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Resumen

TITULO: ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD GENETICA DE DOS ESPECIES SIMPATRICAS DE AVES DEL
GENERO Ramphocelus PRESENTES EN EL DEPARTAMENTO DE SANTANDER A PARTIR DE
MARCADORES MICROSATELITES HETEROLOGOS. *

AUTOR: Daniel Fernando Calero Rubio™
PALABRAS CLAVES: Diversidad genética, Estructura genética, Microsatélites, STR’s heterdlogos, Ramphocelus.
DESCRIPCION:

La alteracion del habitat natural debido a la deforestacion como causa de la expansion ganadera, agricola y otros
eventos antropicos, ha generado interacciones entre especies que estaban geograficamente aisladas. En el
departamento de Santander, por ejemplo, se ha evidenciado el contacto secundario entre Ramphocelus dimidiatus y
R. icteronotus, esta Ultima historicamente distribuida en el Chocd biogeografico, lo cual puede afectar la diversidad
genética de R. dimidiatus por causa de flujo génico intraespecifico reducido y la posible hibridacion interespecifica.
Con el objetivo de analizar la diversidad y el grado de estructura genética de estas especies de Ramphocelus, se
genotiparon seis loci microsatélites heter6logos, mediante la adicion de una cola M13 fluoromarcada en uno de los
inciadores de cada loci, en 53 individuos de R. dimidiatus y 28 de R. icteronotus, distribuidos en seis localidades del
departamento de Santander, de las cuales cinco son simpatricas. Los genotipos obtenidos fueron editados y
ajustados. Los resultados reflejan que la diversidad genética promedio en las dos especies es alta, siendo mayor en
R. dimidiatus (He=0,898+0,062) y en R. icteronotus disminuye a medida que incrementa la altitud. La
diferenciacion genética fue moderada en R. icteronotus (Rst=0,08556), especie que presenta un patron de
aislamiento por distancia. Un analisis Bayesiano asumiendo mezcla, destaca que cada especie tiene una base
genética diferencial (K=2; AK=99,48417). Se concluye que la diversidad genética en R. dimidiatus no se ve
afectada, actualmente, por la presencia de R. icteronotus, soportado en el alto grado de estructura genética
interespecifico (Rst=0,19692). No se debe descartar que a futuro se pueda presentar hibridacion, dado que R.
icteronotus contintia expandiendose hacia la Cordillera Oriental colombiana.

* Trabajo de grado
™ Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director Fernando Rondén Gonzéalez Doctor Ciencias-Biologia
Codirector Fabricio Rodrigues Dos Santos Doctor en Bioquimica e Inmunologia
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Abstract

TITLE: STUDY OF GENETIC DIVERSITY OF TWO SYMPATRIC SPECIES OF BIRDS OF GENUS
Ramphocelus PRESENT IN THE DEPARTMENT OF SANTANDER FROM HETEROLOGOUS
MICROSATELLITES MARKERS. *

AUTHOR: Daniel Fernando Calero Rubio™
KEYWORDS: Genetic diversity, Genetic structure, Microsatellites, heterologous STRs, Ramphocelus.
DESCRIPTION:

The alteration of natural habitat due to deforestation as a cause of cattle expansion, agricultural and other anthropic
events has generated interactions between species that were geographically isolated. For example, in the department
of Santander, the secondary contact between Ramphocelus dimidiatus and R. icteronotus has been evidenced, this
last one historically distributed in the Chocé biogeographic, which may affect the genetic diversity of R. dimidiatus
because of reduced intraspecific gene flow and possible interspecific hybridization. In order to analyze the diversity
and degree of genetic structure of these Ramphocelus species, six heterologous microsatellite loci were genotyped
by the addition of a M13 tail fluorescence-labeled in one of the primers of each loci in 53 individuals of R.
dimidiatus and 28 of R. icteronotus, distributed in six localities of the department of Santander, of which five are
sympatric. The genotypes obtained were edited and adjusted. The results reflect that the average genetic diversity
values in the two species is high, being higher in R. dimidiatus (FHe=0.898+0.062) and R. icteronotus decreases as
the altitude increases. Genetic differentiation was moderate in R. icteronotus (Rst=0.08556), species with an
isolation by distance pattern. A Bayesian analysis assuming mixture, emphasizes that each species has a differential
genetic base (K=2; AK=99.48417). It is concluded that the genetic diversity in R. dimidiatus is not currently affected
in the presence of R. icteronotus, supported in the high degree of interspecific genetic structure (Rsr=0.19692). It
should not be discard that hybridization can occurs in the future, due to R. icteronotus continues to expand towards
the Colombian Eastern Cordillera.

* Degree work
™ Science Faculty. School of Biology. Director Fernando Rondén Gonzalez Doctor Science-Biology Codirector
Fabricio Rodrigues Dos Santos PhD in Biochemistry and Immunology
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Introduccion

En Colombia desde mediados del siglo XX, zonas de bosque se han visto afectadas a causa del
incremento de cultivos ilicitos, ganaderia, agricultura y el conflicto armado (Fjeldsa et al., 2005),
influyendo en las dindmicas naturales de poblaciones nativas y generando parches fragmentados
de bosque (Gallo-Cajiao & ldrobo-Medina, 2004). Lo anterior produce un desplazamiento en los
patrones de distribucion, por lo cual se hace posible evidenciar zonas de contacto secundario
entre especies espacialmente aisladas (Confer, 2006).

El fenomeno de contacto secundario se ha evidenciado en aves del género Ramphocelus,
donde R. icteronotus (Lafresnaye, 1846), ha aumentado su rango de distribucion desde la costa
pacifica de Panamd, Colombia y el norte de Ecuador (Hilty & Brown, 1986), hasta el valle del
rio Magdalena, estableciendo poblaciones simpatricas con R. dimidiatus en las zonas montafiosas
del departamento de Santander (McMullan et al., 2011). Esta interaccion podria posibilitar el
proceso de introgresion (Allendorf et al., 2001) y la mezcla de distintos acervos genéticos
(Rhymer & Simberloff, 1996), lo cual puede disminuir gradualmente la variabilidad genética de
la especie residente (Dowling & Secor, 1997), en este caso R. dimidiatus.

A causa de lo anterior en el Laboratorio de Genética de Poblaciones y de la Conservacion de
la Universidad Industrial de Santander, se han adelantado investigaciones orientadas a evaluar la
diversidad genética de estas especies a partir de secuencias presentes en el DNA mitocondrial
(Carrefio, 2013; Archila, 2014; Vargas, 2017), asi como, la estandarizacion de las condiciones de

amplificacion de loci microsatélites (Noriega, 2015; Cornejo, 2016).
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De esta forma, se puso a prueba la hipétesis que la diversidad genética de R. dimidiatus es
inferior a la de R. icteronotus en la zona de simpatria en Santander. Lo anterior a causa de la
expansion de esta Ultima, la cual al entrar en contacto secundario podria afectar en terminos de
disminucion la diversidad genética de R. dimidiatus. Para esto se analizé la diversidad genética

en estas especies, a partir del uso de marcadores moleculares microsatélites (STR’s) heter6logos.

1. Marco Teorico

1.1. Fragmentacion de bosque y sus consecuencias genéticas

La deforestacion y la fragmentacion de hébitat (bosques), son las principales amenazas para
poblaciones naturales de aves en el neotropico (Gallo-Cajiao & ldrobo-Medina, 2004). En
fragmentos de bosque, con el paso del tiempo, debido al contacto con la matriz de vegetacion y a
la intervencion antropica, se reduce la diversidad de especies y se torna un habitat mas
heterogéneo (Watson, 2002).

Las areas fragmentadas generan areas propensas para la colonizacién por especies no
residentes que alteran la estructura de la comunidad (Gallo-Cajiao & ldrobo-Medina, 2004) v,
aumentan la probabilidad de evidenciar contacto secundario y zonas de hibridacion entre
poblaciones naturales anteriormente aisladas (Confer, 2006).

Muchas especies de organismos, especialmente aves, se han visto afectadas por la

fragmentacion, la deforestacion y el cambio climatico en primera medida (Fjeldsa et al., 2005;
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Gonzalez, 2009), conllevando en algunas situaciones a la ampliacién del rango de distribucién,
lo que redunda en el sobrelapamiento y la coexistencia con especies geograficamente separadas,
(Bedoya & Murillo, 2012; Morales-Rozo et al., 2014), evidenciando procesos de hibridacion,
entre otros.

Arnold (1997) define hibridacion como entrecruzamientos de individuos de dos poblaciones
naturales diferenciadas en uno o més caracteres heredables. El flujo genético entre poblaciones
diferenciadas como resultado de continuos eventos de hibridacion y retrocruzamiento, es
conocido como introgresion genética (Allendorf et al., 2001), fenémeno que gradualmente puede
remplazar los genotipos de las especies parentales a causa de una habilidad competitiva mayor de
los hibridos (Dowling & Secor, 1997). Lo anterior, afecta en mayor proporcion la integridad
genética de la especie con un rango de distribucion restringido (especie residente), en
comparacion a la especie que estd aumentando su rango de distribucion (Rhymer & Simberloff,
1996; Bedoya & Murillo, 2012), como estaria ocurriendo en Ramphocelus dimidiatus y R.

icteronotus, respectivamente (Obs. per).

1.2. Generalidades de las especies de estudio

Las Tangaras (Familia: Thraupidae) son uno de los taxa de aves mas diverso y abundante del
Neotropico (Skutch, 1989). La mayor parte de especies incluidas en este grupo tienen plumajes
de color brillante o presentan parches de plumas brillantes (Krueger & Williams, 2006) y muchas
de estas exhiben dimorfismo sexual para el color del plumaje (Isler & Isler, 1999).

El género de tangara neotropical Ramphocelus (Thraupidae: Passeriformes) se caracteriza por

presentar pico de color plateado, un amplio gradiente de coloracién y preferencias de habitat
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(Sibley, 1958; Hackett, 1996). Este género posee cerca de nueve especies distribuidas desde
México hasta el sur de Brasil (Isler & Isler, 1999), de las cuales se han registrado poblaciones de
cinco especies (R. flammigerus, R. icteronotus, R. dimidiatus, R. nigrogularis, R. carbo) para
Colombia (McMullan et al., 2011).

La especie R. dimidiatus (Lafresnaye, 1853) usualmente habita zonas himedas en claros con
matorrales, areas cultivadas y bordes de selva desde el centro al norte de Colombia (Hilty &
Brown, 2009), en un rango altitudinal hasta 2200m (McMullan et al., 2011). Machos y hembras
poseen diferencias en el color del pico y plumaje; los machos presentan pico blanco plateado y
plumaje rojo marrén a carmesi brillante con alas negras; entretanto las hembras tienen pico
negruzco y plumaje méas opaco en tonalidades de rojo (Olson & Violani, 1995; Hilty & Brown,
2009).

El taxa R. icteronotus (Lafresnaye, 1846) es uno de los mas comunes en claros con maleza y
bordes de selva con matorrales, histéricamente distribuido por la costa pacifica desde Panama,
hasta el norte de Ecuador (Hilty & Brown, 2009), o Choc6 biogeografico (Morrone, 2014). Los
machos se caracterizan por presentar pico azuloso palido y plumaje negro con rabadilla amarillo
limon brillante; por su parte, las hembras evidencian la misma coloracién del pico que los
machos y su plumaje es café grisaceo en el dorso con rabadilla y partes inferiores amarillo palido
claro (Sibley, 1958; Hilty & Brown, 2009).

