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RESUMEN

Los estudios realizados en oscines de nueve primarias, como es el caso de las aves del
género diglossa, han concluido que tuvieron una rdpida radiacién evolutiva, debida a
procesos de dispersion y vicarianza ocurridos durante los periodos glaciares e interglaciares
y la orogénesis andina, limitando su divergencia morfolégica y causando hoy problemas de
clasificacion e identificacion. Este es el caso de Diglossa lafresnayii y D. humeralis
humeralis cuyos patrones de coloracion de plumaje similares han originado dudas sobre su
distribuciéon actual en Colombia y especificamente en Narifio donde se asume que se
encuentran esta especie y subespecie lo que no concuerda con el mapa de distribucion de D.
humeralis humeralis segin el cual solo llega hasta la sabana de Bogotd. Con el fin de
esclarecer su distribucion geografica, y los eventos histdricos, ecoldgicos y evolutivos que
originaron esta distribucidn, en este trabajo se establecieron las diferencias y semejanzas a
nivel morfolégico y molecular entre esta especie y subespecie, mediante el andlisis de
medidas morfométricas y la secuenciacion de los fragmentos de los genes mitocondriales
Citocromo b y ND2. El andlisis morfoldgico de las especies mostré que cuatro variables
pueden ser utilizadas para diferenciar D. lafresnayii de D. humeralis humeralis: culmen
total, culmen expuesto, cuerda alar y tarso, siendo esta dltima la medida que presenta
mayor peso en la separacion de éstas. En cuanto al andlisis molecular, después de optimizar
las técnicas de extraccion y amplificacion de ADN para este género y realizar el andlisis de
las secuencias, se obtuvo una topologia con los dos genes mitocondriales con dos clados
importantes uno de ellos donde se agrupa a los individuos de Diglossa lafresnayii y otro,
donde se agrupa a los individuos de Diglossa humeralis humeralis, resultados que revelan
que los individuos capturados en los alrededores del Santuario de Flora y Fauna Galeras
corresponden a Diglossa lafresnayii, 1o que coincide con los resultados morfolégicos y
confirma la distribuciéon actual de esta especie y subespecie; estos resultados también
mostraron que la distancia genética entre D. humeralis humeralis y D. lafresnayii es de
40000 afios, época que coincide con la ultima glaciacién en Colombia la cual favorecié la
evolucion de nuevas especies y subespecies. Es importante tener en cuenta que existe una
combinacién de factores que explica la ausencia de la subespecie Diglossa humeralis
humeralis en Galeras: los parches de hébitat que impiden un continuo desplazamiento de
las especies, las barreras geograficas que impiden la colonizacién de nuevos habitat, los
requerimientos ecoldgicos de las especies y sus interacciones con otras que determinan
cuales de los posibles colonizadores pueden coexistir, los cambios climdticos, los procesos
de adaptacion a nuevos ambientes y su semejanza morfolégica con D. lafresnayii que se
traduce en alta presién competitiva.

Este es el primer estudio en sistemdtica molecular y biogeografia de aves en el
departamento de Narifio y por lo tanto puede servir como base para abrir una nueva linea de
investigacion en estas dreas en la Universidad de Narifio y continuar asi con los estudios a
nivel molecular de las especies de aves silvestres en el departamento.

Palabras claves: Diglossa, morfologia, genes mitocondriales, distribucidn.



ABSTRACT

In Narifio a serious confusion has been present at the moment of identifying into the field
the species Diglossa lafresnayii because it has been taken into account the morphological
characteristics given by Hiltty in 2001. According to them, D. lafresnayii is brownish
black with its bluish gray shoulder and D. humeralis humeralis is apaque black with a
small bluish gray mark in its shoulder. But in this zone it was found both species Diglossa
lafresnayii and Diglossa humeralis humeralis, therefore it does not belong with this
subspecies distribution map. For these reasons, differences and similarities were established
through morphological and molecular levels between the species and the subspecies. It was
done through morphometrical measures and the fragments sequence of mythochondrial
gens citocromo b and ND2. The morphological analysis of de of the species showed that
just four from eight studied variables can be used to differentiate D. lafresnayii from D.
humeralis humeralis. These four variables are (total height, exposed height, string and
tarsus). According to discriminatory analysis 94.4% from studied individuals are correctly
classified and the tarsus measure indicates more weight when separating them. Regarding
molecular analysis, after optimizing the extraction and amplification techniques of DNA for
ghes genus and carrying out the analysis of the sequences. It was obtained a topology with
two mitochondrial genes shows two important clades. the obtained topology with two
mitochondrial gens shows two important clades. The first where Diglossa lafresnayii
individuals are grouped and the second where Diglossa humeralis humeralis individuals are
also grouped. These results show us that the individuals that were captured around the
Santuary of flora and fauna Galeras belong to Diglossa lafresnayii. Therefore, it agrees
with morphological results and confirms the current distribution of these species and
subspecies. These results also showed that genetic distance between Diglossa humeralis
humeralis y Diglossa lafresnayii is 40.000 (forty thousand) years. It belongs to the epoch in
which Colombia suffered the last glaciations. So it was favorable to the new species and
subspecies evolution. It is paramount to take into account that there is a combination of
factores that explain us the lack of Diglossa humeralis humeralis in Galeras. First of all, the
patches in habitat do not allow a continuos movement of the species: the geographic
barriers that do not allow the colonization of new habitat and the narrowness of shrub-like
zones that link them. Desides, climatic changes, the processes of adaptation to new
atmospheres and it is morphological similarity with D. lafresnayii and then it means haye
competitive pressure.

This is the first research that deals with birds in this zone taking into account their
molecular system and biogeography. It satates the basic background for a new research line
in the University of Narifio and it contributes to genetic and ecological diversity knowledhe
in birds.

Keywords: Diglossa, morphology, mythochondrial gens, distribution.



1. INTRODUCCION

Colombia es el pais con mayor diversidad de aves, posee aproximadamente la sexta parte
de las especies de la avifauna mundial, que involucra a los ecosistemas, las comunidades y
la diversidad genética de las poblaciones que cada una de estas especies integra. Gran parte
de esta diversidad se debe a la cantidad de hdbitats que se formaron durante el reciente
levantamiento de los Andes, lo que ha traido como consecuencia una radiacion adaptativa
muy rdpida en términos evolutivos (Baena, 1999); sin embargo, esta diversidad se esta
perdiendo rdpidamente por acciones directas o indirectas del hombre; la transformacién de
los habitats y ecosistemas naturales, la deforestacion por politicas inadecuadas de
ocupacion y utilizacion del territorio sin las debidas consideraciones ambientales han sido
algunas de las principales causas que han conducido a esta situacién. Por tal razén, para
obtener la informacién necesaria con miras a un adecuado programa de conservacion es
necesario confrontar los conocimientos ecolégicos, biogeograficos y evolutivos con los
datos obtenidos mediante un andlisis molecular adecuado, puesto que estos permiten hacer
inferencias importantes sobre las relaciones existentes entre las especies de aves.

El levantamiento de los Andes al final del Cuaternario, formé una barrera efectiva para el
intercambio de la fauna de tierras bajas a cada lado de esta cordillera. Adicionalmente, en la
ultima mitad del Pleistoceno, las zonas altas de los Andes fueron sometidas a una serie de
periodos glaciares e interglaciares, que causaron alternancia entre procesos de dispersion y
aislamiento (Vuilleumier, 1984). Estos periodos de aislamiento y fragmentacién de las
distribuciones, probablemente dirigieron procesos de especiacion y subespeciacion de
muchos taxones y la extincion local y ajuste de patrones de distribucién en muchos grupos
de organismos del neotrépico durante los ultimos dos millones de afios (Graves G. 1982).
Este fue el panorama que enfrentaron los oscines de nueve primarias, aves dominantes en
los bosques andinos, los cuales tuvieron una rdpida radiacién evolutiva, lo que limité la
divergencia morfolégica causando hoy problemas de clasificacion e identificacién en
campo, originando planteamientos erroneos en estudios sobre riqueza, diversidad y
dindmica de las diferentes poblaciones y comunidades de aves (Baena, 1999).

Dentro del grupo de los oscines de nueve primarias se encuentra la especie Diglossa
lafresnayii y la subespecie Diglossa humeralis humeralis, pertenecientes a la familia
Thraupidae (Remsen et al, 2008), las cuales presentan caracteristicas morfoldgicas
similares, lo que ha dificultado la identificacién y por lo tanto ha generado confusiones en
el momento de establecer la distribuciéon geogréfica en el Santuario de Flora y Fauna
Galeras (Departamento de Narifio), donde se cree que se encuentran ambas especies, a
pesar de que el rango de distribucion de Diglossa humeralis humeralis, segtn lo reportado
en literatura, llega hasta el departamento de Cundinamarca (Hilty & Brown, 2001).

Por otro lado, a pesar de la riqueza en biodiversidad y recursos genéticos reportados en

Narifio, son pocos los estudios que se han realizado en el drea de biologia molecular y los
que se han hecho se han enfocado hacia especies animales y vegetales de importancia
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econdmica y comercial. Por estas razones con este trabajo se establecieron las diferencias y
semejanzas a nivel morfolégico y molecular entre esta especie y subespecie, mediante el
andlisis de medidas morfométricas y la secuenciacion de los genes mitocondriales
Citocromo b y ND2, lo cual permitié esclarecer su presencia en Galeras. Para lograr estos
objetivos en primer lugar se optimizaron las técnicas de extraccion de ADN en muestras de
sangre, tejido y plumas, y la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa PCR para este
género. El andlisis morfoldgico de las especies mostré que cuatro variables pueden ser
utilizadas para diferenciar D. lafresnayii de D. humeralis humeralis: culmen total, culmen
expuesto, cuerda alar y tarso, seguin el andlisis discriminante el 94.4% de los individuos
estudiados estdn correctamente clasificados y la medida del tarso es la que presenta mayor
peso en la separacion de éstas. En cuanto al andlisis molecular, se encontré que de 596
nucleétidos en Citocromo b, 61 (10.235%) fueron variables o polimérficos y 535
(89.765%) filogenéticamente informativos, y en ND2 de 394 nucleétidos, 112 (28.426%)
fueron variables y 282 (71.574%) conservados, en cuanto a la topologia resultante, con los
dos genes mitocondriales se obtuvo dos clados importantes uno donde agrupa a los
individuos de Diglossa lafresnayii y otro, donde se agrupa a los individuos de Diglossa
humeralis humeralis, resultados que revelan que los individuos capturados en los
alrededores del Santuario de Flora y Fauna Galeras corresponden a Diglossa lafresnayii y
no a Diglossa humeralis humeralis como se planteaba de acuerdo a caracteristicas
morfoldgicas descritas por Hilty & Brown en 2001 y apuntes de campo, lo que coincide con
los resultados morfolégicos de este trabajo y confirma la distribucion actual de esta especie
y subespecie. El andlisis molecular también revelé que la distancia genética entre D.
humeralis humeralis y D. lafresnayii es de 40000 aios, época que coincide con la dltima
glaciacion en Colombia favoreciendo la evoluciéon de nuevas especies y subespecies. Es
importante tener en cuenta que existe una combinacion de factores que explica la ausencia
de la subespecie Diglossa humeralis humeralis en Galeras: los parches de habitat que
impiden un continuo desplazamiento de las especies, las barreras geograficas que impiden
la colonizacién de nuevos hdébitat, la estreches de zonas arbustivas que los enlace, los
cambios climdticos, los procesos de adaptacion a nuevos ambientes y su semejanza
morfoldgica con D. lafresnayii que se traduce en alta presion competitiva.

20



2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar Diglossa lafresnayii 'y Diglossa humeralis humeralis mediante anélisis
morfométrico y molecular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer el grado de diferenciaciéon entre Diglossa lafresnayii y Diglossa humeralis
humeralis mediante el andlisis morfométrico de ejemplares de campo y museo.

Determinar semejanzas y/o diferencias entre las especies estudiadas con base en la
secuenciacion de los genes mitocondriales Citocromo b y ND2.

Establecer el grado de relacion existente entre los resultados morfométricos y de
secuenciacion con respecto a la historia ecoldgico-evolutiva de estas especies.

Confirmar la distribucién geografica de Diglossa lafresnayii 'y Diglossa humeralis
humeralis en el Santuario de Flora y Fauna Galeras, Departamento de Narifio.
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3. MARCO TEORICO

La compleja evolucion geomorfologica de Colombia dio origen a una amplia diversidad de
geosistemas. Esto hizo confluir en el territorio ambientes y ecosistemas tan variados como
la Regién Andina, la Region Pacifica, la Region Caribe, la Orinoquia y la Amazonia. Los
complejos y entrelazados fendmenos geoldgicos-histéricos que configuraron a Colombia se
manifestaron con la presencia de una amplia variedad de regiones biogeograficas, con
elementos faunisticos y floristicos representativos tanto del continente Suramericano como
del area Centroamericana. Este hecho hace de Colombia un drea de amplia superposicion
de distribucién geogréfica para muchas especies, lo que le ha valido para ser considerado
como uno de los seis paises con mayor diversidad (Toussaint, 1993).

La alta biodiversidad presente en el territorio Colombiano pudo tener origen en tres factores
principales: la orogénesis andina, los cambios climaticos producidos por las glaciaciones
del pleistoceno y la posicion geografica del pais que lo hizo paso obligado entre Norte y
Sur América una vez formado el Istmo de Panama. El levantamiento de los Andes produjo
una topografia compleja con numerosos microclimas y hébitats variados que propiciaron la
diversidad faunistica y floristica a partir de formas preexistentes en las zonas bajas y que
evolucionaron hacia formas adaptadas a las nuevas condiciones; esto explica en parte la
existencia en Colombia y en muchas zonas del trépico de numerosos endemismos. Una vez
formado el Istmo de Panamd y las cordilleras alcanzaron cierta altura, permitieron el
acceso de plantas y animales propios de latitudes mds altas y climas mds calidos tanto del
norte como del sur, hacia latitudes ecuatoriales (Toussaint, 1993).

Durante los periodos glaciales se formaron corredores secos en direccion norte-sur a lo
largo de los valles interandinos que permitieron el intercambio de plantas propias de las
zonas secas y desérticas desde México hasta Argentina. En los periodos mds secos, las
selvas Amazoénicas y de la Orinoquia fueron reemplazadas parcialmente por sabanas y
desiertos; en estos periodos las selvas se restringieron a los flancos més himedos de las
cordilleras. En periodos himedos como el actual, las selvas se expanden y solo quedan
enclaves aridos en algunos valles interandinos, debido a la influencia directa de los vientos
alisios que producen una inversion térmica. Estas contracciones y expansiones himedas y
secas, acompafiadas de elevaciones y descensos en la vertical de los pisos térmicos han
propiciado igualmente la amplia variedad bioldgica en el territorio colombiano (Toussaint,
1993).

El fendmeno de especiaciéon se da en un espacio determinado y en un tiempo dado.
Actualmente se reconocen cuatro modelos principales de especiacion: alopatrica,
parapdtrica, simpdtrica e hibridacion. La especiacion alopétrica ocurre cuando el drea de
distribucién de una especie se fragmenta en dos subunidades separadas por una barrera
geogréfica, provocando el aislamiento de las dos poblaciones e interrumpiendo el flujo
genético; las posibles diferencias entre la estructura genética de ambas poblaciones, una
acumulacion diferente de mutaciones y presiones de seleccidon diferentes, terminan
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diferencidndolas en dos grupos reproductivos independientes y mutuamente incompatibles
(Zunino & Zullini, 2003).

La especiacion parapatrica ocurre cuando una poblacion fronteriza que no esta separada de
la poblacion principal, esta sometida a una presiéon de seleccion muy rigurosa y no
homogénea con relaciéon a la que actda sobre la poblacion principal; esto hace que los
hibridos interpoblacionales sufran una seleccién negativa, particularmente dristica en el
territorio ocupado por la poblacion periférica, la cual, a causa de la eliminacion del aporte
genético de los hibridos, termina diferencidndose como especie separada. La especiacion
simpatrica se da cuando en el interior del territorio ocupado por una especie, por motivos
independientes de los factores espaciales, un conjunto de individuos adquiere alguna
peculiaridad biolégica que provoca su separacion de la poblacion principal. La especiacion
por hibridacién ocurre en condiciones de simpatria, dos poblaciones pertenecientes a dos
especies estrictamente afines pueden acoplarse y producir una descendencia establemente
fértil. La poblacion hibrida adquiere caracteristicas propias que las separan de las especies
parentales (Zunino & Zullini, 2003).

El genero Diglossa se caracteriza por ser fundamentalmente nectarivoro e insectivoro y por
poseer picos especializados para perforar las bases de las flores, permitiéndoles extraer el
néctar en forma “ilegitima®, sin efectuar la polinizacién, de tal manera que han sido
considerados como ladrones de néctar altamente especializados (Stiles et al, 1992).

Todos los miembros de éste género habitan los bosques montafiosos y zonas arbustivas en
las montafias del sur de México y América Central de los andes de Venezuela y Colombia
hasta el Norte de Argentina, en las montafias costeras de Venezuela y en las planicies del
sur oriente de Venezuela en la frontera con Brasil. El norte de los andes constituye el
presente centro de distribucion del genero con cerca de siete especies simpdtricas, en
contraste con América central en la que se encuentra una especie al igual que en el sur de
Venezuela y Argentina (Vuilleumier, 1969; Graves, 1982).

En Colombia se encuentran diez especies de éste género: Diglossa caerulesens, D.
albilatera, D. sittoides y D. cyanea que habitan las tres cordilleras, D. glauca se encuentra
en la vertiente este de la Cordillera Oriental desde el occidente de Caquetd, oriente de
Putumayo y este de Narifio, Diglossa indigotica habita en el oriente de Colombia, Diglossa
gloriosissima endémica del extremo norte de la Cordillera Occidental en Antioquia y
montafias de oriente de Cauca, Diglossa brunneiventris en el extremo norte de la Cordillera
Central y Occidental, Diglossa humeralis en la cordillera Oriental y Diglossa lafresnayii en
el sur de la Cordillera Oriental y en la Cordillera Central.

