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Resumen en Español 

 

TITULO: ANÁLISIS DE LA DIVERSIDAD GENÉTICA A PARTIR DE SECUENCIAS DEL 

GEN ND2 DE Euphonia laniirostris EN TRES LOCALIDADES DE SANTANDER, 

COLOMBIA* 

AUTOR: BIANETH GARCÍA BARRIOS** 

PALABRAS CLAVES: DIVERSIDAD GENÉTICA, ADNmt, HAPLOTIPOS. 

DESCRIPCION: 

Euphonia laniirostris es una especie de ave de amplia distribución y menor preocupación según 

la IUCN, con diferentes estudios relacionados con su biología, pero ninguno con su diversidad 

genética y por ende con su conservación; motivada, por lo general, por el descenso en el tamaño 

poblacional.  Pocos estudios se centran en especies cosmopolitas, desconociendo sus dinámicas 

poblacionales y grado de amenaza, los cuales a futuro pueden ser importantes en la 

implementación de programas de conservación que involucren estas especies. Con base en lo 

anterior, el objetivo del presente trabajo fue estimar la diversidad y el grado de estructura 

genética de E. laniirostris a partir del uso de secuencias del gen ND2 del ADNmt. Para esto se 

amplificó y secuenció el gen ND2 en 39 muestras de E. laniirostris recolectadas en tres 

localidades del departamento de Santander, Colombia.  Las secuencias fueron editadas con 

BioEdit v.7.0.5 (1999) y ensambladas en Mega v.7.0. (2016).  Distintos parámetros genéticos 

poblacionales y de estructura genética fueron estimados con Arlequin v.3.5 (2010). Producto de 

esta investigación se caracterizaron 36 haplotipos en E. laniirostris entre las posiciones 17 a 964 

del gen ND2, entre las que se encontraron 21,4% de sitios polimórficos. San Benito presentó 

mayor número de haplotipos (15), La Hacienda el Roble mayor diversidad nucleotídica 

(π=0,0236) y menor flujo génico (Nm=26,295 Roble-Diviso y Nm=13,180 Roble-San Benito). 

Adicionalmente, se encontró poca diferenciación genética pero altamente significativa entre las 

localidades consideradas (ϕ=0,02909, p=0,00587), 9/947 sitios polimórficos estarían 

contribuyendo a la poca diferenciación. A partir de las secuencias ND2 analizadas en E. 

laniirostris se concluye que esta especie de jilguero constituye una metapoblación, con ligera 

diferenciación genética en las localidades estudiadas, debido a la falta de haplotipos compartidos, 

distintos sitios privados y nueve sitios polimórficos que aportan a la misma. Además, el presente 

estudio brinda evidencia que soporta la importancia de conservar los bosques asociados a 

cafetales de la Hacienda El Roble, dado que en estos se detectó el mayor número de haplotipos 

distintivos de esta especie de jilguero aparentemente cosmopolita. 

 

 

 

*Trabajo de Grado 

 **Facultad de Ciencias, Escuela de Biología. Director Fernando Rondón González Ph.D 

Ciencias-Biología 
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Resumen en Inglés 

 

TITLE: ANALYSIS OF GENETIC DIVERSITY FROM SEQUENCES OF THE GENE ND2 

OF Euphonia laniirostris IN THREE LOCATIONS IN SANTANDER, COLOMBIA* 

AUTHOR: BIANETH GARCÍA BARRIOS** 

KEYWORDS: GENETIC DIVERSITY, mtDNA, HAPLOTYPES. 

DESCRIPTION: 

Euphonia laniirostris is a species of bird of wide distribution and less concern according to the 

IUCN, has different studies of its biology, but none of genetic diversity. Few studies focus on 

cosmopolitan species, ignoring their population dynamics and degree of threat, which in the 

future may be important in the implementation of conservation programs involving these species. 

On that basis, the objective consisted in estimating the diversity and the degree of genetic 

structure of E. Laniirostris from sequences present in MtDNA. For this amplified and sequenced 

the gene ND2 in 39 samples collected in three locations in the Department of Santander, 

Colombia.  The sequences were edited with BioEdit v. 7.0.5 and assembled in Mega v. 7.0. 

Different population genetic parameters and genetic structure were estimated with Arlequin v. 

3.5.  36 haplotypes were typified between the positions 17 to 964 of the ND2 gene, detecting 

21.4% of polymorphic sites among them. San Benito presented a greater number of haplotypes 

(15), while the Hacienda El Roble greater diversity nucleotide (π = 0,0236) and lower gene flow 

(Nm=26,295 Roble-Diviso y Nm=13,180 Roble-San Benito). In addition, little genetic 

differentiation was found but highly significant among the locations considered (Φ = 0,02909, p 

= 0,00587), where 9 polymorphic sites would be contributing to this differentiation. From the 

sequences ND2 analyzed in E. laniirostris concludes that this goldfinch species constitutes a 

metapopulation, with light genetic differentiation in the studied localities, due to the absence of 

shared haplotipos, different private places and nine polymorphic sites that contribute the same 

one. In addition, the present study provides evidence that supports the importance of preserving 

the forests associated with coffee plantation of the Hacienda El Roble, since this locality detected 

the largest number of distinctive haplotypes of this species of goldfinch apparently cosmopolitan. 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Bachelor Thesis. 

 **Facultad de Ciencias, Escuela de Biología. Director Fernando Rondón González Ph.D 

Ciencias-Biología 
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Introducción 

 

Euphonia laniirostris (d'Orbigny & Lafresnaye, 1837) es una especie de ave perteneciente al 

orden Passeriformes y a la familia Fringillidae, la cual según la Unión Internacional para la 

Conservación de la Naturaleza está clasificada como preocupación menor (UICN, 2016; Remsen 

et al., 2017).  Presenta una amplia distribución desde Costa Rica hasta la Amazonía Brasileña 

ocupando gran variedad de hábitats (Hilty & Brown, 1986; Restall et al., 2006). 