Actualmente en Colombia, R. icteronotus ha conseguido ampliar su distribucion hasta el valle
medio del rio Magdalena, e igualmente establecer poblaciones en las zonas montafiosas del
departamento de Santander (Anexo A), en altitudes inferiores a los 1500m (McMullan et al.,
2011; Obs. per). Ademas, esta especie coexiste con otras especies de su mismo género (R.

dimidiatus y R. flammigerus) por la vertiente Pacifica y el valle geogréfico del rio Cauca
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(McMullan et al., 2011), generando zonas de contacto secundario entre algunas ellas (Sibley,
1958), ocurriendo fenomenos de hibridacion (Bedoya & Murillo, 2012; Morales-Rozo et al.,

2014).

1.3. Microsatélites

Desde finales del siglo XX, los avances en técnicas de biologia molecular han permitido ampliar
los estudios dirigidos a genética de poblaciones, a partir de investigaciones enfocadas a la
deteccion y medicion de la variacion genética (Schldtterer, 2004; Aranguren-Méndez et al.,
2005).

Marcadores de tipo microsatélite también Ilamados short tandem repeats (STR’s), son
fragmentos de DNA con repeticiones en tandem de uno a seis pares de bases de longitud y se
encuentran con una frecuencia alta en el genoma de la mayoria de organismos (Selkoe &
Toonen, 2006). El tipo de STR (Mono-, di-, tri-, tetra-, penta- y hasta hexanucleotidico) va a ser
definido por el nimero de nucleétidos en la secuencia repetida (fragmento) (Ellegren, 2004).
Asi, la longitud de la cadena de repeticion de un locus STR es la encargada de determinar los
diferentes tamafios de los alelos, la cual varia aproximadamente de cinco a 40 repeticiones (Li et
al., 2002), aunque se ha llegado a detectar cadenas con un nimero mayor de repeticiones
(Ellegren, 2004).

En sentido expuesto, los STR’s son marcadores moleculares muy polimoérficos, debido a que
presentan altas tasas de mutacidén en comparacion a las tasas de mutacién en loci codificantes
(Aranguren-Méndez et al., 2005). Estos, son considerados como marcadores selectivamente

neutros, co-dominantes y con distribucion al azar o casi al azar en el genoma (Li et al., 2002).
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Los STR’s evidencian un alto contenido de informacién y pueden evidenciar leves diferencias
en la genealogia, como consecuencia de la recombinacidn, la seleccién y la deriva genética que
acttan sobre el genoma de interés (Selkoe & Toonen, 2006). Por eso confiar en una sola region
génica o en un solo locus STR, generard una alta tasa de error; para ello la mejor solucion es
aumentar el andlisis a mdaltiples loci STR’s, que proveeran datos (diferentes muestras del
genoma) mas robustos, para el posterior anélisis genético a nivel individual y poblacional (Pearse
& Crandall, 2004; Selkoe & Toonen, 2006).

Analisis genéticos a partir de STR’s heterdlogos ponen a prueba el uso de cebadores descritos
para loci microsatélites en especies filogenéticamente cercanas (Juérez et al., 2010; Mejia et al.,
2015), donde ha sido eficaz la amplificacion cruzada entre especies debido a que las regiones
flanqueantes de los cebadores son conservadas (Primmer et al., 2005; Canales-Aguirre et al.,

2010).

1.4. Estudios de diversidad genética en Ramphocelus

Los estudios de diversidad genética en Aves del género Ramphocelus tienen como punto de
partida la caracterizacién realizada por Sibley (1958), en la cual a partir de la cualificacion de
fenotipos a través de una zona de contacto entre especies del género, determin6 que no hay una
aparente barrera genética entre R. flammigerus y R. icteronotus, hipotetizando ademas que los
individuos de coloracién intermedia son hibridos.

ambién el analisis de relaciones filogenéticas y biogeogréaficas realizado por Hackett (1996) a
partir de secuencias de los genes citocromo b (Cyt b) y NADH deshidrogenasa dos (ND2),

generd informacion que contribuye a comprender la alta diferenciacion genética entre dos
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subespecies de Ramphocelus passerinii (R. p. passerinii y R. p. costaricensis) y, de los clados
que se agrupaban a partir de las areas de distribucion de los taxa.

El primer reporte del uso de microsatélites en alguna especie del género fue dado a conocer
por Krueger & Williams (2006), quiénes aislaron seis loci STR’s en R. costaricensis y probaron
un STR heterélogo de Ammodramus savannarum (Bulgin et al., 2003). Dentro de los resultados
obtenidos se destaca el hecho que todos los loci detectaron altos niveles de polimorfismo y
heterocigosidad, lo cual ha sido Gtil al momento de realizar pruebas de paternidad en esta especie
(Krueger et al., 2008).

Por su parte, Nogueira et al., (2014) utilizé ocho STR’s heterologos para estudiar la estructura
genética presente en poblaciones de R. bresilius. Estos investigadores encontraron que una
barrera de 2 km de océano restringe el flujo de genes entre poblaciones continentales e insulares
de Rio de Janeiro (Brasil).

En Colombia, pocos estudios morfoldgicos y genéticos se han realizado en Ramphocelus y la
gran mayoria han sido enfocados en especies endémicas que actualmente hibridan con especie
hermanas. Es el caso de los estudios de Bedoya (2007) y Bedoya & Murillo (2012), quiénes
encontraron que individuos con coloracion intermedia a la tipica de R. flammigerus y R.
icteronotus, presentaban una alta similitud en cuanto a forma y tamafio con los individuos
simpatricos, apoyando un posible proceso de hibridacion entre estas.

Pese a no ser estudios publicados en revistas indexadas, Ocampo (2008) y Gonzalez (2009)
adelantaron el primer esfuerzo dirigido a estudiar la estructura genética presente en las
poblaciones simpatricas de R. flammigerus y R. icteronotus. En el estudio de Ocampo (2008), se
consiguié genotipar tres loci STR’s heterologos encontrando altos niveles de polimorfismo en

cada uno y altos indices de diversidad genética. Por su parte Gonzélez (2009), logré secuenciar
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un fragmento del gen Cyt b y genotipar dos STR’s heterdlogos y a partir de los resultados
concluye que el tiempo de divergencia entre R. flammigerus y R. icteronotus no es el suficiente
para generar mecanismos de aislamiento reproductivo.

Morales-Rozo et al., (2014) a partir de modelos de distribucion histérica potencial basados en
datos climéticos y sefiales genéticas obtenidas a partir de fragmentos secuenciados del gen Cyt b,
sugirieron que las zonas hibridas de R. flammigerus y R. icteronotus se originaron después del
contacto secundario a causa de una ampliacion de distribucién en el cuaternario, hecho
corroborado por la no estructuracion geografica de la variacion genética debido a una probable
divergencia reciente de las poblaciones hibridas.

Precisamente el hecho de la ampliacion de rango de R. icteronotus, hacia Santander y otras
localidades de la cordillera oriental, motivo a los miembros del LGPC-UIS a realizar estudios
genético poblacionales en esta especie y la reportada como residente de este género (R.
dimidiatus). En el sentido expuesto, Carrefio (2013) secuencié 1006 pares de base (pb) del gen
Cyt b en ambas especies, los resultados evidencian la ausencia de haplotipos compartidos y de
flujo génico restringido entre estas especies. En un estudio realizado en R. icteronotus, Archila
(2014) secuenci6 dos dominios de la region control (D-loop) del DNA mitocondrial (mtDNA),
concluyendo que no hay estructura genética poblacional, pero si diversidad genética tipica de una
especie en expansion.

Noriega (2015) y Cornejo (2016) realizaron una estandarizacion, en muestras de R. dimidiatus
y R. icteronotus, de las condiciones de amplificacién y visualizacion del polimorfismo de cuatro
de los siete loci STR’s reportados en el estudio de Krueger & Williams (2006), requerimiento

necesario para el logro de los objetivos de la presente propuesta de trabajo de grado.
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2. Materiales y métodos

2.1. Fase de campo

2.1.1. Area de estudio. El area de estudio incluy6 seis localidades del departamento de
Santander, ubicadas en la vertiente occidental de la Cordillera Oriental de los Andes
colombianos. En cinco de estas coexisten en simpatria las especies bajo estudio, siendo: (1)
Vereda El Aburrido (EA, 1132msnm), municipio de Bucaramanga; (2) Vereda La Colorada (ED,
1064msnm), municipio de San Vicente de Chucuri; (3) Vereda Los Helechales (LJ, 1818msnm),
municipio de Floridablanca; (4) Vereda San Benito (SB, 902msnm), municipio de Rionegro; (5)
Vereda San Bernardo la Cuchilla (LT, 966msnm), municipio de Lebrija. Adicionalmente, se
incluyeron muestras de R. dimidiatus pertenecientes a la (6) Vereda Llano de Palmas (LP,
783msnm), municipio de Rionegro, donde no hubo indicios de simpatria de esta especie con R.
icteronotus (Obs. per).

Dentro de las localidades, la matriz de vegetacion estuvo compuesta principalmente por
remanentes de bosque secundario y cultivos de citricos (Citrus sp.), platano (Musa paradisiaca),
aguacate (Persea americana), tomate (Solanum lycopersicum) y cacao (Theobroma cacao)
(Carrefio, 2013; Archila, 2014; Obs. per).

El muestreo se realiz6 en cada localidad a través de areas cultivadas, claros y bordes de
bosque con matorrales, a partir del uso de diez redes de niebla con extensiones de 9 y 12m,

completando 12 horas (hrs) de muestreo por dia (5:30-17:30 hrs).
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BOLIVAR NORTE DE
SANTANDER

SANTANDER

Figura 1. Localidades de estudio. : localidades simpatricas de R. dimidiatus y R. icteronotus;
localidad alopétrica de R. dimidiatus; SB: San Benito; LP: Llano de palmas; EA: EIl Aburrido;
LT: La Tagua; LJ: La Judia; ED: El Diviso.

2.1.2. Toma y almacenamiento de muestras. Se muestred un total de 53 individuos para R.
dimidiatus y 28 individuos para R. icteronotus. Luego de su captura, se extrajo 50 microlitros
(ul) de sangre de la vena braquial del ave, mediante el uso de jeringas desechables con agujas de
1 milimetro (mm) de espesor. La muestra de sangre fue almacenada en tubos vacutainer con 50
ul de etanol absoluto y conservada a 4°C hasta su posterior uso en el Laboratorio de Genética de
Poblaciones y de la Conservacion de la Escuela de Biologia en la Universidad Industrial de
Santander (LGPC-UIS).

Cada tubo con muestra de sangre fue rotulado en el siguiente orden: (1) las dos iniciales del
género, (2) las dos iniciales del epiteto especifico y (3) el nimero consecutivo al orden de colecta
del LGPC-UIS. Ademas, los individuos capturados fueron anillados en el tarso izquierdo, a fin

de evitar replicas en el muestreo y mantener un control de seguimiento para futuros estudios.
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2.2. Fase de laboratorio

Esta fase se realizo en dos complejos diferentes. Lo referente a extraccion de DNA gendmico,
amplificacion y visualizacion de productos de PCR se llevo a cabo en LGPC-UIS vy, el
genotipado de los productos de PCR se desarrolld en el Laboratorio de Biodiversidad y
Evolucién Molecular (LBEM) del Departamento de Biologia General de la Universidad Federal

de Minas Gerais (UFMG) en Brasil.

2.2.1. Extraccion de DNA gendmico. La extraccion de DNA gendmico se hizo a partir de
muestras de sangre previamente colectadas, mediante el uso del protocolo de extraccion y
purificacion de DNA total con fenol cloroformo (Green & Sambrook, 2012). Igualmente, se
efectud la cuantificacion de la concentracion y pureza del DNA, para constatar la calidad de la

extraccion por espectrofotometria, a partir de la medicion de absorbancias.