Este género politipico es muy atrayente para estudios genéticos porque es ejemplo de
especiacion en progreso (Vuilleumier , 1984) y se han presentado problemas sistematicos al
establecer el estado taxondmico de los taxa alopatricos, como es el caso de la superespecie
D. carbonaria que estd formada por una gran variedad de grupos alopétricos, hecho que dio
origen a estudios como el de Graves (1982) en el que se establece una hipdtesis sobre la
especiacion de esta superespecie en el complejo de los Andes.
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Graves (1982) plantea que el ancestro de D. carbonaria probablemente se desarrollé en el
noroeste de Suramérica, y que el linaje Diglossine proviene del sur de la region montafiosa
venezolana existente y que de aqui invadio los emergentes Andes. También propone que la
distribucién geografica y el parcial solapamiento fenotipico de las superespecies
carbonaria y lafresnayii indican que experimentaron un proceso similar a los “taxones
ciclicos” que ocurre en las islas, pero que esta posibilidad s6lo se puede verificar con un
completo estudio de la superespecie lafresnayii.

El género Diglossa ha sido ubicado en diferentes familias segiin cada investigador: algunos
lo ubican dentro de una familia separada: Coerebidae, otros debido a sus semejanzas con
las reinitas lo clasifican dentro de la familia Parulidae, y otros basados en caracteristicas
morfoldgicas, comportamentales y genéticas lo consideran como uno de los linajes
divergentes de tangara y por lo tanto lo ubican dentro de la familia Thraupidae,
clasificacion muy utilizada en diferentes investigaciones (Remsen et al, 2008). Se
caracterizan por tener un pico ligeramente recurvado, con mandibula superior mds larga y
de extremo en gancho y mandibula inferior aguda; lengua en forma de U invertida como
pincel (Hilty & Brown 2001).

Diglossa lafresnayii (Figura 1) fue descrita por Boissonneau en 1840, se caracteriza por
tener el pico recurvado y muy ganchudo; es de color negro café con hombro gris azuloso y
ojos oscuros. Se confunde facilmente con varias subespecies de Diglossa humeralis y al
extremo norte de la cordillera oriental es dificilmente distinguible en el campo de la
subespecie Diglossa humeralis humeralis. Se encuentra entre 2000 y 3700m, usualmente a
mds de 2700m, en el sur de la Cordillera Oriental hasta Bogotd, en la Cordillera Central
desde el sureste de Antioquia, Caldas y Tolima y en el sur por las montafias de Narifio
(Hilty & Brown 2001) (Figura 2).

Diglossa humeralis (Figura 1) fue descrita por Fraser en 1840, pico recurvado y muy
ganchudo, se encuentran dentro de ella tres subespecies: Diglossa humeralis humeralis
aterrima, completamente negra, Diglossa nocticolor, negra con rabadilla gris oscuro, y
Diglossa humeralis humeralis, negra opaca con rabadilla gris oscura y pequeiio parche gris
azul en el hombro. Esta ultima se encuentra en la Cordillera Oriental desde Norte de
Santander hasta Norte de Bogotd y no tiene ningtn registro para el departamento de Narifio
(Hilty & Brown 2001; Graves, 1982) (Figura 2).
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Figura 1. Izquierda: Diglossa humeralis humeralis. Fuente Woodruff, 2007
www.flickr.com/photos/digitalbcon/2144177143. Derecha: Diglossa lafresnayii. Fuente
Montenegro et al. 2005.

Figura 2. Distribucion geogréifica de diglossa lafresnayii (color naranja) y diglossa
humeralis humeralis (color amarillo) Fuente www.zipcodezoo.com/Animals.asp.
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Actualmente se utilizan datos moleculares para resolver problemas en la evolucion de las
especies, flujo de genes y comportamientos no detectables a través de observaciones
directas y para estudiar relaciones filogenéticas a nivel de especie; para este ultimo caso son
de gran utilidad los genes mitocondriales debido a que 1) las diferencias encontradas entre
individuos se deben tnica y exclusivamente a fenémenos de mutacion y no son el resultado
de recombinacién; 2) en una poblacién donde machos y hembras se encuentran en igual
proporciéon el nimero efectivo de genes mitocondriales estard reducido por cuatro,
incrementando el efecto de la deriva génica y la tasa de renovacidn genética dentro de las
poblaciones; 3) este ultimo factor, junto con una elevada tasa de mutacion, incrementan el
nivel de variabilidad entre poblaciones, eliminando més rdpido los genes nucleares que los
polimorfismos (alelos) ancestrales existentes a nivel inter e intraespecifico; 4) la
comparacion de marcadores genéticos uniparentales (mitocondriales) versus biparentales
(nucleares) podrd utilizarse para identificar casos de hibridacién entre organismos y
detectar diferencias en el comportamiento entre los dos sexos; y 5) se trata de un ADN
relativamente pequefio (unos 16.000 pares de bases) en comparacion con los tres mil
millones de pares de bases que constituyen el ADN nuclear (Avise, 1994).

Los genes mitocondriales ampliamente utilizados son el gen ND2 y el gen Citocromo b.
Estos genes son secciones codificantes de ADN mitocondrial, que han sido utilizados en
estudios intraespecificos, debido a su relativa baja tasa de variabilidad. Esto significa que,
comparando la secuencia de ADN de dos individuos de la misma especie, la coincidencia
de bases va a ser muy elevada. Diferencias de mds del 1% son significativas para designar a
los individuos como pertenecientes a especies diferentes (Den Elzen er al, 2001; Hackett,
1996)
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4. ANTECEDENTES

En la ultima década varios estudios moleculares se han dirigido a incrementar el
conocimiento en las aves, entre los que se destacan estdn:

Vuillemier en 19609 realizé un estudio de sistemdtica del género Diglossa en el que propone
que éste se divide en tres superespecies: Superespecie lafresnayii, superespecie carbonaria y
superespecie baritula, cuyos patrones de coloracion y aislamiento geografico son muy
similares, especialmente entre la superespecie lafresnayii y carbonaria. Dentro de la
superespecie lafresnayii se encuentran las especies D. lafresnayii, D. gloriosisima y D.
misticalis; dentro de baritula las especies D. baritula, D. plumbea y D. sittoides; y dentro
de carbonaria las especies D. gloriosa, D. humeralis y D. carbonaria.

Graves en 1982 afirma que la presente distribucion de la superespecie carbonaria (Diglossa
carbonaria) fue afectada por los ciclos glaciales del pleistoceno, existiendo una zona
limitada de hibridacién entre brunneiventris y carbonaria en el norte de la Paz, Bolivia; la
presencia de individuos hibridos en poblaciones alopétricas del este de Bolivia (carbonaria),
Colombia (humeralis) y Venezuela (gloriosa) puede deberse a un contacto genético del
pasado y no a la presente introgresiéon de formas cercanas. Propone que la diferenciacion
entre las especies, ocurrid por aislamiento en los refugios de bosque alto andino durante el
pleistoceno glacial e interglacial y que la dispersién y contacto genético ocurrié con
cambios altitudinales.

Graves en 1990 describe una nueva subespecie de pinchaflor Diglossa gloriosissima boyle,
para dos localidades en el norte de la Cordillera Occidental de los Andes de Colombia en el
departamento de Antioquia. La nominada raza esta aparentemente restringida hacia las
partes altas de la cordillera occidental al occidente de Popayén, departamento del Cauca.

Hackett en 1995 determiné la relacion filogenética de ocho especies del género Diglossa,
pertenecientes al complejo de la superespecie Diglossa baritula, utilizando aloenzimais,
secuencias de ADN mitocondrial y comparaciones morfoldgicas. Después de analizar el
modelo filogenético del complejo, Hackett encontré que plumbea (que se encuentra en la
regiéon montafiosa del sur de América Central) estd muy relacionada con baritula (que se
encuentra en la regiéon montafiosa del norte de América Central) y que este modelo y las
distancias genéticas sugieren que la divergencia de los taxa de la superespecie baritula
ocurri6é como resultado de dispersion y vicarianza durante el Pleistoceno.

Baena en 1999, determiné las relaciones filogenéticas entre los géneros Basileuterus
(Parulidae) y Hemispingus (Thraupidae), mediante evidencias por Citocromo b del ADN
mitocondrial. Posiblemente debido a su reciente divergencia y a una radiacion adaptativa
convergente, los géneros Hemispingus (Thraupidae) y Basileuterus (Parulidae) comprenden
especies muy semejantes entre si en su forma, patron del plumaje y comportamiento. Esto
ha causado que unos autores incluyan a una especie dentro de uno de estos géneros y

27



posteriormente ésta sea reubicada en el otro, y viceversa. Realizo una comparacion genética
de individuos de estos dos géneros para determinar si representaban dos géneros distintos
en dos familias diferentes, y si la asignacion de las especies colombianas a estos géneros
era correcta. Secuencio 284 pares de bases de un fragmento del gen Citocromo b
(corresponden a las posiciones 15003 a 15286 de Gallus gallus), para 11 especies del
género Basileuterus de las 12 presentes en Colombia, y las cinco especies del género
Hemispingus presentes en el pais. La extracciéon de ADN se realizé a partir de plumas de
ejemplares de museo en la coleccién ornitologica del Instituto de Ciencias Naturales. Se
realiz6 clonaciéon en E. coli, y se cred una libreria de ADNmt. La topologia consenso
generada a partir del andlisis de parsimonia, reveld la ancestralidad de Parulidae, lo que
concuerda con trabajos previos; pero por otra parte, el andlisis mostré con soportes
‘bootstrap’ del 100%, la relacion entre B. fulvicauda con H. frontalis (dentro de Parulidae).

Pérez J. en el 2005, realizo un estudio sobre filogenia molecular y biogeografia del género
Mpyioborus (Parulidae), utilizando secuencias de los genes mitocondriales Citocromo b,
ND2, y ND3. La reconstruccién filogenética basada en la mdxima parsimonia y
probabilidad, y en los métodos bayesianos sugirieron que el origen del género Myioborus
fue en el norte con una colonizacién subsiguiente de las regiones montafiosas del
neotrépico y que la especie de baja montafia M. miniatus, es un taxén hermano de los taxa
de alta montafa. También encontré que la divergencia de los taxas de tierras altas produjo
dos linajes monofiléticos, un clado en el norte de la Cordillera Central de los Andes
formado por M. albifrons, M. ornatus y M. melanocephalus, y el otro clado en las montafias
del sur de Venezuela, norte de Brasil y el oeste de la Guayana, formado por M.
castaneocapillus, M. albifacies, y M. cardonai, y probablemente M. pariae. Llegé a la
conclusién de que la rdpida diversificacion de las especies de alta montafia se debid
probablemente a los eventos geoldgicos y climdticos del Plioceno tardio. Estos resultados
sugieren que hubo una interaccion de dispersion y vicarianza que dio origen a los modelos
biogeogréficos actuales de este genero.

Mauck en 2008 realiz6 un estudio de filogenia, biogeografia y evolucion paralela del
tamafio del gancho del pico en Diglossa; encontrado que este genero es el tnico grupo
nectarivoro de tdngaras distribuido en altas elevaciones en los Andes central y del norte de
Sur América, Venezuela y las tierras altas de América Central. El principal centro de origen
son los andes del norte, donde ocurrieron el 75% de las dispersiones hacia América Central,
Venezuela y los Andes Centrales.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 DETECCION MOLECULAR DE ND2 Y CITOCROMOB

5.1.1 Toma de muestras. Se trabajé con dos tipos de muestras: muestras donadas por el
banco de tejidos del Instituto de Investigacién de Recursos Biol6gicos Alexander von
Humboldt sede Palmira, y muestras de ejemplares capturados en campo; de los primeros se
extrajo ADN a partir tejido y de los segundos se obtuvo ADN a partir de tejido, sangre y
plumas.

¢ Tratamiento para plumas. Se removieron cuatro plumas, timoneras y/o del ala, de cada
ave e inmediatamente se cortaron los cafones con tijeras estériles y se depositaron en tubos
eppendorf de 1,5 ml estériles (De las Casas 2004).

e Tratamiento de muestra de sangre. Las muestras de sangre (50-200 pl
aproximadamente) fueron tomadas a partir de puncién cardiaca y de un corte en la ufia del
tercer dedo; esta fue colocada en tubos vacutainer que contenian 3.6 mg de EDTA (K3).
Para evitar la contaminacion de las muestras el procedimiento se realizé en el menor tiempo
posible (De las Casas 2004).

e Tratamiento de muestra de tejido. Se colectaron seis ejemplares de los que se obtuvo
muestras de tejido de musculo, corazén e higado, estas fueron colocadas en tubos
eppendorf de 1.5 ml estériles con etanol al 70 % (Torres, 2005).

5.1.2 Optimizacion de la extraccién de ADN a partir de tejido, plumas y sangre. La fase de
laboratorio se llevé a cabo en el laboratorio de biotecnologia y biologia molecular del Departamento
de Biologia de la Universidad de Narifio.

Para la extraccion de ADN a partir de sangre se utiliz6 el método de Salting Out
modificado en la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira (Anexo A).

Para la extracciéon de ADN a partir de plumas y tejido (fragmentos entre 0.005 y 0.05
gramos) se probaron dos protocolos: el descrito por Saghai-Maroof et al. (1984),
modificado por De Las Casas (2004) (Anexo B), y el descrito por Bello et al (2000) (Anexo
C). También se utilizaron los protocolos de los kit de extraccion de ADN a partir de tejidos
y sangre del Centro de Investigacion y Desarrollo en Biotecnologia CIDBIO (Anexo D y
E).

De acuerdo a esto se determinaron las condiciones iniciales de trabajo, las cuales fueron:
e Probar el protocolo original, sin ninguna modificacion.

e Trabajar con la concentracion de los reactivos establecida en cada protocolo base,
excepto la concentracion de la proteinasa k.
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e No cambiar el tiempo ni las gravedades de la centrifugacion.
e Trabajar con una temperatura de centrifugacién de 4°C.

A partir de los protocolos utilizados sé€ hicieron las modificaciones necesarias, teniendo en
cuenta las variables nombradas en la tabla 1.

Tabla 1. Variables tenidas en cuenta para la optimizacion de la técnica para la extraccion de
ADN a partir de sangre, tejido y plumas.

Variables Parametros de
Evaluacion

Maceracién Sin maceracién Obtenciéon de ADN
mecanica Con maceracién

Maceraciéon con nitrégeno

liquido

Maceracién con vidrio
Tiempo de | De 30 minutos, 4 horas, 22 | Obtencion de ADN
incubacion con lisis | horas y 24 horas
celular
Temperatura de | Temperatura ambiente, 37 °C, | Obtenciéon de ADN
incubacion con lisis | 56°C, 57°C y 65°C
celular
Tiempo de | 30 minutos, 4 horas, 22 horas | Obtencion de ADN
incubacion con | y 24 horas
proteinasa k*
Concentraciéon  de | 20mg/ml y 175pg/ml Obtencion de ADN
proteinasa k*

*Estas variables solo se evaluaron en los protocolos en los cuales la proteinasa k no estaba incluida
en el buffer de lisis.

Con el fin de optimizar la técnica, cada variable se analiz6 de forma independiente y cada
vez que se obtenian resultados se realiz6 la variacidon correspondiente y se prosiguid a
evaluar las otras variables.

5.1.3 Extraccién vy verificacion de ADN total. Para la extraccion de ADN a partir de
sangre, tejido y plumas se utilizaron los protocolos optimizados; la presencia de ADN
gendmico total se verificé mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.8%, tefiidos con
bromuro de etidio (Anexo F).

5.1.4 Optimizacién de la reaccion en cadena de la polimerasa PCR para ND2 y Citocromo
b. Para la optimizacién de la PCR se utilizaron los protocolos propuestos por Bardeleben y
Gray (2005) (Anexo G), y por Hackett (1996) (Anexo H). Como condicion inicial de
trabajo se utilizo el volumen de reaccion sugerido en cada protocolo.
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A partir de los protocolos utilizados sé hicieron las modificaciones necesarias, teniendo en
cuenta las variables nombradas en la tabla 2.

Tabla 2. Variables tenidas en cuenta para la optimizacion de la Reaccioén en Cadena de la
Polimerasa PCR.

Variables Parametros de Evaluacion
Numero de ciclos 28 y 40 Obtencion de ADN amplificado
Temperatura de | 54, 56, 58, 60 Obtencion de ADN amplificado
alineamiento

5.1.5 Amplificacién. Mediante la técnica de PCR se amplificé un fragmento de 850 pb
aproximadamente del gen Citocromo b, y un fragmento de 380 pb aproximadamente del
gen ND2, utilizando los iniciadores citados en la tabla 3. Para esto se probaron dos
protocolos: el de Bardeleben y Gray (2005) (Anexo G); y el de Hackett (1996) (Anexo H).

Tabla 3. Iniciadores usados para la amplificacién del fragmento de los genes mitocondriales
citocromo b y ND2

Gen Primer Secuencia Referencia
Citocromo b | CBS-F | 5 -CCAACATCTCHKCHTGATGAAAYTT- 3’ | Sato et al.,1999
Citocromo b | CBS-R | 5" -GATGAAKGGGTVTTCTACTGGTTG-3’ Sato et al., 1999
ND2 H5578 | 5> -CCTTGAAGCACTTCTGGGAATCAGA-3’ | Hackett S., 1996
ND2 L5215 | 5 -TATCGGGCCCATACCCCGAAAAT-3 Hackett S., 1996

Para verificar la presencia del fragmento amplificado, se corrio electroforesis en gel de
agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Finalmente se almacenaron los amplificados
obtenidos a -20 °C.

5.1.6 Secuenciaciéon. Una vez obtenidos los productos de PCR, se procedi6 a la
secuenciacion directa en ambas direcciones mediante el kit Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (PE Applied Biosystems, Foster City, EEUU y su andlisis
en un secuenciador ABI Prism 3100 (PE Applied Biosystems) de la compafiia Macrogen
(Corea del Sur). Se enviaron 30 pl de cada amplificado, en tubos de PCR sellados con
papel parafinado, en una nevera de icopor con hielo seco.

