondencia ver Figura 9.
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7.4. MODELACION DE NICHO ECOLOGICO Y PROYECCIONES AL PASADO

Los resultados de las proyecciones al pasado en la modelacion de nicho
ecoldgico, permitieron observar que las regiones propuestas como de zonas
refugios para el colibri de Xantus (Sur y Norte), con base en la distribucion de la
diversidad genética (e.g. valores altos de diversidad y presencia de haplotipos
ancestrales), concuerdan con los resultados de la MNE en las proyecciones al
pasado (Figura 17). Sin embardo, estas zonas de refugio no se han mantenido a
los largo de las fluctuaciones climaticas de los periodos glaciales e interglaciales

del Pleistoceno.

Por un lado, durante el LIG, se observé que las condiciones climaticas
favorables para la especie, ocurrieron en la regién norte, mientras que durante el
LGM, las condiciones Optimas para la especie ocurrieron en la region sur (Figura
17). La condicion de refugio nortefio, vuelve a observarse hacia el Holoceno medio

(6,000 anos), actual periodo interglacial.

LIG LGM Holoceno medio Distribucién potencial
120,000 - 140,000 22,000 6,000 al presente

- 5
#
!
Y

Figura 17. Modelacion de nicho ecoldgico y distribucidn potencial de Hylocharis
xantusii. Periodos: ultimo interglacial (LIG), ultimo maximo glacial (LGM), holoceno
medio y distribucion potencial al presente. Regiones en color verde representan
las regiones geograficas con las condiciones favorables para que la especie
ocurra.
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7.5. ANALISIS DE LA VARIACION MORFOLOGICA

En total se utilizaron medidas morfoldgicas pertenecientes a 102 individuos,
para los que se identificaron 65 machos y 37 hembras (Figura 18). De las
variables morfologicas analizadas, el analisis mutivariado de cluster permitié
observar dos agrupaciones de los rasgos morfologicos, pero con valores de
similitud bajos, menores al 50% (Figura 19a). Por otro lado, el analisis de cluster
de la variacion individual (Figura 19b), permitié observar cuatro agrupaciones de
las localidades de H. xantusii (A, B, C, y D; Figura 20).

México
Localidades

1. Santa Gertrudis (5M., 4F)
2. Carambuche (13M. 1F)
3. San Isidro (4M, 3F) %
4. San José (4M, 2F) %
5. San Miguel (5M, 3F) %g %
C T Peninsula de Baja L] %.
6. San Javier (1M, 3F) California 2
7. La Soledad (8M, 6F) (7]
8. SanBlas (3M., 2F) ’
9. Sierra de la Laguna (7M., 4F) J ° /
% o oo .‘
10. Santiago (14M, 9F) ‘ ' .
A il -
Figura 18. Variables morfolégicas analizadas en este trabajo (derecha). Se
indican las localidades estudiadas y el numero de individuos machos y hembras
identificados (M y F respectivamente).

En la figura 19a, si bien se observan valores de similitud bajos, la primera
agrupacion de variables que incluye el largo total, cuerda alar, ancho de pico y
largo de cola, representan el conjunto de variables implicadas en la diferenciacion
de sexos (Figura 21), con diferencias significativas entre machos y hembras. Por
otro lado, los valores de similitud observados dentro de las agrupaciones de los
individuos (A, B, C y D; Figura 19b), son altos (90%), por lo que se esperaria
observar diferencias entre las agrupaciones respecto a algunas variables

morfologicas (ver Figura 22, Tabla V).
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Individuals (locations)

Figura 19. Analisis de cluster entre las variables morfologicas (a), y entre los
individuos analizados (b) para el colibri de Xantus.

En el analisis de componentes principales, solo los primeros dos
componentes fueron significativos con eigenvalores >1, explicando el 90% de la
variacion observada. La agrupacion de variables en los componentes, fueron las
mismas que se observaron en el analisis de cluster (Figura 19a). Al analizar la
segregacion de las variables morfologicas asociadas a las diferentes localidades
(Figura 20), no fue posible observar alguna agrupacién. Sin embargo, si se
observaron diferencias en la segregaciéon de individuos de ciertas localidades

(Figura 20); por ejemplo, en el cuadrante |, se observaron mayor numero de
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individuos de la localidad de Santiago; para el cuadrante Il, mayor numero de
individuos de la Soledad; en el Ill, mayor numero de la localidad Carambuche; en

tanto que para el cuadrante |V, se observaron mas individuos de Santa Gertrudis.

I III v

("]
L

o D 111

0
°
¥ : * e (Carambuche II %
" 2 Ly o4 m LaSoledad I g
& " . B San Blas

. * v : A San Isidro '
& + San Javier L7}
” 4 San José

v San Miguel . ? © 1
n v + Santa Gertrudis 1v

-3'1_ § : i : - = - x Santiago 1 A { °®

Sierra de 1a Laguna

0

Second Component
a
4

First Component

Figura 20. Analisis de componentes principales de las variables morfologicas
asociadas a las diferentes localidades de muestreo para el colibri de Xantus. Los
nameros romanos (I, II, 1, 1V), indican mayor presencia de individuos de esas
localidades (se sefialan en el mapa). Las letras en el mapa (A, B, C y D) hacen
referencia a las agrupaciones identificadas en el analisis de cluster.

