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Resumen 

 

 

TÍTULO:EVALUACIÓN DE LA DIVERSIDAD GENÉTICA A PARTIR DE SECUENCIAS DEL GEN ND2 EN 

POBLACIONES SIMPÁTRICAS DE Ramphocelus dimidiatus Y R. icteronotus PRESENTES EN EL 

DEPARTAMENTO DE SANTANDER, COLOMBIA.* 

 

 

AUTOR: Lizeth Carolina Vargas Núñez** 

 

 

PALABRAS CLAVES: Diversidad haplotípica, diversidad nucleotídica, estructura genética, ND2, Ramphocelus.  

 

 

DESCRIPCIÓN: 

 

 

La progresiva degradación ambiental por causas antrópicas, pueden afectar la biodiversidad de la avifauna 

colombiana.  Esta degradación ha posibilitado la ampliación del rango distribucional de Ramphocelus icteronotus, 

especie presente, actualmente, en el departamento de Santander, Colombia.  Como consecuencia, dicha especie se 

encuentra actualmente en simpatría con R. dimidiatus, posibilitando la alteración de la diversidad genética en esta, 

dado que podría dificultar el flujo génico y conducir a su pérdida de variabilidad de presentarse hibridación.  Con el 

objetivo de evaluar la diversidad y el grado de estructura genética, se secuenció el gen NADH deshidrogenasa 

subunidad 2 (ND2) del DNA mitocondrial (mtDNA) en 47 muestras de R. dimidiatus y 25 muestras de R. 

icteronotus, presentes en cinco localidades de Santander.  Las secuencias resultantes fueron analizadas y alineadas 

con base en secuencias ND2 de cada especie registradas en el GenBank.  Los resultados obtenidos a partir de 983pb 

genotipados en R. dimidiatus y 920pb en R. icteronotus, permitieron caracterizar 19 y 10 haplotipos, 

respectivamente.  En las dos especies se detectó un patrón de elevada diversidad haplotípica y baja diversidad 

nucleotídica, además de baja diferenciación genética en R. dimidiatus (ɸST=0,0254) y moderada en R. icteronotus 

(ɸST=0,0584).  El flujo génico entre las dos especies fue restringido (Nm<0,256), soportado por la ausencia de 

haplotipos compartidos entre ellas.  A partir de los resultados se concluye que, pese a la simpatría, existe un elevado 

grado de diferenciación genética entre R. dimidiatus y R. icteronotus (ɸST= 0,9421), sin alteración de la diversidad 

haplotípica y nucleotídica de la especie históricamente residente en Santander, la cual es mayor que en la especie en 

expansión; esto no conduce a ubicar a R. dimidiatus en un status especial de conservación 

  

                                                       
* Trabajo de Grado 
** Facultad de Ciencias. Escuela de Biología. Director Fernando Rondón González Doctor en Ciencias-Biología 
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Abstract 

 

 

TITLE: EVALUATION OF GENETIC DIVERSITY FROM SEQUENCES OF ND2 GENE IN SYMPATRIC 

POPULATIONS OF Ramphocelus dimidiatus AND R. icteronotus PRESENT IN THE DEPARTMENT OF 

SANTANDER, COLOMBIA. * 

 

AUTHOR: Lizeth Carolina Vargas Núñez** 

 

KEYWORDS: Haplotype diversity, nucleotide diversity, genetic structure, ND2, Ramphocelus. 

 

DESCRIPTION:  

 

The progressive environmental degradation due to anthropic causes, can affect the biodiversity of Colombian 

avifauna.  This degradation has made it possible to expand the distributional range of Ramphocelus icteronotus, a 

species currently present in the department of Santander, Colombia.  Consequently, this species currently is in 

sympatry with R. dimidiatus, allowing the alteration of the genetic diversity in this species, because could hinder the 

gene flow and lead to its loss of variability, if them present hybridization.  In order to evaluate the diversity and 

degree of genetic structure, the gene NADH dehydrogenase 2 (ND2) of mitochondrial DNA (mtDNA) was 

sequenced in 47 samples of R. dimidiatus and 25 samples of R. icteronotus present in five localities of Santander.  

The resulting sequences were analyzed and aligned based on ND2 sequences from each species recorded on 

GenBank.  The results obtained from 983pb genotyped in R. dimidiatus and 920pb in R. icteronotus allowed to 

characterize 19 and 10 haplotypes respectively. In both species were detected a pattern of high haplotype diversity 

and low nucleotide diversity, as well as low genetic differentiation in R. dimidiatus (ɸST=0,0254) and moderate in R. 

icteronotus (ɸST=0,0584).  The gene flow among the two species was restricted (Nm<0.256), supported by the 

absence of haplotypes shared between them.  From the results, it is concluded that despite the sympatry, there is a 

high degree of genetic differentiation between R. dimidiatus and R. icteronotus (ɸST=0,9421), without alteration of 

the haplotype and nucleotide diversity of the historically resident species in Santander, which is greater than the 

expanding species; this does not lead to locate R. dimidiatus in a special conservation status. 

  

                                                       
* Degree work 
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Introducción 

 

 

En las últimas décadas la modificación y la consecuente pérdida de hábitat en los Andes 

colombianos, ocasionada por la deforestación, (Armenteras & Rodríguez, 2007), la expansión de 

las fronteras agrícola y ganadera y los cultivos ilícitos (Alvarez, 2002; Fjeldsa et al., 2005), ha 

sido devastadora, representando un riesgo para la biodiversidad de un sinnúmero de especies, 

especialmente de Aves (Bregman et al., 2014).  Dicha destrucción de hábitat sumada al cambio 

en las condiciones ambientales, ha causado el desplazamiento, disminución y hasta la ampliación 

en la distribución de algunas especies del mismo grupo, pues han sido forzadas a colonizar otros 

ambientes, invadiendo así, los ecosistemas de especies residentes (Marvier et al., 2004; Santos & 

Tellería, 2006). 

Un ejemplo de lo planteado anteriormente, lo constituye Ramphocelus icteronotus, especie 

que se establecía al oeste de los Andes, en el Chocó biogeográfico (Hilty & Brown, 1986) y 

según Isler e Isler (1999) desde la región Caribe de Panamá a lo largo de la vertiente pacífica 

colombiana hasta Ecuador.  En la actualidad, ha llegado a expandirse hasta la cordillera oriental, 

en Santander, presentando un posible contacto secundario con Ramphocelus dimidiatus, especie 

residente en este departamento (McMullan et al., 2011). 

En este sentido, el contacto entre especies que anteriormente se encontraban aisladas puede 

tener efecto sobre la diversidad, variabilidad y divergencia genética intra e interpoblacional, 

debido a la posible mezcla del pool génico como consecuencia de su estrecha relación 

filogenética (Amos & Harwood, 1998).  Por tal razón, la diversidad genética de R. dimidiatus y 
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R. icteronotus, ha sido tópico de investigación del Laboratorio de Genética de Poblaciones y de 

la Conservación adscrito a la Escuela de Biología de la Universidad Industrial de Santander 

(LGPC-UIS), a causa de la expansión de rango de esta última (Carreño 2013; Archila 2014), la 

cual puede alterar la diversidad genética de R. dimidiatus por encontrarse en simpatría con esta. 

Así, el presente trabajo pretendió contribuir al estudio de la genética poblacional de R. 

dimidiatus y R. icteronotus, estimando la diversidad y estableciendo el grado de estructura 

genética, a partir del análisis de secuencias del gen ND2 presentes en el mtDNA de ambas 

especies, partiendo de la hipótesis que la especie históricamente residente presentará menor 

diversidad genética, a nivel de haplotipos y nucleótidos, en comparación con la especie en 

expansión dentro de la zona de simpatría.  

 

 

1. Marco Teórico 

 

 

1.1. Consecuencias genéticas de fragmentación y modificación de hábitat 

 

Los ecosistemas colombianos albergan una alta riqueza endémica tanto de flora como de fauna, 

siendo una prioridad global de conservación (Stattersfield et al., 1998; Myers et al., 2000).  En 

particular, los ecosistemas andinos colombianos reflejan una enorme biodiversidad, siendo 

altamente representativos pues conforman el 24,52% del territorio nacional emergido 

(Armenteras & Rodríguez, 2007).  Sin embargo, han sufrido procesos de transformación debido 

a la acción antrópica y sus efectos (Rudel, 2007; Morris, 2010). 
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Entre estas acciones se encuentra la remoción de bosques para cultivos ilícitos (Alvarez, 

2002; Fjeldsa et al., 2005), además del uso del suelo para explotación agrícola, pecuaria y minera 

que trae consigo la deforestación y modificación de hábitat (Palminteri & Powell, 2001).  