Esta especie de jilguero presenta amplia distribución en Colombia (Hilty & Brown, 1986; 

Restall et al., 2006; Ayerbe, 2018) y un número considerable de poblaciones reportadas en su 

rango de distribución (Sullivan, 2009).  De E. laniirostris se conocen aspectos ecológicos 

relacionados con su dieta (Wetmore, 1914), anidamiento (Slager et al., 2012), parásitos (Price & 

Johnson, 2009; Valan et al., 2016), procesos metabólicos (Wiersma el al., 2007; Jiménez et al., 

2014), inmunología (Fassbinder-Orth et al., 2016), además de estudios orientados a establecer 

sus relaciones filogenéticas (Burns, 1997; Yuri & Mindell, 2002; Zuccon et al., 2012; Wu et al., 

2015; Payevsky, 2015). 

Muchos estudios de diversidad genética de aves se centran en: a) especies que evidencien un 

descenso en el tamaño poblacional (Price et al., 2015; Canal et al., 2017; Olah et al., 2017; 

Contina et al., 2018); b) la toma de decisiones de aspectos relacionados con la conservación de 

las especies o los ecosistemas (Boulet et al., 2005; Lambertucci, 2007; MADS, 2012; Pruett et 

al., 2015); c) los que se evidencian tendencias de susceptibilidad a la desaparición (Garza & 

Williamson, 2001; Bollmer et al., 2011) o d) casos de endemismo (Coetzer et al., 2017; Haworth 

et al., 2018, Whiteman et al., 2018), ya que en la mayoría de estos casos las especies suelen ser 

susceptibles a la perdida de diversidad por factores como la deriva, endogamia, reducción del  
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potencial de adaptación y el posible incremento de la probabilidad de extinción (Garza & 

Williamson, 2001; Hartl & Clark, 2007; Bush et al., 2016; Nunes et al., 2017). 

Lo anterior presupone una limitante al estudio de especies del cual se desconoce el estado de 

sus poblaciones, dado el hecho que tienen preocupación menor, las cuales no están exentas de 

experimentar un descenso en el tamaño de sus poblaciones, lo que puede conllevar a vacíos de 

conocimiento de las especies denominadas “comunes”. Es el caso de E. laniirostris, especie con 

preocupación menor (UICN, 2016), aparentemente cosmopolita y de la que se desconocen 

aspectos de su genética poblacional. 

Con base en lo anterior, el presente trabajo de grado en modalidad investigación tuvo como 

objetivo determinar la diversidad y el grado de estructura genética de E. laniirostris en distintas 

localidades del departamento de Santander-Colombia, mediante el uso de secuencias del gen 

mitocondrial NADH deshidrogenasa subunidad 2 (ND2).  Los resultados obtenidos constituyen 

un primer acercamiento a la genética de poblaciones de esta especie de jilguero y 

adicionalmente, contribuyen al conocimiento en su biología molecular. 



ANÁLISIS DE DIVERSIDAD GENÉTICA EN E. laniirostris 14 

 

1. Objetivos 

 

1.1 Objetivo General 

 

Determinar la diversidad y el grado de estructura genética de Euphonia laniirostris presente 

en tres localidades del departamento de Santander a partir del uso de secuencias del gen ND2. 

 

1.2 Objetivos Específicos 

* Amplificar el gen mitocondrial ND2 en muestras de individuos de E. laniirostris. 

* Secuenciar el gen ND2 a partir de las muestras amplificadas. 

* Caracterizar el tipo y número de haplotipos presentes en las secuencias ND2 de E. 

laniirostris. 

* Estimar la diversidad y el grado de estructura genética presente en E. laniirostris. 

 

2. Marco Teórico 

 

2.1 Generalidades de Euphonia laniirostris (d'Orbigny & Lafresnaye, 1837) 

 

Según lo reportado en el Sistema de Información de Biodiversidad (SiB), Colombia tiene 

cerca de 56423 especies biológicas descritas, de las cuales 1932 son especies de aves, ubicándose 

como el país con mayor diversidad a nivel mundial de este grupo de organismos (Rhett, 2016; 
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SiB Colombia, 2016; Avendaño, 2017; Ayerbe, 2018).  Este grupo presenta un gran número de 

órdenes, siendo el más representativo el orden Passeriformes contando con el mayor porcentaje 

de las familias registradas en el país (Sullivan, 2009; McMullan et al., 2016). 

Dentro de Passeriformes se encuentra la familia Fringillidae, representada por jilgueros y 

afines, que en Colombia cuenta con 24 especies distribuidas en tres géneros, a saber: Spinus, 

Euphonia y Chlorophonia (Ayerbe, 2018).  De estos, el género Euphonia presenta 14 especies 

entre las que se encuentra E. laniirostris (McMullan et al., 2011, 2016; Proaves, 2014; Remsen et 

al., 2017; Ayerbe, 2018). 

E. laniirostris es una especie distribuida desde Costa Rica hasta el sur de la Amazonía 

Brasileña, que en Colombia se encuentra hasta los 1800 metros sobre el nivel del mar (m s.n.m.) 

en gran parte del territorio nacional y debido a su amplia distribución ocupa una gran variedad de 

hábitats desde regiones húmedas hasta áreas secas (Hilty & Brown, 1986; Neotropical Birds, 

2017). Actualmente, está considerada con preocupación menor de conservación (UICN, 2016). 

Esta especie de jilguero mide alrededor de 10 cm y tiene un marcado dimorfismo sexual, 

donde el macho presenta una coronilla y garganta amarilla, cuerpo y espalda azul violáceo y 

márgenes internas de las rectrices blancuzcas (dada la subespecie distribuida para la cordillera 

oriental) (Ayerbe, 2018).  La hembra por su parte, presenta tonalidades verdes amarillento en la 

parte superior y en la parte inferior un verde más pálido (Hilty & Brown, 1986; Restall et al., 

2006; Ayerbe, 2018). 

En Colombia, se han registrado temporadas reproductivas de E. laniirostris a lo largo de todo 

el año, principalmente, entre los meses de abril a julio; con tamaños de postura de 2 a 5 huevos 

en nidos ubicados a baja altura en diferentes sedimentos (Hilty & Brown, 1986; Slager et al., 

2012).  Su dieta se basa especialmente de frutos de muérdagos (Arango, 2016), pero también se 
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ha registrado alimentándose de frutos de palmas e higos (Wetmore, 1914) y especies de la 

familia Melastomataceae (Haffey et al., 2017).  Se han reportado diferentes estudios relacionados 

con su metabolismo (Wiersma et al., 2007; Jiménez et al., 2014), ectoparásitos (Price & Johnson, 

2009; Valan et al., 2016), predación (Restrepo et al., 2018) e inmunología (Fassbinder-Orth et 

al., 2016). 