En la figura 21, se observan las comparaciones de las variables
morfolégicas entre sexos. De las seis variables analizadas, solo cuatro de ellas
mostraron marcadas diferencias significativas entre sexos: largo total, cuerda alar,
largo de cola, y ancho de pico. Una vez identificadas las variables morfolégicas
significativamente diferentes entre hembras y machos, se analizaron de manera
independiente entre las localidades. No se observaron diferencias significativas al
analizar la variacibn morfolégica de las hembras entre las localidades; sin
embargo, al analizar los rasgos morfolégicos de los machos entre las localidades

(Figura 22), si se observaron diferencias significativas.
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Figura 21. Diferencias en los rasgos morfologicos (promedio + error estandar)
entre machos (azul) y hembras (verde) del colibri de Xantus. Se indican los
tamafos de muestra para machos y hembras utilizado en cada comparacion.
Diferencias significativas de la prueba “t”, ** = p<0.01, *** = p<0.001, en a) largo
total, b) cuerda alar, c) largo de cola, y f) ancho de pico.
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Al analizar las diferencias significativas de los rasgos morfologicos de los
individuos machos entre las agrupaciones identificadas en el analisis de cluster
(Figura 22), se observaron diferencias significativas para alguna agrupacion en
todas las variables estudiadas, excepto en el largo de la cola. Para la agrupacion
A (localidades 9 y 10; Figura 20), se observaron diferencias en el largo total y
cuerda alar (Figura 22a y b respectivamente), siendo los individuos machos mucho

mas pequenos, comparados con el resto de las agrupaciones.

Por otro lado, la agrupacion D (localidades 1 y 2), comprende individuos
macho con tamafo del nostril significativamente mas grande; mientras que los
individuos de la agrupacion B (localidades 6, 7 y 8), tuvieron un tamafio de culmen
mayor. Por ultimo, el ancho de pico con tamafo mas grande, lo tuvieron los
individuos de la agrupacion C (localidades 3, 4 y 5). Estos resultados fueron
concordantes al examinar el efecto de las diferencias entre machos y hembras, y
las localidades en los rasgos morfologicos del colibri de Xantus (ANOVA de dos
vias (Tabla V).



Total length (mm)

Tail length (mm)
1

182

19.0

188

18.6

184

Culmen (mm)

182

18.0

178

A B G
Cluster

Wing chord (mm)

51.0

72

Nostril (mm)

15.8,

15.6/

154

15.2

15.0

14.8

Bill width (mm)

54

52

5.0

48

A B e D
Cluster

Figura 22. Diferencias en los rasgos morfolégicos (promedio + error estandar) de
los individuos machos entre las agrupaciones identificadas por el analisis de
cluster. Agrupaciones con diferencias significativas se muestran con diferentes
letras en: a) largo total, b) cuerda alar, d) nostril, €) culmen, y f) ancho de pico.
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Tabla V. Resultados del ANOVA de dos vias examinando el efecto de las
diferencias en sexo (machos vs hembras), y de las 10 localidades del colibri de
Xantus en los rasgos morfoldgicos analizados. df: grados de libertad, MS: valor
promedio cuadrado, NS: no significativo.

Rasgo morfolégico Fuente de df MS F-value p-value
variacion
Largo total Localidad 9 18.67 2.56 0.018
Sexo 1 97.08 13.27 0.001
Error 61 7.3
Cuerda alar Localidad 9 21.75 3.05 0.006
Sexo 1 112.54 15.42 0.000
Error 61 7.12
Largo de cola Localidad 9 56 1.51 NS
Sexo 1 36.91 10.69 0.002
Error 61 3.72
Nostril Localidad 9 2.01 6.29 0.000
Sexo 1 0.2 0.39 NS
Error 61 0.32
Culmen Localidad 9 27 5.68 0.000
Sexo 1 0.92 1.27 NS
Error 61 0.47
Ancho de pico Localidad 9 1.91 6.86 0.000
Sexo 1 11.18 35.99 0.000

Error 61 0.27
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8. DISCUSION

8.1. HISTORIA EVOLUTIVA DEL COLIBRi DE XANTUS

Este trabajo es el primer ejemplo que revela un patron filogeografico en una
especie de ave endémica de la Peninsula de Baja California; para el colibri de
Xantus, se describe un patrén filogeografico, explicado por eventos vicariantes,
histéricos, seguido por las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno (mayormente
por periodos interglaciales), en conjunto con caracteristicas a nivel local propias de

la heterogeneidad ambiental de la PBC, influyendo sobre caracteres morfoldgicos.

La flora y fauna de los desiertos de Norteamérica han sido ampliamente
explorados para explicar patrones en filogeografia (Zink et al., 2013; 2002; 2001;
Devitt, 2006; Garrick et al., 2013; 2009); los desiertos en la peninsula actuan como
areas de endemismo, lo que resulta en algunos patrones claros de la
diversificacién que se han explicado principalmente por eventos vicariantes (Riddle
et al., 2000a; 2000b; Zink, 2002). En especies de aves en la peninsula, aunque la
diferenciacion regional ha sido explicado por vicarianza, no se ha observado una
division filogeografica clara, como se esperaria para las aves altamente vagiles
(Zink et al., 2013, 2000); sin embargo, solo se han descrito valores altos de
diversidad genética y haplotipos ancestrales en la region sur de la distribucion de
las aves (Zink et al., 2013; 2002; 2001).