2.2.2. Estandarizacion del método de amplificacion. La amplificacion de los microsatélites
heter6logos para las especies en estudio se hizo mediante el uso de los loci RCAAT1L,
RCAAT12, RcAAAG14, RcAAAG406, RcAAAGA10, ReGT257 (Krueger & Williams, 2006) y
Aspl5 (Bulgin et al., 2003). En todos los casos se adicioné a la secuencia de algunos de los
cebadores una cola M13 fluoromarcada (Oetting et al., 1995; Schuelke, 2000; Leal et al., 2014)
(Anexo B), a objeto que el amplicon fuera reconocido por un analizador genético.

Las condiciones de amplificacién por PCR se basaron segin lo propuesto por Wu (2006),
Noriega (2015) y Cornejo (2016), con las modificaciones necesarias para el LGPC-UIS. La PCR

fue realizada en un termociclador ABI 2720 (Applied Biosystems), donde la concentracion de los
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reactivos para cada reaccion consistié de 1X buffer, 1,5mM MgClz, 0,25mM dNTPs, 0,25uM
cebador con cola para anclaje de M13, 0,75uM cebador sin cola, 0,3uM cebador M13-FAM
fluoromarcado, 0,05 U/uLL Taq Platinum (Thermo Fisher Scientific) y 40 ng/ul DNA total, para
un volumen final de 10pL.

Los productos amplificados se separaron por electroforesis horizontal en geles de agarosa al
2% y para su visualizacion se tifieron con GelRed® (Biotium). El tamafio de los fragmentos
amplificados fue comparado con un marcador de peso molecular de 100 pb (Thermo Fisher

Scientific).

2.2.3. Genotipado de amplicones. El genotipado de los productos amplificados se realizé en
un analizador genético 3130xI (Applied Biosystems) siguiendo el protocolo recomendado por la
casa comercial, mediante el uso de GeneScan™-500 LIZ® Size Standard y Hi-Di™ Formamide.

Las reacciones de genotipado se llevaron a cabo en el LBEM-UFMG.

2.3. Analisis de datos

Los genotipos obtenidos fueron editados en GENEIOUS v10.0.2 (Kearse et al., 2012), revisados
y ajustados en MICRO-CHECKER v2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004) con el fin de corregir los
posibles errores de genotipado presentes, como: i) alelos nulos, ii) amplificacion predominante
de alelos pequefios (dropout) v iii) asignacion alélica a bandas stutter.

Para todos los loci que exhibieron polimorfismo se estimaron las frecuencias alélicas, se
evalud la hipotesis de equilibrio de Hardy Weinberg (HWE) y se calculd el indice de Garza-

Williamson (M) para detectar reducciones poblacionales o posibles cuellos de botella, tal como



DIVERSIDAD GENETICA DE DOS ESPECIES SIMPATRICAS | 25

se encuentra implementado en ARLEQUIN v3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010). Mediante el
uso de este mismo software, se efectud el calculo de los estimadores de heterocigosidad
observada (Ho) y esperada (He), asi como el estadistico F de Wright: Fis (coeficiente de
endogamia), el Rst (analogo al Fst, pardmetro de diferenciacion genética), la estimacion del
porcentaje de variacion en y entre cada una de las especies estudiadas por medio de AMOVA
sugerido por Excoffier et al., (1992) y la evaluacion de la hipdtesis de aislamiento por distancia,
a partir del test de mantel. Ademas, se realizaron comparaciones de la diversidad genética con
muestras de R. dimidiatus que se encuentran por fuera de la zona de simpatria recolectadas en la
localidad LP. En todos los loci se estimé el contenido de informacion polimorfica (PIC) con el
programa MOLKIN v3.0 (Gutiérrez et al., 2005).

Finalmente, se agruparon los individuos y se asignaron probabilisticamente a grupos
genéticos inferidos por una metodologia Bayesiana con el uso del software STRUCTURE v2.3.4
(Pritchard et al., 2010); para esto, se evalud el modelo de mezcla con K 1 a 10 poblaciones en 10
iteraciones cada una de 50.000 pasos de burn-in y 200.000 Cadenas de Markov Monte Carlo. De
igual manera se estim6 el mejor valor K (nimero de grupos genéticos) siguiendo el método
implementado por Evanno et al., (2005), con el software STRUCTURE HARVESTER (Earl &

vonHoldt, 2012).



DIVERSIDAD GENETICA DE DOS ESPECIES SIMPATRICAS | 26

3. Resultados

3.1. Amplificacion y genotipado de loci microsatélites

n la obtencién de productos de PCR en muestras de las especies Ramphocelus dimidiatus y R.
icteronotus, se empled la técnica de amplificacion cruzada a partir del uso de los 14 cebadores
disefiados e implementados en muestras de R. costaricensis por Krueger & Williams (2006). Las
condiciones de amplificacion por PCR teniendo en cuenta la adicion de la cola M13, se baso
segun lo propuesto por Wu (2006), y la temperatura de hibridacién de los loci RCAAAG410 y
Asul5, fueron las estandarizadas en los trabajos de grado de Noriega (2015) y Cornejo (2016),
respectivamente, siguiendo las modificaciones propias del LGPC-UIS.

La estandarizacion de las concentraciones de los reactivos de PCR utilizados en la
amplificacion de los loci microsatélites heter6logos, mostrd valores diferentes a los reportados
por Krueger & Williams (2006) en las concentraciones de todos los reactivos usados, excepto el
Buffer. También, se detectaron diferencias en las condiciones de amplificacion para las
temperaturas (Ta) y los tiempos de hibridacion, principalmente (Figura 2, Tabla 1).

En las dos especies de estudio se amplificaron los siete loci microsatélites heter6logos. En
todos los casos, las bandas presentaron una buena resolucion (Anexo C). Pese a esto,
Unicamente se logré realizar la tipificacion adecuada (asignacion alélica) en seis de los loci

(Anexo D). Los diferentes electroferogramas de amplicones del locus RCAAT12, mostraron de
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forma constante patrones ilegibles que impidieron la adecuada asignacion alélica de este y, por

tanto, se excluy6 al momento de realizar las estimaciones de diferentes pardmetros.

A
B
95°C |94 °C
5min | 30s | 72 °C
| T/ 30s
05
15 ciclos

94 o
°C 94 °C
2. 10s
min
T
10s
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94
_C_
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Ta2 30s
305
15 ciclos

72 o
ccle
20s | 5min
94 °C
30s
46
C_.
30s
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72 o
oC 72 °C
30s | 10 min

Figura 2. Condiciones de amplificacion por PCR de loci microsatélites heter6logos en especies
del género Ramphocelus. A. Krueger & Williams (2006); B. Presente trabajo. Ta: Temperatura
de hibridacion (annealing); Tal: Temperatura de hibridacién 1; Ta2: Temperatura de hibridacion
2. min: Minutos; s: Segundos; °C: Grados centigrados.

Tabla 1. Temperaturas de hibridacion empleadas en el esquema de amplificacion de los loci
microsatélites del presente estudio.

RCcCAAT11
RcAAT12
RcAAAG14
RcAAAG406
RcAAAG410
RcGT257
Aspls

60
55
55
50
50
50
55

56
58
54
52
52
52
53

54
57
53
51
507
50
52+

Ta: Temperatura de hibridacion (annealing); Tal: Temperatura de hibridacion 1; Ta2:
Temperatura de hibridacion 2. T: Ta reportado por Noriega (2015). *: Ta reportado por Cornejo
(2016).
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En R. dimidiatus se observo un elevado nimero de alelos por cada locus tipificado, siendo el
locus RCAAAG14 el méas polimorfico (29 alelos) y el locus RCAAAG410 el menos polimorfico
(11 alelos). Adicionalmente, los alelos privados en los seis loci genotipados estan por encima
del 44,8%, con una media del 56,4% (Tabla 2).

En R. icteronotus se observd una relacién entre el rango alélico y el nimero de alelos, es
decir, los loci con mayor numero de alelos presentaron mayor rango alélico y los loci con menor
numero de alelos presentaron menor rango alélico. Se destaca también que, en promedio, esta
especie mostrd6 menor porcentaje de alelos privados comparada con R. dimidiatus; asimismo, R.
icteronotus exhibié un porcentaje igual o superior al 75% de alelos compartidos con R.
dimidiatus en todos los loci excepto RCAAAG410 (Tabla 2).

A partir del andlisis realizado en MICRO-CHECKER, se encontr6 que para los loci
considerados, R. dimidiatus evidencio el promedio més alto de alelos nulos. De igual manera, el
locus RcGT257 fue el Unico que presentd alelos nulos en R. icteronotus y mostrd altos

porcentajes de estos en las dos especies de estudio (Tabla 2).

Tabla 2. Namero de alelos por locus (A), porcentaje (%) de alelos privados, compartidos y nulos
y rango alélico (nimero de repeticiones) tipificado en Ramphocelus dimidiatus y R. icteronotus.
Locus A Alelos Alelos Alelos Rango

privados compartidos nulos* alélico

Ramphocelus dimidiatus

RcAATI11 14 50,00 50,00 0 16
RcAAAG14 29 44,83 55,17 14,05 38
RcAAAG406 15 80,00 20,00 6,92 14
RcAAAGA410 11 63,64 36,36 16,34 28
RcGT257 17 47,06 52,94 29,28 23
Aspl5 19 52,63 47,37 1,70 24
Media 17,50 56,36 43,64 11,38 23,83

D.E. 6,25 13,31 13,31 10,91 8,68
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Locus A Alelos Alelos Alelos Rango
privados compartidos nulos* alélico

Ramphocelus icteronotus

RcAATI11 8 12,50 87,50 0 8
RcAAAG14 20 20,00 80,00 0 40
RcAAAG406 4 25,00 75,00 0 6
RcAAAGA410 8 50,00 50,00 0 10
RcGT257 10 10,00 90,00 39,83 20
Aspul5 10 10,00 90,00 0 15
Media 10,00 21,25 78,75 6,64 16,50
D.E. 5,37 15,31 15,31 16,26 12,58

D.E.: Desviacion estandar; *: En todos los casos el valor fue estimado siguiendo lo recomendado
por Brookfield (1996).

3.2. Frecuencias alélicas y estimadores poblacionales

A partir de la asignacion alélica realizada con base en el célculo del nimero de repeticiones de
los productos amplificados, se estimaron las frecuencias alélicas y diferentes parametros
poblacionales dependientes de estas, tanto para R. dimidiatus (Tabla 3) como para R. icteronotus

(Tabla 4).

3.2.1 Locus RcAAT11. En Ramphocelus dimidiatus se detectaron 14 alelos siendo el mas
frecuente el de 15 repeticiones (f=0,18868) (Tabla 3), el cual no se tipifico en R. icteronotus,
especie en la que se obtuvo ocho alelos, donde el de 11 repeticiones fue el mas frecuente
(f=0,25000) (Tabla 4). Adicionalmente, este locus se caracterizd por ser uno de los menos
polimorficos para las especies bajo estudio.

En las dos especies este locus exhibio valores superiores al 84% de heterocigosidad esperada
y observada, siendo mayor estos valores en R. dimidiatus. El test de HW para este locus, mostro

en ambas especies, diferencias significativas por exceso de heterocigotos; complementado por
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los valores positivos para cada especie del coeficiente de endogamia (Fis), los cuales presentaron
diferencias significativas. Por su parte, los valores estimados del parametro M en R. dimidiatus y
R. icteronotus (0,82353 y 0,88889, respectivamente) no soportan la idea de un cuello de botella

reciente (Garza & Williamson, 2001) con base en este locus (Tablas 3y 4).