5.2 ESTUDIO MORFOMETRICO

Este estudio se desarroll6 entre los meses de julio de 2007 a febrero de 2008. Para la toma
de medidas morfométricas se utilizaron ejemplares de la colecciéon Ornitologica del Museo
de Historia Natural-Instituto de Ciencias Naturales (MHN-ICN) de la Universidad Nacional
de Colombia (Bogotd - Cundinamarca), de la coleccién Ornitolégica del Instituto de
investigacion de recursos bioldgicos Alexander von Humboldt (IAvH) sede Villa de Leiva
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y del Museo de la Universidad de Nariio PSO-CZ (Figura 3), se capturaron individuos en
campo, en los alrededores del Santuario de Flora y Fauna Galeras, departamento de Narifio.

Figura 3. Toma de datos en la colecciéon Ornitolégica del Museo de Historia Natural-
Instituto de Ciencias Naturales (MHN-ICN) de la Universidad Nacional de Colombia
(Bogota - Cundinamarca).

5.2.1 Captura de aves. Para la captura de las aves se utilizaron 10 redes de niebla (36 mm
ojo de malla y 10 metros de longitud), las cuales se ubicaron en varios sitios estratégicos de
la zona. Una vez capturada el ave se procedié a la identificaciéon en campo mediante la
comparacion con las ilustraciones y datos morfoecoldgicos del ave encontrados en la Guia
de Aves de Colombia (Hilty & Brown 2001), la Guia de los Altos Andes (Fjeldsa &
Krabbe, 1990) y en la Guia de Aves de Santa Fe de Bogotd (Asociacién Bogotana de
Ornitologia 2000). Se trabajo con todos los individuos de Diglossa lafresnayii o Diglossa
humeralis humeralis que cayeron en las redes.

5.2.2 Medidas morfométricas. A los individuos capturados y a los ejemplares de museo se
les tomaron las siguientes medidas morfoldgicas: longitud del culmen total (CT), longitud
del culmen expuesto (CE), ancho de la comisura (ACO), altura del pico a nivel de la narina
(ALN), ancho del pico a nivel de la narina (AN), longitud del tarso (T), longitud de la
cuerda alar (CA), longitud de la cola (C). También se realizé un registro fotografico de las
aves capturadas y de las pieles de museo para establecer algunas caracteristicas de la
coloracion del plumaje.
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5.3 ANALISIS

5.3.1 Anélisis molecular. Las secuencias parciales finales de los genes mitocondriales ND2
y Citocromo b se obtuvieron empleando los programas bioinformaticos EMBOSS
(herramienta revseq) y CLUSTAL X 2.0.5. (Larkin et al, 2007). Las distancias genéticas,
los porcentajes de bases nucleotidicas y topologias fueron obtenidas empleando el
programa MEGA 4.0. (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura et al, 2007).

¢ Definicion del grupo Externo (Outgroup). Con el fin de identificar el grupo externo que
enraice los arboles de similitud, se realizaron varias reconstrucciones filogenéticas por el
método de minima evolucion (De las Casas 2004), en el programa MEGA 4.0. Se utilizaron
especies afines y cercanas al genero diglossa segun la clasificacion de especies de aves de
Sur América propuesta por Remsen et al, (2008).

e Andlisis de similitud de las secuencias. Con el propdsito de evaluar saturacion de
nucledtidos, se realizaron andlisis de tasa de divergencia de transiciones y transversiones.
Se analizd también la tasa de divergencia de cada posicion del codén y se estimaron las
divergencias genéticas entre las especies, usando el modelo de p-distance. Se realizaron
reconstrucciones filogenéticas utilizando el método de minima evolucion. Para corroborar
los resultados obtenidos con nucledtidos, se realizd la traduccion a secuencias de
aminodcidos y se calcularon las distancias genéticas, composicién de aminodcidos y se hizo
la respectiva reconstruccion filogenética. Todos los andlisis filogenéticos fueron realizados
con el programa MEGA 4.0.

5.3.2 Andlisis morfoldgico. Se trabajé con los datos de los individuos adultos de cada una
de las especies, a los cuales se les aplic6 la prueba de Shapiro-Wills para evaluar la
normalidad de cada variable. Para determinar si existen diferencias morfométricas
significativas entre Diglossa lafresnayii y Diglossa humeralis humeralis, a las variables que
se ajustaron a una distribucién normal se aplico la prueba t de student, y las que no se
ajustaron a esta distribucion, fueron trasformadas a logio y se les aplico la misma prueba.
Los datos que después de la transformacion no se ajustaron a una distribucién normal se les
aplicé la prueba U de Mann Withney. Estos andlisis se realizaron con los programas PAST
- PAlaeontological STatistics - version 1.38 (Hammer et al, 2005) y Excell.

Los datos de las medidas morfométricas que presentaron diferencias significativas en la
prueba de t y U se les aplico un Andlisis de Funciones Discriminantes para encontrar que
medida(s) causa(n) la mayor separacion entre las dos especies, el andlisis fue realizado con
el programa SPSS (Statical Package for the Social Sciences) para Windows versién 13.0
(Norusis, 2000).
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6. RESULTADOS
6.1 OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION DE ADN

6.1.1 Extraccion de ADN a partir de sangre. Se usé el método de extraccidon de Salting Out
utilizado en la universidad Nacional de Colombia sede Palmira y optimizado en este trabajo
segin el anexo A; para verificar su eficiencia se realizaron seis repeticiones y con
electroforesis se observaron bandas bien definidas (Figura 4).

Figura 4. Gel de agarosa en el que se visualiza el ADN extraido a partir de sangre mediante
el método de Salting Out modificado Universidad Nacional de Colombia sede Palmira. D.1
Diglossa lafresnayii individuos 1, 2 y 3; D.h Diglossa humeralis humeralis individuos
2541y 6809; D.ha Diglossa humeralis aterrima (control positivo); B blanco.

D.l1 D.I2 D.I3 D.h2541 D.h6809 D.11 D12 D13 D.ha B

A

6.1.2 Extraccion de ADN a partir de plumas y tejido. Se probaron dos protocolos el de
Saghai-Maroof et al. 1984, modificado por De Las Casas (2004) y el de Bello ef al, 2000
(Anexo B y C), obteniendo resultados negativos. Entonces se procedié a evaluar cada una
de las variables sin ningin resultado favorable, por lo tanto se combiné los dos protocolos
(Anexo I) y se incrementd un paso inicial de maceracion mecdnica de las muestras
obteniendo resultados positivos; con este protocolo se realizaron siete repeticiones con
muestras de plumas y cinco con muestras de tejido, obteniendo ADN de 6ptima calidad
(Figuras 5y 6).
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Figura 5. Gel de agarosa en el que se visualiza el ADN extraido a partir de plumas mediante
el método de Saghai-Maroof er al. (1984), modificado por De Las Casas (2004) y el de
Bello et al (2000). D.1 Diglossa lafresnayii individuos 1, 2, 3, 4, 5 y 6; D.h Diglossa
humeralis humeralis individuo 1151; D.a Diglossa albilatera (Control positivo); B blanco.

D.16 D.h1151 IDX:} B

Figura 6. Gel de agarosa en el que se visualiza el ADN extraido a partir de tejido mediante
el método de Saghai-Maroof er al. (1984), modificado por De Las Casas (2004) y el de
Bello et al (2000). D.1 Diglossa lafresnayii individuos 3, 4, 5 y 6; D.h Diglossa humeralis
humeralis individuos1151 y 6809; D.a Diglossa albilatera (Control positivo); B blanco.

D13 DIl4 DI5 D.16 D.h1151 D.h6809 D.a

6.1.3 Extraccion de ADN a partir de muestras de sangre y tejido Kit CIDBIO. Después de
asistir a una capacitaciéon en la Universidad Distrital se decidié utilizar dos Kits de
extraccion de ADN total, uno a partir de muestras de sangre y otro a partir de muestras de
tejido, obteniendo resultados positivos con ambos. Debido a la baja cantidad de ADN en
cada muestra no se pudieron visualizar las bandas en el gel de agarosa después de la
extraccion, por lo tanto todas las muestras fueron amplificadas via PCR utilizando
iniciadores de los genes de interés: Citocromo b y ND2, siguiendo los protocolos de
Bardeleben y Gray, 2005 (Anexo G) y de Hackett, 1996 (Anexo H), ya optimizados
(Figuras 7'y 8).
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Figura 7. Gel de agarosa en el que se visualizan los amplificados obtenidos a partir ADN
extraido de muestras de sangre, utilizando el KIT de extraccion de ADN de CIDBIO. D.1
Diglossa lafresnayii individuos 1, 3 y 6; D.h Diglossa humeralis humeralis individuos
2541, 1151 y 6809; D.a Diglossa albilatera (Control positivo); B blanco.

IDRK D.16 D.h2541 D.h1151 D.h6809 D.a

Figura 8. Gel de agarosa en el que se visualizan los amplificados obtenidos a partir ADN
extraido de muestras de tejido, utilizando el KIT de extraccion de ADN de CIDBIO. . D.I
Diglossa lafresnayii individuos 2, 3 y 4; D.h Diglossa humeralis humeralis individuos
2541, 1151 y 6809; D.ha Diglossa humeralis aterrima (Control positivo); B blanco.

D.I3 D.14 D.h2541 D.h 1151 D.h6809  D.ha

6.2 OPTIMIZACION DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
PARA AMPLIFICAR LOS GENES CITOCROMO B Y ND2

Para el gen Citocromo b (fragmento de 800 pares de bases) el protocolo de Hackett (1996)
dio resultados positivos (Figura 9), con una temperatura de alineamiento de 56°C y 40
ciclos, y el de Bardeleben y Gray (2005) resultados negativos. Para el gen ND2 (fragmento
de 400 pares de bases) el protocolo de Bardeleben y Gray (2005) dio resultados positivos
(Figura 10), con una temperatura de alineamiento de 60°C y 40 ciclos y el de Hackett
(1996) resultados negativos. En todos los ensayos se utilizé un control positivo que se
obtuvo de individuos Diglossa albilatera y Diglossa humeralis aterrima capturados en este
estudio, a los cuales se les extrajo ADN y se les realizé amplificacién por PCR; y un blanco
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de la reaccién para controlar posibles agentes contaminantes que pudieran dar falsos
positivos. Ademads se utilizé una escalera de peso molecular de 100-1000 pares de bases
marca Fermentas, con el fin de establecer el tamafio de los fragmentos amplificados. En
todas las amplificaciones tanto el control positivo como el negativo y las bandas de la
escalera de peso molecular fueron siempre bien definidas lo cual muestra la calidad de las
amplificaciones.

Figura 9. Gel de agarosa en el que se visualizan los amplificados el ADN del gen
mitocondrial Citocromo b. D.1 Diglossa lafresnayii individuos 1, 2, 3, 4, 5y 6; D.h
Diglossa humeralis humeralis individuos 2541, 1151 y 6809; D.ha Diglossa humeralis
aterrima (Control positivo); D.a Diglossa albilatera (Control positivo); BR blanco de la
reaccion.

D15 D.6 D.h2541 D.h 1151 D.h6809 D.ha D.a

900 pb

Figura 10. Gel de agarosa en el que se visualizan los amplificados el ADN del gen
mitocondrial ND2. D.lI Diglossa lafresnayii individuos 1, 2, 3, 4, 5 y 6; D.h Diglossa
humeralis humeralis individuos 2541, 1151 y 6809; D.ha Diglossa humeralis aterrima
(Control positivo); D.a Diglossa albilatera (Control positivo); B blanco.

B D.h2541 D.h1151 D.h6809 D.ha D.a
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Se lograron amplificar 42 muestras del gen ND2 y 12 del gen Citocromo b
correspondientes a individuos capturados en los alrededores del Santuario de Flora y Fauna
Galeras y a muestras de tejido donadas por el Instituto Alexander von Humboldt (Tabla 4).

Tabla 4. Amplificados de los genes mitocondriales Citocromo b y ND2.

Especie y Codigo Gen Fuente muestra | Numero de
mitocondrial Amplificados

D. lafresnayii Individuo 1 ND2 Galeras 4
D. lafresnayii Individuo 2 ND2 Galeras 3
D. lafresnayii Individuo 3 ND2 Galeras 5
D. lafresnayii Individuo 4 ND2 Galeras 4
D. lafresnayii Individuo 5 ND2 Galeras 4
D. lafresnayii Individuo 6 ND2 Galeras 3
D. lafresnayii Individuo 1 Citocromo b | Galeras 1
D. lafresnayii Individuo 2 Citocromo b | Galeras 4
D. lafresnayii Individuo 3 Citocromo b | Galeras 1
D. lafresnayii Individuo 5 Citocromo b | Galeras 4
D. humeralis  humeralis | ND2 Instituto 7
1151 Humboldt

D. humeralis  humeralis | ND2 Instituto 5
2541 Humboldt

D. humeralis humeralis ND2 Instituto 3
6809 Humboldt

D. humeralis humeralis ND2 Instituto 4
6812 Humboldt

D. humeralis humeralis Citocromo b | Instituto 1
6809 Humboldt

D. humeralis humeralis Citocromo b | Instituto 1
2541 Humboldt

6.3 ANALISIS MOLECULAR

6.3.1 Secuenciacion. Se enviaron a secuenciar 28 muestras de las cuales 20 correspondian
al gen mitocondrial ND2 y ocho a citocromo b. De estas muestras se obtuvo 18 secuencias,
12 del gen ND2 y seis de citocromo b (Tabla 5, Anexo J).
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Tabla 5. Niimero de secuencias de los genes mitocondriales Citocromo b y ND2.

Especie y Gen Fuente Localidad | N°de muestras N°de
Cdodigo mitocondrial muestra enviadas secuencias
secuenciacion
D. lafresnayii | ND2 Galeras Narifio 2 1
Individuo 1
D. lafresnayii | ND2 Galeras Narifio 2 1
Individuo 2
D. lafresnayii | ND2 Galeras Narifio 2 1
Individuo 3
D. lafresnayii | ND2 Galeras Narifio 2 1
Individuo 4
D. lafresnayii | ND2 Galeras Narifio 2 1
Individuo 5
D. lafresnayii | ND2 Galeras Narifio 2 1
Individuo 6
D. lafresnayii | Citocromo b | Galeras Narifio 1 1
Individuo 1
D. lafresnayii | Citocromo b | Galeras Narifio 2 2
Individuo 2
D. lafresnayii | Citocromo b | Galeras Narifio 1 0
Individuo 3
D. lafresnayii | Citocromo b | Galeras Narifio 2 2
Individuo 5
D. humeralis | ND2 Instituto Cundinama | 2 2
humeralis Humboldt | rca- Bojaca
1151
D. humeralis | ND2 Instituto Cundinama | 2 1
humeralis Humboldt | rca-
2541 Fémeque
D. humeralis | ND2 Instituto Cundinama | 2 2
humeralis Humboldt | rca- Bojaca
6809
D. humeralis | ND2 Instituto Cundinama | 2 1
humeralis Humboldt | rca- Bojaca
6812
D. humeralis | Citocromo b | Instituto Cundinama | 1 1
humeralis Humboldt | rca- Bojaca
6809
D. humeralis | Citocromo b | Instituto Cundinama | 1 0
humeralis Humboldt | rca-
2541 Fomeque
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Como se puede apreciar en la tabla anterior, el nimero de secuencias que se lograron
amplificar y secuenciar exitosamente del gen mitocondrial citocromo b es menor que el de
ND2 lo que se debié probablemente a los iniciadores los cuales no son especificos para
Diglossa puesto que fueron tomados de un estudio que se realiz en pinzones (Sato, et al
1999), por otro lado las condiciones de envio para la secuenciacion no superaron el tiempo
de llegada y por lo tanto las muestras se pudieron haber alterado.

6.3.2 Outgroup. Después de realizar varias reconstrucciones filogenéticas y teniendo en
cuenta la clasificacion de especies de aves de Sur América propuesta por Remsen et al,
2008 y el trabajo realizado por Klicka en el 2000 en donde el genero Piranga aparece como
grupo hermano del genero Diglossa (Figura 11), se escogieron las secuencias de los genes
mitocondriales ND2 y citocromo b de Piranga olivacea (Figura 12) como grupo externo
para desarrollar el andlisis de agrupamiento correspondiente.

Figura 11. Topologia de las cinco tribus de oscines de nueve primarias propuesta por
Klicka et al, 2000. a Tribu Icterini, b Tribu Emberizini, ¢ Tribu Parulini, d Tribu Traupini, e
Tribu Cardinalini, f Subfamilia fringillinae, g Outgroups. El circulo rojo representa la tribu
en la cual se clasifica a Diglossa y el verde al grupo hermano seleccionado Piranga.
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Figura 12. Derecha: Piranga olivacea macho Izquierda: Piranga olivacea hembra. Fuente
www.sdakotabirds.com/species/scarlet_tanager_info.htm.

6.3.3 Andlisis de composicion de nucledtidos. La composicion de bases para Citocromo b
de las especies en estudio fue: timina 25.0%, citosina 34.1%, adenina 27.1%, guanina
13.8% vy citocina-guanina 47.9%. Y para ND2: timina 27.7%, citosina 18.6%, adenina
25.8%, guanina 27.9% vy citocina-guanina 46.5%. (Anexo K). La longitud de los
fragmentos de los genes ND2 y citocromo b secuenciados se especifica en la tabla 6y 7.

Tabla 6. Longitud de las secuencias parciales del gen mitocondrial Citocromo b.

Muestra N°de Fuente muestra
nucledtidos
secuenciados
D.lafresnayiiG1 727 Galeras
D.]afresnayiiG5 730 Galeras
D.lafresnayiiG2 729 Galeras
D.humeralis6809 737 Instituto Humboldt
D.humeralisGB 527 GenBank
D .lafresnayiiGB 553 GenBank
Piranga olivacea 957 GenBank
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Tabla 7. Longitud de las secuencias parciales del gen mitocondrial ND2.