Los analisis de tiempo de divergencia, permitieron obtener resultados mas
robustos para contrastar hipotesis relacionadas con los eventos vicariantes. Por un
lado, el tiempo de separacion de H. xantusii de su especie hermana continental (H.
leucotis), fue hace 3.6 millones de anos, periodo que también fue observado para
los linajes de la especie co-distribuida con H. xantusii, Calypte costae (3.5 ma).
Estas observaciones implican que H. xantusii comenz6 a divergir posteriormente a

la formacion del Golfo de California y de la Peninsula de Baja California (hace
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aproximadamente 5 ma; Riddle et al., 2000a; 2000b). Primer evento vicariante

soportado en este trabajo.

Por otro lado, los tiempos al ancestro comun mas reciente (TMRCA),
permitieron observar una sefal filogeografica relacionada con un segundo evento
vicariante: separacion de la region del Cabo con la formacion del canal marino del
Istmo de La Paz (3 ma; Riddle et al., 2000b). Los linajes del colibri del Xantus
distribuidos en la region sur tienen un tiempo de divergencia de 2.1 ma, lo que
confirma que este evento vicariante aislé esta region promoviendo diferencias
genéticas con las regiones centro y norte de la PBC. Segundo evento vicariante

soportado en este trabajo.

El patron filogeografico del colibri del Xantus, revela una historia evolutiva
compleja de describir, ya que no solo es influenciado por eventos vicariantes
histéricos (en escala de millones de afios), sino que ademas las evidencias
genéticas apuntan a que los cambios climaticos del Pleistoceno (en escala de
miles de afos), han influido en la distribucion geografica de la especie. Las
estimaciones de tiempos de divergencia, evidenciaron que el 90% de los
haplotipos, divergieron durante los ultimos 500,000 afos; ademas, los analisis de
la dinamica poblacional historica, permitieron observar un evento de expansion
reciente en los ultimos 100,000 anos. Estos resultados indican cambios en la
distribucion de H. xantusii, en respuesta a las fluctuaciones climaticas del
Pleistoceno tardio. Estudios filogeograficos en especies de ambientes aridos,
proporcionan evidencia de que el intervalo de expansion durante el Pleistoceno
tardio y Holoceno juegan un papel importante moldeando la distribucion espacial
de la diversidad a nivel intraespecifico, tanto en especies de vertebrados y plantas
en la peninsula (Crews y Hedin, 2006; Garrick et al., 2013, 2009; Zink et al., 2013).

El patron filogeografico de especies de regiones aridas, son una

consecuencia de la aridificacion durante periodos interglaciales del Pleistoceno,
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después del cual las especies se expandieron desde regiones aisladas llamadas
refugios (Hull y Girman 2004, Mapelli et al. 2010, Reding et al., 2012, Zink et al.,
2013; 2000). Las zonas de refugio en la peninsula, han sido propuestas para otras
aves. Particularmente, para la perlita californiana (Polioptila califérnica, Zink et al.,
2013; 2002, 2001) y la codorniz californiana (Callipepla califérnica; Zink, 2002), se
ha propuesto la del region Sur, como una zona refugio ante las fluctuaciones
climaticas del Pleistoceno, con base en base valores altos de diversidad genética,
y presencia de haplotipos ancestrales. Para el colibri de Xantus, se identificaron
dos regiones con valores altos de diversidad genética y presencia de haplotipos
ancestrales, region sur (Sierra de Laguna), y region norte (San Nicolas). En este
trabajo se proponen dos zonas de refugio en la peninsula para el colibri de

Xantus.

Analisis independientes de la variacién genética, como la modelacion de
nicho ecoldgico, representan una herramienta util ya que genera informacion sobre
las preferencias y tolerancias bidticas de las especies, y se pueden realizar
estimaciones de la distribucion potencial en diferentes periodos de tiempo
(Peterson et al., 2011). Las proyecciones al pasado en la modelacion de nicho
ecolégico para el colibri de Xantus, permitieron observar que las regiones
propuestas como zonas de refugios (con base en la informacién genética),
concuerdan con los resultados de la MNE. Sin embargo, estas zonas de refugio no
se han mantenido a los largo de los cambios climaticos del Pleistoceno. Por un
lado, durante el ultimo interglacial (120,000 afos), se observo que las condiciones
climaticas favorables para la especie, ocurrieron en la regién norte, mientras que
durante el ultimo maximo glacial (22,000 afos), las condiciones 6ptimas para que
la especie ocurriera fue en la region sur. La condicion de refugio nortefio, vuelve a
observarse hacia el Holoceno medio (6,000 afios), actual periodo interglacial. La
informacion conjunta de la diversidad genética, y de la MNE, permiten sugerir la

presencia de dos zonas de refugios para el colibri de Xantus, Sur y Norte.