3.2.2. Locus RCAAAG14. Para este locus en R. dimidiatus se encontraron 29 alelos, donde el
maés frecuente fue el de 36 repeticiones (f=0,10377) (Tabla 3); mientras que en R. icteronotus se
detectaron 20 alelos siendo el de 30 repeticiones el mas frecuente (f=0,32143) (Tabla 4). De
todos los loci genotipados, este locus fue el més polimorfico y el que present6 el mayor numero
de alelos compartidos entre las dos especies de Ramphocelus (Tablas 3y 4).

Precisamente estas especies mostraron para este locus, valores superiores al 70% de
heterocigosidad esperada y observada, siendo mayor en R. icteronotus (>87%). El test de HW
solo mostro diferencias significativas en R. dimidiatus, posiblemente por déficit de heterocigotos,
a diferencia del posible exceso de heterocigotos presente en R. icteronotus. Lo anterior,
corroborado por los valores positivos en R. dimidiatus y negativos en R. icteronotus del Fis, el
cual no presentd diferencias significativas en esta Gltima. Por su parte el valor de M=0,7436 en
R. dimidiatus, no soporta la idea de un cuello de botella reciente (Garza & Williamson, 2001) en

esta especie, contrario a lo que ocurre en R. icteronotus (M=0,4878) (Tablas 3y 4).

3.2.3. Locus RCAAAG406. Se tipificaron 15 alelos en R. dimidiatus y el mas frecuente fue el
de 17 repeticiones (f=0,16038) (Tabla 3), el cual no se encontrd en R. icteronotus, especie en la
que se hallaron cuatro alelos, incluido el de 12 repeticiones que fue el mas frecuente (f=0,50000)

(Tabla 4). Asimismo, este locus se distingui6 por ser el menos polimoérfico en R. icteronotus y



DIVERSIDAD GENETICA DE DOS ESPECIES SIMPATRICAS | 31

por presentar frecuencias superiores a 0,0566 en mas del 65% de los alelos privados tipificados
en R. dimidiatus (Tablas 3y 4).

En las especies de estudio se evidenciaron valores iguales o superiores, para la
heterocigosidad esperada y observada, al 80% en R. dimidiatus y al 65% en R. icteronotus. El
test de HW no mostrd diferencias significativas en ninguna de las especies, asimismo en R.
dimidiatus y R. icteronotus se detectd deficit y exceso de heterocigotos, respectivamente,
ratificado por los valores estimados del Fis, los cuales no presentaron diferencias significativas.
Adicionalmente, el valor de M=1,0000 en R. dimidiatus no sustenta la idea de un cuello de
botella reciente (Garza & Williamson, 2001) en esta especie, lo que no sucede en R. icteronotus

(M=0,57143) (Tablas 3 y 4).

Tabla 3. Frecuencias alélicas y parametros poblacionales estimados a partir de seis loci
microsatélites heter6logos en Ramphocelus dimidiatus.

Alelo RcAAT11 RcAAAGl4 RcAAAG406 RcAAAG410 RcGT257 Asul5

5 0,01887
8 0,01887

9 0,00943 0,15094
10 0,01887 0,10377
11 0,00943 0,01887 0,04717
12 0,05660 0,00943 0,02830 0,04717
13 0,04717 0,05660 0,04717 0,03774
14 0,08491 0,04717 0,08491
15 0,18868 0,02830 0,12264 0,03774
16 0,15094 0,02830 0,02830
17 0,11321 0,16038 0,03774
18 0,17925 0,06604 0,01887
19 0,07547 0,00943 0,08491 0,13208 0,01887
20 0,11321 0,34906

21 0,00943 0,05660 0,13208 0,05660

22 0,02830 0,02830 0,06604

23 0,02830 0,07547 0,00943

24 0,01887 0,03774 0,05660 0,02830 0,00943
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Alelo RcAAT11 RcAAAGl4 RcAAAG406 RcAAAG410 RcGT257 Aspul5

25 0,01887 0,02830 0,03774
26 0,01887
27 0,00943 0,00943 0,00943
28 0,01887 0,00943
29 0,03774 0,02830 0,22642
30 0,02830 0,02830 0,01887
31 0,00943 0,01887
32 0,04717 0,11321
33 0,01887 0,02830
34 0,00943 0,07547
35 0,05660 0,02830 0,08491
36 0,10377 0,00943 0,02830
37 0,00943 0,04717 0,04717
38 0,02830 0,06604
39 0,04717 0,06604
40 0,04717 0,02830
41 0,06604
42 0,02830 0,03774
43 0,02830 0,01887
44 0,00943
45 0,01887 0,06604
46 0,04717
48 0,00943
49 0,01887
50 0,01887

Parametros Media D.E.
Ho 0,88679 0,70213 0,80392 0,62162 0,65385 0,86792 0,75604 0,11254
He 0,88464 0,95962 0,91654 0,76771 0,90977 0,90889 0,89120 0,06523
HW 0,00029* 0,00000* 0,18594 0,00185* 0,00087* 0,24091 0,07164 0,11119
M 0,82353 0,74359 1,00000 0,37931 0,70833 0,76000 0,73579 0,20297

Fis 0,53819* 0,27162* 0,22629 0,40090* -0,07065 0,31158* 0,27966 0,20405
PIC 0,86410 0,94750 0,90060 0,73470 0,89010 0,89330 0,87172 0,07241

Ho: Heterocigosidad observada; He: Heterocigosidad esperada; HW: Valor de p prueba de
Hardy-Weinberg; M: indice Garza-Williamson; Fis: Coeficiente de endogamia; PIC: Contenido
de Informacion Polimérfica; D.E.: Desviacion estandar; *p<0,05.
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Tabla 4. Frecuencias alélicas y parametros poblacionales estimados a partir de seis loci

microsatélites heter6logos en Ramphocelus icteronotus.

Alelo RcAAT11 RcAAAG14 RcAAAG406 RcAAAG410 RcGT257  Asuplb
8 0,03571

9 0,12500 0,05357 0,07143

10 0,01786 0,19643

11 0,25000 0,03571

12 0,12500 0,01786 0,50000

13 0,19643 0,01786 0,07143

14 0,17857 0,16071 0,07143

15 0,01786 0,28571 0,03571

16 0,05357 0,03571

17 0,05357 0,01786 0,03571

18 0,07143

19 0,01786 0,23214 0,03571

20 0,26786

21 0,03571 0,30357

24 0,03571 0,03571
25 0,05357 0,03571 0,03571
26 0,01786

28 0,01786

29 0,03571 0,07143
30 0,32143

31 0,08929

32 0,05357 0,17857
33 0,01786 0,25000
34 0,03571 0,08929
35 0,08929 0,01786
36 0,07143 0,28571
37 0,01786

38 0,01786
39 0,01786
40 0,01786

41 0,01786

51 0,03571

52 0,01786
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Parametros Media D.E.

Ho 0,85714 0,92857 0,75000 0,92857 0,50000 0,85714 0,80357 0,16249
He 0,84481 0,87727 0,65130 0,78701 0,86096 0,82208 0,80724 0,08264
HW 0,00045* 0,82578 0,92030 0,69278 0,00973* 0,84925 0,54972 0,42825

M 0,88889 0,48780 0,57143 0,72727 0,47619 0,62500 0,62943 0,15736
Fis 0,44415* -0,13055 -0,04912 0,01809 -0,19453 -0,06617 0,00365 0,22768
PIC 0,80760 0,85330 0,57970 0,73800 0,82020 0,78200 0,76347 0,09798

Ho: Heterocigosidad observada; He: Heterocigosidad esperada; HW: Valor de p prueba de
Hardy-Weinberg; M: Indice Garza-Williamson; Fis: Coeficiente de endogamia; PIC: Contenido
de Informacion Polimorfica; D.E.: Desviacion estandar; *p<0,05.

3.2.4. Locus RcAAAG410. R. dimidiatus exhibié 11 alelos donde el mas frecuente fue el de
20 repeticiones (f=0,34906) (Tabla 3) y en R. icteronotus se detectaron ocho alelos, donde el de
21 repeticiones fue el mas frecuente (f=0,30357) (Tabla 4). Este locus se destaco por: i) ser el
menos polimarfico en R. dimidiatus, ii) presentar los alelos méas frecuentes de cada especie como
compartidos vy iii) tener frecuencias superiores a 0,12264 en el 75% de los alelos compartidos
(Tablas 3y 4).

En R. dimidiatus la heterocigosidad observada es baja (0,6216) comparada con la estimada
para este parametro en R. icteronotus (0,9286). EI test HW solo mostro diferencias significativas
en R. dimidiatus, quiza a causa del déficit de heterocigotos corroborado por el alto valor del Fis
(0,40090; p<0,05); por el contrario, en R. icteronotus se evidencid exceso de heterocigotos
(Fi1s=0,01809; p>0,05). EIl valor de M=0,37931 para este locus en R. dimidiatus, soporta la idea
de un cuello de botella reciente (Garza & Williamson, 2001) en esta especie, aspecto que no

ocurre con R. icteronotus (M=0,72727) (Tablas 3y 4).

3.2.5. Locus RcGT257. Para este locus en R. dimidiatus se obtuvo 17 alelos, en los que el

mas frecuente fue el de nueve repeticiones (f=0,15094) (Tabla 3). A su vez, R. icteronotus
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mostrd 10 alelos, todos compartidos excepto el de ocho repeticiones, donde el de 10 repeticiones
es el mas frecuente (f=0,19643) (Tabla 4).

Para el locus RcGT257, las especies estudiadas exhibieron Ho<0,66 y He>0,86. Por su parte
el test HW evidencid diferencias significativas, probablemente a causa del alto porcentaje de
alelos nulos que presento este locus en las dos especies de Ramphocelus; precisamente en estas,
el coeficiente de endogamia estimado fue negativo y no mostro diferencias significativas. En R.
dimidiatus el estimado de M=0,70833, no sustenta la idea de un cuello de botella reciente (Garza
& Williamson, 2001) en esta especie, mientras que el estimado en R. icteronotus (M=0,47619) si

lo sugiere (Tablas 3y 4).

3.2.6. Locus Aspl5. En la especie R. dimidiatus se hallaron 19 alelos, siendo el mas frecuente
el de 29 repeticiones (f=0,22642) (Tabla 3). Por su parte, en R. icteronotus se encontraron 10
alelos, de los cuales el de 36 repeticiones fue el mas frecuente (f=0,28571) (Tabla 4). En las dos
especies, este locus se distinguid por ser el segundo mas polimorfico de los seis loci trabajados,
donde los alelos mas frecuentes se localizaron dentro de los compartidos en los que mas de la
mitad exhibieron £>0,06604 (Tablas 3y 4).

Las especies de Ramphocelus estudiadas mostraron para este locus valores de Ho y He>0,82.
El test de HW no mostré diferencias significativas en ninguna de las dos especies; no obstante,
se evidencid diferencias en torno al Fis en R. dimidiatus. Asimismo, el valor de M=0,62500 en
R. icteronotus, sostiene la idea de un cuello de botella reciente (Garza & Williamson, 2001) en
esta especie, aspecto que no se evidencia en R. dimidiatus (M=0,76000) (Tablas 3y 4).