Adicionalmente la erradicación de cultivos ilícitos por aspersión aérea mediante pesticidas, 

puede causar un redireccionamiento en la colonización de especies (Cavelier & Etter, 1995), 

especialmente de la avifauna, afectando la diversidad a nivel genético (Athrey et al., 2012). 

Es así como la deforestación genera fragmentos en la matriz del paisaje, que a su vez, 

conlleva a la conexión entre regiones que anteriormente se encontraban aisladas (Taylor, 1993; 

Pauls et al., 2013).  Lo anterior posibilita la expansión de rango de especies de aves a quienes su 

hábitat fue retraído, permitiendo la colonización hacia nuevas zonas (Lampila et al., 2005), lo 

cual podría generar contacto secundario de especies que presentaban distribuciones 

independientes (Confer, 2006), con la consecuente hibridación e introgresión, fenómenos que 

afectan negativamente la diversidad genética, de producirse progenie poco viable (Allendorf, 

2001), o incrementando los niveles de endogamia dentro de las subpoblaciones (Cruzan, 2001; 

Frankham et al., 2002; Cobben et al., 2011).  De esta manera, la actividad antrópica puede 

generar una disminución de la diversidad genética en poblaciones naturales debido al aumento de 

la deriva génica (Nowak et al., 2009), causado por la reducción en el tamaño efectivo 

poblacional, el cual puede ser generado por la disminución de las tasas de fecundidad y el 

incremento de la mortalidad (Lande, 1988; Reed, 2005). 

Del mismo modo, el cambio climático sobre especies de aves tiene como efecto principal la 

variación en su rango distribucional, lo cual puede ocurrir en periodos cortos, dado que algunas 

especies responden rápidamente (Gillings et al., 2015). Una rápida ampliación de rango permite 

la colonización de nuevos ambientes (Excoffier et al., 2009), a pesar de esto, trae como 
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consecuencia la ocurrencia de un cuello de botella para los genomas colonizadores, produciendo 

una tendencia a la homocigosidad y por tanto pérdida de la diversidad genética, aspecto que va 

aumentando a medida que la expansión continúa (Hewitt, 1996). 

 

1.2. Generalidades de las especies de estudio 

 

Las tangaras (Familia: Thraupidae) conforman el grupo de avifauna con mayor abundancia y 

diversidad en el Neotrópico, en cuanto a su morfología, comportamiento y plumajes (Burns et 

al., 2014).  Generalmente las especies contenidas en este grupo poseen colores brillantes y 

vistosos, además que muchas de ellas presentan dimorfismo sexual (Fjeldsa & Rahbek, 2006).  

Dentro de esta familia se encuentra el género Ramphocelus que comprende nueve especies (Isler 

e Isler, 1999) distribuidas a través de zonas bajas neotropicales (Hackett, 1996), cinco de las 

cuales han sido reportadas en Colombia (Hilty & Brown, 1986; McMullan et al., 2011).  

Ramphocelus dimidiatus se encuentra distribuido en tierras bajas de Panamá, en las 

inclinaciones del Caribe y Pacífico, al nordeste de Venezuela y al norte de Colombia, 

encontrándose también en elevaciones de los Andes orientales colombianos (Isler e Isler, 1999).  

Los machos adultos de esta especie, se caracterizan por presentar plumaje carmesí brillante con 

alas negras y pico plateado, mientras que las hembras y machos juveniles lucen coloraciones más 

opacas (Olson & Violani, 1995).   

Ramphocelus icteronotus se ha registrado al oeste de los Andes, desde la región Caribe de 

Panamá a lo largo del Chocó de Colombia hasta Ecuador, (McMullan et al., 2011).  

Recientemente se ha evidenciado una ampliación de rango, con reportes de presencia en la 

región oeste de la cordillera oriental de los Andes, más específicamente, en el departamento de 
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Santander (Avendaño, 2006), zona donde se encuentra en simpatría con R. dimidiatus (Archila, 

2014).  En cuanto a la coloración del plumaje, los machos adultos son negros, con rabadillas 

color amarillo limón.  Las hembras y machos juveniles, presentan tonalidades grisáceas y 

marrones, con una rabadilla y vientre amarillo pálido (Hilty & Brown, 1986; Isler e Isler, 1999).  

Estas especies de Ramphocelus se encuentran dentro de un clado monofilético, donde R. 

dimidiatus se agrupa junto a R. nigrogularis, R. bresilius, R. melanogaster y R. carbo, mientras 

que R. icteronotus, considerada subespecie de R. flammigerus (Isler e Isler, 1999; Bedoya, 2007; 

Bedoya & Murillo, 2012), se encuentra junto a R. costaricensis y R. passerinii (Burns et al., 

2014). 

 

1.3. Generalidades del DNA mitocondrial de aves 

 

El avance de la biología molecular, ha incrementado el impacto de la genética poblacional 

debido al desarrollo de marcadores moleculares que permiten dar respuesta a cuestiones 

genéticas, evolutivas y de conservación (Sunnucks, 2000; Faria & Miyaki, 2006), algunos de 

ellos desarrollados a partir de la información contenida en el DNA mitocondrial (mtDNA). 

El mtDNA es una molécula circular de doble cadena que posee características que hacen de 

esta una herramienta de gran utilidad en estudios a nivel genético (Wilson et al., 1985; Birley & 

Croft, 1986; Harrison, 1989; Avise, 1991; Moore, 1995).  Entre estas se encuentra su haploidía, 

carencia de recombinación, elevado número de copias, herencia maternal (reflejando únicamente 

historia matrilineal) y una rápida evolución a nivel de la secuencia de nucleótidos, debido a su 

alta tasa mutacional (Pereira, 2000; Pakendorf & Stoneking, 2005; Tsaousis, 2005).  
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Adicionalmente la estructura, el tamaño y la disposición de los genes a lo largo del genoma 

mitocondrial es conservado en vertebrados (Avise & Ellis, 1986), siendo un poco variable en 

aves, lo cual posiblemente confiere ventajas selectivas en la propagación y expresión de genes 

del mtDNA aviar (Desjardins & Morais, 1990). 

Asimismo, análisis realizados con información presente en esta molécula, pueden reflejar el 

tiempo del último evento de selección, por esta razón, linajes con reducida diversidad 

mitocondrial deberían ser objeto de conservación, pues dicha diversidad corresponde a los 

haplotipos que fueron recientemente seleccionados (Bazin, 2006). 

 

1.4. Gen mitocondrial NADH deshidrogenasa subunidad 2 (ND2) 

 

El gen D2 consta de 1041 pares de bases, se encuentra ubicado en la cadena pesada (H-strand) 

del mtDNA y localizada entre los genes que codifican el tRNAMet y el tRNATrp (Desjardins & 

Morais, 1990).  Este ha sido ampliamente empleado como marcador molecular para resolver 

cuestiones y aspectos evolutivos (Cheviron et al., 2005), genético-poblacionales (Guerrini et al., 

2014; Licona-Vera & Ornelas, 2014; Campbell et al., 2016), filogenéticos (Rocha et al., 2015) y 

filogeográficos (Zink et al., 2006; Van Els et al., 2012), especialmente en aves. 

Barker et al., (2012) destacaron la importancia del gen ND2, al realizar análisis comparativos 

entre la información contenida y ofrecida por el mismo, y la región control del mtDNA (CR), 

sugiriendo que los parámetros poblacionales estimados a partir de secuencias ND2, son muy 

uniformes a través del mismo.  Adicionalmente, estos investigadores propusieron que las 

secuencias ND2 resuelven con mayor robustez, las relaciones entre haplotipos y pese al hecho 

que CR es más polimórfica, el ND2 exhibe mayor diferenciación genética entre especies.  
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1.5. Estudios moleculares realizados en Ramphocelus 

 

Estudios filogenéticos han sido desarrollados con el fin de estimar las relaciones entre las 

especies de este género.  Hackett (1996), analizó secuencias del gen citocromo b (Cyt b) y el gen 

ND2, sugiriendo algunas áreas geográficas hermanas en la reconstrucción filogenética 

presentada y un alto grado de diferenciación genética entre especies.  Más ampliamente, Burns et 

al., (2014), realizaron un análisis de la diversificación de la familia Thraupidae, incluyendo al 

género Ramphocelus y agrupándolo en un clado monofilético, siendo además los estudios de 

relaciones filogenéticas más recientes para dicho género. 