77

Es importante sefalar que los resultados de la modelacion de nicho, no
implican necesariamente que las especies se encuentren distribuidas en la region
geografica determinada. El nicho fundamental de la especie es el rango de
condiciones medioambientales en los cuales la especie puede existir (Hutchinson,
1957); por su parte, el nicho realizado es el area que la especie ocupa
actualmente. Dado que MAXENT emplea datos de presencia, la modelacion de
nicho resultante es una aproximacién del nicho realizado debido a que, de manera
natural, distintos factores impiden la distribucion de las especies en toda el area
que potencialmente puede ocupar, como interacciones entre especies (e.g.
competencia intra e interespecifica, depredacion), barreras geograficas, influencia
humana, factores historicos de colonizacién, y capacidad de dispersiéon de los
individuos (Peterson et al., 1999; Anderson y Martinez-Meye,r 2004). El resultado
de la distribucion geografica potencial al presente para el colibri de Xantus,
sugiere que la especie puede distribuirse a lo largo y ancho de su intervalo de
distribucion. Sin embargo, se sabe que la especie no se distribuye de manera

continua, sino que se encuentra restringida principalmente a las zonas de oasis.

Para muchas aves endémicas, los patrones filogeograficos sugieren que al
menos algunos factores comunes fueron extremadamente influyentes a nivel
regional. En particular, los colibries tienen una alta diversidad y un alto nivel de
especializacion (McGuire et al., 2007; 2014); por lo tanto, los patrones
filogeograficos dependen mas de los cambios climaticos que de eventos
histéricos, ya que vinculan aspectos biolégicos como el comportamiento, habitat,
nicho de forrajeo, y la seleccién sexual, factores importantes para especies con un
alto nivel de especializacion y de origen reciente (Qu y Lei, 2009, Gonzalez et al.,
2011, Lara et al., 2012; Arbelaez-Cortés et al.; 2014, Licona-Vera y Ornelas,
2014). El colibri de Xantus muestra sefales de variacion intraespecifica con una
alta diversidad genética a nivel regional, lo que sugiere que los patrones de
distribucion y evolucién de esta especie estan influenciados principalmente por los

procesos ambientales recientes.
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Los oasis y la Sierra de la Laguna comparten caracteristicas ecologicas de
habitats mésicos, ambientes mas estables comparados con el resto de la arida
peninsula; ademas, la especie es mas abundante en las Sierra de la Laguna y
oasis en la Sierra de la Giganta que en otras zonas, principalmente sitios donde
los cuerpos de agua estan presentes (Rodriguez-Estrella, 1997; Arriaga et al.,
1990). Estas diferencias ecoldgicas propias del habitat de la especie, permite

sugerir que existen diferencias genéticas que se relacionen a factores ecolégicos.

El estudio de marcadores moleculares como los microsatélites, con
resolucién espacial y temporal fina, permite resolver preguntas relacionadas con
procesos que influyan sobre la divergencia poblacional y especiacion, asi como
con aspectos de la biologia evolutiva (ver anexo 4 para referencias). Los
microsatélites generados en este trabajo, son los primeros en ser caracterizados
para el colibri de Xantus, y mostraron tener suficiente resolucién y polimorfismo
(Gonzalez-Rubio et al., 2016), para evaluar la existencia de diferenciacion
genética a escalas regionales. Ademas, al evaluar su utilidad mediante la
amplificacion cruzada en otras especies, se observd que las especies
filogenéticamente mas relacionadas, o genéticamente menos distantes, mostraron
un mayor rendimiento en la amplificacion, lo que significa una mayor proporcién de
loci amplificados (Mukesh et al., 2011; Gonzalez-Rubio et al., 2016). Estos
resultados sugieren que los microsatélites caracterizados para el colibri de Xantus,
pueden ser utilizados para estudios comparativos entre especies. En este trabajo,
de forma preliminar se describen resultados sobre la estructura poblacional del
colibri de Xantus. De manera general, las poblaciones del norte, se han mantenido
como grupos mas homogeéneos, comparados con las localidades del sur, donde se

observaron mayores niveles de mezcla, al aumentar el valor de K.

Diferencias a nivel regional, también fueron observadas mediante el analisis

de la variacion morfolégica. El colibri de Xantus, tiene un marcado dimorfismo
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sexual, y los resultados revelaron que los machos son significativamente mas
grandes en tamio, tanto en el largo total, cuerda alar y largo de cola, asi como de
pico mas ancho del pico. Se ha observado que un mayor tamafo de los machos
favorece que evolutivamente se desarrolle el dimorfismo sexual (regla de Rensch;
Abouheif y Fairbairn, 1997); ademas de que puede ser un indicativo de mayor
territorialidad y defensa por hembras (Ornelas, 1996), favoreciendo el éxito
reproductivo de los machos mas grandes. Por otro lado, se ha observado que la
diversificacion floral es un factor importante en la evolucién del dimorfismo del pico
(Temeles et al., 2000; 2003). Para el colibri de Xantus, las observaciones en
campo han evidenciado que es una especie territorial, donde los machos
defienden un area determinada; ademas se ha observado que no existe
competencia por recursos entre especies (al menos entre especies de colibries),
particularmente con Calypte costae (especie co-distribuida), por lo que al no tener
competidores, pudiera estar desarrollando diferentes habilidades en el uso de
flores y recursos disponibles, generando diferencias entre sexos para el forrajeo, y

al mismo tiempo diferencias entre localidades o poblaciones.