 

2.2 Genética Poblacional 

 

La genética poblacional se centra en el conocimiento de las interacciones intra e inter-

específicas a través del análisis de la diversidad genética mediante el uso de marcadores 

moleculares, con los que se puede determinar algunos parámetros como flujo genético, 

endogamia, estructura genética y tamaño efectivo poblacional, lo que permite a los 

investigadores inferir sobre fenómenos recientes, procesos de hibridación, endogamia, 

migración, entre otros, a partir del análisis de sus polimorfismos (Godoy, 2009; Hedrick, 2011). 

 

2.2.1 Marcadores Moleculares.  Los marcadores moleculares son segmentos de ADN 

nuclear o mitocondrial fácilmente detectables, los cuales permiten estimar de manera objetiva la 

variación genética entre individuos. Son secuencias genómicas de ubicación conocida, que 

facilitan su seguimiento en análisis genéticos (Alcántara, 2007; Godoy, 2009).  Adicionalmente, 

corresponden a genes con expresiones que permiten un efecto cuantificable u observable, estos 

se clasifican en marcadores de locus simple y multilocus basados en hibridación, amplificación y 

secuenciación (Morales et al., 2017).  Entre estos se encuentran las secuencias de genes presentes 
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en el ADN mitocondrial, nuclear, microsatélites, RFLPs, entre otros, los cuales tienen la 

capacidad de detectar polimorfismos en loci únicos o múltiples (Simpson, 1997). 

 

2.2.2 Generalidades del ADN Mitocondrial.  El ADN mitocondrial (ADNmt) de 

vertebrados es una molécula circular, haploide, de herencia matrilineal y longitud entre 15 y 16 

kb, la cual no presenta procesos de recombinación (Hwang & Kim, 1999).  Su tasa de mutación 

es alta, lo que la hace interesante no sólo para estudios genéticos poblacionales, sino de historia 

evolutiva (Akiyama et al., 2017), calibración de reloj biológico (Haddrath & Baker, 2001) y 

diferenciación interespecífica (Kocher et al., 1989; Guo et al., 2017), entre otros. 

El ADNmt de las aves cuenta con 37 genes, 13 que codifican proteínas, dos para las 

subunidades del ARN ribosomal (ARNr) y 22 genes para ARN de transferencia (ARNt), los 

cuales son importantes en diferentes procesos como respiración, fosforilación oxidativa, 

traducción, transcripción y procesamiento del ARN (Akiyama et al., 2017). 

Entre las secuencias presentes en la molécula se encuentran algunos genes de citocromos, 

NADH deshidrogenasas, ATPasas, además, de la región control o D-loop (Shields & Helm-

Bychowski, 1988; Haddrath & Baker, 2001).  Sin embargo, aunque muchas de estas secuencias 

son altamente conservadas y presentan una organización muy similar a la de otros vertebrados, el 

ADNmt en algunos órdenes de Aves como Galliformes exhibe un orden particular ya que los 

genes ARNtGlu y ND6 están situados junto al D-loop, justo antes de los genes ARNtPro, 

ARNtThr y citocromo b (Desjardins & Morais, 1990; Pereira, 2000; Akiyama et al., 2017). 

 

2.2.3 Generalidades del Gen ND2.  El gen mitocondrial ND2 de aves está ubicado 

entre los genes ARNtmet y ARNtrp y en promedio tiene una longitud aproximada de 1041pb 
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(Johnson & Sorenson, 1998).  Este gen ha sido ampliamente utilizado en análisis filogenéticos 

(Johnson & Clayton, 2000; Zuccon et al., 2012; Ortiz-Ramírez, 2018), filogeográficos (Gawin et 

al., 2014; Withrow et al., 2018; Shakya et al., 2018), diferenciación interespecífica (Lacerda et 

al., 2007; Martinsen et al., 2018), hibridación (Carantón-Ayala et al., 2018) y análisis de 

diversidad genética (Puebla-Olivares, 2008; Miller et al.,2015; Rodrigues et al., 2016; Vargas, 

2017). 

 

2.3 Estudios Moleculares de E. laniirostris 

 

La posición filogenética de los diferentes géneros pertenecientes a la familia Fringillidae ha 

sido de interés en los distintos estudios moleculares, y en particular, la relación que tienen los 

mismos con la familia Thraupidae (Burns, 1997; Ericson & Johansson, 2003).  Según Zuccon et 

al., (2012), la relación filogenética de la familia Fringillidae había sido confundida por la 

similaridad del plumaje, pero al realizar los estudios moleculares se logró obtener una 

reconstrucción que resuelve su filogenia en la que E. laniirostris se ubica dentro de la subfamilia 

Euphoniinae (Yuri & Mindell, 2002; Zuccon et al., 2012).  Este último estudio corresponde a 

uno de los pocos realizados para la especie.  Pese a lo anterior, no hay reportes de la genética 

poblacional de E. laniirostris. 

3. Métodos 

 

El presente trabajo de grado se realizó en dos fases.  La fase de campo donde se hizo el 

muestreo y la fase de laboratorio en la que se procesaron las muestras y se llevaron a cabo los 
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distintos análisis.  Esta última fue realizada en el laboratorio de Genética y Biotecnología de la 

Escuela de Biología de la Universidad Industrial de Santander (LGB-UIS). 

3.1 Fase de Campo 

 

3.1.1 Área de Estudio.  El área de estudio comprendió tres localidades ubicadas en la 

cordillera oriental en el departamento de Santander, a saber: 1. Vereda San Benito (SB), 

municipio de Rionegro (902m s.n.m); 2. Vereda La Colorada (LC), municipio de San Vicente de 

Chucurí (1373m s.n.m) y 3. Hacienda El Roble (HR), municipio de Los Santos (1.650m s.n.m.) 

(Figura 1). 