En general, con base en los seis loci heter6logos tipificados en R. dimidiatus y R. icteronotus,

se evidencio que:
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A. La diversidad genética promedio en las dos especies es alta (Ho>0,756+0,113 y
He>0,807+0,083) y no presenta diferencias significativas entre ellas (Tablas 3 y 4). R. dimidiatus
exhibe la mayor diversidad genética promedio (Fe=0,898+0,062) en la zona de simpatria (datos
no mostrados), con lo cual se desvirtda la hipotesis nula.

B. La diversidad genética (He) en R. icteronotus disminuye a medida que aumenta la altitud
de las localidades donde las dos especies de Ramphocelus coexisten, aspecto que no se evidencia

en R. dimidiatus donde el patrén sugiere un comportamiento bimodal (Figura 3).

A1l B !
0,9 0,9
0,8 0,8
0,7 0,7
0,6 San Benito 0,6
[} Tagua [} 0.5 Tagua
T05 TO
Diviso Diviso
0.4 0.4 _
' ® Aburrido m Judia
03 u Judia 03
0,2 0,2
0,1 0,1
0 0
Radi Raic Radi Raic
Localidad Localidad

Figura 3. Heterocigocidad esperada (He) vs altitud de localidades simpatricas donde coexisten R.
dimidiatus y R. icteronotus en el departamento de Santander. A. Todas las localidas simpatricas;
B. Localidades mayormente representadas; Para todos los casos, en cada grupo de barras por
especie, la altitud por localidad aumenta de izquierda a derecha; Radi: Ramphocelus dimidiatus;
Raic: Ramphocelus icteronotus.

C. Entre las dos especies de estudio, la endogamia promedio mas alta se aprecié en R.
dimidiatus cuando se consideraron: i) todas las localidades dentro de la misma unidad genético

reproductiva (Fi1s=0,279; p>0,05) (Tabla 3) y ii) Unicamente las localidades de la zona de

simpatria (F1s=0,206; p<0,05) (datos no mostrados).
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D. No ha ocurrido eventos que generen una disminucion dréstica del tamafio poblacional en
R. dimidiatus (M=0,73579), comparado con lo detectado en R. icteronotus (M=0,62943) (Tablas
3y4).

E. Todos los loci estudiados son altamente informativos (P1C>0,5) (Botstein et al., 1980) en
las dos especies de Ramphocelus consideradas (Tablas 3y 4).

F. Ramphocelus dimidiatus en las localidades de simpatria presenta mayores valores de He
comparado con R. icteronotus, excepto en la localidad ElI Aburrido (EA), y el valor de He de R.
dimidiatus en la localidad no simpétrica (LP), hace parte del rango en el que se distribuye dicho
pardmetro en las localidades simpétricas (0,76407>He<0,91958) de ambas especies; mientras
que la heterocigosidad observada en dicha localidad exhibe el menor valor estimado
(Ho=0,60000+0,30459) de este pardmetro entre todos los sitios muestreados para las dos

especies de Ramphocelus consideradas (Tabla 5).

Tabla 5. Estimadores de diversidad genética (Ho y He) y coeficiente de endogamia (Fis) por
localidad en R. dimidiatus y R. icteronotus.

Localidad Ho He Fis
Ramphocelus dimidiatus
ED 0,79234 +0,07237 0,87445 +0,07760  0,12760
LT 0,74282 + 0,16060 0,90051 + 0,05577  0,18751
LJ 0,75218 + 0,20990 0,8961 £ 0,048210  0,29791
EA 0,80000 + 0,44721 0,76667 +0,14907  0,35789
SB 0,90000 + 0,16733 0,91958 + 0,03458 0,47114*
LP 0,60000 + 0,30459 0,80261 + 0,09057  0,06418

Ramphocelus icteronotus

ED 0,69444 + 0,36004 0,79329 +0,14669  -0,23250
LT 0,75000 * 0,37639 0,80483 +0,06320  0,27936
LJ 0,86111 + 0,12546 0,76407 +0,07174  -0,09685
EA 1,00000 + 0,00000 0,77778 +0,13608 -1,18660
SB 0,83333 + 0,25820 0,88889 + 0,08607  -0,09756

Para todos los casos ED: El Diviso; LT: La Tagua; LJ: La Judia; EA:

Benito; LP: Llano de Palmas; * p<0,05.

El Aburrido; SB: San
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G. El coeficiente de endogamia entre las localidades simpatricas mostro valores Fis>0,1276 en
R. dimidiatus y Fis<-0,0968 en R. icteronotus; pese a esto en La Tagua esta especie presento el
mayor coeficiente de endogamia (Fis=0,279), mientras que, en Llano de Palmas, R. dimidiatus

exhibid el menor valor de Fis de esta especie (Tabla 5).

3.3. Flujo y estructura genética

El AMOVA vy las estimaciones de flujo génico se realizaron considerando los genotipos y las
frecuencias alélicas de cinco loci microsatélites genotipados en las dos especies de estudio. Se
excluyd la informacion del locus RcGT257 debido a los altos porcentajes de alelos nulos
exhibidos por este locus STR. Adicionalmente, con el fin de conocer el grado de estructura
genética presente en las poblaciones, se evaluaron diferentes hip6tesis de agrupamiento, en las
cuales se consider6é que R. dimidiatus se encuentra en localidades no simpatricas y simpatricas
con R. icteronotus en el departamento de Santander. Para este analisis se contempl6 el hecho de
evaluar las distintas hipétesis, teniendo en cuenta los cinco loci considerados en la AMOVA y
los seis loci tipificados en el estudio.

Con base en lo anterior, se evidencié un bajo valor del estimador de diferenciacion genética
en R. dimidiatus en las localidades de simpatria (Radi-simp, Rst=0,03513) y cuando se incluyd
la localidad no simpatrica (Radi-simp+LP, Rst=0,05918). Este resultado indica que R.
dimidiatus se comporta como una Unica unidad genética en las localidades donde se realizo el
muestreo. Por su parte, R. icteronotus mostré un mayor grado de diferenciacion genética, dado

por el valor Rst=0,08556, comparado con R. dimidiatus (Tabla 6).
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Tabla 6. Valores estimados del indice de diferenciacion genética Rst a partir de diferentes
hipédtesis de agrupamiento de R. dimidiatus y R. icteronotus.

Hipotesis de agrupamiento Rst (5 loci) Rst (6 loci)
1. Radi-simp 0,03513 0,03366
2. Radi-simp+LP 0,05918 0,06178
3. Raic-simp 0,08556 0,07610
4. Radi-simp vs Raic-simp 0,19507* 0,17948*
5. Radi-simp+LP vs Raic-simp 0,19692* 0,17947*

Radi: Ramphocelus dimidiatus; Raic: Ramphocelus icteronotus; simp: Simpatria (incluye las
localidades: El Diviso, La Tagua y La Judia); LP: Llano de palmas (localidad no simpaétrica);
*

p<0,05.

Por su parte, el Analisis Molecular de Varianza basado en las medias de las varianzas del
numero de repeticiones al cuadrado (Rst), mostro que el 65,85% de la variacion se encuentra
dentro de los individuos y que la variacion entre las dos especies es del 19,69% (datos no
mostrados). Asimismo, se calculdo un Rst=0,197 (p<0,05), lo cual es indicativo de la alta
diferenciacion genética (Slatkin, 1995; Hartl & Clark, 2007) presente entre R. dimidiatus y R.
icteronotus (Tabla 6).

Este resultado se corrobora con lo hallado en un anélisis basado en inferencia bayesiana a
partir de los genotipos individuales, realizado en el software STRUCTURE, el cual muestra dos
grupos genéticamente distinguibles (K=2) que corresponden a cada especie considerada en el
estudio (Figura 4A), soportado por el estadistico ad hoc “AK ““ (Figura 4B) estimado a partir de

lo propuesto por Evanno et al., (2005).
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Figura 4. Estructura genética en R. dimidiatus y R. icteronotus a partir de cinco loci STR’s
heter6logos. A. Estructura poblacional (K=2); LP: Llano de palmas (localidad no simpétrica en
R. dimidiatus). B. 4K calculado a partir del método de Evanno et al., (2005). EI mayor valor de
la grafica corresponde al mejor K(*), en este caso 2 grupos genéticos.

En la Figura 4A, cada individuo esta representado por una delgada linea vertical que se divide
en varios segmentos de colores. Estos segmentos representan la fraccion estimada de que un
individuo pertenezca a uno de los diferentes grupos K. EIl mejor K se estimo a partir del método
propuesto por Evanno et al., (2005), estadistico basado en la tasa de cambio en la probabilidad
logaritmica de los datos entre sucesivos valores de K. En este caso, el mejor K corresponde al
valor modal o mas alto mostrado en la Figura 4B (K=2; AK=99,48417). La probabilidad de
asignacion para cada poblacion predefinida en el nimero de grupos genéticos (K=2), es p=0,97 y
p=0,95 para R. dimidiatus en LP y en las localidades de simpatria, respectivamente (color rojo,

Fig. 4A), mientras que en R. icteronotus p=0,924 (color verde, Fig. 4A).



DIVERSIDAD GENETICA DE DOS ESPECIES SIMPATRICAS | 41

El anélisis pareado de distancias genéticas basadas en Rst (Slatkin, 1995), cuando se
consideraron las localidades donde las dos especies se encuentran en simpatria, exhibio los
valores més bajos de diferenciacion poblacional en las parejas LJ — LT (Rst=-0,03786) para R.
dimidiatus, y LJ — ED (Rst=0,04254) en R. icteronotus (Tabla 7). Estos resultados se corroboran
con los més altos valores de la tasa efectiva de migrantes por generacion (Nm), estimados en
estas parejas de localidades para cada especie (Tabla 7). Por otro lado, los valores pareados de
Rst donde se incluye las muestras de R. dimidiatus de la localidad de no simpatria, denotan un
mayor grado de diferenciacién genética con las muestras poblacionales de las dos especies
consideradas, excepto la pareja Radi-LP — Radi-LT (Rst=0,027) (Tabla 7).

El andlisis entre especies, mostrd que todas las parejas presentan diferencias significativas
(p<0,05) de los valores pareados de Rst, ademas de evidenciar alta diferenciacion genética
(Slatkin, 1995), presente entre R. dimidiatus y R. icteronotus, corroborada con bajos valores de
Nm. Sin embargo, este parametro se establecié entre uno (1) a cerca de tres (3) individuos
migrantes efectivos por generacién, en las parejas simpatricas de La Judia y EIl Diviso,

respectivamente (Tabla 7).

Tabla 7. Distancias genéticas basadas en Rst y Numero efectivo de migrantes por generacion
(Nm) por parejas de localidades en R. icteronotus y R. dimidiatus a partir de cinco loci
microsateélites.

Radi-LP Radi-ED Radi-LT Radi-LJ Raic-ED Raic-LT Raic-LJ

Radi-LP - 2,08588 17,87262 4,47574 0,67299 1,27473 0,61304
Radi-ED | 0,19336* - 6,20510  10,95683
Radi-LT | 0,02721 0,07457* - inf

Radi-LJ 0,10049 0,04364 -0,03786 -

Raic-ED | 0,42626* -

Raic-LT |0,28173*

Raic-LJ | 0,44922* -
Debajo de la diagonal: indice de diferenciacion poblacional (Rst); Encima de la diagonal: Nimero
efectivo de migrantes (Nm); Radi: Ramphocelus dimidiatus; Raic: Ramphocelus icteronotus; LP: Llano
de palmas (localidad no simpétrica); ED: El Diviso; LT: La Tagua; LJ: La Judia; *p<0,05.
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Adicionalmente, se evalud la hipétesis de aislamiento por distancia para las dos especies de
Ramphocelus estudiadas, a partir de un test de mantel como lo propone (Excoffier & Lischer,
2010). Este test se realizd en las localidades simpétricas de R. icteronotus y R. dimidiatus, y
entre las simpatricas y no simpatricas de esta ultima. En general, para cada especie en las
localidades simpétricas se evidencio correlacién positiva, siendo mas fuerte la proximidad
geografica con la genética (Smouse et al., 1986) en R. icteronotus que en R. dimidiatus incluido

el agrupamiento con la localidad no simpatrica (Tabla 8).