En colibries, se ha observado que especies que habitan en ambientes
extremos (e.g. condiciones aridas de la peninsula), puede incrementarse la
competencia intraespecifica, y en ausencia de competencia interespecifica, puede
permitir a ambos sexos utilizar distintos nichos que otro modo serian ocupados por
los congéneres, promoviendo diferencias entre grupos de individuos a condiciones
ambientales locales (Berns y Adams, 2010; 2013). Otros autores también han
sugerido que la dominacion de las hembras sobre los machos alrededor de los
nidos y la defensa de territorios por los machos, como es el caso del colibri de
Xantus, puede alterar el tamafo corporal y caracteres del pico en ambos sexos,
generando una amplia gama de dimorfismos dentro de varios grupos de individuos

dispersos o segregados (Temeles et al., 2010).
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9. CONCLUSIONES

Este estudio presenta la primera investigacion sobre filogeografia y

estructura genética poblacional del colibri de Xantus, una especie endémica de la

Peninsula de Baja California. En general los analisis realizados hasta el momento

han generado informacion novedosa respecto al patrén filogeografico de la

especie, que no habia sido observado para otras especies en la peninsula. Las

principales conclusiones del trabajo se resumen a continuacion:

1)

El analisis de tres genes mitocondriales en el colibri de Xantus, revelaron un
patrén filogeografico con cuatro poblaciones aisladas, separando la region sur,

centro y norte de la distribucion de la especie;

Todas las poblaciones tienen valores de diversidad altos, y distribucion de
haplotipos similar con muchos haplotipos uUnicos o de baja frecuencia;
caracteristicas que algunos autores sugieres, corresponden a especies de
origen reciente, o que se encuentran es un proceso de diversificacion o

expansion reciente;

Las estimaciones de tiempos de divergencia, evidenciaron que el patrén
filogeografico del colibri de Xantus, se relaciona con dos eventos vicariantes: a)
formacion del Golfo de California con la separacion de la peninsula del

continente, y b) aislamiento temporal de la region del Cabo;

Asi mismo el patron filogeografico de la especie, esta influenciado por los
cambios climaticos del Pleistoceno: el 90% de los linajes mitocondriales,
divergieron en los ultimos 500,000 afios; ademas los analisis de la dinamica
poblacional histérica evidenciaron que el colibri de Xantus se encuentra en un

proceso de expansion reciente de los ultimos 100,000 afios;
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La presencia de haplotipos ancestrales y valores altos de diversidad genética,
en conjunto con los resultados de la MNE, permiten sugerir la presencia de dos
zonas de refugio, en distintos periodos de tiempo: periodos interglaciales y

glaciales del Pleistoceno;

El polimorfismo de los loci microsatélite reportados en este trabajo, vario de
moderado a alto, comparado con otras especies de colibries; estos niveles son
suficientes para indagar sobre procesos recientes en la historia del colibri de
Xantus; ademas, la ampificacion cruzada de los loci microsatélite, revelo un
desempenio alto para las especies filogenéticamente cercanas o genéticamente

menos distantes;

La distribucién geografica de la variacion genética del colibri de Xantus, esta
relacionada con la distribucion de los ambientes de oasis; asi mismo, se
observaron diferencias morfolégicas entre localidades, sugiriendo que las
diferencias regionales ambientales, influyen sobre los niveles de diferenciacion

de la especie;

Por ultimo, existen diferencias significativas muy marcadas en las variables
morfolégicas entre machos y hembras: los machos son generalmente mas
grandes (largo total, cuerda alar, largo de cola), y con picos mas anchos; segun
algunos autores, en ausencia de competidores interespecificos, los individuos
de diferentes sexos pueden usar diferentes recursos, favoreciendo la evolucion

del dimorfismo sexual.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Informacion obtenida en campo de los individuos del colibri de Xantus (Hylocharis xantusii) endémico de la
Peninsula de Baja California. Se indican el ID del ADN total, la localidad y sus coordenadas geogréficas, ID de la
fotografia, sexo, peso y las variables morfolégicas analizadas en este trabajo.