Las localidades se caracterizan por presentar zonas de cultivos de cítricos (Citrus sinensis) en 

SB, cacao (Theobroma cacao), aguacate (Persea americana), plátano (Musa paradisiaca) en LC 

y cafetales de sombra (Coffea arabica) en HR, todos estos aledaños a bordes de bosque.  En cada 

localidad se instalaron 10 redes de niebla de 12m a lo largo de los cultivos, las cuales fueron 

extendidas y abiertas entre las 5:30 am y 16:00 pm, con un esfuerzo de muestreo de 1200 

horas/red (Villareal et al., 2014).  El muestreo se llevó a cabo entre junio de 2016 y febrero de 

2018. 
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Figura 1. Área de muestreo.  SB: San Benito, LC: La Colorada, HR: Hacienda el Roble. 

 

3.1.2 Toma de Muestras.  A cada individuo capturado se le extrajo 50 μL de sangre de 

la vena braquial y/o yugular utilizando jeringas de 1 ml; posteriormente, la sangre se almacenó 

en tubos de microcentrífuga, debidamente rotulados, con 50 μL de Etanol absoluto.  Todas las 

muestras fueron conservadas a una temperatura <4°C hasta su traslado al LGB-UIS. 

 

3.2 Fase de Laboratorio 

 

3.2.1 Extracción de ADN.  La extracción de ADN se realizó a 70 muestras de sangre 

mediante el protocolo de fenol cloroformo propuesto por Green & Sambrook, (2012). 

 

3.2.2 Condiciones de PCR.  La amplificación del gen ND2 se llevó a cabo por 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), mediante el uso del Kit Top Taq Master Mix 
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(QIAGEN), al que se adicionaron los cebadores L5215 (Hackett, 1996) y H6313 (Johnson & 

Sorenson, 1998); los volúmenes para la reacción de PCR se siguieron según lo sugerido por el 

fabricante, adicionando 20µM de cada cebador y 3,25µl de agua miliQ para un volumen final de 

10ul de reacción. 

Las condiciones de PCR se siguieron y modificaron según Vargas (2017), esta se llevó a cabo 

en un termociclador ABI 2720 (Applied Biosystems) y el protocolo de ciclado fue estandarizado 

como sigue: desnaturalización a 94°C por 5min, 34 ciclos de reacción a 94°C por 30s, 50°C por 

30s, 72°C por 1min y extensión final a 72°C por 7min. 

 

3.2.3 Visualización de Productos Amplificados.  Los productos amplificados fueron 

cargados con Ez-Vision® Three Dna Dye & Buffer 6X, para posteriormente ser corridos en 

electroforesis horizontal en gel de agarosa (AMRESCO) al 1%.  La electroforesis consistió en 

pre corrida durante 15min a 40V seguida de la corrida durante 1h a 90V.  El tamaño de los 

fragmentos se estimó con un marcador de peso molecular de 1000pb (Thermo Fisher Scientific).  

En todos los casos se corrió como control positivo productos amplificados del gen ND2 de 

Ramphocelus dimidiatus (Vargas, 2017).  La visualización de las matrices de agarosa se realizó 

en un equipo transiluminador UV TFX-35M (Life Tecnologies) y la documentación de las 

mismas se realizó en un equipo CSL-MDOCBASIC (Cleaver scientific). 

 

3.2.4 Secuenciación del Gen ND2.  Un volumen de 50μL de cada producto 

amplificado por PCR se envió al Servicio de secuenciación y análisis molecular (SSIGMOL) de 

la Universidad Nacional de Colombia, para la purificación y posterior secuenciación utilizando 

los iniciadores anteriormente mencionados. 
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3.3 Análisis de Datos 

 

Las secuencias obtenidas fueron visualizadas y editadas con el software Mega v 7.0 (Kumar et 

al., 2016) y BioEdit v.7.0.5.3 (Hall, 1999).  La comparación y determinación de la composición 

nucleotídica del gen ND2 al igual que la estimación de los parámetros poblacionales de 

diversidad nucleotídica (π), diversidad haplotípica (h), determinación de sitios polimórficos, así 

como el análisis de estructura genética y distintas pruebas de neutralidad se realizaron con el 

Software Arlequin v.3.5 (Excoffier & Lischer, 2010).  Se construyó una red de haplotipos con el 

Software Network v4.6.1.6 (2004) (www.fluxus-engineering.com) siguiendo el criterio de 

“Median-joining” empleado en el análisis de estructura poblacional (Escobar-Gutiérrez et al., 

2013) y de visualización de diversidad haplotípica (McCracken et al., 2013). 

 

4. Resultados 

 

4.1 Amplificación del Gen ND2 en E. laniirostris 

 

Con los cebadores L5215 (Hackett, 1996) y H6313 (Johnson & Sorenson, 1998) se obtuvo un 

producto de PCR de 1040 pares de base (pb), correspondiente al gen ND2 (Figura 2). 

http://www.fluxus-engineering.com/
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Figura 2. Producto amplificado por PCR del gen mitocondrial ND2 de E. laniirostris.  Pozo m: 

marcador de peso molecular de 1000pb (Thermo Scientific); pozos a-g: producto de PCR de 1040pb del gen ND2 de 

siete individuos distintos de E. laniirostris, h: Control positivo. 

 

Todos los productos amplificados en LGB-UIS se obtuvieron con modificaciones respecto a 

lo propuesto por Vargas (2017), consistentes en: 1) se incrementó a 5 minutos (min) el tiempo de 

desnaturalización; 2) se disminuyó el número de ciclos a 34; 3) se disminuyó la temperatura de 

hibridación a 50°C; 4) se incrementó a 1min el tiempo de extensión de cada ciclo y 5) se 

disminuyó el tiempo de extensión final a 7min. 
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4.2 Secuenciación del Gen ND2 

 

Del total de muestras recolectadas (N=70), el 90% fueron amplificadas y secuenciadas 

(Ns=63); de estas, 39 exhibieron picos definidos y longitud superior al 85% del tamaño del gen 

ND2 (NLC=11; NHR=11 y NSB=17).  La extensión de cada secuencia posterior a la edición fue de 

947pb, las cuales corresponden a las posiciones 5232 a 6219 de la secuencia del gen ND2 del 

ADNmt de E. laniirostris de referencia (JN715449), reportada por Zuccon (2012). 

 

4.2.1 Composición Nucleotídica de Secuencias.  En general las secuencias presentan 

mayor proporción de Citosinas y Adeninas en tres de las localidades consideradas (Tabla 1).  A 

partir de estas secuencias se realizaron todos los análisis de haplotipos y parámetros 

poblacionales del presente estudio. 