En la especie R. costaricensis se ha estudiado la selección sexual, describiendo sistemas de 

apareamiento genético (Krueger et al., 2008) y de paternidad mediante la caracterización de loci 

microsatélites polimórficos (Krueger & Williams, 2006).  Dichos loci también fueron usados por 

Nogueira et al., (2014), para examinar la estructura genética en R. bresilius. 

Por otra parte, se ha evidenciado hibridación a nivel morfológico entre especies de 

Ramphocelus, tópico que ha sido ampliado para comprender más a fondo dicho fenómeno.  

Análisis de caracteres morfológicos detectaron híbridos entre R. icteronotus y R. dimidiatus 

(Olson & Violani, 1995) y R. icteronotus y R. flammigerus (Sibley, 1958), debido a la existencia 

de una zona de contacto, a causa de la modificación del hábitat, aspecto que recientemente fue 

corroborado con información proveniente de datos, entre otros, moleculares (Morales-Rozo et 

al., 2014). 

En Colombia, más específicamente en la cordillera occidental, estudios comparativos 

realizados a nivel morfológico y ecológico entre R. icteronotus y R. flammigerus, revelaron 

diferencias fenotípicas como coloración y comportamiento (Bedoya, 2007; Bedoya & Murillo, 
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2012).  A su vez, análisis poblacionales generados a partir de marcadores moleculares 

microsatélites, mostraron que la diversidad genética en poblaciones de dichas especies 

presuntamente no se ha visto afectada por la fragmentación (Ocampo, 2008).  Asimismo, 

González (2009) empleó el gen Cyt b y evidenció estructura genética moderada entre estas 

especies.  A partir del uso de secuencias del mismo gen, Morales-Rozo et al., (2014), examinaron 

la historia biogeográfica y caracterizaron zonas de hibridación entre R. icteronotus y R. 

flammigerus, encontrando baja divergencia genética entre muestras y una limitada estructura 

entre las zonas híbridas y otras áreas objeto del estudio. 

En Santander, estudios poblacionales en R. dimidiatus y R. icteronotus han sido realizados a 

partir de secuencias de genes del mtDNA.  Carreño (2013), analizó secuencias de Cyt b y obtuvo 

elevada diferenciación y flujo génico restringido entre las especies, indicando que a pesar de su 

simpatría aún no ha ocurrido contacto secundario entre R. dimidiatus y R. icteronotus.  Por su 

parte, Archila (2014), estudió la diversidad genética en R. icteronotus a partir del análisis de 

secuencias de la región control del mtDNA, hallando una ausencia de estructura genética, alta 

diversidad haplotípica y baja diversidad nucleotídica, posible producto de la ampliación de rango 

distribucional y de la evidente fragmentación de hábitat que la especie experimenta. 

 

2. Materiales y Métodos 

 

2.1. Fase de campo 

 

2.1.1. Área de estudio. El área de estudio estuvo comprendida por seis localidades del 

departamento de Santander ubicadas en la Cordillera Oriental de los Andes colombianos, a saber: 
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1). Finca Casa Blanca, Vereda San Benito del municipio de Rionegro (SB); 2). Finca El Diviso, 

Vereda La Colorada del municipio de San Vicente de Chucurí (ED); 3). Finca Tierra Buena, 

Vereda San Bernardo la Cuchilla del municipio de Lebrija (LT); 4). Fincas La Victoria y La 

Playita, Vereda Los Helechales, municipio de Floridablanca (LJ); 5). Finca Villa Vista, Vereda 

El Aburrido, municipio de Bucaramanga (EA); 6). Finca Club Rhinos, Vereda Llano de Palmas, 

municipio de Rionegro (LP), siendo esta última una localidad donde no se encuentra R. 

icteronotus (Figura 1). 

Dentro de la matriz de los sitios incluidos predominan diferentes tipos de plantaciones 

frutales, así como también parches de bosque secundario, hábitat característico de las especies en 

estudio.  En cada una de las localidades se dispusieron 10 redes de niebla a lo largo de los 

cultivos y el ecotono de bosque, las cuales fueron extendidas y abiertas entre las 05:30 y las 

17:30 horas.  En promedio el esfuerzo de muestreo fue de 2405 horas-red en cada localidad.  El 

muestreo para todas las localidades se realizó entre junio del 2010 y diciembre del 2012, excepto 

EA y SB cuyo muestreo se realizó entre diciembre del 2014 y marzo del 2016. 

 

 

Figura 1. Mapa de distribución de las localidades en estudio en el departamento de Santander. 

LP: Llano de Palmas; ED: El Diviso; LT: La Tagua; LJ: La Judía; SB: San Benito; EA: El 

Aburrido. 
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2.1.2. Toma y Almacenamiento de muestras. En total se tomaron 47 muestras de R. 

dimidiatus y 25 de R. icteronotus.  A cada individuo se le extrajo 50 µl de sangre a partir de la 

vena braquial, empleando jeringas estériles desechables con agujas de 1 mm de calibre.  La 

sangre extraída se almacenó en 50 µl de etanol absoluto contenido en tubos Eppendorf y se 

mantuvo a 4°C hasta su procesamiento en el LGPC-UIS.  

Cada muestra fue rotulada con las dos iniciales del género seguido de las dos iniciales del 

epíteto específico y añadiendo el número correspondiente al orden de colecta del laboratorio 

LGPC-UIS.  Asimismo, los individuos capturados se anillaron en el tarso izquierdo con el fin de 

evitar réplicas en el muestreo y realizar futuros seguimientos a los mismos. 

 

2.2. Fase de laboratorio 

 

Esta fase se llevó a cabo en el LGPC-UIS y en el Laboratorio de Biodiversidad y Evolución 

Molecular, adscrito al Departamento de Biología General de la Universidad Federal de Minas 

Gerais-Brasil (LBEM-UFMG). 

 

2.2.1. Extracción de DNA. El DNA genómico fue extraído a partir de 10µl de sangre usando 

el protocolo de extracción y purificación de DNA total con fenol cloroformo propuesto por 

Green & Sambrook, (2012).  A objeto de verificar la calidad de la extracción, se realizó la 

cuantificación de la concentración y pureza del DNA mediante la medición de su absorbancia 

por espectrofotometría. 
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2.2.2. Amplificación del gen ND2 por PCR. El gen ND2 se amplificó mediante PCR 

empleando los cebadores L5215 (Helm-Bychowski & Cracraft, 1993) y H6313 (Johnson & 

Sorenson, 1998).  Las condiciones de reacción de PCR fueron adaptadas y modificadas según lo 

propuesto por Woltmann et al., (2014).  De esta forma, la PCR se llevó a cabo en un 

termociclador ABI 2720 (Applied Biosystems).  Cada reacción para un volumen de 10 µl, 

consistió de 1,08X buffer, 1,65 mM de MgCl2, 0,25 µM de dNTPs, 0,65 µM de cada cebador, 

0,05U de Taq Platinum (Thermo Fisher Scientific) y 40 ng/µl de DNA total. 

El protocolo de ciclaje consistió en 94°C por 2min seguido por 35 ciclos de 94°C por 30s, 

54°C por 40s, 72°C por 90s y extensión final a 72°C por 10min.  Los productos amplificados 

(1041pb) fueron teñidos con buffer de carga GelRed® (Biotium) y visualizados por 

electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2%, corrida durante 15min/40V, seguido de 

30min/100V.  El tamaño de los fragmentos fue estimado con un marcador de peso molecular de 

1000 pb (Thermo Fisher Scientific). 

 

2.2.3. Secuenciación de fragmentos del gen ND2. Cada producto de PCR se purificó 

siguiendo el protocolo descrito por Sambroock & Russell (2001).  La secuenciación se realizó en 

un analizador genético 3130xl (Applied Biosystems), utilizando los cebadores referenciados.  

Las reacciones de secuenciación se llevaron a cabo en LBEM-UFMG. 
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2.3. Análisis de datos 

 

Las secuencias fueron editadas en SeqScape v2.6 (Kosman et al., 2001), alineadas manualmente 

usando como referencia las accesiones del Genbank JN810504 para Ramphocelus icteronotus 

(Burns et al., 2014) y JN810503 para Ramphocelus dimidiatus (Burns et al., 2014).  Las 

secuencias alineadas fueron analizadas en el software Mega v7.0 (Kumar et al., 2016), con el fin 

de determinar y comparar la composición nucleotídica del gen ND2 de cada muestra, así como 

estimar el porcentaje de homología con base en los sitios polimórficos.  

Mediante el software DNAsp v5.0 (Rozas et al., 2009), se detectaron los sitios polimórficos, 

el número y frecuencia de haplotipos y los parámetros poblacionales tales como diversidad 

haplotípica (h) y nucleotídica (π).  Además, se construyeron redes de haplotipos con el software 

Network v4.6 (www.fluxus-engineering.com), con el fin de observar la relación y distribución 

entre los haplotipos tipificados. 