Tabla 8. Valores estimados de coeficientes del test de mantel y su significancia.

Agrupamiento rho (r) R? p
Radi-simp 0,59311 0,35178 0,16741

Radi-simp+LP 0,55288 0,30568 0,10842
Raic-simp 0,70235 0,49330 0,08382

Rho (r): Coeficiente de correlacion; R% Coeficiente de determinacion; p: significancia
estadistica; Radi: Ramphocelus dimidiatus; Raic: Ramphocelus icteronotus; simp: Simpatria; LP:
Llano de palmas (localidad no simpatrica).

4. Discusion

4.1. Estandarizacion de loci microsatélites heterdlogos y asignacion alélica

Krueger & Williams (2006) reportaron el disefio de seis loci microsatélites a partir de
Ramphocelus costaricensis y recomendaron el uso de esos loci para evaluar la diversidad
genética de diferentes especies, principalmente de Thraupidae. En LGPC-UIS se estandarizaron

cuatro de los loci utilizados en R. costaricensis (Noriega, 2015; Cornejo, 2016), pese a ser un
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avance importante, el presente estudio incluyé la adicion de una cola M13 fluoromarcada en
alguno de los dos cebadores de todos los loci STR’s (Anexo B), con el objetivo de detectar el
grado de polimorfismo presente en muestras de R. dimidiatus y R. icteronotus, y asi estimar la
diversidad genética y evaluar el grado de estructura en localidades simpétricas de estas especies
en el departamento de Santander, Colombia.

La adicion de la cola M13 fluoromarcada, generd variaciones en las condiciones de
amplificacion y los tiempos de ciclado reportados por Krueger & Williams (2006) para cada loci
y para los loci RCAAAG410 y AsulS descritos por Noriega (2015) y Cornejo (2016),
respectivamente (Figura 2, Tabla 1). La estandarizacion fue necesaria dado que las condiciones
descritas en la literatura, generan bandas inespecificas que dificultan analizar el polimorfismo de
los loci STR’s, lo cual puede conducir a alguno de los tres tipos de errores de genotipado: i)
presencia de alelos nulos, ii) asignacién alélica de bandas Stutter y iii) preferencia de
amplificacion de alelos pequefios (Dewoody et al., 2006).

La amplificacién de los loci microsatélites en R. dimidiatus y R. icteronotus mostré un alto
grado de polimorfismo (Botstein et al., 1980; Mateescu et al., 2005) en ellos; lo cual permite
inferir que las regiones flanqueantes de los cebadores son conservadas (Primmer et al., 2005;
Canales-Aguirre et al., 2010) a nivel de género para los loci aislados en R. costaricensis, y a
nivel de orden para el locus de Ammodramus savannarum, implementados por Krueger &
Williams (2006). Los resultados obtenidos evidenciaron patrones ilegibles en los
electroferogramas generados a partir de los amplicones del locus RCAAT12 (Anexo C); por lo
que se determind excluirlo en la estimacion de los parametros genético-poblacionales.

Ocampo (2008) y Gonzalez (2009) utilizaron los loci microsatélites RCAAT11, RCAAAG14,

Asul5 y RcAAAG406, RCAAAGA4A10, respectivamente, para evaluar la diversidad genética en
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muestras poblacionales de R. flammigerus y R. icteronotus de la Cordillera Occidental y el
Pacifico Colombiano. Los resultados obtenidos por estos investigadores no son comparables
con los del presente estudio, debido a que su método de asignacion alélica consistio en el uso de
imagenes digitalizadas de geles de poliacrilamida; a diferencia de este trabajo, en donde se
realizé electroforesis capilar en un analizador genético y posterior analisis de los
electroferogramas con el software GENEIOUS, incrementandose la sensibilidad, especificidad y
precision de la asignacion alélica, aspectos que segun Fitarelli-Kiehl et al., (2016) pueden variar
en dependencia del método de tipificacion que se utilice.

Pese a lo descrito anteriormente, el nimero de alelos por locus (A) reportados en tres de los
loci estudiados en R. icteronotus por Ocampo (2008) y Gonzélez (2009), presentan un mayor
numero de alelos en los loci RCAAT11 (16 alelos), Asul5 (17 alelos) y RCAAAG406 (seis
alelos). En estos loci A fue menor en muestras poblacionales de la misma especie del
departamento de Santander, posiblemente a causa de la distribucién histdrica de R. icteronotus
en la costa pacifica desde Panama hasta el norte de Ecuador (Hilty & Brown, 1986), o Choco
biogeografico (Morrone, 2014), donde se esperaria encontrar la mayor diversidad alélica de esta
especie.  Adicional a esto, se tiene evidencia molecular que R. icteronotus continla
expandiéndose (Morales-Rozo et al., 2014) hacia la Cordillera Oriental (Carrefio, 2013; Archila,
2014; Vargas, 2017).

En cuanto al porcentaje de alelos privados, este fue mayor en R. dimidiatus mientras que en R.
icteronotus fue mayor el porcentaje de alelos compartidos (Tabla 2). Esto puede deberse a que el
tamafio muestral (N) de cada especie fue diferente (Kalinowski, 2004), dado que R. dimidiatus
(especie residente) (Noriega, 2015; Cornejo, 2016) se encuentra mejor representada que R.

icteronotus, pues esta Gltima a causa de su expansion en el rango distribucional puede manifestar
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bajos efectivos poblacionales (Carrefio, 2013) en las localidades muestreadas. Dicha relacién en
los porcentajes de alelos no deberia cambiar sustancialmente, si se implementan métodos de
ajuste para tamafios de muestra desigual (Leberg, 2002), como la rarefaccion, debido a que la
frecuencia promedio de los alelos privados en R. dimidiatus (f=0,04187) indica que estos alelos
posiblemente llevan cierto tiempo en la poblacién y, por tanto, algunos de ellos podrian llegar a
identificarla (Arbelédez, 2003). Es importante aclarar que, aunque en un locus el valor de alelos
privados o compartidos sea el mismo para las dos especies, no significa que este vaya a tener la
misma relacion en cada una, dado que el porcentaje va estar en dependencia de A por especie
(Leberg, 2002).

Con el propésito de obtener genotipos consistentes en cada individuo muestreado, corregir los
posibles errores de genotipado y disminuir asignaciones alélicas a bandas stutter (Dewoody et
al., 2006), se reamplificaron la mayoria de muestras de Ramphocelus utilizadas en esta
investigacion; para esto se incluyeron todas las muestras de individuos homocigotos
(independiente del tamafio del alelo) para mitigar la preferencia de amplificacién de alelos
pequefios (Bjorklund, 2005) y también, se ajustaron las frecuencias alélicas (asumiendo
equilibrio de Hardy-Weinberg) en los loci que presentaron alelos nulos, a través del método

propuesto por Brookfield (1996), en el software MICRO-CHECKER.

4.2. Diversidad geneética y parametros poblacionales en R. Dimidiatus y R. icteronotus

Los indices de diversidad genética se estimaron considerando la informacidn generada a partir de

seis loci tipificados (Anexo D), a saber: RCAAT11, RCAAAG14, RcAAAG406, RcAAAG410,

RcGT257, Asulb, y contemplando las frecuencias alélicas ajustadas para aquellos que



DIVERSIDAD GENETICA DE DOS ESPECIES SIMPATRICAS | 46

evidenciaban altos niveles de alelos nulos (Brookfield, 1996). El no tener en cuenta el efecto de
alguno de los tres tipos de errores de genotipado (anteriormente mencionados), puede resultar en
malas interpretaciones de los datos al evaluar hipétesis ecoldgicas, evolutivas (Dewoody et al.,
2006) y genético-poblacionales.

En estudios de esta naturaleza, es importante contar con loci STR’s altamente informativos,
aspecto que se evidencio en todos los loci estudiados para las dos especies de Ramphocelus
consideradas, cuando se evalud el contenido de informacion polimérfica (PIC) de cada STR
(Botstein et al., 1980). Segun estos investigadores valores de PIC>0,5 de un STR particular,
deben considerarse como altamente informativos. El valor estimado de PIC del locus
RCAAAG406 (Tabla 4) en R. icteronotus, seria razonablemente informativo bajo la propuesta de
Mateescu et al., (2005). Los resultados muestran valores de PIC mayores en R. dimidiatus
comparado con R. icteronotus (Tablas 3 y 4).

Ramphocelus dimidiatus presenté cuatro loci por fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE), posiblemente por déficit de heterocigotos, corroborado por el valor del coeficiente de
endogamia (Fis>0,27) en tres de estos loci (Tabla 3). El locus RcGT257 evidencia déficit de
heterocigotos, pese al valor negativo estimado del coeficiente de endogamia (Fis=-0,07065); este
hecho se puede sustentar en el alto porcentaje de alelos nulos evidenciados para este locus, dado
que dichos alelos al no generar un producto visible (Dakin & Avise, 2004), sobreestiman las
frecuencias alélicas y disminuyen la heterocigosidad observada (Dewoody et al., 2006). Sin
embargo, el ajuste realizado a las frecuencias alélicas de este locus, exhibe una reduccion en el
valor de Fis estimado para este locus.

En R. dimidiatus la presencia de alelos nulos afecta, principalmente, la estimacion de Fis. Un

analisis adicional en el que se excluyé este locus, mostro que Fis=0,34972 en promedio (datos no
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mostrados). Estos resultados indican que en esta especie el nivel de endogamia incrementa como
consecuencia de la ocurrencia de apareamientos preferenciales entre individuos emparentados o
con genotipos idénticos. A largo plazo, este tipo de apareamientos causarian pérdida importante
de la diversidad genética (Jamieson, 2011), afectando la integridad y el fitness de la poblacion
(Frankham et al., 2002). Adicionalmente, Ocampo (2008) evidencidé un patrén similar, al
detectado para R. dimidiatus, atribuible a la estructura social de la especie R. flammigerus
descrito por Bedoya (2007).

Por su parte, R. icteronotus mostré dos loci por fuera de HWE, siendo el locus RcGT257 el
unico que presento alelos nulos (Tabla 2), y déficit de heterocigotos (Tabla 4). En esta especie la
presencia de alelos nulos afecta negativamente la heterocigosidad observada promedio
(Ho=0,80357), debido a que en todos los loci (excepto RcGT257) fue evidente un exceso de
heterocigotos; soportado por el coeficiente de endogamia. Un anélisis adicional en el que se
excluyd el locus RcGT257, estimé que Ho=0,86429 (datos no mostrados). El exceso de
heterocigotos es caracteristico de poblaciones que evidencian procesos de seleccion a favor de
individuos heterocigotos (Hartl & Clark, 2007). La estructura social de esta especie, se basa en
que los machos cuando alcanzan la etapa de madurez, generalmente se marchan de su nucleo
familiar y buscan pareja en otras localidades (Bedoya, 2007), lo que favorece la mezcla con
individuos genéticamente no emparentados, incrementando la variabilidad genética de la especie
(Lockwood et al., 2005; Suh et al., 2014).