 

Tabla 1.  

Porcentaje de bases nitrogenadas por localidad en las secuencias ND2 analizadas (NLC=11; NHR=11 y NSB=17) 

LC HR SB 

C: 31.85% C: 31.84% C: 31.96% 

T: 25.22% T: 25.21% T: 25.21% 

A: 30.94% A: 30.88% A: 31.03% 

G: 11.99% G: 12.07% G: 11.80% 
Nota: LC: La Colorada; HR: Hacienda El Roble; SB: San Benito. 

 

4.2.2 Análisis de Secuencias.  A partir de las 39 secuencias bien definidas se 

identificaron 206 sitios polimórficos (21,47%) respecto a la secuencia JN715449 (¡Error! No se 

encuentra el origen de la referencia.); de estos, se estimaron 75 en promedio por localidad con 

una media de 45 transiciones y 36 transversiones.  Adicionalmente, en La Colorada se 

identificaron dos inserciones, lo cual redunda en una media aproximada de 0,7 INDELS por 



ANÁLISIS DE DIVERSIDAD GENÉTICA EN E. laniirostris 25 

 

localidad (Apéndice a).  Se destaca también que las secuencias ND2 de E. laniirostris obtenidas 

en muestras provenientes de la Hacienda El Roble, presentaron mayor número de loci 

polimórficos (90) y la mayor cantidad de transiciones y transversiones (55 y 44 respectivamente) 

(Apéndice a). 

 

4.3 Tipo y Número de Haplotipos ND2 en E. laniirostris 

 

En total se identificaron 36 haplotipos, 10 en La Colorada, 11 en la Hacienda El Roble y 15 

en San Benito, cuyo número de eventos mutacionales fluctúa entre 84 (haplotipo HR78) y 112 

(haplotipo HR77).  De todos, los haplotipos LC06, LC09 y SB48 presentan las mismas 

mutaciones por lo que se consideran el mismo haplotipo, este se caracteriza por presentar 87 

cambios nucleotídicos que fueron detectados en muestras provenientes de La Colorada y San 

Benito.  También se destaca entre estas localidades, que los haplotipos LC12, SB37 y SB57 

presentan los mismos 88 cambios nucleotídicos.  Adicionalmente, en San Benito se encontró que 

los haplotipos SB40 y SB58 presentan los mismos cambios mutacionales (¡Error! No se 

encuentra el origen de la referencia.). 

El haplotipo LC11, identificado en La colorada, presenta dos inserciones (Ins) en la secuencia 

ND2; la primera corresponde a 5690InsT y la segunda corresponde a 5838InsG (¡Error! No se 

encuentra el origen de la referencia.), eventos mutacionales no detectados en ningún otro 

haplotipo caracterizado en el estudio. 
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Tabla 2.  

Sitios polimórficos de secuencias del gen ND2 en individuos de E. laniirostris en tres localidades de Santander. 

 

   

Nota: *JN715449: Secuencia de referencia del gen ND2 de E. laniirostris (Zuccon et al., 2012); Pos: posición; hap: 

haplotipos; (.) mismo nucleótido.  Las columnas sombreadas muestran los sitios que aportan a la 

diferenciación genética de E. laniirostris según AMOVA locus por locus (Excoffier et al., 1992). 
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El 78,4% de los haplotipos tipificados son únicos y de estos la totalidad de los detectados en 

las muestras provenientes de la Hacienda El Roble no están compartidos con alguna otra 

localidad, pese a lo anterior, la frecuencia de estos en HR es muy similar a la frecuencia 

detectada en los haplotipos de LC (Tabla 3).  Por su parte LC06=LC12 es el haplotipo más 

frecuente en La Colorada y en San Benito, SB37 = SB48 son los haplotipos más frecuentes 

(Tabla 3). 

 

Tabla 3.  

Frecuencias de haplotipos ND2 de E. laniirostris. 

LA COLORADA (N=11) HACIENDA EL ROBLE (N=11) SAN BENITO (N=17) 

Haplotipo f Sd Haplotipo f sd Haplotipo f sd 

LC01 0,091 0,091 |HR67 0,0909 0,0909 SB30 0,0588 0,0588 

LC02 0,091 0,091 HR68 0,0909 0,0909 SB31 0,0588 0,0588 

LC04 0,091 0,091 HR69 0,0909 0,0909 SB32 0,0588 0,0588 

LC05 0,091 0,091 HR70 0,0909 0,0909 SB33 0,0588 0,0588 

LC06* 0,182 0,122 HR72 0,0909 0,0909 SB35 0,0588 0,0588 

LC07 0,091 0,091 HR73 0,0909 0,0909 SB36 0,0588 0,0588 

LC11 0,091 0,091 HR74 0,0909 0,0909 SB37** 0,1176 0,0805 

LC12** 0,091 0,091 HR76 0,0909 0,0909 SB38 0,0588 0,0588 

LC86 0,091 0,091 HR77 0,0909 0,0909 SB39 0,0588 0,0588 

LC88 0,091 0,091 HR78 0,0909 0,0909 SB40 0,1176 0,0805 

  

 

  HR79 0,0909 0,0909 SB43 0,0588 0,0588 

  

 

    

 

  SB44 0,0588 0,0588 

  

 

    

 

  SB45 0,0588 0,0588 

  

 

    

 

  SB47 0,0588 0,0588 

  

 

    

 

  SB48* 0,0588 0,0588 

Promedio 0,0975 0,0937 Promedio 0,0909 0,0909 Promedio 0,0645 0,0613 

Nota: f: Frecuencia haplotípica y sd: desviación estándar (Tajima & Nei, 1984); *: mismo haplotipo; **: mismo 

haplotipo. 

 

El análisis de agrupación mostró una red en la que se concentran la mayoría de los haplotipos 

de La Colorada, siendo el haplotipo *LC06, el que da origen, en un evento mutacional, a los 

haplotipos LC02, LC11, LC07, **LC12 y HR72 (El Roble) y por dos eventos mutacionales los 

haplotipos LC01, LC04 y LC05; de estos dos últimos se originan haplotipos detectados en la 

Hacienda El Roble y San Benito (Figura 3). 
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Figura 3. Red de haplotipos del gen ND2 en individuos de E. laniirostris construida con el software 

Network v4.6.1.6 (2004). *: Mismo haplotipo que LC09 y SB48; **: mismo haplotipo que SB37 y SB57; ***: 

mismo haplotipo que SB58. 