Ind ID_ADN Localidad Latitud Longitud  ID_Foto Sexo Peso Largofotal — Cuerda o _ Plieo
(mm) alar Nostril Culmen Ancho
1 Hxan_001 Santiago 23°29°10.1"  109°42752.8" - - - - - - - - -
2 Hxan_002 Sierra de La Laguna 26°04°38" 110°00°68" - M 3.4 87.1 51 30 14.8 17.6 -
3 Hxan_003 Sierra de la Laguna 26°04°38" 110°00°68" - H 3.2 85 48.2 33 16.8 18.6 -
4 Hxan_004 Sierra de la Laguna 26°04°38" 110°00°68" - M 3.6 84 32.5 28 15.6 171 -
5 Hxan_005 Sierra de la Laguna 26°04°38" 110°00°68" - M 3.1 90 54 31 15.9 18.5 -
6 Hxan_006 Sierra de la Laguna 26°04°38" 110°00°68" - H 3.1 84 51.5 30 16.2 18.1 -
7 Hxan_007 Sierra de la Laguna 26°04°38" 110°00°68" - M 3.2 82 52 30 14.6 17.2 -
8 Hxan_008 Sierra de la Laguna 26°04°38" 110°00°68" - H 3.6 90 52 31 15.3 18.6 -
9 Hxan_009 Sierra de la Laguna 26°04°38" 110°00°68" - M 3.7 92 56 32 13.7 16.8 -
10 - Presa Buena Mujer 24°05°17" 110°11°31.3" - H 4 95 - 30 17.9 - -
11 - Presa Buena Mujer 24°05°17" 110°11°31.3"  |D_11 M - 88 - - 16.5 - -
12 Hxan_012 Rancho San Isidro 28°97°58" 112°03°33" ID_12 M 4 - 457 30 18 21 3.2
15 Hxan_015 Santiago 23°29'10.1"  109°42752.8" |p 15 M 3.6 - 51 28 17 21 5
16 Hxan_016 Santiago 23°2910.1"  109°42°52.8" | 16 M 3.9 - 56 32 16 19 6
18 Hxan_018 Santiago 23°29'10.1"  109°42752.8" |p 18 H 3.3 - 48 28 17 19 5
19 Hxan_019 Santiago 23°2910.1"  109°42°52.8" |p 19 M 3.5 - 52 28 16 19 6
20 Hxan_020 Santiago 23°29°10.1"  109°42752.8" ID_20 M 3.3 - 52 29 15 19 5
21 Hxan_021 Santiago 23°29°10.1"  109°42752.8" ID_21 M 4 - 55 31 18 21 7
22 Hxan_022 Santiago 23°29°10.1"  109°42°52.8" ID_22 H 2.7 - 48 28 16 20 4
23 Hxan_023 Santiago 23°29°10.1" 109°42752.8" ID_23 M 3.9 - 54 29 16 21 6
24 Hxan_024 Santiago 23°29'10.1"  109°42752.8" D 24 M 4 - 51 29 14 18 5
25 Hxan_025 Santiago 23°2910.1"  109°42°52.8" |p 25 M 3.5 - 53 28 16 18 4
26 Hxan_026 Santiago 23°2910.1"  109°42°52.8" |p 26 H 3.4 - 51 28 16 18 4
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Anexo 2. Cebadores microsatellites obtenidos por pirosecuenciacion, sintetizados
para pruebas de polimorfismo en el colibri de Xantus (Hylocharis xantusii),
endémico de la Peninsula de Baja California.

Locus Clave Secuencia del cebador (5'-3") rg/lpoet:;\i/:o Ta(r:s)no (IC)
F: TTAAGCACCCCAGTCAAAGG