En las dos especies estudiadas de Ramphocelus se encontré que hay equilibrio HW pese a la
existencia de loci por fuera del mismo. Las desviaciones de HWE encontradas pueden deberse
principalmente a: i) errores de genotipado por el aparente exceso de genotipos homocigotos que

varian las frecuencias alélicas y simulan tener un déficit de heterocigotos (Morin et al., 2009); ii)
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un posible efecto Wahlund sumado a los errores de genotipado, que genera una reduccion en la
heterocigosidad causada por subestructuracion poblacional (Karlsson & Mork, 2005) vy iii)
elevados niveles de endogamia (Van Oosterhout et al., 2006). Adicionalmente, otros factores
que pueden influir en las desviaciones de HWE son los apareamientos aleatorios entre los
individuos, errores de muestreo y distorsiones en la contribucién de gametos en la progenie
(Hammond et al., 1994).

En cuanto a los errores de genotipado, estos se relacionan con modificaciones en los sitios de
anclaje de los cebadores, lo cual provocaria un fallo de amplificacién en algunos alelos en
particular (Dakin & Avise, 2004; Van Oosterhout et al., 2006). Lo anterior puede deberse a la
cercania filogenética que tienen las especies bajo estudio con R. costaricensis, especie de la cual
se aislaron seis de los loci STR’s (Krueger & Williams, 2006). En este sentido, R. dimidiatus se
encuentra filogenéticamente mas alejada que R. icteronotus de R. costaricensis (Burns et al.,
2016).

La reduccion del tamafio poblacional puede ser interpretada a partir del pardametro M
propuesto por Garza & Williamson (2001). Estos investigadores reportan que valores de M<0,7,
evidencian reduccion en el tamafio censal de las poblacionales consideradas y lo contrario ocurre
cuando M>0,82. En el sentido expuesto los resultados evidencian reduccién poblacional
(M=0,62943) en R. icteronotus, comparada con R. dimidiatus (M=0,73579).

Lo anterior se sustenta en la distribucion historica de cada especie (Hilty & Brown, 1986),
mientras R. dimidiatus es residente en el departamento de Santander, con poblaciones
distribuidas desde el centro al norte de Colombia (McMullan et al., 2011), por su parte R.
icteronotus ha ampliado su rango de distribucién hasta el valle medio del rio Magdalena y las

zonas montafiosas del departamento de Santander (McMullan et al., 2011). Adicionalmente, de
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una especie residente se esperarian tamafios poblacionales grandes en su rango de distribucion,
contrario a una especie en expansion, la cual presentara tamafios poblacionales reducidos (De
Jong et al., 2011; De la Rosa, 2012) con afectacion de la diversidad genética.

Por otro lado en todas las localidades, excepto EI Aburrido (EA), R. dimidatus mostro deficit
de heterocigotos debido, posiblemente, al bajo tamafio muestral en algunas localidades y a otros
aspectos relacionados con su estructura social, la presencia de alelos nulos, el nivel de
endogamia detectado en esta especie y al efecto Wahlund; dado que las localidades analizadas no
componen el total de los individuos de la poblacion y, por tanto, esa informacion faltante puede
conllevar a reducir la heterocigosidad, a causa de la estructura de las subpoblaciones
(Dharmarajan et al., 2013).

El comportamiento de Ho y Fis en la zona de simpatria, puede deberse a la actual coexistencia
de las dos especies de Ramphocelus en la misma, dado que la expansion geografica de R.
icteronotus, pudo influir en la estructura social de la especie residente, causando mayores niveles
de endogamia (Grant & Grant, 2009)

en ella. El referido comportamiento de Ho y Fis, no se manifiesta en la localidad no
simpatrica (LP) donde se encontrd R. dimidiatus (Tabla 5). Por su parte R. icteronotus presento
valores negativos de Fisen la mayoria de las localidades simpétricas (Tabla 5); este exceso de
heterocigotos se puede deber a la proporcion desigual del nimero de individuos de cada sexo
(Fontdevila & Moya, 1999), el cual puede tener influencia en la estructura social de la especie
(por lo general hay menos machos que hembras en los grupos observados; Obs. per); asi como a
un posible flujo de migrantes que genere hetrogamia (Hartl & Clark, 2007) y favorezca, como ya

se indicd, la mezcla con individuos genéticamente no emparentados (Suh et al., 2014).
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En general se encontrd, a partir de los seis loci STR’s heter6logos descritos anteriormente,
que la mayor diversidad genética promedio la exhibe R. dimidiatus (He=0,898+0,062; datos no
mostrados) en la zona de simpatria, desvirtuando la Hipotesis nula. De igual forma, las dos
especies de Ramphocelus consideradas, segun lo propuesto por Hammond et al., (1994), no
presentan diferencias significativas entre ellas en cuanto a los pardametros Ho y He (Tablas 3 y
4).

La diversidad genética promedio estimada para R. icteronotus (He=0,807+0,083) es menor
respecto a la reportada para la misma especie por Ocampo (2008) y Gonzélez (2009).
Anteriormente, se hizo mencion de las diferencias en los métodos de asignacion alélica por esos
autores, adicional a esto se presentan diferencias con respecto al nimero de loci analizados (tres
y dos, respectivamente) y el nimero de individuos muestreados (15 y 14, respectivamente). Pese
a estas diferencias, el valor de He en R. icteronotus fue mayor en la region donde esta especie se
distribuye histéricamente. Lo anterior brinda soporte adicional al hecho que R. icteronotus se
encuentra ain en un proceso de expansion hacia la Cordillera Oriental (Vargas, 2017).

Los valores de Ho y He estimados en R. icteronotus y R. dimidiatus, son comparables a los
reportados por Krueger & Williams (2006) y Krueger et al., (2008) para R. costaricensis. Estos
investigadores estimaron, para siete loci STR’s, Ho0=0,82000, He=0,82571 y PIC
promedio=0,81143, siendo Ho mayor que la reportada en las dos especies de estudio, mientras
que He y PIC promedio fueron menores a los detectados en R. dimidiatus, indicando que, pese a
los cebadores no haber sido diseflados para esta especie mostraron un mayor nivel de
polimorfismo que para R. costaricensis. Estos resultados se soportan con la idea que las regiones
flanqueantes de los cebadores son conservadas (Primmer et al., 2005; Canales-Aguirre et al.,

2010), mientras que, en las regiones repetidas con el paso del tiempo, han ocurrido cambios que
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se explican por las altas tasas mutacionales de los STR’s (Aranguren-Méndez et al., 2005) y la
distancia filogenética de las especies implicadas (Burns et al., 2016).

Otro hecho destacable lo constituye los bajos valores de Ho, He y PIC estimados en R.
costaricensis para el locus RcGT257 (Krueger et al., 2008). Tanto en R. dimidiatus como en R.
icteronotus estos parametros fueron mas altos pese al porcentaje de alelos nulos detectados en
este locus y pese a la cercana relacion filogenética que guarda R. costaricensis con R.
flammigerus (Burns et al., 2016), subespecie estrechamente relacionada con R. icteronotus
(Hackett, 1996). Una posible explicacion de este patron (mayor Ho y He) en las especies de
Ramphocelus consideradas, se centra en que al ajustar los genotipos que presentan alelos nulos
se sobreestiman las frecuencias alélicas al exhibir dichos alelos en estado heterocigoto (Dewoody
et al., 2006).

En el departamento de Santander R. icteronotus presentd una clina altitudinal en términos de
la diversidad genética, dado que a medida que incrementa la altitud disminuye la diversidad
genética (Figura 3). Segun Antoniazza et al., (2010) este tipo de variacion clinal se debe,
posiblemente, a la adaptacidn de los diferentes genotipos a las condiciones locales a lo largo de
un gradiente ambiental; aunque, también puede ser el resultado de evolucion neutral, generada
por expansion geografica de la poblacion (Klopfstein et al., 2006; Excoffier & Ray, 2008).

El fendbmeno de expansion que sigue R. icteronotus, puede guardar relacion con el aparente
exceso de heterocigotos sesgado por la presencia de alelos nulos, y la reduccion poblacional
evidenciada con el valor M=0,62943 (Tabla 4). Esto se puede explicar considerando que
reducciones poblacionales o cuellos de botella, pueden inducir un exceso transitorio de
heterocigosidad (Cornuet & Luikart, 1996; Dallas et al., 1999; Pierson et al., 2000), algo que

podria ser caracteristico de esta especie en el departamento Santander; complementado por una
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rapida expansion demografica en este periodo, con bajos tamafios efectivos poblacionales (De
Jong et al., 2011; De la Rosa, 2012).

En su conjunto, los resultados obtenidos evidencian la transferibilidad de los loci propuestos
por Krueger & Williams (2006) en R. dimidiatus y R. icteronotus, ademas de mostrar altos
valores de diversidad genética. En R. bresilius, por ejemplo, se evalu6 y utilizaron loci STR’s
heter6logos aislados y disefiados a partir de especies de seis familias diferentes de Passeriformes
que no incluyeron a Thraupidae; los resultados del estudio realizado por Nogueira et al., (2014),
denotan valores de Ho<0,4 y He<0,49, evidenciando la falta de relacion filogenética entre la

especie de estudio y los loci implementados en la evaluacion de su diversidad genética.

4.3. Estructura genética de especies simpatricas de Ramphocelus

El analisis de estructura genética es igual o méas sensible que, el HWE a errores de genotipado
(Morin et al., 2009); la presencia de individuos homocigotos con alelos raros puede conducir a
una evaluacién de la diferenciacion poblacional basada en un conjunto de datos erréneos
(Dewoody et al., 2006). Una alternativa sustentada en la literatura, para no afectar
negativamente los resultados, es eliminar de los anélisis de diferenciacion poblacional, la
informacién de los loci que presenten muchos genotipos alterados por errores de genotipado
(Morin et al., 2009). Con base en esto, para realizar el analisis de estructura genética se opt6 por
retirar, la informacion del locus RcGT257 obtenida para las dos especies bajo estudio.
Adicionalmente, cuando se estimaron, por parejas de localidades en las dos especies de
Ramphocelus, las distancias genéticas basadas en Rst y la tasa efectiva de migrantes por

generacion (Nm), no se incluyeron las localidades EA y SB por tener un bajo muestreo, debido a
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que se puede sobreestimar los referidos estadisticos en las comparaciones pareadas con las otras
localidades.

También se decidio, que el estimador de diferenciacion poblacional a evaluar fuera el Rst;
pardmetro basado en la media de cuadrados de las varianzas del nimero de repeticiones entre
alelos en cada locus microsatélite (Holsinger & Weir, 2009), debido a que los loci STR’s
presentaron variantes alélicas intermedias, que se pueden explicar a partir del modelo mutacional
por pasos (SMM) (Valdes et al., 1993; Slatkin, 1995; Rousset, 1996).

Los resultados denotan que la diferenciacion genética en R. dimidiatus fue baja (Slatkin,
1995; Hartl & Clark, 2007) tanto en las localidades en simpatria (Rst=0,03513) como en la
localidad no simpatrica (Rst=0,05918), corroborado por altos valores de Nm entre parejas de
localidades (Tabla 7), sugiriendo un elevado flujo geénico entre individuos de las distintas
localidades (Lee et al., 2001). Lo anterior indica que los individuos de R. dimidiatus
muestreados en las distintas localidades de Santander, hacen parte de la misma unidad genética
reproductiva (Hartl & Clark, 2007), hecho corroborado con la informacién obtenida a partir del
analisis realizado con STRUCTURE (Figura 4A).