 

La red también evidencia la dispersión de varios haplotipos tipificados tanto en la Hacienda 

El Roble como en San Benito, de hecho, muestra que algunos de estos se originaron por varios 

pasos mutacionales, como el haplotipo HR73 el cual está involucrado en el origen de los 

haplotipos LC86 y LC88 (Figura 3). 

 

4.4 Diversidad y Estructura Genética 

 

4.4.1 Diversidad Haplotípica (h) y Nucleotídica (π).  A partir del análisis de 

secuencias ND2 se estimó la diversidad haplotípica en E. laniirostris de h= 0,989±0,0368 y la 
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diversidad nucleotídica en π= 0,0177±0,0095 (Tabla 4).  La localidad donde esta especie de 

jilguero presentó menor diversidad nucleotídica es San Benito, mostrando diferencias 

significativas con la Hacienda El Roble (0,0064<π<0,0201); las demás comparaciones pareadas 

de π no evidenciaron diferencias significativas al 66% (Hartl & Clark, 2007), al igual que 

ninguna comparación pareada de h. 

 

Tabla 4.  

Diversidad nucleotídica (π) y haplotípica (h) por localidad basada en secuencias ND2 de E. laniirostris 

LOCALIDAD π sd (π) h sd (h) 

LC 0,0158 0,0086 0,9818 0,0463 

HR 0,0236 0,0127 1,0000 0,0388 

SB 0,0137 0,0073 0,9853 0,0252 

Global 0,0177 0,0095 0,989 0,0368 

 

4.4.2 Análisis Molecular de Varianza (AMOVA).  El análisis molecular de varianza 

mostró un valor de Φst= 0,02909 (p= 0,00587±0,0021), lo que indica que a partir del análisis de 

secuencias ND2 de E. laniirostris no se evidencia diferenciación genética.  Adicionalmente, el 

97,09% de la variación de las secuencias es debida al aporte de los individuos, mientras que el 

2,91% restante corresponde a diferencias detectadas entre las localidades. 

Debido al hecho que el valor de significancia de la prueba estadística del parámetro Φst fue 

p<0,05, se realizó un análisis que evidenció que nueve sitios aportan a la poca diferenciación 

detectada en E. laniirostris.  Estos sitios corresponden a: G5235C en los haplotipos SB30, SB31; 

SB32, SB33 y SB35; G5339C en el haplotipo HR74; G5597C en los haplotipos LC86, LC88, 

HR67, HR68, HR69, HR73, HR76, HR77, HR79, SB39, SB40, SB43, SB44, SB45; A5978C en 

el haplotipo HR77; C6005A en el haplotipo HR74; A6097C en el haplotipo HR78; A6100T en 

los haplotipos SB35 y LC04; G6100T en los haplotipos HR77 y HR67; G6148T en los 
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haplotipos LC12 y LC86 y C6175A en los haplotipos HR68, HR73 y HR74 (¡Error! No se 

encuentra el origen de la referencia.). 

4.4.3 Flujo Genético y Test de Neutralidad.  El análisis de la tasa efectiva de migrantes 

mostró mayor valor entre las localidades Hacienda El Roble y La Colorada (Nm=26), lo cual puede 

guardar relación con el origen de haplotipos entre estas localidades (Figura 3). El análisis 

corrobora que entre las parejas de localidades, E. laniirostris no muestra efectos importantes de 

subdivisión debido a la deriva genética, dado los bajos valores pareados de Φst (Tabla 5). 

Tabla 5.  

Flujo genético y test de neutralidad a partir de secuencias ND2 de E. laniirostris. 

 

LC HR SB 

LC -1,5771* 0,01866    0,02950    

HR 26,295 -1,3079 0,03655    

SB 16,447 13,180 -1,6154 
 

Nota: Por encima de la diagonal: valores pareados de Φst; por debajo de la diagonal: tasa efectiva de migrantes por 

generación (Nm) entre parejas de localidades; diagonal: valor D (Tajima 1989), *: p<0,05. 

 

La prueba de neutralidad propuesta por Tajima (1989) muestra en las tres localidades un valor 

negativo del parámetro D, siendo menor en San Benito y mayor en la Hacienda El Roble (Tabla 

5). Estos resultados estarían indicando, ya sea, un número considerable de sitios segregados en 

relación a la diversidad de nucleótidos presentes en las muestras de E. laniirostris de cada 

localidad considerada en el estudio, o bien, eventos relacionados a expansión poblacional 

reciente de esta especie. 

5. Discusión 

 

Este estudio es pionero en la evaluación de la diversidad y el grado de estructura genética de 

E. laniirostris a partir de secuencias génicas mitocondriales, en particular las del gen ND2, 
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tipificadas en muestras de esta especie de jilguero cosmopolita y de preocupación menor 

presente en el departamento de Santander. 

Las secuencias mitocondriales han sido utilizadas en diferentes estudios de biología molecular 

los cuales incluyen filogenias (Krzemińska et al., 2018), transmisión de mutaciones (Ma et al., 

2018), análisis de diferenciación genética (Kingston et al., 2014) y diversidad genética 

(Hernández-Soto et al., 2018), en diferentes grupos taxonómicos como peces (Pavlova et al., 

2017), mamíferos (Kummer et al., 2018), herpetos (Brennan et al., 2017) y aves (Dohms & Burg, 

2013; Chen et al., 2018), entre otros.  Para aves, el uso de las secuencias mitocondriales y en 

particular del gen ND2, incluyen trabajos de diversidad genética en diferentes especies (Puebla-

Olivares, 2008; Miller et at., 2015; Rodrigues et al., 2016), lo que evidencia el uso de este gen 

para tal fin a partir de protocolos de PCR previamente establecidos. 

Precisamente, en el presente trabajo la amplificación del gen ND2 se realizó con cebadores de 

amplio uso en distintas especies de aves, a pesar que estos inicialmente fueron diseñados para 

especies de las familias Thraupidae (Hackett, 1996) y Anatidae (Johnson & Sorenson, 1998), 

ampliando su uso a otras familias de la Clase Aves en estudios relacionados con diferenciación 

genética, especiación, filogenia y taxonomía, entre otros (Dove et al., 2013, Kingston et al., 

2014; Núñez-Zapata et al., 2016; Collinson et al., 2018; Hernández-Soto et al., 2018). 