Muestra N°de Fuente muestra
nucleétido
secuenciados

D.lafresnayiiG1 412 Galeras
D.lafresnayiiG2 415 Galeras
D.lafresnayiiG3 412 Galeras
D.lafresnayiiG5 380 Galeras
D.lafresnayiiG6 374 Galeras

D lafresnayiiG4 412 Galeras
D.humeralis2541 382 Instituto Humboldt
D .humeralis6809 418 Instituto Humboldt
D.humeralis1151 508 Instituto Humboldt
D .humeralis6812 415 Instituto Humboldt
Piranga olivdcea 605 GenBank

6.3.4 Variacién molecular entre genes. De 596 bases nucleotidicas en Citocromo b, 61
(10.235%) fueron variables o polimorficas y 535 (89.765%) conservadas y por lo tanto
filogenéticamente informativas, y en ND2 de 394 bases nucleotidicas 112 (28.426%)
fueron variables y 282 (71.574%) conservadas y por lo tanto filogenéticamente

informativas (Tabla 14).

De las 112 bases nucleotidicas encontradas para el gen ND2, 60 corresponden a
transiciones y 52 transversiones. Para el gen Citocromo b de las 61 bases nucleotidicas

variables 37 son transiciones y 24 transversiones (Tabla 8).
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Tabla 8. Transiciones y transversiones de los genes mitocondriales Citocromo b 'y ND2

Citocromo b

Domain ii si SV R TT TC TA TG CT CC CA | CG AT AC AA | AG | GT | GC GA GG | Total Domain Info
1. Avg 535 37 24 1.5 128 15 1 2 15 182 6 2 4 5 151 4 1 3 3 74 | 595.7 Data

. Ist 168 | 21 10 2.2 24 9 1 1 8 70 3 1 1 2 59 3 0 1 2 14 | 198.1 1st Pos Data
. 2nd 183 8 8 1.0 37 3 0 1 4 60 2 1 1 2 49 0 1 0 1 37 | 198.5 2nd Pos Data
. 3rd 184 8 7 1.2 66 3 0 0 3 52 1 1 1 1 43 1 0 1 1 23 199.0 3rd Pos Data

ND2

Domain il si SV R TT TC TA TG CT CC CA CG AT AC AA | AG | GT | GC GA GG | Total Domain Info
1. Avg 282 | 60 52 1.1 84 9 5 10 17 43 10 10 6 4 71 20 3 3 13 84 | 394.5 Data

. Ist 97 17 16 1.0 30 3 2 4 6 16 2 2 2 2 23 5 1 1 3 28 | 131.0 1st Pos Data
. 2nd 92 21 18 1.2 28 4 1 3 5 14 4 4 2 1 23 7 2 1 5 27 | 131.7 2nd Pos Data
. 3rd 93 21 17 1.2 26 3 2 4 6 13 4 4 2 1 25 8 0 1 5 29 | 131.8 3rd Pos Data

11 = Pares identicos

1 = Transiciones

sv = Transversiones

R =si/sv Transiciones/ Transversiones

43




6.3.5 Analisis de Similitud

6.3.5.1 Andlisis de minima evolucién. Para establecer la relacion taxonémica entre los
individuos capturados en Galeras y clasificados como D. lafresnayii, y los ejemplares de D.
lafresnayii y D. humeralis humeralis se utilizo el método de minima evolucién con 500
replicas para boopstrap, y p-distance para calcular las distancias genéticas entre las
especies.

La topologia resultante con los dos genes mitocondriales ND2 y Citocromo b (Figura 13 y
15) muestran dos clados importantes con un alto boopstrap (100%); uno de ellos donde se
agrupa a los individuos de Diglossa lafresnayii y otro clado donde se agrupa a los
individuos de Diglossa humeralis humeralis. Para confirmar esta topologia se realizaron
arboles filogenéticos transformando los nucledtidos a aminodcidos obteniendo resultados
similares (Figuras 14 y 16).

Figura 13. Topologia de minima evolucién con valores de bootstrap a partir del andlisis de
los nucledtidos del gen mitocondrial ND2. G: localidad galeras, #: codigo del individuo.
6812, 2541, 6809, 1151 muestras del IAvH.
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Figura 14. Topologia de minima evolucién con valores de bootstrap a partir del andlisis de
los aminodcidos del gen mitocondrial ND2. G localidad galeras, # cédigo del individuo.
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Figural5. Topologia de minima evolucién con valores de bootstrap a partir del andlisis de
los nucledtidos del gen mitocondrial Citocromo b. G localidad galeras, # codigo del
individuo. 6809 muestra del IAvH; GB secuencias del GenBank.
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Figura 16. Topologia de minima evolucién con valores de bootstrap a partir del andlisis de
los aminodcidos del gen mitocondrial Citocromo b. G localidad galeras, # cddigo del
individuo. 6812 muestra del IAvH; GB secuencias del GenBank.
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6.3.5.2 Distancias genéticas. Debido a que el reloj molecular de genes mitocondriales ha
sido calibrado teniendo en cuenta tnicamente el gen mitocondrial Citocromo b (Weir &
Schluter, 2008; Barker et al, 2004; Arbogast et al, 2002; Arbogast & Slowinski, 1998;
Avise, 1994), se calcularon los promedios de las distancias genéticas de este gen para
estimar la divergencia entre los dos taxones estudiados (Tabla 9, Anexo M). Asumiendo
una tasa de divergencia de 2.1 % por millén de afios para aves (Weir & Schluter, 2008), se
puede estimar que D. lafresnayii y D. humeralis humeralis comenzaron a divergir de un
ancestro comun hace 0.40 millones de afios (40000 afios).

Tabla 9. Distancias genéticas (promedios) entre los taxones estudiados obtenidas del
andlisis del gen mitocondrial Citocromo b.

Taxon D. humeralis | D. lafresnayii D. humeralis +
D. lafresnayii
D. humeralis 0.006
D. lafresnayii 0.011
D. humeralis + D. lafresnayii 0.0085

6.4 ANALISIS MORFOMETRICO

Los individuos capturados en los alrededores del Santuario de Flora y Fauna Galeras fueron
incluidos en la coleccion de aves del Museo de Historia Natural PSO-CZ de la Universidad
de Narifio. Las medidas tomadas se presentan en el Anexo N, y el promedio, la desviacion
estandar y el tamaiio de la muestra en la tabla 10.
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Tabla 10. Medidas en milimetros (promedio, desviacion estindar y tamafio de muestra) de
los individuos de las dos especies de Diglossa. El tamafio de la muestra se encuentra en
paréntesis.

Medidas Diglossa Diglossa humeralis
lafresnayii humeralis
Culmen Total (CT) 13,54+ 1,9 14,73 + 0,63
(18) (13)
Longitud del culmen 10,70 £ 1,36 11,35 +0,74
expuesto (CE) (18) (18)
Ancho de la Comisura 525 +1,29 5,54 + 0,44
(ACO) (18) (18)
Alto del pico a nivel de la 5,05+0,42 4,8 £0.37
narina (ALN) (16) (18)
Ancho del pico a nivel de 2,89 +£0.26 2,86 +0,33
la narina (AN) (18) (18)
Longitud del tarso (T) 24,73 £+ 2,13 20,06 + 1,02
(18) (13)
Longitud de la cuerda alar 70,74 + 3,91 65,20 + 3,93
(CA) (18) (13)
Longitud de la cola (C) 61,16 5,64 58,1 £4,09
(18) (13)

Al aplicar la prueba de t a los datos que se ajustaron a una distribucién normal y la prueba
U de Mann Whitney a los que no, se encontré que existen diferencias significativas entre el
culmen total, culmen expuesto, cuerda alar y tarso de las dos especies (Tabla 11).

Tabla 11. Resultados de la prueba de t y U de Mann Whitney de las medidas

morfométricas.
Medidas p-Value

morfométricas

CT 0,00511*
CE 0,01484*
ACO 0,09052%*
ALN 0,072738
AN 0,72333
T 3,61E-10
CA 0,00014387
C 0,061242

* Variables a las que se les aplico la prueba U de Mann Whitney.
Negrilla variables con diferencias significativas entre las dos especies utilizadas para el
andlisis discriminante.
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6.4.1 Andlisis de funciones discriminantes. Para encontrar que variables causan la mayor
separacion entre las dos especies de Diglossa se llevé a cabo un andlisis multivariante
discriminante (AD). Para este andlisis se excluyeron las variables ACO, ALN, AN y C, las
cuales no presentaron diferencias significativas en la prueba de t y U de Mann Whitney.

Este andlisis mostr6 que la funcién derivada 1 tiene un valor P-value = 0.000, lo que
significa que tiene un alto valor significativo para separar las dos especies de Diglossa, con
un chi cuadrado de 38,485 (Tablas 12 ay b).

Tabla 12. a y b. Funcién derivada en el andlisis discriminante para las especies Diglossa
lafresnayii y Diglossa humeralis humeralis.

a.
Funcién Eigenvalue | Porcentaje Correlacion
discriminante relativo canodnica
1 2,329 100,0 0,836
b.
Funcién Wilks’ Chi-Square DF P-value
derivada Lambda
1 0,300 38,485 4 0,000

La medida del tarso present6 el mayor peso en la separacion de Diglossa lafresnayii y
Diglossa humeralis humeralis con respecto a las otras variables restantes segin los
coeficientes estandarizados (Tabla 13).

Tabla 13. Coeficientes estandarizados para la primera funcion derivada.

Variable Funcién 1

CT 0,040
CE -0,103
CA 0,202
T 0,913

Segin el andlisis discriminante, dos de los individuos clasificados dentro de la especie
Diglossa lafresnayii deberian estar clasificados dentro del grupo de Diglossa humeralis
humeralis, por lo tanto el 94.4% de los individuos estudiados estin correctamente
clasificados (Tabla 14).
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Tabla 14. Evaluaciéon de la clasificacion de los individuos de Diglossa lafresnayii y
Diglossa humeralis humeralis segin el andlisis discriminante.

Especie Diglossa Diglossa humeralis Total
lafresnayii humeralis
Diglossa lafresnayii 16 2 18
Diglossa humeralis humeralis 0 18 18
Diglossa lafresnayii 88.9 11.1 100.0
Diglossa humeralis humeralis .0 100.0 100.0

6.4.2 Registro fotografico. Al analizar la coloracién del plumaje de D. lafresnayii y D.
humeralis humeralis de los especimenes de la coleccion ornitoldgica del Instituto de
Ciencias Naturales de la Universidad Nacional ICN (Figura 17) y del Instituto Alexander
Von Humboldt (Figura 18), se encontré que D. lafresnayii presenta una coloracion negro
café con hombros gris azuloso, en comparacion con D. humeralis humeralis que presenta
una coloracién negra opaca y pequefio parche gris azul en el hombro. Al comparar la
coloracion de estos ejemplares con la de los individuos capturados en los alrededores del
Santuario de Flora y Fauna Galeras (Figura 19) se encontrd, que la coloracion del plumaje
de estos ultimos corresponde a D. humeralis humeralis.

Figura 17. Especimenes de la coleccion ornitoldgica del Instituto de Ciencias Naturales de
la Universidad Nacional (ICN). Arriba D. humeralis humeralis con una coloraciéon negra
opaca y parche gris azul en el hombro, abajo D. lafresnayii con coloracién negro café con
hombro gris azuloso.
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Figura 18. Especimenes de la colecciéon ornitolégica del Instituto Alexander Von
Humboldt. Arriba D. lafresnayii, abajo D. humeralis humeralis.

Figura 19. Izquierda: Diglossa lafresnayii, alrededores del Santuario de Flora y Fauna
Galeras, coloraciéon negra café y parche gris azul en el hombro. Fuente este estudio
Derecha: Diglossa humeralis humeralis, Sabana de Bogota veredas Torca y Yerbabuena,
coloracién negra opaca con parche gris azul en el hombro. Fuente Rojas 2007.
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7. DISCUSION
7.1 EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE SANGRE, PLUMAS Y TEJIDO

El método Salting Out modificado Universidad Nacional de Colombia sede Palmira fue
utilizado exitosamente para la extraccion de ADN a partir de sangre, debido a que éste
protocolo fue optimizado para el trabajo especifico con aves. Sin embargo para las
muestras de plumas y tejido con los dos métodos probados no se obtuvo ADN debido
probablemente a la dureza de los tejidos, que impidi6 la lisis celular, puesto que en ninguno
de los protocolos se macera para romper las membranas celulares, paso importante para la
obtencion de ADN teniendo en cuenta el alto contenido de queratina de las células de las
plumas (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Otro factor que pudo influir en el resultado es la baja
cantidad de ADN contenida en la muestra ya que cada cafién contiene pocos nanogramos
de pulpa celular (Taberlet & Bouvet, 1991; Tarberlet & Luikart, 1999). Es por estas razones
se decidi6 combinar los dos protocolos y aumentar un primer paso en el que se realiz6 una
maceracion mecdnica de la muestra con mortero.

En el protocolo combinado se utiliz6 el primer paso del protocolo de Bello puesto que a
diferencia de el De Las Casas, que solo utiliza CTAB (Bromuro de cetil-trimetil-amonio),
detergente catiénico facilmente removible por dilucién que permite la solubilizacién de
compuestos de tipo polisacdrido y que cuyo pH impide el pH 6ptimo de enzimas
degradativas, utiliza un buffer de lisis que contiene Tris-HCL, que mantiene estable el pH
de la solucién; EDTA, que protege el ADN de la accién de enzimas nucleasas; SDS, que
solubiliza proteinas, tejidos y membranas, evitando que una cantidad significativa de ADN
quede atrapada en los desechos o restos celulares; y proteinasa K, que degrada proteinas.
Lo cual puede mejorar la eficiencia de la reaccion (Torres, 2005). Y se contintio con el
protocolo de De Las Casas debido a que este, a pesar de presentar los mismos principios
basicos de extraccion de ADN que el protocolo de Bello, especifica las concentraciones y
cantidades de los reactivos en cada paso.

7.2 OPTIMIZACION DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA PARA
ND2 Y CITOCROMO B

La desnaturalizacién para ambos genes se hizo a 94°C durante un minuto 30 segundos para
garantizar la apertura adecuada de la cadena molde. Es importante tener en cuenta que la
temperatura de fusion o alineamiento (Tm) depende de varios factores como la longitud y
secuencia de los iniciadores y es especifica para cada primer, por lo tanto cada cebador
exige una serie de estudios experimentales para determinar su temperatura de hibridacion
especifica ya que si ésta es muy baja la union se hard de forma inespecifica y si es muy alta
no se producird una unién completa (Velasco, 2004). Esta etapa se realizé a 56°C para el
caso de Citocromo b y a 60°C para ND2. La amplificacién de la secuencia especifica se
realiz6 a 72°C que es la temperatura 6ptima de trabajo de la taq polimerasa.
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Ademads de las tres etapas de cada ciclo cominmente se afade una etapa previa y una final
al conjunto de todos los ciclos. La previa, programada a 94°C, sirve bdsicamente para
Inactivar proteasas y nucleasas de la muestra, asi como para asegurar la desnaturalizacion
completa del ADN de partida, especialment§(si este es de gran tamafio, como el caso del
Citocromo b, o posee regiones muy compactadas. La etapa final, por su parte, consiste en
una prolongaciéon de la ultima elongacién, para permitir que se completen todos los
fragmentos, que en el caso de los dos genes fue de 72°C.

Se programaron 40 ciclos de desnaturalizacion, hibridacién y replicacién para conseguir
una enorme amplificacion del ndmero de moléculas que contenia cada una de las
secuencias de los genes estudiados, se considerd este amplio nimero de ciclos de manera
especial para Citocromo b puesto que es un segmento de gran tamafio. Generalmente el
nimero de ciclos varia entre 20 y 40 de 1.5 a 5 minutos de duracién cada uno (Luque &
Herraez, 2001).

En cuanto a la mezcla patrén o stock, no se realizé ninguna modificacion debido a que los
componentes y su concentracion final se encuentran dentro de los pardmetros adecuados
para obtener una amplificacién positiva: el buffer (concentracion final 1X) mantiene la
mezcla patrén en el pH apropiado para que la reaccion de la PCR tenga lugar, los
desoxinucle6tidos ANTPs (concentracion final 200mM) proporcionan tanto la energia como
los nucleosidos para la sintesis del ADN, los iniciadores (concentracion final 0.2 - 1 mM)
fragmentos cortos de ADN (20 — 30 bases) que se ligan al molde de ADN permitiéndole a
la enzima Taq ADN polimerasa iniciar la incorporacion de desoxinucleétidos, la Taq
polimerasa (concentracién final 2.5 U / 100ml) es una enzima estable al calor que agrega
desoxinucledtidos al ADN molde y ADN molde (concentracion final 0.05 — Img) que serd
amplificado por la PCR (Velasco, 2004).

7.3 ANALISIS MOLECULAR

Para este estudio se eligio trabajar con ADN mitocondrial porque éste, ademds de ser uno
de los mds usados en estudios de sistemdtica molecular en aves, posee una serie de
caracteristicas que le dan ventajas sobre el ADN nuclear; dentro de las que se destacan:

a. La evolucion conservativa en cuanto al orden de los genes principalmente los que
codifican para proteinas; se conserva en gran manera la estructura de aminodcidos de sus
genes y no se presentan inserciones o delecciones en estos.

b. Una tasa de sustitucion silenciosa suficiente para incrementar la posibilidad de que la
molécula pueda contener sinapomorfias que revelen ancestros comunes.

c. Tiene una tasa rdpida de sustitucién que lo hace muy {til para estudios de sistemadtica a
nivel de género y especie (Avise, 1994).