En R. icteronotus se encontré diferenciacion genética moderada (Rst=0,08556) (Slatkin,
1995; Hartl & Clark, 2007), caracteristica comun en muchas especies de aves con altas tasas de
dispersion (Crochet, 2000); soportado por valores medios de Nm entre las parejas de localidades
simpatricas donde se encuentra esta especie (Tabla 7). Lo anterior se puede explicar debido a un
posible efecto fundador, seguido de la expansién de la especie desde su area de distribucion
histérica hacia la Cordillera Oriental (Vargas, 2017), a partir de bajos tamafios efectivos
poblacionales (De Jong et al., 2011; De la Rosa, 2012; Carrefio, 2013). No obstante, el grado de

diferenciacion genética determinado para R. icteronotus constituye una misma unidad genética
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reproductiva (Hartl & Clark, 2007), corroborado con la informacion obtenida a partir del analisis
realizado con STRUCTURE (Figura 4A).

El valor estimado del parametro de diferenciacion poblacional para las dos especies de
Ramphocelus consideradas fue Rst=0,197 (p<0,05), el cual indica alta diferenciacion genética
entre ellas (Slatkin, 1995; Hartl & Clark, 2007); esto se corrobora con Nm=2,01010 (datos no
mostrados).  Este resultado sugiere que, en la diferenciacion de estas dos especies
filogenéticamente distanciadas (Burns et al., 2016), ha sido importante el establecimiento de los
mecanismos de aislamiento reproductivo que evitan la formacion de hibridos entre ellas (Mayr,
1963; Rabosky, 2015). Adicionalmente, la evidencia aportada por el andlisis realizado con
STRUCTURE, permite pensar que entre estas especies ha ocurrido flujo génico debido a la
ancestria compartida (Atzmon et al., 2010) de las mismas.

El Andlisis con el software STRUCTURE mostré dos grupos genéticamente distinguibles
(K=2) que corresponden a cada una de las especies bajo estudio (Figura 4A), soportado por el
estadistico ad hoc “AK” (Figura 4B) estimado segun lo propuesto por Evanno et al., (2005).

Las barras con colores mezclados (Figura 4A), pueden ser explicadas por los porcentajes de
alelos compartidos (Tabla 2) a causa de la ancestria compartida (Tishkoff et al., 2009) de las
especies de Ramphocelus bajo estudio, siendo mayor el porcentaje compartido para R.
icteronotus. Lo anterior guard6 relacion inversa con la probabilidad de asignacion, debido a que
altos porcentajes de alelos compartidos en las poblaciones predefinidas de cada especie,
evidencian disminucién en el valor de la probabilidad de asignacion en alguno de los grupos
genéticos inferidos. Ademas, las barras con diferentes colores podrian ser mal interpretadas
como posibles eventos de introgresion génica; y para ello, habria sido datil el uso de loci

monomorficos en una especie y polimorficos en la otra, que demostraran mezcla entre ellas



DIVERSIDAD GENETICA DE DOS ESPECIES SIMPATRICAS | 55

(Mufoz-Fuentes et al., 2005); lo cual no ocurrid, a causa de que en ambas especies todos los loci
tipificados fueron altamente polimérficos, evidenciado en los altos valores de PIC (Tablas 3 y 4).

Adicionalmente, se realizo test de mantel con el objetivo de evaluar la correlacion entre la
distancia geneética y la distancia geogréfica de las distintas localidades predefinidas para cada
especie considerada. La prueba arroj6 correlacion positiva entre moderada y fuerte (Martinez et
al., 2009) para las localidades en simpatria de Ramphocelus icteronotus y R. dimidiatus, e
incluso, cuando se afiadio la localidad no simpatrica en esta ultima (Tabla 8).

El mayor valor de correlacion obtenido para el test de mantel se present6 en R. icteronotus
(r=0,70235; p=0,08382) (Smouse et al., 1986). Este valor y M=0,62943, pueden ayudar a
explicar la clina altitudinal que se presenta en la evaluacion de la diversidad genética,
constituyendo una hipotesis adicional a la descrita en términos de la rapida expansion
demografica poblacional (Klopfstein et al., 2006; Excoffier & Ray, 2008) después de un periodo
con bajos efectivos poblacionales (De Jong et al., 2011; De la Rosa, 2012); ya que dicha
hipétesis es dada por la influencia de la deriva genética en las poblaciones generadas a partir del
aislamiento por distancia, a través del flujo de genes espacialmente limitado (Endler, 1977),
aspecto que no sucede en R. dimidiatus.

Los resultados obtenidos a partir del andlisis de correlacién que evallen hipotesis de
aislamiento por distancia, se pueden relacionar con la variacion clinal, dado que estos analisis
tienen en cuenta una escala espacial (Antoniazza et al., 2010) y un estimador de la diversidad
genética. Se ha reportado que muchos factores ambientales varian a grandes escalas espaciales
constituyéndose como agentes selectivos probables, donde la adaptacion local a estas escalas
puede parecer inevitable (Huey et al., 2000). Es por esto que, patrones claros de aislamiento por

distancia sobre rasgos genéticos pueden surgir facilmente, dado que se considera a la distancia
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geogréfica como un buen indicador de la variacién ambiental (Antoniazza et al., 2010) y genética
(Manel et al., 2003; Eckert et al., 2008).

En su conjunto los resultados evidencian minimo flujo genético entre las especies
consideradas, altos niveles de diversidad genética intraespecifica y alta estructuracion
interespecifica en la zona de simpatria. Estos hallazgos soportan la idea que, en la actualidad, la
diversidad genética de R. dimidiatus no es menor que la de R. icteronotus, pese a la expansion de
esta Gltima hacia Santander. Sin embargo, no se debe descartar que las dos especies puedan
iniciar procesos de introgresion (Allendorf et al., 2001) e hibridacion (Confer, 2006), como lo

evidenciaron Olson & Violani (1995) en Panama.

5. Conclusiones

Los seis loci microsatélites heterd6logos tipificados en Ramphocelus dimidiatus y R. icteronotus,
bajo el método de adicion de una cola M13 fluoromarcada, fueron altamente polimérficos con
base en los valores de PIC hallados, demostrando su utilidad en especies filogenéticamente
emparentadas, bajo la consideracion de no incluir marcadores que detecten un porcentaje
importante de alelos nulos que sobreestimarian algunos pardmetros genetico-poblacionales.

La diversidad genética en R. dimidiatus fue mayor a la de R. icteronotus, posiblemente como
consecuencia de la estructura social y el tamafio poblacional de cada especie, asi como por la
expansion del rango distribucional de R. icteronotus hacia la Cordillera Oriental. Estos aspectos

guardan relacion con la diferenciacién genética intrapoblacional detectada y dan validez al hecho
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que la integridad genética de R. dimidiatus, actualmente, no se ve afectada por la presencia de R.
icteronotus en las localidades simpatricas estudiadas.

En Santander, Ramphocelus icteronotus exhibe reduccion poblacional posiblemente por causa
de una répida expansién demografica después de un periodo con bajos efectivos poblacionales,
evidenciada en la disminucion de su diversidad genética a medida que incrementa la altitud y el
aislamiento por distancia detectado. Lo descrito redunda en el grado de diferenciacion genética
moderada que se evidencid en esta especie.

Se presenta un alto grado de estructura genética entre R. dimidiatus y R. icteronotus, debido a
las bases genéticas diferenciadas y los bajos efectivos de migrantes por generacion, producto de

la ancestria compartida de estas especies.

6. Recomendaciones

Se recomienda disefiar loci microsatélites propios de cada una de las especies bajo estudio, a
objeto de reducir el porcentaje de alelos nulos que suele sobreestimar las frecuencias alélicas y
pueden generar apreciaciones erradas al no ser considerados; asi como evaluar méas loci STR’s
con los que se pueda obtener mayor informacion gendémica.

Se sugiere ampliar el estudio hacia otras localidades de la Cordillera Oriental, donde se
evidencie el contacto secundario entre estas especies filogenéticamente cercanas, dado que

pueden generar hibridos como los reportados por Olson & Violani (1995) en Panama.
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Asimismo, seria relevante evaluar la diversidad y el grado de estructura genética en
localidades donde las dos especies se encuentren en alopatria, para asi realizar comparaciones
con las localidades simpatricas y dilucidar ain mas las consecuencias de la coexistencia de estas

especies.
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Apéndices

Apémdice A. Rango de distribucion de Ramphocelus dimidiatus Y R. icteronotus.

Ramphocelus

Daniel Calero dimidiatus

Ramphocelus
icteronotus

Mapa modificado de Ridgely & BirdLife International (2012); En rojo: distribucion R.
dimidiatus; En amarillo: distribucion R. icteronotus.
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Apéndice B. Cebadores utilizados para amplificar loci microsatélites en las especies de

Ramphocelus bajo estudio.

Locus Secuencia (5'— 3’)
AATIL F: | M13-6-EAM/CCTGGGAATGTTGCAAAATAATA
R: |CAGGCTGCTAACAAAAATGTGA
F: | GGGCACATCTGAGCTGAC
RCAAT12
R: | M13-6-EAM/TCCAATACTTCAATTTTTGTAACT
F. | M13-6-EAM/AAAGGACCAGAGAAAAAGAGAA
RCAAAG14
R: |TCAGAACTGCTAAATCAAACTGT
F. |M13-6-FAM/ATGGGCAGATTGATTTGTGA
RCAAAGA06
R: |AAATGTCATTAGTTGCTCAAGTAAA
F. | M13-6-FAM/CCACTGATTCCAAACACACT
RCAAAGA10
R:  |TTTTTCTTTTGTTCTTTCTCTCT
N F.  |GGCTGTTCTCTCATATACTGAACT
R: | M13-6-EAM/ACCCACGCCATTTTTTA
s F. | M13-6-EAM/AATAGATTCAGGTGCTTTTTC
SH R: | TAGCACATGTTGGTTTTTG
M13-6-EAM | Cola | TTTTCCCAGTCACGAC

F: Forward; R: Reverse.
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Apéndice C. Productos amplificados de loci str’s en R. dimidiatus Y R. icteronotus.

Gk G JC2 G4 466 (C6 JEf L8 CO C10 Cll g&d@

[ - T &

C13 C14 C15 Cil16 C17 C18 C19 C20 C21 C22 C23 C24

-

—

C25 C26 C27 C28 C29 C30 C31 C32 C33 C34 C35 C36

C1,C13,C25: Marcador de peso molecular de 100pb (Thermo Fisher Scientific);
C5,C10,C16,C21,C27,C32,C36: Controles negativos; C2-C4: Amplicones locus RCAAT1L;
C7-C9: Amplicones locus RcAAT12; C12,C14,C15: Amplicones locus RCAAAG14; C18-C20:
Amplicones locus RCAAAG406; C23,C24,C26: Amplicones locus RCAAAG410; C29-C31:
Amplicones locus RcGT257; (C33-C35: Amplicones locus Asul5; C6,C11,C17,C22,C28:
Carriles vacios.
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Apéndice D. Electroferogramas de los seis loci microsatélites heterologos tipificados en R.

dimidiatus Y R. icteronotus.
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A. Locus RcAAT11; B. Locus ReAAAG14; C. Locus ReAAAG406; D. Locus ReAAAG410; E.
Locus RcGT257; F. Locus Asul5; A,B,C,E: individuos heterocigotos; D,F: individuos
homocigotos. Para todos los casos: eje Y: Unidades de Fluorescencia Relativa (RFU); eje X:
tamafio en pares de bases (pb); en rojo: GeneScan™-500 LIZ® Size Standard; en azul:
amplicon fluoromarcado con picos acotados (indicador de los alelos); recuadro superior
derecho: electroferograma completo mostrando la regién observada; recuadros en blanco: rango
alélico estimado para cada locus.