Estos cebadores presentan diferentes condiciones de amplificación reportadas entre las que 

hay algunas similitudes y variaciones encontradas para la amplificación del gen ND2 en E. 

laniirostris.  En cuanto a la temperatura de desnaturalización (94°C), se mantiene en la mayoría 

de los estudios, sin embargo, difiere de lo reportado por Zink et al., (2008) quienes la aumentan 

1°C.  El número de ciclos descrito en el presente trabajo (34), se mantiene dentro del rango 

reportado en investigaciones realizadas en distintas especies (30-40), dentro de estos, las 
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temperaturas y tiempos de desnaturalización inicial (94°C) y extensión (72°C) concuerdan con lo 

reportado en los protocolos de Martínez-Gómez et al., (2017) y Kingston et al., (2014), donde 

esta última, se encuentra relacionada directamente con el mayor pico de actividad de la 

polimerasa en la síntesis (Asuar, 2007). 

En distintas investigaciones se observa variación de la temperatura de alineamiento al usar los 

cebadores propuestos por Hackett (1996) y Johnson & Sorenson (1998).  Dicha temperatura 

varía entre 50°C y 55°C (Zink et al., 2008; Woltmann et al., 2014), rango en el cual se puede 

incluir la temperatura de alineamiento registrada en el presente estudio (50°C), que también 

concuerda con lo propuesto por Arbeláez-Cortés et al., (2010) cuando amplificaron el gen ND2 

para estudiar aspectos relacionados a la filogeografía de Lepidocolaptes affinis.  En cuanto a la 

extensión final, no se presentan variaciones en la temperatura. Sin embargo, algunos autores 

reportan variaciones en el tiempo para permitir la finalización de la síntesis por parte de la Taq 

en fragmentos que queden incompletos (Kingston et al., 2014). 

La composición nucleotídica de las secuencias ND2 tipificadas en E. laniirostris (Tabla 1) es 

muy similar a la reportadas para este mismo gen en Lepidocolaptes affinis (A: 31,12%; C: 

31,99%; G: 10,68% y T: 26,21%) (Arbeláez-Cortés et al., 2010) y en Ramphocelus icteronotus y 

R. dimidiatus (datos no mostrados) (Vargas, 2017), lo cual es evidencia del grado de 

conservación de las secuencias de dicho gen en especies pertenecientes a familias distintas 

dentro de Passeriformes. 

La longitud de las secuencias del gen ND2 tipificadas en el presente estudio (947pb) se 

encuentran dentro del rango de tamaño descrito para otras especies cuyo gen fue amplificado con 

los mismos cebadores, por ejemplo, Collinson et al., (2018) reportó 599pb en Phyllastrephus 

leucolepis, Arbeláez-Cortés et al., (2010) reportó 903pb en L. affinis, Kingston et al., (2014) 
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reportó 1041pb en Pipilo maculatus y P. ocai y Martínez-Gómez et al., (2017) reportó 1076pb en 

Psittacara holochlorus.  Lo anterior muestra que los cebadores descritos por Hackett (1996) y 

Johnson & Sorenson (1998) son útiles en la amplificación del gen ND2 en distintos grupos 

taxonómicos dentro de Aves. 

Las 39 secuencias ND2 de E. laniirostris tipificadas presentan un considerable porcentaje de 

sitios polimórficos (21,4%), caracterizados principalmente por transiciones.  Este parámetro es 

bastante variable, de hecho, Arbeláez-Cortés et al., (2010) reportaron 3,6% de sitios 

polimórficos, mientras que en el estudio de Martínez-Gómez et al., (2017) el parámetro asciende 

al 50,6%.  Concomitante con este hallazgo, en la mayoría de las secuencias no se describen 

mutaciones que afecten al producto principal del gen ND2 en E. laniirostris.  Un análisis 

comparativo mostró que la mayoría de los cambios son silenciosos, no afectan la secuencia de 

aminoácidos del transcrito, excepto en la secuencia que presentó las inserciones y en unas pocas 

donde los cambios son sinónimos (Apéndice b). 

Los resultados evidencian una gran representación de haplotipos (¡Error! No se encuentra el 

origen de la referencia.), definidos a partir de la secuencia de referencia ND2 de E. laniirostris 

JN715449 (Zuccon et al., 2012).  Esta gran representación de haplotipos (Figura 2) guarda 

coherencia con los altos valores de diversidad haplotípica estimados (Tabla 4), además de la tasa 

reproductiva de las hembras de esta especie que pueden dejar su representación genética entre las 

distintas localidades (Tabla 5) y con aspectos de la biología reproductiva relacionados con los 

tamaños de nidada (Hilty & Brown, 1996; obs. per). 

Distintos estudios de diversidad genética a partir de secuencias mitocondriales, en las que se 

incluye el gen ND2, muestran un patrón de valores bajos de diversidad nucleotídica y altos 

valores de diversidad haplotípica (Arbeláez-Cortés et al., 2010; Herr et al., 2011; Vargas, 2017; 
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Hernández-Soto et al., 2018), lo que puede soportar la idea de una posible expansión poblacional 

reciente.  En el sentido expuesto, los resultados aportados por la prueba D de Tajima (Tabla 5) 

podrían dar sustento al hecho que en E. laniirostris está ocurriendo un fenómeno similar, sin 

embargo, a diferencia de esos estudios, la presente muestra valores de π que están en el orden de 

10-2, siendo mayores a los estimados en otros estudios que usaron secuencias ND2.  

Adicionalmente, Li & Sadler (1991) y Ruegg & Smith (2002) plantearon que bajos valores de π 

es indicador de tamaños poblacionales reducidos o baja tasa mutacional o cuellos de botella 

severos en el pasado reciente, aspectos que son contrarios ante el número importante de 

haplotipos descritos a partir de las secuencias ND2 analizadas en E. laniirostris y corroborado 

con los valores negativos de D de Tajima (1989). 