Hxan01 HxaG340 (AAAT), 227 65
R: CCCAATGTCAGGGATTTTGT
F: AAATCTTCATTTTGCATGCATTT

Hxan02 HxabUMK o crTTeATGCCATCCCAATCT (AAAC) 189 65
F: GGCAGCCCAAATTGCTACTA

Hxan03 HxaQVCC o 1G6TGCTGTTCTCCATCCATC (ACCT); 177 65
F: CACATTTGTGCTCTGATGGC

Hxan04 HxaYAHA o 0 o e (AAAT)6 169 70

Hxan05 HxayysT | CAATGTGCAGTCTCAGGGAA (ACCT)s 160 70
R: CTCCTGTGCTCAAGGGAGAG
F: GACAGGTATTTGCTCACTTCCA

Hxan06 HxabYFC o rrroacaATAGAGACGTGTTCAAGA — (ACAT)w - 150 0

Hxan07 HxaVHRL | CCONGCAAGAAGAGGAGGAT (AGGT);; 148 65
R: GTGTCAGATGCAATGGATGG
F: GCCTTGCTTGCAAATGAAGT

Fxan08  HxalZR1 . ATGCTCCATCACAGGGAAAC (AC)1s 254 60

09 Heanaal T AGTACTTGCCTCTCCTGGGG AG), 22 "
R: CGAAGCACAAGCGTGAATAA

Hxan10 HxaGVI3 | | CCACCAAAACCTTGAGGAA (AC)s; 192 60
R: ATCCACTGTGACCATCACCA
F: GAGACAGGTTCCTTGTGAGTGA

Hxan11 Hxa’BAU o rerrreGTCTTTCCATTGCC (AC)14 130 65
F: CACACCCACTCACTCACACC

Hxan12 HxaQX99 (AC)s; 90 67
R: CAGGGTCCTTTCTTTACCCA

Hvan13 HxaNE4y F: TTGTCTTGGAGAACAGCAGC (AC).s 130 -
R: TAAAGGAGCATCATTCCCCA
F: CATGTAAAGAGAAAATACAGCTCCC

Hxan14 HxaWX5Q (AG)10 112 65
R: GCTTTGAATGACAGGCCATA

Hxan1s Hxazony F:ATTCCAGCATCAGTTTTGGC (AC) 108 70
R: ACATGTACCTGGCTTCTGGG
F: ATCATTGCTGGATCCCAAAG

Hxan16 HxaABAW o 1 GTTACCCTCATGTGCTGAGA (AG)10 107 65
F: CCAGGCAGCATTTGATGTTA

Hxan17 HxaVGX . GACAGTCAGTGCATTTGTCTGAG (ATho 103 %0

Hxan18 HxadTGy — CONCCTCTGATGGAGTGAAA (AC)s; 95  60-75
R: GAGCTGTACTGCCTGGGAAC



Hxan19

Hxan20

Hxan21

Hxan22

Hxan23

Hxan24

Hxan25

Hxan26

Hxan27

Hxan28

Hxan29

Hxan30

Hxan31

Hxan32

Hxan33

Hxan34

Hxan35

Hxan36

Hxan37

Hxan38

Hxan39

HxaAOIA

Hxa47Y1

Hxa0825

HxaZYIS

HxaSOMO

Hxa8SO0

HxaO5LW

HxalLA71

HxaH4ZP

HxaVZ8N

HxaYE4C

HxaU1DO0

HxaW9TM

HxaME1K

HxaPVuQ

HxaWFZG

HxaRL8C

HxaV28U

HxaD76B

Hxa1VTE

Hxa4YXS

F

F

: GCCAGTGCAGAAGATGGACC

(CATC)s
R: AGCCTGGCTCCTCCGTAGTC
F- TCTTATCACAGTCTGCCTGAGCC GThe
R: GTTTTGAGGCAGCAACACCC
F: CAGGCTGACAGGTTGCTGG G
R: TAACAACGGGTGGTCCCTGA
F- AATCTGCTGCAGGTCCAAGTG GT)
13
R: ACAAACGATGCTCCCTGCTC
F: TTCTCACAATGGGAGCCCTG (ACAG):
R: GGGAGCAAGTGCATTCAGGA
F: TGGTTGGTTTTGCTTGTTTGG
(GTTT),
R: TGCTGCCCCTGTCTGTGTAA
F: TCAGGGAGAAGCTGAGCTGG
(CCAT)15
R: CTCTGGGCTCTTGTGGGATG
F: TGCTCACCAGATTCCCCACT (GAAG);
R: GAGGGCAAGGAGAGGGAGAG
F: TCAGGGAGAAGCTGAGCTGG (COAT),
R: TCCTTTCTCCTCTGGGCTCC
F: GCCCTTCACTGATCTCCCCT T6)
7
R: GTTTCTTCTTGCCCAGCCCT
F: TGTTGCAGAATGCTTGTGGG o)
R: GTGGTCTCATCTGGGCTTGC °
F: TTCCCAGGAGGAAGGTAGCTG A
8
R: CTACACGTGAGGGGTGTGGG
F: CTCTGTGATCAGGCTTTTCCA (TCTA)
R: AGTGTAGATATAGATGATAGAGACAGA i
F: ATTGTTGTGGGGATGTGGAT AT)
R: ACATACTGTGCATAAAAGAACT "
F: GGAATTTGCATTGTAACTGCTG coMP
R: ACAGGTTCTGGTCTGTGTAT "
F: AAMATCACAGATTGCGGGAAA comp
R: TGTGTAAGTGGTGGAACTGAGG !
F: TGGGTTTTCAGTCTGATGGA (CATC):s
R: TCTGGGGATTCACATAAGTA
F: TCAGAGCTGTACATCTGATGGG
(CTAT)6
R: AGGTAGATAGGTAGATAGGTAGGT
F: GTCTCACTGACACTATTTTCTT coMP
R: CATGGAAATCCCATTTGGTC "
F: AATGGATGCATGGCTGGTG (ATGG)..
R: GCCTATGCATTCTCCCAGGC

: CCACTCAGGAAGGCCAAAGA (TGGA)13

124

113

125

117

133

90

126

132

91

119

149

91

129

95

140

91

127

163

107

92

145

103

60

68

70

60 -75

70

70

60 -75

68

70

70

66

68

65

65

65

70

70

70

65

60

70



Hxan40

Hxan41

Hxan42

Hxan43

Hxan44

Hxan45

Hxan46

Hxan47

Hxan48

Hxan49

Hxan50

Hxan51

Hxan52

Hxan53

Hxan54

Hxan55

HxaA6YM

Hxa3E®6l

Hxa84GF

Hxa8RXU

HxaTRN7

HxaYSHD

Hxa3SGN

HxaE4ZB

HxaMOGM

Hxa0110

HxalLJN5

HxaNDOQ

HxaQZGD

HxaVKAS8

HxaNTUG

HxaR9K7

Mo MO MU MU TMAOTAOMAOTMAOT 0T 0T OND

: GGATGTACCACCAGCTTGCC
: CATCACCCTAACAAACCCC

: GCACAGGGTGGGAGTAGTGC
: GATGTTTCAGGGGAAGTCCG
: TAAATGAGAGCTGCCCCGTG
: GTCACTGCCCAGCAACCACT
: TCAGGGGAGAAGCAGACCAC
: TCAGGGGAGAAGCAGACCAC
: ACTGCCCAGCAACCCACTC

: GATGGAGGGATGGAGGGATG
: CACCAGGGACGGCAAAGTAG
: GCTGGTACCGGAGGTTGATG
: TGGATGAATGACGGAGGAGG
: AGGAGATGCCCTGGGATTGT
: ACAAACGATGCTCCCTGCTC
: CCAAGCTGGTGATGGAGGTC
: TGTTGTGCAGCCCTTTGTGT
:CTTCCTGGCTGGGAGGTTTT
: GCACCCTTTCATTGGAGCTG
: TCGCTGACAATATTTACCCACAA
: GAAGCATCAGGCAGGTTTGC
: GGTTCCTGTGGAGCCACTCA
: CTCTGCAGCCATGCAGCTC
: TCCGACTCAGAGACGCACTC

R: AAAATGTGGAGAAGATGCTGAAGTG

F:-TCAGCCAGGTGGTGGACTCT

R: GGGTAGTTCTTCCCAAATACCTG

F: TTGTGATCCTCCAGGGATGC

R: GCTACTGGGAATGGGCAGTG

F: CTGCTGGTGAGTGCTCCCTT
R: TTTGTGTCCTGGTGTCCGTG
F: GTGAATTGAACGTGCCTGC

R: AGACAGTCTGCCAGCATGGA

(ATCC)14

(ATCC)qg

(CAGA)10

(TCTG)10

(TGGA)qo

(CATT)13

(GThs

(TG)is

(GTho

(AC)11

(GT)y

(GT)10

(GThs

(CA)o

(GThs

(TG)1y

129

150

170

168

135

163

209

169

150

183

92

90

186

91

134

93

104

60

65

67

65

65

70

65

60

60 -75

60

68

70

60 -75

70

70

60 -75
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Anexo 3. Valores de diversidad genética de secuencias de ADN mitocondrial

comparada entre distintas especies de aves.