Citocromo b y ND2 son dos de las regiones mds conservadas del ADN mitocondrial esto se
evidencia con los datos de la tabla 8 donde se puede apreciar que el 89.765% de las bases
del citocromo b son conservadas y por lo tanto filogenéticamente informativas; esto se
explica teniendo en cuenta que el citocromo b participa en la cadena de transferencia de
electrones, es uno de las 9-10 proteinas que se combinan para formar el complejo III del
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sistema de fosforilacion oxidativa mitocondrial, este complejo transfiere electrones desde la
dihydroubiquinona hasta el citocromo c, el cual esta acoplado con la translocacién de
proteinas a través del interior de la membrana mitocondrial (Murray et. al, 1994). Para el
caso de ND2, el 71.574% de las bases fueron conservadas esto esta asociado al hecho de
que ND2 es una de las coenzimas mds importantes en la célula puesto que participa en
reacciones de oxido-reduccién como la glucélisis y el ciclo del 4cido citrico en la
respiracion celular; numerosos sustratos oxidables de distinta naturaleza (piruvato, malato,
isocitrato, glutamato, etc.) son deshidrogenados en la matriz mitocondrial en reacciones
catalizadas por enzimas especificas (deshidrogenasas) cuya coenzima es un nucleétido de
nicotinamida que en su estado reducido se encuentra unido a un hidrégeno y a un electrén,
el NAD reducido en la matriz mitocondrial cede hidrégenos a la cadena respiratoria con la
finalidad de producir energia (Blanco, 2006; Murray et al, 2004).

En este trabajo se encontré que el gen Citocromo b presenta una tasa de
transiciones/transversiones de 1.5 y el gen ND2 de 1.1, lo que coincide con el hecho de que
las transiciones ocurren mds frecuentemente que las transversiones, a pesar que en la teoria
st las sustituciones nucleotidicas ocurrieran al azar para los cuatro nucleétidos se esperaria
que el nimero de tranversiones fuera mayor que el nimero de transiciones, como hay
cuatro nucle6tidos en cada secuencia A, T, C y G se pueden formar 16 tipos diferentes de
pares de nucle6tidos, cuatro de los cuales son nucledtidos idénticos (AA, TT, CC y GQG),
cuatro transiciones (AG, GA, TC y CT) y ocho transversiones. (Nei & Kumar, 2000).

Al analizar la tasa de transiciones/transversiones en cada posicion del codén (Tabla 13) se
puede observar que para Citocromo b es mds alta en la primera posicién con un valor de 2.2
y para ND2 en la tercera con 1.2, lo que indica que el gen ND2 es mds conservado que el
gen citocromo b. Investigaciones sugieren que cambios en la tercera posicion del codon
(particularmente transiciones) ocurren mds frecuentemente que cambios en la primera y
segunda posicion, debido a que estos son mutaciones silenciosas caracterizadas porque a
pesar de haber un cambio en la secuencia del ADN, no se altera la secuencia de su producto
proteico; en otras palabras el nuevo triplete es sinénimo del original y, por lo tanto, codifica
el mismo aminodcido (Luque & Herraez, 2001); mientras que los cambios en la primera y
segunda posiciéon producen cambios en la composicién de aminodcidos y por lo tanto de la
proteina. (Hackett, 1996).

Para realizar las topologias de similitud se utilizé el método de minima evolucion, el cual es
mds apropiado que el método del vecino mds cercano cuando se trabaja un nimero de
secuencias pequefio y cuando se estdn comparando especies muy cercanas
filogenéticamente como es el caso de las especies analizadas en este estudio (Nei & Kumar,
2000). Esta seleccion se valida gracias a que se obtuvo una topologia similar con los dos
genes mitocondriales ND2 y Citocromo b (Figuras 13 y 15), en la cual se observan dos
clados importantes uno de ellos donde agrupa a los individuos de Diglossa lafresnayii y
otro, donde se agrupa a los individuos de Diglossa humeralis humeralis. A pesar de la
estrecha relacién entre las especies en estudio se observa variabilidad genética dentro de
cada clado, en las figuras 13, 14, 15 y 16.
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Los resultados corroboran que los individuos capturados en los alrededores del Santuario de
Flora y Fauna Galeras corresponden a Diglossa lafresnayii y no a Diglossa humeralis
humeralis como se creia, lo cual coincide con los resultados morfologicos obtenidos en este
trabajo y confirma la distribucién actual de D. lafresnayii y D. humeralis humeralis, segin
la cual D. humeralis humeralis no se encuentra en la zona de Galeras; D. lafresnayii, como
se menciona en el marco tedrico, se encuentra entre 2000 y 3700m, usualmente a més de
2700m, en el sur de la Cordillera Oriental hasta Bogotd, en la Cordillera Central desde el
sureste de Antioquia, Caldas y Tolima y en el sur por las montafias de Narifio y D.
humeralis humeralis se encuentra en la Cordillera Oriental desde Norte de Santander hasta
Bogota (Hilty & Brown, 2001).

Al analizar la distribucion actual de este género en Colombia y, teniendo en cuenta que la
diversidad de la avifauna colombiana es el resultado de diferentes factores que incluyen la
posicion geografica del pais, su compleja topografia, la diversidad de hdbitats y la
confluencia de elementos con diferentes afinidades biogeograficas (Instituto Humboldt,
1997) se podria decir que ésta distribucién se debe probablemente a procesos de
especiacion, dispersion y vicarianza que ocurrieron durante la orogénesis de los Andes
(Castellanos, 2006). La hipotesis que plantea Graves en 1982 es que se produjo un
aislamiento reproductivo por una barrera fisica geografica, en este caso los Andes, lo que
origind procesos de especiacion y las aves del género Diglossa se relacionaron con su
ambiente de modos nuevos lo que permitié que se expandieran rdpidamente y se irradiaran
en nuevas direcciones, incluso produciéndose modificaciones evolutivas adicionales en el
proceso de adaptarse al nuevo ambiente desafiante, asi la mayor diversidad ocurrié en los
Andes desde Colombia hasta el sur de Bolivia, donde en la actualidad se encuentran hasta
siete especies de este género en un gradiente altitudinal relativamente amplio.

Sin embargo al analizar la distancia genética calculada en este trabajo, segtin la cual D.
lafresnayii y D. humeralis humeralis divergieron hace 40000 afios, tiempo en el que los
Andes ya estaban formados completamente, y teniendo en cuenta que esta especie y
subespecie son aves de alta montafia, se podria afirmar que los factores que tuvieron mas
influencia en esta separacion fueron los cambios climéticos asociados a las caracteristicas
bioldgicas y factores ecoldgicos propios de las especies. Hace 40000 afios Colombia pasaba
por la dltima glaciacion, la cual comenzé 116000 afios atrds y alcanzé la maxima extension
del hielo poco antes de los 350000 afios (Van der Hammen, 1985; Flores, 1992),
favoreciendo la evolucién de nuevas especies y subespecies (Toussaint, 1993).

Los periodos de glaciacion e interglaciacion en Colombia, se relacionan bdsicamente con
los cambios climéticos, principalmente de temperatura y humedad, que tuvieron efectos
directos en los diversos elementos de los geosistemas: extension y composicion de la
vegetacion y la fauna, nivel del mar, de lagos y lagunas, concentracion de CO, etc., por
ejemplo, desde el comienzo del ultimo glacial, en el altiplano cundi-boyacense, lugar donde
D. lafresnayii y D. humeralis humeralis son simpdtricas, y en alturas similares de los
Andes, la vegetacion herbdcea y rala de los paramos fue reemplazando paulatinamente al
bosque andino y alto-andino que a su vez migrd hacia altitudes inferiores, y por lo que se
conoce sobre la extension de los glaciares, se infiere que las dreas arriba de los 2800 m
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estaban desprovistas de vegetacion durante la glaciacion (Florez, 1992; Florez, 2003),
cambios que tuvieron que afrontar esta especie y subespecie y que se encuentran
estrechamente relacionados con su distribucion actual. Lo que concuerda con lo planteado
por Vuilleumier en 1969 quien afirma que en el género Diglossa ha ocurrido especiacion
alopdtrica y simpétrica, durante el periodo de méxima glaciacion el clima en los Andes fue
generalmente himedo, el gradiente de temperatura en montafia decrecié y el cinturén de
vegetacion, especialmente el superior, fue bajando y, subi6 durante las interglaciaciones, lo
que origind fluctuaciones verticales que podrian haber permitido que los bosques
montafiosos altos y las islas de arbustos (habitat de Diglossa) formaran bandas continuas a
lo largo de las montafias de Centro América y de los Andes durante los episodios glaciales.
En otras palabras las barreras que impedian el flujo de genes, podrian haberse estrechado
durante la glaciacion hasta que la dispersion a través de ellas habria sido fécil.

Vuilleumier (1979, 1986) también afirma que la historia geogréfica y evolutiva de las
especies de aves de alta montafia, como es el caso de D. lafresnayii y D. humeralis
humeralis, puede ser explicada por efectos a corto plazo (competencia), como se menciond
anteriormente, ocurre en la sabana de Bogota donde la abundancia de D. lafresnayii
disminuye notablemente cuando D. humeralis es mas abundante (Rojas, 2007); mediano
plazo (insularidad), periodos glaciares e interglaciares que afectaron la distribucién de esta
especie y subespecie; y largo plazo (especiacion).

Otra de las razones por las cuales D. humeralis humeralis probablemente no se encuentra
en Narifio es por la fluctuacién que sufrieron los hébitats en tamafio durante los ciclos
glaciales, lo que concuerda con encontrado por Graves en 1982, quien afirma que estas
fluctuaciones llevaron aparentemente a la extincion de formas negras y rufas de carbonaria
en el departamento del Cauca y Antioquia. Un ejemplo claro de esta situacion se presenta
en el sur de Bogota donde varias brechas previenen hoy el contacto entre D. humeralis
humeralis y D. humeralis aterrima a lo largo de la cordillera oriental, como por ejemplo el
valle del Rio Magdalena que tiene altura por debajo de la zona de temperatura en la que
viven estas aves (Zimmer 1929).

La actual distribucién de esta especie y subespecie puede estar asociada al hecho que D.
lafresnayii presenta mayor plasticidad ecoldgica (entendida como la capacidad de colonizar
nuevos habitats) que D. humeralis humeralis y logré una “mejor adaptaciéon” a las
condiciones ambientales locales de Galeras. En otras palabras, hay una combinacién de
factores que explican la ausencia de la subespecie Diglossa humeralis humeralis en
Galeras: los parches de hdbitat que impiden un continuo desplazamiento de las especies, las
barreras geograficas que impiden la colonizacién de nuevos habitat y la estreches de zonas
arbustivas que los enlace, los cambios climéticos, los procesos de adaptacién a nuevos
ambientes entre otros (Vuilleumier, 1986)
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7.4 ANALISIS MORFOMETRICO

Las diferencias interespecificas en tamafo y proporcion dentro de Diglossa no se
encuentran bien definidas, ambos varian geograficamente en el amplio rango de
distribucién del género y deben ser usados en conexion con otros caracteres taxondmicos
(Vuilleumier, 1969). El andlisis morfoldgico de las especies muestra que solo cuatro de las
ocho variables estudiadas pueden ser utilizadas para diferenciar D. lafresnayii de D.
humeralis humeralis, mientras que las variables restantes no son suficientes para considerar
a los individuos estudiados como especies diferentes. La variable de mayor peso, segin el
andlisis de funciones discriminantes, para la separacion de la especie y subespecie, es el
tarso seguido de las medidas del culmen total, culmen expuesto y la cuerda alar. Estas
estructuras morfolégicas se encuentran estrechamente relacionadas con los hébitos
alimenticios y las estrategias de forrajeo del ave, y permiten a las especies utilizar
diferentes segmentos del espectro de recursos disponibles, lo cual interviene en la
segregacion del subnicho trofico (Acosta et. al, 2003). Las adaptaciones para la
alimentacion son una caracteristica importante en la evolucién de las aves, el pico es la
adaptacion clave para alimentarse, por lo que el tamafio, la forma y la fortaleza de €l afecta
su dieta; mds atn, ligeras variaciones en las dimensiones del pico pueden influenciar la tasa
de ingestion de alimento. Sin embargo, los picos de las aves, al igual que otras estructuras
importantes para el forrajeo, como el tipo y la longitud de las patas, pueden ser empleados
en diferentes tipos de habitat y explotar diferentes recursos (Colorado 2004; Barbosa 1994).

En cuanto a las caracteristicas del pico, las diglossas poseen una morfologia especial que
les permite perforar flores de corolas tubulares para extraer el néctar, por lo cual son
consideradas robadoras de néctar altamente especializadas. La maxila termina en un
gancho con el que el ave sujeta la flor mientras hace un agujero en la corola con la
puntiaguda mandibula a través de la cual mete la lengua para extraer el néctar (Figura 20).
La evolucion de este grupo de aves parece ir acompafiada por una tendencia morfologica
hacia el alargamiento del gancho maxilar, que ha favorecido la eficiencia en la extraccién
del néctar a través de perforaciones, pero que a su vez ha disminuido su capacidad de
manipular y consumir frutos, constituyendo un fendmeno de compensacién evolutivo
(Stiles, et. al 1992).

Figura 20. a) Diglossa humeralis robando néctar de una flor de Cavendishia bracteata.
Fuente Rojas 2007. b) Macleania rupestres perforada por Diglossa. Fuente Montenegro et
al.2005

a.
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En un estudio realizado por Montenegro et al. en el 2005 acerca de los hadbitos alimenticios
de Diglossa humeralis, Diglossa lafresnayii y Diglossa cyanea, se encontré que el tarso
cumple un papel fundamental en las estrategias de forrajeo de éstas especies puesto que es
el sostén para acceder a las diferentes especies florales (Figura 21).

Figura 21. Estrategias de forrajeo de las tres especies de Diglossa: a. Perchado horizontal,
cuerpo diagonal hacia abajo, en direccion a la flor, b. Perchado y cuerpo horizontal en
direccion a la flor, c. Perchado horizontal, cuerpo ligeramente diagonal hacia arriba, d.
Perchado vertical, cuerpo diagonal hacia arriba, e. Perchado y cuerpo vertical hacia abajo,
f. Perchado y cuerpo vertical hacia arriba, g. Perchado diagonal y cuerpo diagonal en
direccion a la flor.
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Los taxa alopatricos de las tres superespecies de diglossa: la superespecie baritula
(baritula, plumbea y sittoides), superespecie lafresnayii (lafresnayii, gloriosisima y
misticalis) 'y superespecie carbonaria (gloriosa, humeralis y carbonaria) difieren
conspicuamente en los patrones de coloracion. Con menos diferencias las tres superespecies
tienen poblaciones negras y gris oscuro. Estos patrones de coloracién muestran claramente
que dentro de cada una de las tres superespecies las poblaciones diferenciadas estin
cercanamente relacionadas. Si todas estas poblaciones fueran completamente alopatricas
seria imposible saber si el grado de diferenciacion morfoldgica refleja el aislamiento
reproductivo (Vuilleumier, 1969). Al analizar la coloracion del plumaje de las especies se
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establecio la dificultad para diferenciarlas, especialmente en campo, basdndose Gnicamente
en los patrones de coloracion, por lo tanto es necesaria la utilizacion de otros caracteres
morfoldgicos y si es posible de caracteres moleculares que permitan una correcta
identificacion de estas especies.

Un problema con el uso de los caracteres del plumaje para diferenciar algunas especies de
aves es que los complejos mecanismos y miultiples fuentes responsables del color del
plumaje dificultan la identificacion y codificacion de caracteres homologos, ademds se sabe
muy poco acerca de como se produce el color de las plumas y los patrones de coloracién. El
color puede ser una base estructural o puede venir de una variedad de pigmentos,
especialmente melaninas y carotenoides que las aves obtienen de su dieta. En estudios del
patrén de coloracion del plumaje de algunas aves se ha encontrado que colores que parecen
idénticos pueden provenir de fuentes completamente diferentes por lo tanto el color del
plumaje, especialmente si se desconocen sus bases quimicas es menos usado que otros
caracteres para el andlisis filogenético (Burns, 1998).

Moynihan en 1968 afirma que los comportamientos de eludir y de lucha pueden ser
entendidos como parte de las interacciones comportamentales, las cuales estdn
correlacionadas con varios grados de semejanza morfoldgica y el los incluye dentro del
termino de mimetismo social. Si esto fuera verdad la evolucién de los patrones similares
del plumaje en las superespecies lafresnayii - carbonaria en la parte de los andes donde son
simpatricas podria deberse a la presion de seleccidn asociada con el forrajeo (Vuilleumier,
1969).

Es importante tener en cuenta que ademads de los agentes historicos responsables de la fauna
regional, las caracteristicas bioldgicas y factores ecoldgicos propios de las especies juegan
un papel determinante en su presencia actual en una localidad. Por lo tanto, el nimero de
especies que coexisten en un hdbitat estd determinado por factores histdricos y ecoldgicos:
los eventos histéricos de especiacion y cruce de barreras geogréficas determinan la
colonizacion potencial de las especies a un determinado lugar; y los requerimientos
ecoldgicos de esas especies y sus interacciones con otras, determina cuales de los posibles
colonizadores pueden coexistir. Segtin el modelo de Lotka y Volterra las especies que
experimentan mayores presiones competitivas podrian exhibir bajas abundancias. Este
postulado aport6 las bases tedricas que condujeron a explicar el fendmeno de compensacion
de la densidad, que consiste en que las especies que son morfolégicamente mds diferentes
de las otras experimentan bajas presiones competitivas y por lo tanto presentan mayores
abundancias poblacionales en la comunidad. Por lo tanto existe una relacion positiva entre
la abundancia y la distancia morfoldgica de una especie con respecto a sus competidores
potenciales (Rojas 2007).