El análisis de estructura genética poblacional y la estimación del porcentaje de variación en 

cada una de las especies estudiadas por medio de AMOVA (Excoffier et al., 1992), fueron 

realizados en el programa Arlequin v3.51.3 (Excoffier & Lischer, 2010).  Se evaluó la hipótesis 

de considerar a las dos especies como una misma metapoblación, asimismo, se evaluó la 

hipótesis que los componentes subpoblacionales de cada especie hacen parte de la misma 

metapoblación.  Además, se calcularon los valores pareados de ɸST y Nm como estimadores de 

flujo genético en este mismo software.  
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3. Resultados 

 

 

3.1. Amplificación y secuenciación del gen ND2 

 

Este estudio reporta por primera vez el uso del gen mitocondrial ND2 para realizar análisis 

genético poblacionales en las especies Ramphocelus dimidiatus y R. icteronotus.  

En la obtención de productos de PCR se utilizaron los cebadores L5215 (Helm-Bychowski & 

Cracraft, 1993) y H6313 (Johnson & Sorenson, 1998), con estos se amplificó un fragmento de 

1041pb correspondiente al gen ND2 (Anexo A).  Las condiciones de reacción de PCR fueron 

adaptadas según lo propuesto por Woltmann et al., (2014), con modificaciones realizadas en 

LGPC-UIS consistentes en incrementar: el número de ciclos (35x), la temperatura y el tiempo de 

hibridación (54°C/40s), el tiempo de extensión de los ciclos (72°C/90s) y el tiempo de extensión 

final (72°C/10min). 

A partir de los productos amplificados del gen ND2 se obtuvo secuencias con picos definidos 

(Anexo B) en 47 muestras de R. dimidiatus y 25 de R. icteronotus.  Posterior a la edición de las 

secuencias de R. dimidiatus se encontró que estas tienen una extensión de 983pb, comprendidas 

entre las posiciones 5268 y 6250 del mtDNA de referencia (Desjardins & Morais, 1990); por su 

parte en R. icteronotus, las secuencias constan de 920pb comprendidas entre las posiciones 5312 

y 6231 del mtDNA de referencia.  La composición nucleotídica de las secuencias del gen ND2 

fue similar en las dos especies de estudio, evidenciando mayor proporción de citosinas y 

adeninas (Anexo C).  
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3.2. Análisis de secuencias del gen ND2 

 

3.2.1. Diversidad haplotípica y nucleotídica en Ramphocelus dimidiatus. En las secuencias 

obtenidas para esta especie, se identificaron 26 cambios nucleotídicos, en su totalidad 

sustituciones, los cuales representan un 2,64% de sitios segregantes.  En promedio las secuencias 

presentan un 97,35% de similitud con respecto a la secuencia JN810503, reportada por Burns et 

al., (2014). 

En R. dimidiatus se detectaron un total de 19 haplotipos (Tabla 1; Figura 2), de los cuales el 

68,42% (13) son únicos dentro de las localidades. 

La diversidad haplotípica estimada fue h=0,8950,026 y la diversidad nucleotídica fue 

π=0,004620,002 (Tabla 2), siendo el haplotipo HND_Rd5 el más frecuente en todas las 

localidades (21,28 %).  

Los valores de diversidad haplotípica y nucleotídica presentes en individuos de R. dimidiatus 

de las diferentes localidades consideradas en el estudio se reportan en la tabla 2.  
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Tabla 1.  

Sitios polimórficos de haplotipos del gen ND2 tipificados en Ramphocelus dimidiatus en seis 

localidades del departamento de Santander. 

 

F: Frecuencia relativa; sd: desviación estándar; (.): mismo nucleótido; *: secuencia de referencia Burns et al., 

(2014); LP: Llano de Palmas; ED: El Diviso; LT: La Tagua; LJ: La Judía; SB: San Benito; EA: El Aburrido. 
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Figura 2. Distribución de haplotipos ND2 presentes en R. dimidiatus de seis localidades del 

departamento de Santander. 

 

Tabla 2.  

Diversidad haplotípica (h) y nucleotídica (π) de R. dimidiatus en seis localidades del 

departamento de Santander. 

Localidad h sd π sd 

LP 0,809 0,129 0,00468 0,003 

ED 0,924 0,053 0,00531 0,003 

LT 0,909 0,065 0,00419 0,002 

LJ 0,809 0,139 0,00329 0,002 

SB 1,000 0,126 0,00559 0,004 

EA 0,000 - 0,00000 - 

Global - LP 0,901 0,028 0,00450 0,002 

Global 0,895 0,026 0,00485 0,003 

LP: Llano de Palmas; ED: El Diviso; LT: La Tagua; LJ: La Judía; SB: San Benito; EA: El Aburrido; 

Global – LP: Análisis excluyendo la localidad LP; sd: desviación estándar. 

 

En LP se detectaron nueve eventos mutacionales, entre ellos, una transversión y ocho 

transiciones. En total se detectaron cuatro haplotipos, dos de los cuales presentan una frecuencia 
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del 33,3% (HND_Rd1, HND_Rd2).  El haplotipo HND_Rd1 se caracteriza por la sustitución 

A5953G y en una muestra se encontró la sustitución G5983A; mientras que el haplotipo 

HND_Rd2 presenta los eventos mutacionales G5636A, G5983A y G6068C.  También se destaca 

la presencia de los haplotipos exclusivos HND-Rd3 y HND-Rd4, los cuales comparten, entre 

otras, la sustitución C5299T, mutación no detectada en ningún otro haplotipo; adicionalmente, la 

sustitución A5422G del haplotipo HND-Rd4 es única para dicha localidad. 

En las secuencias ND2 de R. dimidiatus en ED se evidenciaron 19 sitios polimórficos, dentro 

de los cuales se presentan tres transversiones y los demás eventos son transiciones.  Esta 

localidad se caracterizó por presentar la mayor riqueza haplotípica (52,6%) y el mayor número 

de haplotipos exclusivos entre las localidades (HND-Rd7, HND-Rd10, HND-Rd11, HND-

Rd12).  En total se detectaron 10 haplotipos, entre estos el HND-Rd5 es el más frecuente 

(26,66%) y presenta las mutaciones A5953G y C6154T; el haplotipo HND-Rd8 se caracteriza 

por seis transciones y una transversión, además del sitio A5929G en una de las muestras; los 

haplotipos HND-Rd10 y HND-Rd11 presentan los eventos mutacionales T5791C y T5875C, 

respectivamente, siendo únicos para esta localidad. 

En LT se detectaron 11 eventos mutacionales en ocho haplotipos, 10 transiciones y dos 

transversiones, una de estas exclusivas para esta localidad (A6227T).  De los haplotipos se 

destacan HND_Rd2 y HND_Rd5, por ser los más frecuentes (25%), y presenta cuatro haplotipos 

únicos (HND_Rd9, HND_Rd14, HND_Rd15, HND_Rd16), de los cuales se encuentran las 

mutaciones únicas T5517C (HND_Rd9) y A6227T (HND_Rd15). 

En la localidad LJ se detectaron ocho sitios polimórficos (dos transversiones y seis 

transiciones) en las secuencias ND2.  Se encontraron cuatro haplotipos de los cuales el más 
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frecuente es el HND_Rd1 (42,85%) y el HND-Rd17 (G5536A, G5659A, G5758C, G5983A, 

A6031G, G6068C) es único para esta localidad.  

En las secuencias de R. dimidiatus provenientes de SB se detectaron 10 eventos mutacionales 

(siete transiciones y 3 transversiones).  Se caracterizaron cinco haplotipos con igual frecuencia, 

dos de los cuales son exclusivos (HND_Rd18 y HND_Rd19).  Dentro de los eventos 

mutacionales se destacan tres no compartidos con otras localidades (A5566G, A5737G, 

C6112G). 

En la localidad de EA se identificaron los tres sitios polimórficos del haplotipo HND_Rd2, 

siendo la localidad menos diversa. 

Con base en el total de secuencias analizadas, se obtuvo D=-0,757 (Tajima, 1989), cuyo valor 

no presentó diferencias significativas; mientras que Fs=-25,685 y p<0,02 (Fu, 1997).  

 

3.2.2. Diversidad haplotípica y nucleotídica en Ramphocelus icteronotus. En esta especie 

se identificaron 15 cambios nucleotídicos, en su totalidad sustituciones, los cuales representan un 

1,63% de sitios segregantes.  En promedio las secuencias estudiadas presentan un 98,37% de 

similitud con respecto a la secuencia JN810504 de Ramphocelus flammigerus, reportada por 

Burns et al., (2014).  En total se identificaron 10 haplotipos (Tabla 3; Figura 3) de los cuales el 

60% son únicos dentro de las localidades.  