Set de datos

Especies
Cyt-b COl ND2 Concatenated*
Birds
Hylocharis xantusii bp 778 761 585 2,124
Este trabajo n 81 81 81 81
H 11 27 20 50
h 0.6956 0.8759 0.7747 0.9682
T 0.0012 0.0033 0.0097 0.0048
H Sephanoides sp. bp - - 552 -
U Roy et al. 1998 n - - 31 -
M H - - 7 -
M h o - - 0.76 -
N T - - 0.4285 -
G Lampornis amethystinus bp = = = 844
B Cortés-Rodriguez et al.
| 2004 - - - 69
R H = = - 32
g h o - - - 0.91
m - - - 0.0082
Campylopterus curvipennis bp = = 5 1,407°
Gonzalez et al. 2011 n - - - 160
H - - - 63
h - - - 0.5-1
- 0.0003 -
- - - 0.0035
Campylopterus curvipennis bp = = 5 1,077°
Gonzalez et al. 2011 n - - - 25
H - - - 10
h - - - 0.796
m - - - 0.002
Pseudopodoces humilis bp - - - 1,510
Qu y Lei 2009 n - - - 87
H - - - 42
h - - - 0.943
T - - - 0.00346
Onychostrut'f.)us bp
taczanowskii - - - 1,409
Qu y Lei 2009 n - - - 78
H - - - 54
h - - - 0.963
m - - - 0.00273
Garrulax elliotii bp 880 707 1,003 -
Qu et al. 2011 n 80 80 80 -
H 32 13 34 -
h 0.951 0.681 0.945 -



Cardinalis igneus
Smith et al. 2011

Locustella luscinioides
Neto et al. 2012

Passerina leclancherii
Arbelaez-Cortés et al. 2014

Melanerpes chrysogenys
Arbeldez-Cortés et al. 2014

Momotus mexicanus
Arbelaez-Cortés et al. 2014

0.0014

0.005
568
23

11

0.023

0.0034
1,041
47

21
0.8608
0.00173
1,041
330

57
0.868
0.00784
660

59

19
0.006
463

46

11
0.005
579

28

16

0.017

0.005
1,046
42
20

0.005
1,185
21

7

0.02

106

bp = pares de bases; n = tamafio de muestra; H = numero de haplotipos; h = diversidad haplotipica;

a = ATPasa + CR; b = ATPasa + ND2.
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Anexo 4. Comparaciéon del uso de loci microsatélite entre distintas especies de aves. Se indica el tamano de
muestra (n), el numero de /oci polimdrficos, el numero de alelos por locus, heterocigosidad observada y esperada.

Especie Distribucién n . Io'c1. alelos / Ho He Referencia
polimérficos locus
Hylocharis xantusil Endémico de la PBC 100 16 3-12  029-09 042-0.86  Este trabajo
Colibri de Xantus
Campylopterus curvipennis México, Guatemala, Belice, Gonzalez et al.
Colibri ruisefior Honduras 160 10 4-20 0.18-0.65 0.30-0.64 2011
Garrulax elliotii =~ Endemico delestedel g 10 2-9  00-086 007-1  Quetal 2011
Charlatan o Tordo jocoso Himalaya
Pomatostomus ruficeps Endémica de Australia
Charlatan de coronilla . y 1197 9 11-21 - 0.74 - 0.91 Rollins et al. 2012
~ Nueva Guinea
castana
. Europa, Asia, Africa
ggﬁ;@i:ﬁ;;ﬂé bravia principalmente en zonas 22 18 2-18 0.23-091 0.35-0.94 Sath“gitﬁgrymﬂ
urbanas y
Columba janthina janthina - .
: ) ) Endémica de las islas del 15 7 1-7 0.0-0.67 0.0-0.64
Columbg Janthina nitens Japon o5 > 13 00-0.08 00-0.08 Ando et al. 2011
Paloma japonesa
Larus saundersi Global y vulnerable 30 9 4-15 058-0.89 058-0.9 Jiang etal. 2011
Gaviota
Rhynchotus rufescens Original de America del Sur 24 6 2.12 027-082 027-0.86 Santos etal. 2012
Perdiz de alas rojas
Variedades de Gansos Nativos de Polonia 160 14 3-19 045-0.55 0.38-0.51 Paradaetal. 2012
Ciconia boyciana Norte de China al Sureste 4 11 2.8 00-0.86 0.22-0.85 Wangetal.2011
Ciguena oriental de Rusia
Pollos Egipcios Razas locales de Egipto 251 29 3.20 022-084 032-088 Crananyetal

2011