Euphonia laniirostris presenta poca diferenciación genética entre las localidades consideradas 

y por ende constituye una metapoblación (Hartl & Clark, 2007), soportada en la ausencia de 

agrupamientos notorios en la red de haplotipos (Figura 2).  Sin embargo, el análisis estadístico 

del valor Φst (p= 0,00587), indica la existencia de diferenciación la cual se puede deber a: 1) la 

falta de haplotipos compartidos, principalmente entre la Hacienda El Roble y las demás 

localidades de estudio; 2) los sitios polimórficos G5235C, G5339C, G5597C, A5978C, C6005A, 

A6097C, G6100T, G6148T y C6175A, que presentaron valores de p<0,05 en el análisis locus 

por locus del valor Φst (Excoffier et al., 1992) y 3) distintos sitios privados que hacen parte de 

haplotipos únicos detectados, por ejemplo HR74 el cual contiene 3/9 sitios anteriormente 

listados. 

El flujo génico estimado entre parejas de localidades (Tabla 5), podría limitar la 

diferenciación genética, evidenciando en las áreas de mayor tamaño una estructura poblacional 

pequeña (Slatkin, 1985; De Jong et al., 2011).  De hecho, en E. laniirostris se podría presentar 
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similitud entre subpoblaciones, ya que la migración actúa como fuerza homogeneizadora que 

puede limitar la divergencia en las localidades consideradas (Vähä et al., 2008; Vargas, 2017).  

Lo anterior sumado al hecho que en esta especie hay evidencia de pocos haplotipos ND2 

compartidos entre parejas de localidades (Tabla 3 y Figura 3), permite suponer que el flujo 

genético puede provenir de otras localidades distintas a las consideradas, incluso de zonas 

diferentes a la cordillera oriental, aspecto que constituye una pregunta a desarrollar en un futuro 

estudio. 

La prueba de Tajima permitió comparar la cantidad de variación genética en las secuencias 

ND2 analizadas y su relación con los sitios polimórficos y las diferencias nucleotídicas.  A partir 

de los valores obtenidos del parámetro D (Tabla 5) se puede inferir una posible expansión 

poblacional (Perfectti et al., 2009), y dado el hecho que la prueba estadística del estimador no fue 

significativa en la Hacienda El Roble y en San Benito, indica que en estas localidades no está 

operando la selección (Küpper et al., 2012) en el gen ND2 de E. lanirostris.  Adicionalmente, se 

realizó La prueba de neutralidad propuesto por Fu y este mostró valores negativos del parámetro 

Fs propuesto por Fu (1997) (Apéndice c).  Lo anterior indica un exceso en el número de 

haplotipos (Holsinger, 2012), lo cual se soporta en el hecho de la presencia de mutaciones raras 

que a su vez también son indicadoras de una reciente expansión poblacional (De Jong et al., 

2011). 

Es importante resaltar el valor que pueden llegar a tener los agroecosistemas en las 

localidades estudiadas, ya que estos pueden tener impactos importantes en el crecimiento 

poblacional de E. laniirostris y, posiblemente, de otras especies de aves.  En el sentido expuesto, 

la Hacienda El Roble se caracteriza por presentar cafetales sembrados en zonas aledañas a 

arbustos y árboles nativos que mantienen la estructura de la vegetación y pueden ofrecer un 
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hábitat con buena oferta de alimento, nutrientes y refugio, además de generar un menor impacto 

de la agricultura (Batary et al., 2010; Hernández et al., 2013; González et al., 2014), por lo que 

puede ser considerado como un agroecosistema que brinda aportes positivos en el mantenimiento 

de la fauna allí presente. 

Finalmente, es importante incentivar la puesta en marcha de estudios encaminados a 

cuantificar la diversidad genética en aves para programas de conservación, no solo en especies 

que presenten niveles de amenaza sino en aquellas donde se desconoce el grado de estructura de 

sus poblaciones. 

6. Conclusiones 

 

A partir de las secuencias ND2 analizadas en E. laniirostris se concluye que esta especie de 

jilguero constituye una metapoblación, con ligera diferenciación genética en las localidades 

estudiadas, debido a la falta de haplotipos compartidos, distintos sitios privados y nueve sitios 

polimórficos que aportan a la misma. 

Las secuencias ND2 obtenidas en E. laniirostris presentan 21,4% de sitios polimórficos que, 

mayoritariamente, son mutaciones silenciosas que no afectan el producto proteico de dicho gen. 

E. laniirostris se encuentra expandiendo su población en las localidades consideradas como lo 

evidencia el importante número de haplotipos ND2 tipificados, los valores altos de diversidad 

nucleotídica y haplotípica estimados y los resultados de los distintos test de neutralidad 

realizados. 
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7. Recomendaciones 

 

Realizar estudios de esta índole en distintas localidades del área de distribución de E. 

laniirostris, que incluyan muestras de las subespecies de este jilguero, a objeto de rastrear la 

procedencia de los haplotipos descritos en el presente estudio, cuantificar su diversidad genética, 

establecer el grado de diferenciación poblacional, verificar la idea de expansión propuesta y 

resaltar la importancia de conservar los distintos agroecosistemas en los que esté presente la 

especie, ya que pueden evidenciar una importante diversidad de haplotipos en estos. 
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Apéndices 

Apéndice a.  Análisis de las variaciones encontradas en los individuos de E. laniirostris. 

ESTADÍSTICOS LC HR SB MEDIA S.D 

No. de individuos 11 11 17 13 3.4640 

No. de haplotipos 10 11 15 12 - 

No. de loci usados 949 947 947 947.667 1.1550 

No. de loci polimórficos 64 90 71 75 13.4540 

No. de sitios privados 31 48 37 38.667 8.6220 

No. de transiciones 37 55 43 45 9.1650 

No. de transversiones 30 44 33 35.667 7.3710 

No. of indels *2 0 0 0.667 1.1550 

Pi 14.9640 22.3270 12.9630 16.7514 4.9314 
                  Nota: *Inserciones en la secuencia LC11. 

 

Apéndice b.  Traducción de las secuencias del gen ND2 en E. laniirostris. 

 

 

Apéndice c.  Valores del estadístico Fs (Fu, 1997) a partir de secuencias ND2 de E. 

laniirostris. 

 

ESTADISTICO LC HR SB Media sd 

Fs de Fu -1,2316 -2,0242 -3,5249 -2,2602 1,1647 

p (Fs de Fu) 0,2040 0,0850 0,0540 0,1143 0,0792 
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