La diversidad haplotípica estimada fue h= 0,890,035 y la diversidad nucleotídica fue π= 

0,002610,002 (Tabla 4), siendo el haplotipo HND_Ri6 (C5365A, C5526T, C6145T, G6196A) 

el más frecuente (24%), además de estar presente en todas las localidades (Tabla 3; Figura 3).  

Los valores de diversidad haplotípica y nucleotídica estimados de R. icteronotus en cinco 

localidades se reportan en la tabla 4. 
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En ED se detectaron 11 eventos mutacionales, entre ellos, una transversión y los demás son 

transiciones.  No se detectaron inserciones ni deleciones.  En total hay seis haplotipos, tres de los 

cuales presentan una frecuencia del 22,22% (HND_Ri2, HND_Ri3, HND_Ri4).  Esta localidad 

presenta la mayor riqueza haplotípica, encontrándose en la misma el 60% de todos los haplotipos 

caracterizados en la especie.  También se destaca la presencia de los haplotipos exclusivos HND-

Ri3 y HND-Ri7 (Tabla 3). 

 

Tabla 3.  

Sitios polimórficos de 10 haplotipos del gen ND2 tipificados en Ramphocelus icteronotus de 

cinco localidades del departamento de Santander. 

 

 

 

Frecuencia relativa; sd: desviación estándar; (.): mismo nucleótido; *: secuencia de R. flammigerus de referencia 

Burns et al., (2014); **: secuencia de R. icteronotus de referencia Hackett (1996); ED: El Diviso, LT: La Tagua, LJ: 

La Judía, SB: San Benito, EA: El Aburrido. 
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Figura 3. Distribución de haplotipos ND2 presentes en R. icteronotus de cinco localidades del 

departamento de Santander. 

 

En la localidad LT se identificaron 10 sitios polimórficos, de los cuales uno es una 

transversión.  Asimismo, se encontraron cinco haplotipos, siendo los más frecuentes el haplotipo 

HND_Ri2 y el haplotipo HND_Ri5; este último es exclusivo y presenta las mutaciones T5407C 

y T5545C, únicas para dicha localidad (Tabla 3). 

 

Tabla 4.  

Diversidad haplotípica (h) y nucleotídica (π) de R. icteronotus en cinco localidades del 

departamento de Santander. 

Localidad h sd π sd 

ED 0,917 0,052 0,00266 0,002 

LT 0,905 0,076 0,00269 0,002 

LJ 1,000 0,126 0,00282 0,002 

SB 1,000 0,500 0,00108 0,001 

EA 0,000 - 0,00000 - 

Global 0,890 0,035 0,00261 0,002 

LP: Llano de Palmas; ED: El Diviso; LT: La Tagua; LJ: La Judía; SB: San Benito; EA: El Aburrido; sd: desviación 

estándar. 
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En las secuencias de ND2 de esta especie en LJ se detectaron ocho eventos mutacionales.  

Además, se encontraron cinco haplotipos con igual frecuencia y los haplotipos HND_Ri8 y 

HND_Ri9 son exclusivos y comparten entre otros, el sitio A5329G también exclusivo para esta 

localidad (Tabla 3). 

En SB se evidenciaron cinco sitios polimórficos, en su totalidad transiciones, en los dos 

haplotipos encontrados (HND_Ri6 y HND_Ri10), los cuales presentan igual frecuencia y 

comparten todos los sitios a excepción de la sustitución C5521T, presente en el haplotipo 

HND_Ri10, exclusivo en esta localidad (Tabla 3). 

En la localidad EA se identificaron los cuatro sitios polimórficos del haplotipo HND_Ri6, 

siendo la localidad menos diversa. 

Con base en el total de secuencias analizadas se obtuvo D= -0,591 y Fs=-26,701. Estos 

resultados presentaron el mismo comportamiento que R. dimidiatus, en cuanto a la significancia 

estadística. 

 

3.2.3. Estructura genética y flujo poblacional en R. dimidiatus. El Análisis Molecular de 

Varianza (AMOVA) reveló que el 97,46% de la variación genética se encuentra en los 

individuos de R. dimidiatus, mientras que el 2,54% se debe a diferencias entre las localidades, 

corroborado con el valor estimado del parámetro de estructura genética (ɸST=0,0254), el cual 

evidenció poca diferenciación genética (Hartl & Clark, 2007) y no tuvo diferencias significativas 

(Tabla 5). 
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Tabla 5.  

AMOVA a partir del contenido alélico y las frecuencias de haplotipos ND2 de R. dimidiatus 

presentes en seis localidades del departamento de Santander. 

Fuente de 

variación 

GL Suma de 

cuadrados 

% de 

variación 

ɸST p 

Entre 

localidades 

5 13,254 2,54 0,0254 0,25 

Dentro de 

localidades 

41 91,214 97,46 

GL: Grados de libertad. 

 

Los valores pareados de ɸST muestran baja diferenciación entre las localidades, excepto la 

pareja LJ y EA, las cuales evidenciaron la tasa efectiva de migrantes por generación más baja 

(Nm=1,075).  Entre los demás sitios de muestreo, el flujo génico fue elevado (Tabla 6). 

 

Tabla 6.  

Parejas de valores de ɸST y Nm a partir de frecuencias haplotípicas del gen ND2 dentro de 

localidades y entre R. dimidiatus y R. icteronotus. 
 

R. dimidiatus R. icteronotus 

LP ED LT LJ EA SB ED LT LJ EA SB 

R. 

dimidiatus 

LP - ∞ 5,895 4,205 ∞ 18,683 0,256 0,027 0,029 0,029 0,030 

ED -0,001 - 13,461 ∞ 9,704 ∞ 0,035 0,037 0,039 0,042 0,042 

LT 0,094 0,036 - 4,628 2,040 10,189 0,029 0,030 0,031 0,032 0,033 

LJ 0,115 -0.057 0,097 - 1,075 ∞ 0,023 0,237 0,025 0,023 0,024 

EA -0,105 0,049 0,002 0,317 - 4,090 0,018 0,017 0,017 0,000 0,004 

SB 0,035 -0,074 0,047 -0,132 0,109 - 0,029 0,031 0,034 0,039 0,039 

R. 

icteronotus 

ED 0,951* 0,934* 0,946* 0,956* 0,965* 0,945* - ∞ ∞ 4,352 2,452 

LT 0,943* 0,931* 0,944* 0,955* 0,966* 0,942* -0,026 - 145,943 2,657 1,877 

LJ 0,946* 0,928* 0,941* 0,953* 0,967* 0,936* -0,029 0,003 - 1,646 1,404 

EA 0,946* 0,923* 0,939* 0,955* 1,000 0,931* 0,103 0,158 0,233 - ∞ 

SB 0,943* 0,921* 0,936* 0,953* 0,992 0,928* 0,169 0,210 0,263 0,000 - 

Por debajo de la diagonal: parejas de valores ɸST. Por encima de la diagonal: valores Nm. *p< 0,05. LP: Llano de 

Palmas; ED: El Diviso; LT: La Tagua; LJ: La Judía; SB: San Benito; EA: El Aburrido. 

 

A partir de la información obtenida por el software Network, la red evidencia seis haplotipos 

compartidos entre las localidades, corroborando el flujo génico entre individuos de las mismas.  

Especie 

Localidad 



EVALUACIÓN DE LA DIVERSIDAD GENÉTICA  | 34 

 

 

Dentro de estos el haplotipo HND_Rd2 es el más común y el segundo más frecuente, 

encontrándose en cinco de las seis localidades donde se llevaron a cabo muestreos de R. 

dimidiatus (Figura 4).  El haplotipo HND_Rd5 es el más frecuente y se diferencia del HND_Rd1 

por un evento mutacional (Tabla 1). 

 

 

Figura 4. Red de haplotipos del gen ND2 en R. dimidiatus generada bajo el criterio Median-

Joining.  Los círculos son proporcionales a la frecuencia de cada haplotipo. 

 

La red denota la presencia de 13 haplotipos únicos, la mayoría de ellos encontrados en ED y 

LT, lo cual refleja la importancia que tienen estas localidades en la diversificación de haplotipos 

ND2 de R. dimidiatus.  Adicionalmente, se observa que los haplotipos únicos en LT se 

encuentran más agrupados en comparación con los de otras localidades (Figura 4).  