Teniendo en cuenta este modelo y analizando la distribucién actual de D. lafresnayii y D.
humeralis humeralis se podria decir que una de las razones por las cuales D. humeralis
humeralis no se encuentra en Narifio es por su semejanza morfologica con D. lafresnayii
que se traduce en alta presion competitiva. Sin embargo, al observar el mapa de
distribucion de esta especie y subespecie (Figura 2) se puede ver como se encuentran en
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simpatria en la sabana de Bogotd, entonces ;Qué esta ocurriendo? ;Por qué no pasa lo
mismo en Galeras? En el estudio realizado por rojas en el 2007, en las veredas de Torca y
Hierbabuena (Sabana de Bogotd), se encontrd6 que D. lafresnayii y D. humeralis
presentaron importantes diferencias en el nimero de individuos registrados a lo largo de un
aflo, pero ademds que sus periodos de médxima abundancia sucedieron en épocas muy
diferentes, de manera que cuando D. humeralis fue més abundante D. lafresnayii no fue
registrada en el drea de estudio, abundancia relacionada estrechamente con la época de
floracion de las plantas que son suministro de alimento de estas especies. Entonces se
podria decir que en esta zona se encuentran las dos especies porque la abundancia de
recursos alimenticios (72 plantas ornitéfilas) les permite disminuir la presion competitiva;
lo que no ocurre en Galeras, en donde en el estudio de Montenegro et al. en el 2005 se
registraron solamente diez especies de plantas potencialmente ornitéfilas (Barnadesia
spinosa, Fuchsia dependens, Fuchsia corollata, Macleania rupestreis, Brachyotum
ledifolium, Brachyotum lindenii, Siphocampylus giganteus, Pasiflora mollisima, Bomarea
multiflora, Berberis grandiflora) suministro de alimento de D. lafresnayii, 1o que
probablemente ha originado que D. lafresnayii esté ejerciendo una mayor presion
competitiva sobre D. humeralis humeralis en esta zona; ademds si se asume que la
habilidad para detectar, atrapar y procesar los alimentos depende ampliamente de la
morfologia de los organismos, los recursos que consumen individuos morfolégicamente
similares tienden a ser similares, entonces si esta subespecie y especie fueran simpatricas en
el area de Galeras la competencia por el recurso seria grande y una de las dos desplazaria a
la otra.

La diversidad de especies y la distribucidon de una biota reflejan la historia de unas posibles
respuestas evolutivas a cambios de hébitat producidos por la actividad geoldgica. Las
secuencias de ADN de un taxén pueden ser usadas para inferir la especiacion y la
biogeografia histérica y ecoldgica del mismo o para determinar si los patrones de
distribucién son debidos a procesos de vicarianza o dispersion (Duarte, 1998). Por esta
razon, las técnicas de biologia molecular, particularmente la comparacién de secuencias
genomicas, han facilitado en los ultimos afios la discriminacion de especies dentro de un
mismo género o incluso de razas dentro de una misma especie, ya que las diferencias
moleculares no se corresponden, en la mayoria de los casos, con diferencias morfolédgicas,
lo que hace necesario el desarrollo de pruebas de identificacion gendmicas (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). Sin embargo, al comparar los resultados morfolégicos y moleculares
obtenidos en este trabajo, se puede apreciar como con los dos se obtienen resultados
similares en cuanto a la diferenciacioén de los individuos de D. lafresnayii y D. humeralis
humeralis, 1o que concuerda con lo propuesto por Tuinen en el 2002 y por Scotland et. al
en el 2003 quienes afirman que se deberia esperar que los caracteres moleculares y
morfoldgicos reflejen la misma historia evolutiva, lo cual generalmente esta basado en el
concepto de que la genética esta detrds de la diversidad morfoldgica vista en la naturaleza.
Por esta razén los ornit6logos usan ambos tipos de datos, algunas veces combinados, para
la reconstruccion de la historia evolutiva de las aves modernas.
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8. CONCLUSIONES

e Segin los resultados moleculares y morfoldgicos, los individuos capturados en los
alrededores del Santuario de Flora y Fauna Galeras corresponden a Diglossa lafresnayii y
no a Diglossa humeralis humeralis, confirmandose asi la distribucion actual de esta especie
y subespecie.

e [as medidas morfométricas del culmen total, culmen expuesto, tarsoy cuerda alar son
las mds apropiadas para diferenciar en campo a Diglossa lafresnayii de Diglossa humeralis
humeralis, siendo el tarso la medida con mayor peso.

e Los datos moleculares respaldan la hipétesis planteada en este trabajo en donde la
distribucién actual de Diglossa lafresnayii y Diglossa humeralis humeralis se debe a los
cambios climdticos asociados a las caracteristicas bioldgicas y factores ecoldgicos propios
de las especies.

e Teniendo en cuenta la distancia genética entre Diglossa lafresnayii y Diglossa
humeralis humeralis, calculada con base en el gen mitocondrial citocromo b, la morfologia
similar entre esta epecie y subespecie probablemente se debe a su reciente radiacion
adaptativa (0.40 millones de afios), la cual no permiti6 una marcada diferenciacion
morfoldgica.

e [os datos morfolégicos y moleculares se complementan dando una vision holistica de
la historia ecoldgica- evolutiva de las especies.

60



9. RECOMENDACIONES

e FEste es el primer estudio en sistemdtica molecular y biogeografia de aves en el
departamento de Narifio y por lo tanto puede servir como base para abrir una nueva linea de
investigacion en estas dreas en la Universidad de Narifio y continuar asi con los estudios a
nivel molecular de las especies de aves silvestres en el Departamento.

e (aracterizar molecularmente las especies del género Diglossa presentes en el
departamento de Narifio utilizando las técnicas para extraccion y amplificacion de ADN
optimizadas en este trabajo.

e Ampliar el estudio de distribucién geogrifica del género Diglossa en el Departamento
de Narifio utilizando caracteres morfoldgicos y moleculares.

e Secuenciar los genes completos citocromo b y ND2 de las especies del género Diglossa

presentes en Colombia con el fin de plantear una hipétesis sobre su historia evolutiva y
explicar su distribucién geogréafica en Colombia.
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ANEXOS

Anexo A. Método de Salting Out modificado Universidad Nacional de Colombia sede
Palmira:

1. Tomar entre 0.2 y 0.5ml de sangre total y agregarlos en 0.5ml de solucién de Lisis I
en un tubo Eppendorf.

2. Mezclar por inversion e incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.
3. Centrifugar a 19173.7 gravedades por 1 minuto.

4. Voltear el tubo suavemente para descartar | sobrenadante y evitar que se salga el
precipitado. Escurrir en una servilleta limpia.

5. Adicionar Iml de Lisis I y mezclar por inversion. Hacer vortex hasta desbaratar lo
mds posible el pellet o utilizar una punta aerosol resistente para desbaratar el mismo,
evitando formar espuma.

6. Centrifugar a 19173.7 gravedades por 1 minuto y descartar el sobrenadante.

7. Repetir los pasos 5 y 6 hasta lograr un pellet de color totalmente blanco o
transparente (2 o 3 veces mas).

8. Agregar al precipitado 400ul de solucién de Lisis II y 20 ul de proteinasa K
(10pg/ul). Resuspender con punta aerosol resistente.

9. Incubar 30 minutos a 56°C y hacer vortex periddicamente. Se puede ejar mds
tiempo incluso hasta el otro dia.

10. Agregar 300 pl de solucién NaCl 5M. Hacer vortex de 30 a 60 segundos.
Centrifugar a 19173.7 gravedades por 12 minutos.

11. Pasar 350 pul de sobrenadante a un ubo nuevo con 900 pl de etano absoluto frio.
Mezclar suavemente por inversion y observar la malla de ADN. En este paso se puede
dejar hasta el otro dia a -20°C.

12. Centrifugar a 19173.7 gravedades por 12 minutos.

13. Descartar el sobrenadante suavemente para evitar perder el pellet.

14. Agregar 1ml de etanol al 70%, mezclar por inversion durante 2 minutos y

centrifugar a 19173.7 gravedades durante 5 minutos.
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15. Descartar suavemente el sobrenadante y dejar secar el pellet 5 minutos en la cabina
extractora de gases.

16. Adicionar 100 ul de TE 1X. Si el pellet es aun muy viscoso agregar mas TE 1X.

17. Dejar para la determinacién de la concentracion por lo menos 5 minutos a 37°C toda
la noche a temperatura ambiente.

SOLUCION DE LISIS I
0.32 M Sacarosa

10 mM Tris HCI, pH=7.5
5 mM MgCl,

1% Triton X100

SOLUCION DE LISIS II
10 mM Tris HCI, pH=7.5
10 mM EDTA, pH=8.0
50 mM NaCl

0.2% SDS

TE 1X
1 mM Tris HCI, pH=7.5
0.1 mM EDTA, pH=8.0

STOCKS
EDTA 0.5 M pH=7.5
MgCl I M
NaCl 5 M

Anexo B. Método de Saghai-Maroof et al. 1984, modificado por De Las Casas J. C. 2004:
1. Anotacién cédigo, especie y sexo en cuaderno de trabajo.
2. Centrifugar muestras de sangre a 16532.425 gravedades durante 30 min.
3. Retirar con cuidado la mayor parte del buffer dejando el precipitado en el tubo. Para
las muestras de tejido, macerar el tejido en dos gotas de CTAB utilizando una cuchilla

fina hasta dejar muy bien homogenizada la muestra.

4. Adicionar 600 ul de buffer CTAB.
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5. Incubar la muestra a 65°C durante 30 min.

6. Adicionar 5 pl de proteinasa K 20mg/ml. Agitar suavemente. Dejar 30 min.
adicionales. Agitar periddicamente.

7. Incubar la muestra a 65°C durante 30 min.
8. Agregar 600 pl de fenol-cloroformo. Mezclar suavemente. Dejar actuando durante 5

min. Centrifugar a 16532.425 gravedades durante 15 min. Repetir este procedimiento
con la fase acuosa si esta aparece lechosa.

9. Tomar la primera fase. Agregar 600 pl de isopropanol mezclar por inversion.
Almacenar a —4°C durante 48 horas.

10. Centrifugar 30 min. a 16532.425 gravedades. Descartar el sobrenadante evitando
tomar el precipitado (ADN).

11. Agregar 1 ml de etanol: TE (70:30), dejar 10 min. en reposo y luego centrifugar 15
min. a 16532.425 gravedades.

12. Extraer el etanol : TE y dejar el precipitado. Secar la muestra usando bomba de
vacio (Speedvac) durante 30 min.

13. Agregar 200 ul de TE buffer y golpear el tubo para aflojar el pellet.

14. Almacenar a 4°C.

Anexo C. Método de Bello N, Francino O. y Sanchez A. 2000

1. Cortar la parte terminal dela pluma y colocarla en un tubo eppendorf de 1.5ml
estéril con 500ul de buffer de lisis (50mM Tris-HCL pH 8; 20mM EDTA pH 8; 2%
SDS) y proteinasa K a una concentracién final de 175pg/ml.

2. Latemperatura de lisis y el tiempo de incubacion dependen del tamafio de la pluma,
cuando el cafién de la pluma contiene tejido blando o sangre se deja a 37°C durante
toda la noche con una suave agitacion; cuando se usa plumas pequeiias sin tejido blando
ni sangre se debe incubar a 56°C por cuatro horas y no es necesario agitar.

3. Homogenizar con vortex y centrifugar a 14086.8 gravedades durante 10 minutos
solo si no se ha digerido el tejido blando presente.

4. Transferir el sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo de 1.5ml estéril y agregar
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fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1).

5. Agregar 50ul de NaCl 2M y dos volumenes de etanol. Para maximizar la
recuperacion de ADN este paso puede llevarse a cabo a -20°C durante toda la noche.

6. Lavar el pellet con etanol al 70% y resuspender en 50 a 500ul de TE (10mM Tris
HCL, 1Mm de EDTA pH 8) 6 agua estéril.

Anexo D. Protocolo para la extraccion de ADN a partir de tejidos

Preparacion de la muestra:

1. Tomar un fragmento de tejido de aproximadamente 0.7mg y lavar con 2 ml de
etanol al 70% (No incluido) por 3 minutos.

2. Luego realizar dos lavados de 20 minutos cada uno con agua destilada.

3. Cambiar el fragmento de tejido desinfectado a un tubo eppendorf de 1.5 pl nuevo
estéril.

4. Agregar 600 pl de solucién de digestion y dejar toda la noche a 37°C para la
digestion del tejido.

Extraccion ADN

1. Tomar el tubo donde realizé la digestion del tejido, mezclar varias veces y transferir
el sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo.

2. Para un volumen de 600 1de muestra, se adiciona 900 pl de lisis celular. Incubar
durante 10 a 15 minutos a temperatura ambiente y mezclar por inversion durante el
tiempo de incubacion. Centrifugar a 9782.5 gravedades por 3 minutos.

3. Descartar el sobrenadante sin perder el pellet, etirando la mayor cantidad posible
(usar pipeta). Dar vortex vigorosamente durante 10 a 15 segundos hasta resuspender

completamente las células.

4. Incubar lalisis nucleica por 20 minutos a 37°C antes de usar. Adicionar 300 pl de
lisis nucleica, dar vortex vigorosamente durante 10 a 15 segundos.

Nota: Si se desea un ADN completamente libre de proteinas, colocar 10 pl de proteinasa K
(10 pl/ml) e incubar por 20 minutos (no incluida).

5. Adicionar 200 pl de precipitacion proteica, dar ortex vigorosamente durante 20
segundos. Centrifugar a 9782.5 gravedades por 3 minutos.
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6. Transferir el sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo de 1.5 ml y adicionar 300 pl
de precipitacion de ADN. Mezclar suavemente la solucién por inversion hasta que el
ADN se observe en forma de mota de algodon. Centrifugue a 9782.5 gravedades por 3
minutos.

7. Desechar el sobrenadante y adicionar 300 pl de buffer de lavado, invertir varias
veces el tubo para limpiar el ADN. Centrifugar a 9782.5 gravedades por 3 minutos.

8. Descartar el sobrenadante. sin perder el pellet y dejarlo secar al aire libre durante 5 a
10 minutos.

9. Adicionar 100 pl de rehidratacion. La cantidad a agregar a la muestra depende del
tamafio de la mota de ADN observada previamente. Si el ADN es para utilizar
inmediatamente incubar la solucién a 65°C durante 30 minutos, de lo contrario
almacenar la muestra a 4°C.

Anexo E. Protocolo para la extracciéon de ADN a partir de muestras de sangre periférica.
Las muestras para aislamiento deben ser tomadas en tubo con anticoagulante EDTA.

1. Tomar 300 pl de sangre total ¢ on anticoagulante EDTA vy transferirlos a un tubo
eppendorf de 1.5 ml.

2. Para un volumen de 300 pl e muestra, se adiciona 900 pl de lisis celular. Incubar
durante 10 a 15 minutos a temperatura ambiente y mezclar por inversion durante el
tiempo de incubacién. Centrifugar a 9782.5 gravedades por 3 minutos.

3. Descartar el sobrenadante sin perder el pellet, retirando la mayor cantidad de
hemoglobina posible (usar pipeta). Dar vortex vigorosamente durante 10 a 15 segundos
hasta resuspender completamente las células.

4. Incubar la lisis nucleica por 15 minutos a 37°C antes de usar. Adicionar 300 pl de
lisis nucleica, dar vortex vigorosamente durante 10 a 15 segundos.

Nota: Si se desea un ADN completamente libre de proteinas, colocar 10 pl de proteinasa K
(10 pwl/ml) e incubar por 20 minutos (no incluida).

5. Adicionar 200 pl de precipitacion proteica, dar vortex vigorosamente durante 20
segundos. Centrifugar a 9782.5 gravedades por 3 minutos.

6. Transferir el sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo de 1.5 ml y adicionar 300 pl
de precipitacion de ADN. Mezclar suavemente la solucién por inversion hasta que el
ADN se observe en forma de mota de algodon. Centrifugue a 9782.5 gravedades por 3
minutos.
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7. Desechar el sobrenadante y adicionar 300 ul de buffer de lavado, invertir varias
veces el tubo para limpiar el ADN. Centrifugar a 9782.5 gravedades por 3 minutos.

8. Descartar el sobrenadante sin perder el pellet y dejarlo secar al aire libre durante 5 a
10 minutos.

9. Adicionar de 50 a 100 pl de rehidratacion. La cantidad a agregar a la muestra
depende del tamafio de la mota de ADN observada previamente. Si el ADN es para
utilizar inmediatamente incubar la solucién a 65°C durante 30 minutos, de lo contrario
almacenar la muestra a 4°C.

Anexo F. Procedimiento de electroforesis para verificar presencia de ADN

1. Lavar con jabon y agua destilada el portageles y peinetas, secar con toallas de papel
y desengrasar con etanol. Realizar el montaje de las bases de acuerdo a las instrucciones
del fabricante.

2. Preparacién del gel: Para verificar 1a presencia de ADN se debe preparar un gel
poco concentrado (0.8%), que genera una matriz de poros grandes. Para una cuba de 50
ml es necesario pesar 400 mg de agar, mezclarlos con 500 ml de TBE 0.5X (Tris-borato
0.045M + EDTA 0.001M), y calentar hasta ebullicién con agitacion frecuente, luego
dejar reposar por 1 minuto y agregar 5 il de bromuro de etidio (1:100) y agitar.

3. El portageles debe estar limpio, seco y nivelado: Ubicar un peine de 10 o 12 pozos.
Verter el gel caliente cuidando de que su espesor no supere los 0.5 ml y dejar endurecer
a temperatura ambiente (30 min. aprox.). Una vez endurecido retirar el gel con cuidado,
empezando por la peineta de pozos y luego por los seguros laterales. La manipulacién
debe ser cuidadosa evitando provocar cualquier fractura en el gel y siempre usando
guantes porque el Bromuro de Etidio que contiene el gel es altamente mutagénico.

4. Tomar cinco tubos eppendorf y marcarlos con marcador indeleble del 1 al 5; en
cada uno agregar, con una punta diferente, 2 pl de TE 1X, 0,5 ul de azul de Bromofenol
(éste puede ser remplazado por 3 pl de buffer de carga) y 4uul de la muestra de ADN.

5. Cargado del gel: Ubicar el gele ndurecido en la cdmara de electroforesis y gregar
con cuidado el Buffer de corrida (TE 1X) en la cuba, hasta que sobrepase el gel. Con
ayuda de una micropipeta servir con cuidado 0.45 ul de la solucién preparada en el
punto anterior. Se debe tener cuidado de no depositar la muestra fuera del pozo porque
puede generar un rastro erréneo.

6. Una vez servidas todas las muestras terminar de armar la cimara de electroforesis
cuidando de ubicar los posos hacia el citodo (electrodo negativo) de tal manera que la
corrida avance hacia el dnodo (electrodo positivo), y conectarla a 80 voltios durante 1
hora aproximadamente (sin embargo el azul de bromofenol puede servir de guia para
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verificar el

cuando éstas estén cerca del borde inferior.