3.2.4. Estructura genética y flujo poblacional en R. icteronotus. El AMOVA reveló que el 

94,16% de la variación genética se debe a los individuos de R. icteronotus, mientras que el 
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5,84% se debe a diferencias entre las localidades, corroborado con el valor estimado del 

parámetro de estructura genética (ɸST=0,0584), el cual denota diferenciación genética moderada 

(Hartl & Clark, 2007) y no presenta diferencias significativas (Tabla 7).  

 

Tabla 7.  

AMOVA a partir del contenido alélico y las frecuencias de haplotipos ND2 de R. icteronotus 

presentes en cinco localidades del departamento de Santander.  

Fuente de 

variación 

GL Suma de 

cuadrados 

% de 

variación 

ɸST P 

Entre 

localidades 

4 5,894 5,84 0,0584 0,21 

Dentro de 

localidades 

20 22,906 94,16 

GL: Grados de libertad. 

 

Los valores pareados de ɸST muestran gran diferenciación (ɸST > 0,15; Hartl & Clark, 2007) 

entre las parejas de localidades EA-LJ, EA-LT, SB-ED, SB-LT y SB-LJ, las cuales evidencian 

los valores más bajos de la tasa efectiva de migrantes por generación (Tabla 6). 

La red obtenida bajo el criterio de Median-joining, muestra a los haplotipos HND_Ri2 y 

HND_Ri6 como los más frecuentes; estos se diferencian por un único evento mutacional (Tabla 

3).  Adicionalmente el HND_Ri6 está presente en todas las localidades de estudio (HND_Ri6).  

La red también exhibe que los haplotipos únicos de esta especie en LJ se encuentran agrupados 

(Figura 5). 
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Figura 5. Red de haplotipos del gen ND2 en R. icteronotus generada bajo el criterio Median-

Joining.  Los círculos son proporcionales a la frecuencia de cada haplotipo. 

 

.2.5 Estructura y flujo genético entre especies del género Ramphocelus consideradas en 

el estudio. El AMOVA resultante considerando a cada especie como poblaciones diferentes 

evidenció: 1.  Elevada diferenciación entre estas soportada en el valor del índice ɸCT= 0,9414; 2.  

Elevada diferenciación genética entre las subpoblaciones simpátricas de las dos especies 

corroborada por ɸST=0,9421; 3.  Los índices ɸCT y ɸST presentan diferencias significativas 

(p<0,05) y 4.  Muy poca diferenciación dentro de cada especie refrendado por ɸSC= 0,0115 

(Tabla 8).   

Estos resultados ayudan a corroborar la distribución de la variación genética con base en el 

gen ND2 y, soportan las diferencias estadísticas encontradas al momento de realizar el análisis 

pareado, en las localidades simpátricas, de cada subpoblación de las especies de Ramphocelus 

consideradas (Tabla 6).  
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Tabla 8.  

AMOVA a partir del contenido alélico y las frecuencias de haplotipos del gen ND2 presentes en 

poblaciones simpátricas de Ramphocelus dimidiatus y R. icteronotus del departamento de 

Santander. 

Fuente de variación GL Suma de 

cuadrados 

% de 

variación 

Índices de 

fijación 

p 

Entre especies 1 927,385 94,14 ɸCT =0,9414 0,0075 

Entre poblaciones 

dentro de especies 

8 15,692 0,07 ɸSC= 0,0115 0,2487 

Dentro de poblaciones 56 102,621 5,79 ɸST= 0,9421 0,0000 

GL: Grados de libertad. 

 

Asimismo, la tasa efectiva de migrantes por generación (Nm) evidencia flujo génico 

restringido entre R. dimidiatus y R. icteronotus con menos de un individuo efectivo (Nm<0,256), 

en cada una de las parejas de localidades estudiadas (Tabla 6).  

La red obtenida en Network no exhibe haplotipos compartidos entre R. dimidiatus y R. 

icteronotus dentro de las localidades de estudio (Figura 6); pese a esto, las dos especies 

comparten el evento mutacional T5517C y el sitio polimórfico 5743, el cual presenta una 

mutación diferente en cada especie (G->A en R. dimidiatus y A->G en R. icteronotus) (Tabla 1 y 

3).  Estos eventos mutacionales corresponden al 4,9% del total de sitios polimórficos 

caracterizados en las dos especies. 
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Figura 6. Red de haplotipos para el gen ND2 en Ramphocelus dimidiatus y R. icteronotus bajo el 

criterio Median-Joining.  Los círculos son proporcionales a las frecuencias de los haplotipos. En 

amarillo R. icteronotus y en rojo R. dimidiatus. 

 

 

4. Discusión 

 

 

El mtDNA es una molécula en la cual se han desarrollado marcadores moleculares 

(principalmente secuencias, RFLP’s y SNP’s), utilizados en el estudio de la diversidad genética 

en muchas especies animales (Galtier et al., 2009; Nabholz et al., 2009), entre ellas Aves 

(Forcina et al., 2014; Dolman & Joseph, 2015; Craig et al., 2016; Van Oosten et al., 2016).  
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HND_Ri2 HND_Ri5 
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Dentro de estos marcadores, el uso de secuencias del gen citocromo b (Cyt b) ha permitido 

examinar la historia biogeográfica y algunas zonas de hibridación (Morales-Rozo et al., 2014), 

así como analizar la diferenciación y estructura genética en el género Ramphocelus (Nogueira et 

al., 2014) en Colombia (González 2009; Carreño 2013).  Por su parte, Archila (2014) diseñó 

cebadores con los que amplificó y secuenció la región control del mtDNA (D-loop) en 

poblaciones de R. icteronotus presentes en el departamento de Santander, a objeto de contribuir 

con la información contenida en este tipo de secuencias en el análisis de la diversidad genética de 

esta especie. 

Otra fuente que genera información útil para responder preguntas en estudios poblacionales 

son las secuencias presentes en el gen mitocondrial ND2.  Esta permite la tipificación de 

haplotipos y cuantificación de su frecuencia, la estimación de diversidad nucleotídica y 

haplotípica (Cadena et al., 2011; Engel et al., 2014), y entre otras, la detección del grado de 

estructura y flujo genético presente entre poblaciones de Aves (Price et al., 2015; Ramos et al., 

2016).  Por tanto, el uso de este gen posibilita generar respuestas a preguntas como las planteadas 

en este estudio y ayuda a complementar la información existente a nivel genético poblacional de 

las especies simpátricas Ramphocelus dimidiatus y R. icteronotus en el departamento de 

Santander.  

En la presente investigación, la definición de haplotipos y la caracterización de sitios 

polimórficos en R. icteronotus se realizó a partir de la secuencia JN810504 de R. flammigerus 

(Burns et al., 2014).  Lo anterior debido a que las secuencias ND2 presentes en el GenBank para 

esta especie, no superan los 330pb abarcando las posiciones 5240 a 5569; de hecho, al tener 

como referencia la secuencia U15710 de R. icteronotus, se obtienen seis haplotipos, aspecto que 

no ocurre cuando las secuencias analizadas para esta especie se compararon con la secuencia 



EVALUACIÓN DE LA DIVERSIDAD GENÉTICA  | 40 

 

 

JN810504 (Tabla 3).  Además de lo expuesto, R. flammigerus y R. icteronotus conforman un 

grupo monofilético, del que también hace parte R. passerinii (Hackett 1996; Burns et al., 2014).  

Mediante este análisis fue posible comparar un fragmento de 920pb (posiciones 5312 a 6231), 

incrementando el número de haplotipos tipificados con los cuales se realizó la estimación de 

parámetros de diversidad genética para R. icteronotus. 

En las dos especies de estudio, los valores estimados de diversidad haplotípica cercanos a 

uno, reflejan un número importante de haplotipos exclusivos detectados en cada una de ellas 

(60% en R. icteronotus y 68% en R. dimidiatus), lo cual incrementaría el éxito de las poblaciones 

(Zalewski et al., 2011).  Lo anterior constituye una evidencia de crecimiento poblacional 

acelerado, principalmente, en la especie que se encuentra ampliando su rango de distribución, en 

este caso R. icteronotus, lo cual conduce al surgimiento y al incremento de nuevas mutaciones y 

su consecuente afectación de la diversidad genética (Keinan & Clark, 2012; Lohmueller, 2014). 

Los bajos valores de diversidad nucleotídica observados en ambas especies son indicativos de 

baja tasa mutacional, tamaño efectivo poblacional reducido o cuellos de botella severos en un 

pasado reciente (Li & Sadler, 1991; Ruegg & Smith, 2002).  Sin embargo, el hecho que una 

población presente diversidad nucleotídica baja no significa que amerite asignársele un estatus de 

conservación (De la Roza, 2012).  A su vez, al comparar π en las especies de estudio, en R. 

icteronotus el valor es inferior, quizás, debido al reducido tamaño de muestras tomadas 

(Gutiérrez-Pinto et al., 2012). 