“avance” de las moléculas de ADN, la electroforesis se debe detener

7. Después de desconectar la cdmara se debe retirar con cuidado el buffer de corrida
hasta que se pueda retirar el gel, el cual se lleva al transiluminador para su

correspondiente andlisis.

Anexo G. Protocolo PCR Bardeleben C. y Gray M. 2005

Reactivos

Concentracion

Concentracion Volumen por

inicial final reaccion
Agua 13.4ul
Buffer PCR 10X 1X 2.5ul
DNTP’s 10mM 200uM 0.5ul
Mg Cl, 25mM 1.5mM 1.5ul
Primer H 10uM 0.4uM 1ul
Primer L 10uM 0.4uM 1ul
Taq 5U 0.5U 0.1ul
ADN 5
Total 25

Programacion del termociclador

Ubicar las muestras en el termociclador programando los siguientes tiempos Yy
temperaturas: 94°C por 3 minutos, 28 ciclos de 94 °C por 45 segundos, temperatura de
alineamiento por 45 segundos, 72 °C por 30 segundos y temperatura de extension final
72°C por 5 minutos.

Anexo H.

Protocolo PCR Hackett S. 1996
Reactivos Concentracion Concentracion Volumen por
inicial final reaccion
Agua 20.674ul
Buffer PCR 10X 1X 3.5ul
DNTP’s 10mM 0.04mM 0.14ul
Mg Cl, 25mM 1.5mM 2.1ul
Primer F 10uM 0.5uM 1.75ul
Primer R 10uM 0.5uM 1.75ul
Taq 5U 0.5U 0.086ul
ADN 5
Total 35
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Anexo I. Protocolo combinado: Saghai-Maroof ef al. 1984, modificado por De Las Casas
(2004) y Bello et al, 2000

1. En el caso de muestras de plumas se corto la parte terminal y se macero con la
ayuda de mortero. En el caso de los tejidos se macero en un tubo eppendorf de 1.5ml
estéril con ayuda de una punta azul.

2. La muestra se coloco en un tubo eppendorf de 1.5ml estéril con 500ul de buffer de
lisis (5SmM Tris-HCL pH 8; 20mM EDTA pH 8; 2% SDS) y 437,5 ul de proteinasa K a
una concentracion final de 175ug/ml. Se incubo en bafio maria a 37°C durante 22 horas.
Nota: Después de este paso a las muestras de tejido se les hizo vortex y se centrifugaron
a 14086.8 gravedades durante 10 minutos, transfiriendo el sobrenadante a un tubo

eppendorf nuevo de 1.5 ml.

3. Se agregaron 600 pl de fenol:cloroformo. Se mezclo suavemente. Se dejo actuar
durante 5 min. Se centrifugé a 16532.425 gravedades durante 15 min.

4. Se tomo la primera fase. Se agregaron 600 pl de isopropanol y se mezclo por
inversion. Se almaceno a —4°C durante 48 horas.

5. Se centrifugé 30 min. a 16532.425 gravedades. Se descarto el sobrenadante
evitando tomar el precipitado (ADN). Se seco con papel absorbente.

6. Se agrego 1 ml de etanol : TE (70:30), se dejo 10 min. en reposo y luego se
centrifugd 15 min. a 16532.425 gravedades.

7. Se extrajo el etanol : TE y se dejo el precipitado. Se seco la muestra con papel
absorbente.

8. Se agrego 200 pl de TE 1X.

9. Se almaceno a 4°C.

75



Anexo J. Secuencias editadas
Citocromo b

D.lafresnayii1G1
GGCCGAGGACTCTACTACGGCTCATACCTGAACAAAGAGACCTGAAACATCGGAGTCATCCTCCTCCTAACCCTC
ATAGCAACCGCCTTCGTAGGGTACGTACTACCATGAGGCCAAATATCATTCTGAGGTGCCACTGTAATCACAAAC
CTATTCTCCGCTATTCCCTACATCGGACAAACACTAGTAGAATGAGCTTGAGGTGGATTTTCCGTCGACAACCCCA
CACTCACTCGATTTTTCGCACTCCACTTCCTTCTCCCATTCTTCATTGTAGGCCTCACACTCGTCCATCTCACTTTCC
TCCACGAGACAGGATCAAACAACCCACTAGGAATTCCCTCAGACTGCGATAAAATCCCCTTTCACCCATACTACA
CTATCAAGGATATCCTAGGATTCGTATTAATACTCTCCCTTCTAGTCTCATTAGCACTATTCGCCCCCAACCTCCTA
GGAGACCCAGAAAACTTCACACCAGCCAACCCACTAGTTACCCCTCCCCACATCAAACCTGAATGATATTTCCTAT
TCGCATACGCTATTCTTCGATCCATCCCAAACAAACTAGGAGGCGTGCTAGCCCTAGCCGCCTCAATCCTAGTTCT
ATTCCTCACCCCACTACTTCACACATCAAAACTACGATCAATGACTTTCCGTCCCCTATCACAAATCTATTCTGAAC
CCAGTNGNNAACCCAACTTACCTAAATCGGNNGNAAAATCGG

D.lafresnayiiG5
TTTTTTTNCGACCTGAACCTTTCTAGATNCAAGTATGGAGGAGGTGTGCTAGCCCTGGACGCCTCAGTCCATGTTCT
ATTCCTGCATCCTCATTACTTCCCCATCTATGCTACGACTCAATGACTTGCCGGACCCCTCTCGCAAATCTTATGTC
TGAAGCCGACTCGTCAATGTCCATCCGCCTAAACTGAGTAGGCAGCCGAGGACTCTAATACCCCTTCTTCACTGAA
CAAAGAGACCTGAAACATCGGAGTCATCCTCCTCCTAACCCTCATAGCAACCGCCTTCGTAGGCTACGTACTACCC
CAATGAGGCCAAATATCATTCTGAGGTGCCACTGTAATCACAAACCTATTCTCCGCTATTCCCTACATCGGACAAA
CACTAGTAGAATGAGCTTGAGGTGGATTCTCCGTCGACAACCCCACACTCACTCGATTTTTCGCACTCCACTTCCTT
CTCCCATTCTTCATTGTAGGCCTCACACTCGTCCATCTCACTTTCCTCCACGAGACAGGATCAAACAACCCACTAG
GAATTCCCTCAGACTGCGATAAAATCCCCTTTCACCCATACTACACTATCAAGGATATCCTAGGATTCGTATTAAT
ACTCTCCCTTCTAGTCTCATTAGCACTATTCGCCCCCAACCTCCTAGGAGCGACCCAGAAAACTTCACACCAGCCA
ACCCACTAGTTACCCCTCCCCACATCAAACCTGAATGATATTT
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D.lafresnayiiG2
TCTCTTTNNCGTCCTCAGATTGTTNAATACTCAATCATCTAGGAGGTGTGCTCGCCTTGCACGATACAGTACACGCT
CTATTACTGATTCTCATTCCGTTACCCACTCTATGCTAAGACGTATGATTTGGCTGACTCATCCACAACTTCCATGT
CTGAAGGCGACTCCTTCTTCTTCATCTGCCTCTACTGTACTCATCGGCCAGAGGACTCTACTACCCATTCATACACT
GAACAAAGAGACCTGAAACATCGGAGTCATCCTCCTCCTAACCCTCATAGCAACCGCCTTCGTAGGCTACGTACT
ACCATGAGGCCAAATATCATTCTGAGGTGCCACTGTAATCACAAACCTATTCTCCGCTATTCCCTACATCGGACAA
ACACTAGTAGAATGAGCTTGAGGTGGATTCTCCGTCGACAACCCCACACTCACTCGATTTTTCGCACTCCACTTCC
TTCTCCCATTCTTCATCGTAGGCCTCACACTCGTCCATCTCACCTTCCTCCACGAGACAGGATCAAACAACCCACTA
GGAATTCCCTCAGACTGCGATAAAATCCCCTTTCACCCATACTACACTATCAAGGATATCCTAGGATTCGTATTAA
TACTCTCCCTTCTAGTCTCACTAGCACTATTCGCCCCCAACCTCCTAGGAGACCCAGAAAACTTCACACCAGCCAA
CCCACTAGTTACCCCTCCCCACATCAAACCTGAATGATATTT

D.humeralis6809
TTTGAGGGGGTAATGTAGCCCTTATCAGATGAGATGTTGGGAGGNCCTCTACTTGCCATACACTATACAGCAGACA
CTAAACTAGCCTTCTCCTCCGTTGCTCACATATGCCGAGACGTACAATTCGGCTGACTCATCTTCGCAACCTCCAA
CCGCAAACGGAGCTTCCTTCTTCTTCATCTTAGCATCTAACTTACACATCGGGCCGAGGACTCTTACTACGGTTTCA
TACCTGAACAAAGAAACCTGAAACATCGGAGTCATTCTCCTCCTAACCCTCATAGCAACTGCCTTCGTAGGCTAAC
GTACTACCATGAGGCCAAATAATCATTCTGAGGCGCTACCGTAATCACAAACCTATTTTTCAGCCATCCCCTACAT
CGGACAAACACTAGTAGAATGAGCCTGAGGCGGATTCTCTGTCGACAATCCCACACTCACTCGATTCTTCGCACTT
CACTTCCTTCTCCCATTCCTCATCGTAGGCCTCACACTCGTCCATCTCACCTTCCTCCACGAAACAGGATCAAACAA
CCCACTAGGAATCCCCTCAGACTGCGACAAAATCCCCTTCCACCCATACTACACCATCAAAGATATCCTAGGATTC
GTGCTAATACTCTCCCTCCTAGTCTCATTAGCCCTATTCTCCCCCAACCTTCTAGGCGACCCAGAAAACTTCACACC
AGCTAACCCACTAGTCACCCCACCCCACCAATCAAACCCGAATGATACTT

ND2

D.lafresnayiiG1
CCTTGAAGCACTTCTGGGAATCAGAAGTGGAATGGTACTAGTCCTAGTTTTATTGCAATTGCGGAGGTAAGGATTA
AGCAAGATACTGGGTGGGTGAGCTGAGTAATATCTCACTGTCCGGTCTGCCATGCGTTGGTTATGCTGGAGAATAG
AACTAGGGCGGAGGCAGCTGATTGGGTTAGGAAATATTTAGTAGCAGCTTCAATGGCTCGTGGGTGATGAGATTT
TGAAATTAATGGGAGGATAGCGAGCGTGTTGATCTCAAGGCCGGCTCAGGCTATGATTCAGTGGTTGCTCGATAT
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GGTGATAGTTGTCCCTAGAAGTAGGCTAATGACAAAAATTAAGTTTGCTGGGGGGTTCATTAGCAGGAGGAGAAG
TCGGAAAATCATTTTCGGGGTA
TGGGCCCGATAAA

D.lafresnayiiG2
TNTCCTTGAAGCACTTCTGGGAATCAGAAGTGGAATGGTACTAGTCCTAGTTTTATTGCAATTGCGGAGGTAAGGA
TTAAGCAAGATACTGGGTGGGTGAGCTGAGTAATATCTCACTGTCCGGTCTGCCATGCGTTGGTTATGCTGGAGAA
TAGAACTAGGGCGGAGGCAGCTGATTGGGTTAGGAAATATTTAGTAGCAGCTTCAATGGCTCGTGGGTGATGAGA
TTTTGAAATTAATGGGAGGATAGCGAGCGTGTTGATCTCAAGGCCGGCTCAGGCTATGATTCAGTGGTTGCTCGAT
ATGGTGATAGTTGTCCCTAGAAGTAGGCTAATGACAAAAATTAAGTTTCCTTGGGGGCTCATCAGCAGGATGAGG
CGGGAAAACATCATTTTCGGGGTATGGGCCCGATAAA

D.lafresnayiiG3
TCCTTGAAGCACTTCTGGGAATCAGAAAGGGGNGGATAGTCTGTCCAGTTTTATTGCACTTGCGGAGGTAAGGATT
AAGCAAGATACTGGGTGGGTGAGCTGAGTAATATCTCACTGTCCGGTCTGCCATGCGTTGGTTATGCTGGAGAATA
GAACTAGGGCGGAGGCAGCTGATTGGGTTAGGAAATATTTAGTAGCAGCTTCAATGGCTCGTGGGTGATGAGATT
TTGAAATTAATGGGAGGATAGCGAGCGTGTTGATCTCAAGGCCGGCTCAGGCTATGATTCAGTGGTTGCTCGATAT
GGTGATAGTTGTCCCTAGAAGTAGGCTAATAACAAAAATTAAGTTTGCTTGGGGGTTCATTAGCAGGGGAAGGAG
TTGAACCATCATTTTCGGGGTATGGGCCCGATAA

D.lafresnayiiG5
TCCTTGAAGCACTTCTGGGAATCAGAAGTGGAATGGTACTAGTCCTAGTTTTATTGCAATTGCGGAGGTAAGGATT
AAGCAAGATACTGGGTGGGTGAGCTGAGTAATATCTCACTGTCCGGTCTGCCATGCGTTGGTTATGCTGGAGAATA
GAACTAGGGCGGAGGCAGCTGATTGGGTTAGGAAATATTTAGTAGCAGCTTCAATGGCTCGTGGGTGATGAGATT
TTGAAATTAATGGGAGGATAGCGAGCGTGTTGATCTCAAGGCCGGCTCAGGCTATGATTCAGTGGTTGCTCGATAT
GGTGATAGTTGTCCCTAGAAGTAGGCTAATAACAAAAATTAAGTTTGCCTGAAGCCTCGCGATCAGGNCGCGGAA
TT

D.lafresnayiiG6
TCCTTGAAGCACTTCTGGGAATCAGAAGTGGAATGGTACTAGTCCTAGTTTTATTGCAATTGCGGAGGTAAGGATT
AAGCAAGATACTGGGTGGGTGAGCTGAGTAATATCTCACTGTCCGGTCTGCCATGCGTTGGTTATGCTGGAGAATA
GAACTAGGGCGGAGGCAGCTGATTGGGTTAGGAAATATTTAGTAGCAGCTTCAATGGCTCGTGGGTGATGAGATT
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TTGAAATTAATGGGAGGATAGCGAGCGTGTTGATCTCAAGGCCGGCTCAGGCTATGATTCAGTGGTTGCTCGATAT
GGTGATAGTTGTCCCTAGAAGTAGGCTAATGACAAAAATTAAGTTTGCTGGGGGGTTCATAGCGGGAAGAG

D.lafresnayiiG4
TCCTTGAAGCACTTCTGGGAATCAGAAGTGGAATGGTACTAGTCCTAGTTTTATTGCAATTGCGGAGGTAAGGATT
AAGCAAGATACTGGGTGGGTGAGCTGAGTAATATCTCACTGTCCGGTCTGCCATGCGTTGGTTATGCTGGAGAATA
GAACTAGGGCGGAGGCAGCTGATTGGGTTAGGAAATATTTAGTAGCAGCTTCAATGGCTCGTGGGTGATGAGATT
TTGAAATTAATGGGAGGATAGCGAGCGTGTTGATCTCAAGGCCGGCTCAGGCTATGATTCAGTGGTTGCTCGATAT
GGTGATAGTTGTCCCTAGAAGTAGGCTAATGACAAAAATTAAGTTTCCTTGGGGGCTCATTAGCGTGAGGTGGCG
GAAAACCATCATTTTCGGGGTATGGGCCCGATAA

D.humeralis2541
TTCCCTTGAAGCACTTCTGGGAATCAGAAATGGAATGGTACCAATCCTAGTTTTATTGCAATTGCAGAGGTGAGGA
TTAGGCAGGGTACTGGGTGAGTGAGTTGGGTGATATCTCACTGCCCAGTCTGTCATGCGTTGGTTATGCTGGAAAA
TAGGACTAGGGCAGAGGCAGCTGCTTGGGTTAGGAAGTACTTAGTGGCAGCTTCAATGGCTCGTGGGTGGTGGGA
TTTTGAGATTAATGGAAGGATGGCGAGTGTGTTAATTTCAAGGCCGGCTCAGGCCGTGATTCAATGGTTGCTCGAG
ATGGTGATGGTTGTTCCTAGGAGCAGACTGGTGGCAAAAATTAAATTTGCCTGAAGCCTCGGAATCAGGTCGCGG
GAAA

D.humeralis6809
CTCCTTGAAGCACTTCTGGGAATCAGAAATGGAATGGTACCAAGGTCCTAGTTTTAGGTTGCAATTGCAGAGGTGA
GGATTAGGCAGGGTACTGGGTGAGTGAGTTGGGTGATATCTCACTGCCCAGTCTGTCATGCGTTGGTTATGCTGGA
AAATAGGACTAGGGCAGAGGCAGCTGCTTGGGTTAGGAAGTACTTAGTGGCAGCTTCAATGGCTCGTGGGTGGTG
GGATTTTGAGATTAATGGAAGGATGGCGAGTGTGTTAATTTCAAGGCCGGCTCAGGCCGTGATTCAATGGTTGCTC
GAGATGTAGAGGGTTGTTCCTAGGAGCAGACTGGTGGCAAAAATTAAATTTCTGCAGCCTCTGATCAGGTCGGCG
AAAAATTGAACCATCATTTTCGGGGTATGGGCCCGATAAC

D.humeralis1151
TCTTCGTGCCAACGCTTTTTGCCGCTTGCCGAATGTAGTCACCTCTGGAAATCAGAATAAAATCGACTGTAGTCCG
CGCTTAGATGATATTGCNTATGTCTCTACTCTCCCGAGAATATTGACTTACCGTCTTGTACATATGTGTGACACTCT
ATGTCTGAATGGTATATGACCGTAGCGTGAACGCGACGTGCTATCTCTATCTGTCACTAATGTCAAAGTGTTGCAA
TTTGCCCTGAGCTTAAAATAGCATCTTACTAACCTGCTCAGCGGCGTGACAGCGTATACTGACGTGTCGGACGAAG
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ACTCCGCGTACCAGTTTGACATGCATAGTATAGCGTGATAAATTGTTTGCTCTCACTCATAATGCCTACTCCTCTGG
CATGTAGAGTCGCCCTAACACTCCCAGTACTTTCGTGCCTTTTACAAGCCCCTAGTGGACACTACATAGCTAAATT
ACAAACNTTAGCATGACATTCTATTTTTACAGTGGCTTCTTCGAAGCGAA