Teniendo en cuenta ambos índices de diversidad evaluados, la elevada diversidad haplotípica 

y la baja diversidad nucleotídica presentada en las especies de estudio, indican pequeñas 

diferencias entre los haplotipos caracterizados (Tabla 1 y 3) (De Jong et al., 2011) y pueden ser 

evidencia de una rápida expansión demográfica a partir de pequeños tamaños poblacionales 
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(Grant & Grant, 1997; Avise, 2000), lo cual se corrobora con los valores estimados de los índices 

D (Tajima, 1989) y Fs (Fu, 1997) para ambas especies del género Ramphocelus.  Precisamente 

los valores negativos mostrados por estos índices estarían reflejando un reciente crecimiento 

poblacional (D) y un exceso del número de haplotipos (Fs) (Holsinger, 2012), procesos 

evidenciados en el exceso de mutaciones raras en las poblaciones que podrían indicar reciente 

expansión poblacional (De Jong et al., 2011).  Además, el valor no significativo de D sugiere que 

la selección no está operando (Küpper et al., 2012) en el gen ND2 de las dos especies de 

Ramphocelus presentes en Santander. 

El patrón de altos valores de diversidad haplotípica y bajos valores de diversidad nucleotídica 

hallado en el presente estudio, es similar y consistente con lo obtenido por González (2009) en 

poblaciones de R. flammigerus y R. icteronotus en la cordillera occidental, por Carreño (2013) en 

poblaciones de R. dimidiatus y R. icteronotus en la cordillera oriental y Archila (2014) en R. 

icteronotus en el departamento de Santander.  En R. dimidiatus los valores de h y π son más altos 

respecto a los estimados en R. icteronotus.  Este patrón es similar al reportado por Carreño 

(2013), sin embargo, el número de haplotipos y la cantidad de mutaciones detectadas fue mayor 

en las secuencias Cyt b comparado con las secuencias ND2, lo cual está a favor de la idea de que 

cada marcador molecular (en este caso cada gen mitocondrial) posee dinámicas evolutivas 

independientes (Saccone et al., 2000; Neiman & Taylor, 2009), en donde la selección actuaría de 

forma disímil por poseer diferentes funciones fisiológicas (Holsinger, 2012).  

tro aspecto que puede indicar el referido patrón que siguen los valores de los índices h y π se 

puede atribuir a los hábitats fuertemente fragmentados (Balmford et al., 2003; Fjeldsa et al., 

2005) en los que coexisten las dos especies de estudio.  Según McCauley (1991), las poblaciones 

de especies en áreas fragmentadas podrían sufrir cierta probabilidad de extinción local, a causa 
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de la estocasticidad ambiental asociada a reducidos tamaños poblacionales.  Lo anterior puede 

estar en dependencia de la respuesta de cada especie ante la fragmentación y permitiría prever 

que R. icteronotus se expande con el proceso. 

Sumado a lo referido anteriormente no se detectaron procesos de introgresión de genomas 

mitocondriales entre las dos especies simpátricas de Ramphocelus, debido a la ausencia de 

haplotipos compartidos (Vollmer & Palumbi, 2002; Alves et al., 2003; Currat et al., 2008; 

Carling et al., 2010; Rheindt & Edwards, 2011), pese a la detección de un único evento 

mutacional semejante.  El hecho de no presentarse introgresión se sustenta, adicionalmente, en la 

baja tasa de migrantes efectivos por generación entre R. dimidiatus y R. icteronotus (Nm=0,031), 

la cual es producto de la elevada diferenciación genética entre estas (ɸST=0,9421).  Este valor de 

Nm podría ser resultado de la ancestría compartida (Keller et al., 2013) entre estas especies; esto 

no significa que en un futuro no puedan ocurrir eventos de cruce entre ellas, pues se han descrito 

híbridos morfológicos entre R. dimidiatus y R. icteronotus en Panamá, definidos en el taxón R. 

dunstalli (Olson & Violani 1995).  Además, dentro del género hay evidencia de contacto 

secundario y se han descrito híbridos a partir de datos morfométricos y la detección de 

coloraciones intermedias en poblaciones de especies simpátricas en la cordillera occidental 

(Bedoya & Murillo 2012), corroborados por datos moleculares (Morales-Rozo et al., 2014). 

Cabe señalar que los niveles de introgresión en el mtDNA en zonas de hibridación de aves 

frecuentemente son bajos o nulos (Vallender et al., 2007; Carling & Brumfield, 2008; Rush et al., 

2009), comparado con lo detectado mediante el DNA nuclear (Brumfield et al., 2001, Gay et al., 

2009, Rheindt et al., 2009), siendo otra explicación a la posible ausencia de introgresión que se 

indica en este estudio.  Además, lo anterior puede estar sustentado en que las hembras y machos 

de R. dimidiatus y R. icteronotus prefieren aparearse con individuos de su misma especie pues 
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asegurarían una progenie fértil (Edwards et al., 2005; Pozo, 2009), aumentando el éxito 

reproductivo y la viabilidad de su descendencia (Andersson, 1994; Waitt et al., 2003).  Esto se 

soporta con los valores altos de Nm entre las parejas de localidades a nivel intraespecífico, en 

contraste con los bajos valores de este estimador a nivel interespecífico (Tabla 6).  Asimismo, 

hembras de poblaciones que recientemente han colonizado una nueva área, como es en el caso de 

R. icteronotus, deberían ser menos selectivas en sus conductas de apareamiento en relación a 

hembras de poblaciones estables y de mayor tamaño (Kaneshiro, 1983; Horton et al., 2000).  

Diferentes investigadores como Slatkin (1985), De Jong et al., (2011) y Harvey & Brumfield 

(2015) han planteado que un elevado flujo génico entre subpoblaciones, podría retardar o limitar 

el proceso de diferenciación genética y evidenciar pequeña estructura poblacional en las áreas de 

mayor tamaño.  De forma contraria, si el número de migrantes fuese reducido y provinieran de 

sólo una de las localidades, podría potenciar el nivel de diferenciación entre las subpoblaciones 

(Harrison & Hastings, 1996).  Con respecto a esto, en el presente trabajo ambas especies 

presentaron bajos valores de ɸST (Tabla 5 y 7) y altos valores de Nm entre las parejas de 

localidades consideradas (Tabla 6), observándose elevado flujo génico intraespecífico, el cual 

causa similitud entre las subpoblaciones de una misma especie; por consiguiente, la migración 

actúa como una fuerza homogeneizadora limitando la divergencia en las localidades (Vähä et al., 

2008). 

En adición, los bajos y no significativos valores de ɸST entre las parejas de localidades, al 

analizar cada especie por separado, indican que las subpoblaciones de estas se encuentran 

estrechamente relacionadas.  Pese a esto, los valores ɸST>0,103 estimados para algunas parejas 

de localidades en R. icteronotus (Tabla 6), pueden ser efecto de tamaños de muestra pequeños, 

especialmente en SB y EA (2 individuos cada una), lo cual podría repercutir en la estimación del 
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parámetro de estructura genética global en dicha especie.  En contraste, R. dimidiatus presentó 

baja diferenciación genética como consecuencia de un elevado flujo intrapoblacional 

(1,075<Nm<∞), aspectos que han sido previamente visualizados en estudios con otras especies 

de aves (Funk et al., 2007; Küpper et al., 2012; Verkuil et al., 2012; Tang et al., 2016).  Todos 

estos resultados son consistentes y confirman lo evidenciado en el estudio de Carreño (2013), sin 

embargo, dicho trabajo no involucró individuos muestreados de R. dimidiatus en las localidades 

SB, EA y LP e individuos muestreados de R. icteronotus en SB y EA, lo cual permitiría soportar 

el hecho de encontrar valores disímiles de h, π, pareados de ɸST y pareados de Nm, además de 

mostrar grados diferenciales de estructura genética (moderada en R. dimidiatus y baja en R. 

icteronotus), con el marcador utilizado por esa investigadora. 

Hewitt (2000) & Küpper et al., (2012), notaron que la baja estructura genética y la presencia 

de haplotipos compartidos entre las localidades, tal como se evidenció en el presente trabajo, es 

común en muchas especies que han sufrido cuellos de botella recientes y han desplazado sus 

distribuciones geográficas en respuesta a las oscilaciones climáticas como la última máxima 

glaciación.  Para el caso de las especies consideradas, el análisis con información proveniente de 

marcadores microsatélites (adelantado en nuestro laboratorio), refleja la idea de cuello de botella 

en R. dimidiatus (datos sin mostrar).  Precisamente en esta especie, el AMOVA se realizó 

incluyendo y no incluyendo las muestras de individuos provenientes de Llano de Palmas (LP), 

localidad donde no hay simpatría con R. icteronotus.  El resultado de los dos análisis fue 

equivalente (ɸST=0,0196, sin LP; ɸST= 0,0254, incluido LP), indicando que el grado de estructura 

genética es bajo y que la diversidad genética en esta especie no presenta diferencias 

significativas en los parámetros globales de h y π al momento de excluir y/o considerar a Llano 

de Palmas (Tabla 2).  
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Los resultados de la estructura genética también se reflejan en las redes de haplotipos 

obtenidas para ambas especies, dado que estas no evidencian estructura geográfica debido al 

elevado flujo génico entre las subpoblaciones y, exhiben: 1.  Haplotipos distribuidos a través de 

los sitios en estudio; 2.  Pocos cambios mutacionales entre los haplotipos (1 a 3) y 3.  Ausencia 

de estructura genética definida intraespecíficamente (De la Roza, 2012).  Es importante precisar 

que todas las redes se obtuvieron mediante el criterio de Median-joining, el cual ha sido 

empleado en el análisis de estructura poblacional (Escobar-Gutiérrez et al., 2013) y de 

visualización de diversidad haplotípica (McCracken et al., 2013), confiriéndole a este criterio el 

hecho de ser útil en estudios genético-poblacionales (Kong et al., 2015), tal como lo es el 

presente.  

En este estudio se detectó una importante cantidad de haplotipos totales y un gran número de 

polimorfismos en las dos especies (29 haplotipos y 39 sitios polimórficos).  Esto es indicativo de 

la diversidad que las especies del género Ramphocelus en el departamento de Santander tienen 

en términos de secuencias ND2, al menos en el área de estudio.  Hallazgos similares fueron 

reportados en el estudio de secuencias Cyt b obtenidas por Carreño (2013); lo cual brinda 

sustento adicional del uso de estos genes en el análisis de la diversidad genética en Aves. 

Como se ha denotado, R. icteronotus en Santander se encuentran por fuera del rango de 

distribución histórica (McMullan et al., 2011).  Esta circunstancia implicaría bajos valores de 

diversidad, al igual que del efectivo poblacional (Avise et al., 1984; Avise 2000).  Sin embargo, 

en esta especie h tiene un valor alto posiblemente como consecuencia del número de haplotipos y 

de polimorfismos tipificados en las secuencias ND2 analizadas. 

Según lo propuesto por Harrison & Hastings (1996), acerca de las características que definen 

una metapoblación (tamaño desigual e interconexión entre subpoblaciones mediante flujo 
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genético) y a la luz de los resultados hallados con base en el marcador analizado, R. dimidiatus y 

R. icteronotus en Santander deberían ser consideradas como tal, cada una de ellas por separado 

(Figura 5), pues las subpoblaciones se encuentran relacionadas mediante flujo genético 

considerable, corroborado por el Nm y el nivel de estructura genética detectado en ambas 

especies (bajo a moderado) (Tero et al., 2003; Fields & Taylor, 2014).  En adición, el rol de las 

actividades antropogénicas en la estructuración de la actual variabilidad genética de 

Ramphocelus en Santander no puede ser excluido, debido a la sobreutilización del suelo (IGAC, 

2012), la intensiva deforestación y agricultura en este departamento (Cárdenas-Torres, 2006; 

Castellanos et al., 2011; Acosta, 2015), además de que el 60% de todo el territorio departamental 

está destinado a la actividad ganadera (IGAC, 2003). 

Mooney & Cleland (2001) propusieron que una vez establecidas las poblaciones en expansión 

de una especie no nativa, se afecta negativamente la especie residente a través de exclusión 

competitiva, cambio comportamental, desplazamiento de nicho u otras interacciones.  Con base 

en la ausencia de haplotipos compartidos y el hecho que R. dimidiatus tiene mayores valores de h 

y π con respecto a R. icteronotus, permite suponer que el contacto secundario presentado entre 

las dos especies no afecta la integridad genética de la especie residente, además de considerar 

que R. icteronotus no se comporta como una especie ecológicamente invasora (Ehrlich, 1989; 

Sakai et al., 2001; Le Roux & Wieczorek, 2009).  En el sentido expuesto, comprender los 

patrones de colonización de una especie en expansión puede ser particularmente importante en: 

i) la predicción de los efectos de estas en poblaciones nativas (Eraud et al., 2007) y ii) al 

momento de identificar las áreas que tienen una alta probabilidad de futura colonización.  El 

conocimiento de estos aspectos es fundamental para mitigar las interacciones, potencialmente 

negativas, entre las especies en expansión y las residentes (Bonter et al., 2010). 
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Por último y no siendo menos importante, dentro de los sitios de muestreo LT y ED mostraron 

la riqueza haplotípica más representativa en las especies consideradas (Figuras 2 y 3), por lo que 

se deberían considerar dentro de futuros planes de manejo y conservación de especies de Aves, 

preservando la integridad de los agroecosistemas allí presentes.  Precisamente, diferentes autores 

han llamado la atención sobre los agroecosistemas, debido a que estos proveen sitios de 

reproducción, refugio y forrajeo, fundamentales para la conservación de la biodiversidad (Sparks 

et al., 1996; Benton et al., 2003; Batary et al., 2010; González et al., 2014). 
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5. Conclusiones 

 

 

El análisis de las secuencias del gen ND2 en la presente investigación, constituye la primera 

evaluación de la diversidad genética con dicho gen en las especies bajo estudio, y permitió 

estimar la diversidad y el grado de estructura genética en poblaciones simpátricas de 

Ramphocelus dimidiatus y R. icteronotus en el departamento de Santander y posibilitó 

complementar estudios anteriores de dichas especies. A partir de los resultados se concluye que: 

1. R. dimidiatus presentó mayor diversidad haplotípica y nucleotídica que R. icteronotus, lo 

cual permite prever que la diversidad genética de la especie históricamente distribuida en 

Santander, hasta el momento, no se ha visto comprometida, pese a la simpatría y el contacto 

secundario con la especie que se encuentra ampliando su rango de distribución.  Adicionalmente, 

ambas especies presentan un mismo patrón de elevada diversidad haplotípica y baja diversidad 

nucleotídica, debido a la presencia de varios haplotipos exclusivos y a pequeñas diferencias 

detectadas entre los haplotipos tipificados en cada especie particular. 

2. Existe una reducida diferenciación genética intrapoblacional en cada especie debido a: i) 

los altos valores de diversidad haplotípica y ii) la presencia de haplotipos compartidos.  Estos 

hechos se explican por la alta tasa efectiva de hembras migrantes por generación detectada en las 

distintas localidades. 

3. Se presenta elevado grado de diferenciación y estructura genética interespecífica, 

evidenciada en valores bajos de Nm, además de la ausencia de haplotipos compartidos entre R. 

dimidiatus y R. icteronotus. 
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6. Recomendaciones 

 

 

Para futuros estudios genéticos poblaciones relacionados con las especies de estudio, se 

recomienda analizar regiones tanto nucleares como mitocondriales de sus genomas, para 

complementar el conocimiento que existe en este aspecto.  De igual forma, se recomienda 

ampliar el muestreo hacia otras zonas donde las especies de estudio no se encuentren en 

simpatría, lo anterior con el fin de intentar dilucidar el patrón de expansión que ha seguido R. 

icteronotus y corroborar el grado de estructura genética que presentan estas especies. 
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Apéndices 

 

Apéndice A. Visualización de producto amplificado del gen ND2 

 

 

C1, C13, C25: Marcador de peso molecular de 1000pb (Thermo Fisher Scientific); C2-C12: 

Producto amplificado de R. icteronotus; C14-C24: Producto amplificado de R. dimidiatus; C26-

C34: Producto amplificado de R. flammigerus; C35: Negativo.  

 

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 

C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19 C20 C21 C22 C23 C24 

C25 C26 C27 C28 C29 C30 C31 C32 C33 C34 C35 
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Apéndice  B. Electroferograma parcial de una secuencia del gen nd2 en una muestra de R. 

dimidiatus. 
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Apéndice C. Composición nucleotídica del gen nd2 en dos especies del género Ramphocelus. 

 

 

  

 

 

 

a) R. dimidiatus; b) R. icteronotus. A: Adenina, G: Guanina, C: Citosina y T: Timina 
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