D.humeralis6812
TCCTTGAAGCACTTCTGGGAATCAGAAATTAAAAGGTTGACATCCTGGTTTAGGCGCACTTACAGAGGTGAGGATT
AGGCAGGGTACTGGGTGAGTGAGTTGGGTGATATCTCACTGCCCAGTCTGTCATGCGTTGGTTATGCTGGAAAATA
GGACTAGGGCAGAGGCAGCTGCTTGGGTTAGGAAGTACTTAGTGGCAGCTTCAATGGCTCGTGGGTGGTGGGATT
TTGAGATTAATGGAAGGATGGCGAGTGTGTTAATTTCAAGGCCGGCTCAGGCCGTGATTCAATGGTTGCTCGAGAT
GGTGATGGTTGTTCCTAGGAGCAGACTGGTGGCAAAAATTAAATTTGCTTGGGGGTTCGAATTAGCAGGGGAAGG
AGTTGAACCATCATTTTCGGGGTATGGNCCCGATAAA

Anexo K. Composicion de nucleétidos para los genes mitocondriales Citocromo b y ND2

Citocromo b

T(U) C A G Total | T-1 | C-1 | A-1 | G-1 Pos T-2 | C-2 | A2 | G2 Pos T-3 | C3 | A3 | G-3 | Pos
#1 #2 #3

D.lafresnayiiG5 26.1 | 332 | 25.8 | 14.8 | 728 193 | 38.1 [ 299 | 12.7 | 244 | 249 | 31.1 | 257 | 183 | 241 | 342|305 | 21.8 | 13.6 | 243

D.lafresnayiiG2 269 | 332|260 | 139 | 726 19.8 | 384 [ 293 | 124 | 242 | 25.1 | 31.3 | 255 | 181 | 243 [35.7 299|232 | 112 | 241

D.lafresnayiiGB 24.8 | 345 ] 273 | 134 | 553 163 | 41.3 | 33.7 | 87 184 | 21.7 | 32.6 | 25.5 | 20.1 184 [ 3621297 | 227 | 114 | 185

D.humeralis6809 245 | 338 | 272 | 145 | 736 18.7 | 39.8 | 31.7 | 9.8 246 | 209 | 33.6 | 26.6 | 189 | 244 | 33.7 | 28.0 | 23.2 | 15.0 | 246

D.humeralisGB 233 | 355 | 27.7 | 135 527 12.6 | 46.0 | 339 | 75 174 | 20.3 | 33.3 | 26.0 | 20.3 177 1369 273|233 | 125 | 176
P.olivacea 24.6 | 347 | 27.8 | 13.0 | 957 27.0 | 35.7 | 26.0 [ 11.3 | 319 | 164 | 38.1 | 32.7 | 129 | 318 | 303 | 30.3 | 24.7 | 14.7 | 320
D.lafresnayiilG1 24.8 | 33.7 | 279 | 13.6 | 721 22.6 | 38.1 [ 293 | 10.0 | 239 | 195|320 | 31.1 | 174 | 241 | 324 | 31.1 232|133 | 241
Avg. 25.0 | 34.1 | 27.1 | 13.8 | 706.9 | 20.2 | 39.1 | 30.1 | 10.6 | 2354 | 21.1 | 33.4 | 28.0 | 17.6 | 2354 | 33.8 | 29.7 | 23.2 | 13.3 | 236
ND2

TWU) | C A G | Total | T-1 | C-1 | A-1 | G-1 Pos T2 | C2 | A2 | G2 | Pos | T-3 | C-3 | A3 G-3 Pos

#1 #2 #3

D.lafresnayiiG2 27.8 | 152 | 258 | 31.2 | 414 | 29.7 | 16.7 | 24.6 | 29.0 138 | 283 | 145 | 26.8 | 304 | 138 | 254 | 145 | 26.1 | 34.1 138
D.lafresnayiiG4 282 | 153 [ 252 | 31.3 | 412 | 299 | 16.8 | 24.1 | 29.2 137 | 283 | 152 | 26.1 | 304 | 138 | 263 | 139 | 255 | 343 137
D.lafresnayiiG1 27.7 | 143 1262 | 31.8 | 412 | 292 | 153 | 255 | 299 137 | 275|145 261 | 319 | 138 | 263 | 13.1 | 27.0 | 33.6 137
D.lafresnayiiG6 28.1 | 142 ] 257 | 32.1 | 374 | 30.6 | 153 | 234 | 30.6 124 | 27.8 | 15.1 | 262 | 31.0 | 126 | 25.8 | 12.1 | 274 | 347 124
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D.lafresnayiiG3 28.0 | 148 | 253 | 319 | 411 | 299 | 153 | 234 | 314 137 | 27.0 | 153 | 263 | 31.4 | 137 | 27.0 | 139 | 263 | 328 137
D.lafresnayiiG5 28.0 | 15.6 | 259 | 30.6 | 379 | 31.2 | 16.8 | 23.2 | 28.8 125 | 27.6 | 16.5 | 26.8 | 29.1 | 127 | 252 | 134 | 27.6 | 339 127
D.humeralis2541 27.5 | 1577 1 23.8 | 33.0 | 382 | 30.7 | 17.3 | 22.0 | 29.9 127 | 28.1 | 15.6 | 20.3 | 359 | 128 | 23.6 | 142 ]| 29.1 | 33.1 127
D.humeralis6809 273 | 163 239 | 325 | 418 | 29.0 | 159 | 239 | 31.2 138 | 27.1 | 164 | 214 | 350 | 140 | 25.7 | 164 | 264 | 314 140
D.humeralis6812 275 | 15.0 239 | 33.6 | 414 | 292 | 153 | 22.6 | 32.8 137 | 26.8 | 152 | 21.7 | 36.2 | 138 | 26.6 | 144 | 273 | 31.7 139
D.humeralis1151 304 | 247 | 25.1 | 19.8 | 506 | 30.2 | 27.2 | 19.5 | 23.1 169 | 345 | 19.0 | 29.8 | 16.7 | 168 | 26.6 | 27.8 | 26.0 | 19.5 169
P.olivacea 24.8 | 342 1304 | 10.6 | 605 | 248 | 332|327 | 94 202 | 234 | 363 | 284 | 119 | 201 | 262 | 332|302 | 104 202
Avg. 27.7 | 18.6 | 25.8 | 27.9 | 429.7 | 293 | 195 | 244 | 269 | 1428 | 27.8 | 184 | 25.6 | 28.1 | 143.5 [ 259 | 17.9 | 27.3 | 289 | 1434
Anexo M. Distancias genéticas de los genes mitocondriales Citocromo by ND2
Distancias genéticas Citocromo b
D.lafresnayiiG5 D.lafresnayiiG2 D.lafresnayiiGB D.humeralis6809 D.humeralisGB | P.olivacea D.lafresnayiilG1
D.lafresnayiiG5
D.lafresnayiiG2 0.011
D.lafresnayiiGB 0.013 0.006
D.humeralis6809 0.082 0.076 0.072
D.humeralisGB 0.088 0.082 0.078 0.006
P.olivacea 0.122 0.114 0.109 0.099 0.105
D.lafresnayiilG1 0.011 0.015 0.010 0.078 0.084 0.118
Distancias genéticas ND2
D.lafresnayiiG2 D.lafresnayiiG4 D.lafresnayiiG1 D.lafresnayiiG6 D lafresnayiiG3 D.lafresnayiiG5 D.humeralis2541 D.humeralis6809 D.humeralis6812 D.humeralis1151 P.olivacea
D.lafresnayiiG2
D.lafresnayiiG4 0.011
D.lafresnayiiG1 0.008 0.014
D.lafresnayiiG6 0.011 0.014 0.006
D.lafresnayiiG3 0.042 0.047 0.039 0.045
D.lafresnayiiG5 0.028 0.033 0.033 0.036 0.061
D.humeralis2541 0.148 0.145 0.150 0.153 0.175 0.142
D.humeralis6809 0.153 0.156 0.159 0.159 0.184 0.153 0.019
D.humeralis6812 0.153 0.159 0.150 0.156 0.159 0.173 0.061 0.072
D.humeralis1151 0.543 0.540 0.546 0.549 0.554 0.546 0.552 0.560 0.549
P.olivacea 0.685 0.688 0.682 0.680 0.682 0.685 0.669 0.666 0.688 0.657
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ANEXO J. Datos Morfolégicos tomados a los especimenes de museo y a los individuos capturados.

MUSEO ESPECIE OSCIFICACION DEPARTAMENTO CT | CE |ACO(ALN|AN|CP | CA T C
IAvH Diglossa lafresnayii lafresnayii * CUNDINAMARCA 151 13,4 6,4| 57 3] 22| 795 229 71,2
IAvH Diglossa lafresnayii lafresnayii * CUNDINAMARCA 15,91 13,5 6,2 4,9 3] 25| 66,5 22,4 60,5
IAvH Diglossa lafresnayii lafresnayii ADULTO NORTE DE 16,8 13,4 71 52| 3,1 19| 67,2 224 61,9

SANTANDER
IAvH Diglossa lafresnayii lafresnayii JUVENIL CUNDINAMARCA 13,91 10,3 6| 51| 3,1| 2,1] 69,1] 19,3| 58,9
IAvH Diglossa lafresnayii lafresnayii ADULTO NORTE DE 17,31 11,8 79| 57 29| 21| 71,7| 22,8| 67,8
SANTANDER
IAVH Diglossa lafresnayii lafresnayii * TOLIMA 16,1 12,8| 63| 48| 28| 1,9| 64,2 24,1 | 64,7
IAvH Diglossa lafresnayii lafresnayii * CUNDINAMARCA 16,7 13,5 6,1 59| 3,6 2|1 71,9] 21,8| 64,2
IAvH Diglossa lafresnayii lafresnayii * CUNDINAMARCA 14,31 10,7 43| 43| 2,7| 1,5 657 18,5 58,8
IAvH Diglossa lafresnayii lafresnayii ADULTO BOYACA 16,2 12,5 75| 58| 33| 22| 72,4 226 | 71,2
IAVH Diglossa lafresnayii lafresnayii ADULTO META 16,2 13,2 6,3| 51| 3,3| 1,7]| 67,2 24,7 60
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * NORTE DE 12,71 11,1 495|524 24| 25| 68,6 21,1| 56,9
SANTANDER
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * NORTE DE 11,9 10,6 4,08|4,79| 26| 22| 68,7]| 25,4| 57,4
SANTANDER
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii JUVENIL BOYACA 13| 11,1] 464|446 23| 2,6 72| 24,4| 59,4
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * CUNDINAMARCA 13,31 10,8 491537| 26| 29| 67,9 253 57,9
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii ADULTO VALLE DEL CAUCA 11,71 9,06 | 5,07|4,18| 29| 2,6 | 63,6 23,5| 52,3
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii ADULTO VALLE DEL CAUCA 12,7 104| 451485 25| 28| 751 | 28,3| 61,6
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii ADULTO VALLE DEL CAUCA 12,91 10,1 4,09 552 2,7| 25| 70,9| 23,7| 57,9
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * NARINO 11,71 9,97 | 4,721 5,06 3,1| 22| 652| 23,5| 55,4
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii ADULTO CAUCA 122 10,3| 43|451| 27| 28| 71,5| 25,9 60,1
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ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * CUNDINAMARCA 12,9 104486481 3,1| 3,3| 67,2| 23,3| 61,2

ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * CUNDINAMARCA 12,6 10,8|4,6514,89| 28| 23| 68,2 28,2| 60,1

ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * CUNDINAMARCA 15,1 10,7|4,69| 47| 29| 25| 625| 23,6 57,3

ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * NORTE DE 13,2 11,114,8415,08| 28| 2,4 69| 26,2| 61,7
SANTANDER

ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * VALLE DEL CAUCA 12,6 10,6|5,1114,93| 26| 25| 71,7| 24,4| 63,6

ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii ADULTO VALLE DEL CAUCA 13,1 10,414,5214,64 3| 26| 756 26,1| 57,5

ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii ADULTO VALLE DEL CAUCA 12,6 959|5,34|506| 28| 22| 71,8| 24,2 61,2

ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * CUNDINAMARCA 142 11,4552 5,11 3,1 | 3,3| 73,4| 24,9| 63,6

ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii ADULTO VALLE DEL CAUCA 13,7 10,1 4,245,118 29| 2,5| 74,1 25| 63,5

ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * NARINO 13,5 10,6 (5.241497| 29| 25| 68,9| 255| 63,6

ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii ADULTO CUNDINAMARCA 13| 10,65,43|5,06] 29| 25| 72,3| 21,6| 66,8

ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * NORTE DE 13,4 11,1|14,921525| 29| 25| 656| 24,2| 58,6
SANTANDER

ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * CUNDINAMARCA 14| 11,61529|564| 32| 24| 759| 253 68

ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * CUNDINAMARCA 13,2 10,514,52|544| 25| 26| 71,6 26| 65,1

ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * NORTE DE 13,2 9,77|5,0115,33| 2,7| 25| 78,6 25| 64,9
SANTANDER

ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * NORTE DE 12,81 105|484 71| 29| 26| 73,9| 258 61,8
SANTANDER

ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * NORTE DE 13,3 10,714,52| 6,3 3| 23] 73,7| 276| 67,5
SANTANDER

ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * NORTE DE 13,71 10,4 5| 49| 29| 29| 754 25| 64,9
SANTANDER

ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * NARINO 12,2 10| 46(|528| 29| 28| 71,4| 254 62,3
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ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii ADULTO VALLE DEL CAUCA 12,2 9,04|4,02]|511| 28| 26| 76,5| 24,2 67
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * VALLE DEL CAUCA 12,8 9,7713,7514,73| 2,6 2,7| 725| 23,5| 49,6
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * CUNDINAMARCA 12,9 10,7(4,965,08| 25| 2,9 70| 26,3| 65,2
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii ADULTO VALLE DEL CAUCA 11,6 9,44|4,13]5,02| 2,7| 25| 63,6| 22,9 48,8
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * CAUCA 12,8 10,2|4,04| 51| 26| 19| 795| 26,3| 73,5
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * TOLIMA 13,9 9,28|4,95|5,19| 3,1| 2,2| 78,8| 255 66
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * CAUCA 141 10,714,63|5,44| 29| 2,7| 656 25,9| 67,8
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * CUNDINAMARCA 1491 11,414,3414,99]| 3,3] 25| 75,2| 25,1 68
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * CUNDINAMARCA 131 9,551 4415,42| 3,3] 3,3 77| 24,6| 70,3
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * CUNDINAMARCA 14,41 10,215,3115,85| 3,1 2,7| 749 | 25,7| 67,6
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * CUNDINAMARCA 14,1 10,5|4,35|568| 29| 2,6 757 27| 65,6
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii JUVENIL NARINO 13,1 11,5 55| 51| 25| 22| 66,5| 26,7| 64,1
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii JUVENIL NARINO 12,5 10| 52| 52| 3,4] 22| 723 28,1 57,7
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii * NARINO 12,3 10| 46 59| 2,5 1,2| 67,2 28| 64,2
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii JUVENIL NARINO 13,7 11,5 5|1 47| 2,7| 1,5( 652| 28,9| 59,7
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii ADULTO NARINO 12,2 10 5| 47] 29| 1,6| 68,4| 28,2 61,4
ICN Diglossa lafresnayii lafresnayii ADULTO NARINO 13,1 11| 42| 52| 3,4] 16| 715 28| 62,8
IAVH Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 14 116 53| 4,7 3,1 1,8| 68,2| 21,1| 57,7
IAVH Diglossa humeralis humeralis * BOYACA 13,4 121 57| 46| 31| 1,9 70| 20,7 | 58,7
IAVH Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 15,81 12,3| 6,7| 53| 4,1 2|1 775 23,5] 69,8
IAVH Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 143 11,8 76| 58| 35| 14| 745| 23,2| 65,8
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IAVH Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 16,7 122| 66| 52| 3,3]| 23| 69,3| 21,2| 58,4
IAVH Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 15,8 11,8 51| 43| 3.1 2] 66,1 20,4] 59,2
IAVH Diglossa humeralis humeralis * BOYACA 14,4 11,2 46| 51 3] 1,8]| 64,3 20,7| 58,7
IAVH Diglossa huneralis humeralis ADULTO BOYACA 151 12,9 5| 47| 38| 24 60| 19,4 53
IAVH Diglossa humeralis humeralis ADULTO CUNDINAMARCA 15,2 10,5 6,1| 4,1] 2,6| 22| 60,3| 19,2 52,1
IAvH Diglossa humeralis humeralis * BOYACA 16| 121| 51| 46| 3,5| 1,6| 68,8 20,4| 63,2
IAVH Diglossa humeralis humeralis * QUINDIO 149 11,3 56| 51| 35| 1,7 62| 20,6 57,9
IAVH Diglossa humeralis humeralis * BOYACA 155 11,8] 52| 541 3,3| 1,6 63,1 19,8 57,1
IAVH Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 146 11,7 57| 57| 3,2 2| 67,1 20,9 554
ICN Diglossa humeralis humeralis JUVENIL SANTANDER 13,8 9| 65| 42| 34| 15| 625 19| 48,3
ICN Diglossa humeralis humeralis ADULTO CUNDINAMARCA 155 11,5 6,1| 46| 29| 21| 679 21,8| 64,1
ICN Diglossa humeralis humeralis JUVENIL CUNDINAMARCA 15,2 11| 46| 42] 29| 1,6 65| 18,9| 55,4
ICN Diglossa humeralis humeralis ADULTO CUNDINAMARCA 156 11,1 5| 471 26| 19| 632 189| 62,4
ICN Diglossa humeralis humeralis JUVENIL CUNDINAMARCA 13,9| 10,8 57| 46| 2,9 2] 63,2 21,2| 55,1
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 154 11,7 61| 51| 2,7| 1,56 61,9 17,8 54
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 146 104 55| 48] 29| 1,6| 68,9 22| 62,6
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 151 11,5 55| 52| 3,3| 2,1| 64,4 20,7 52,2
ICN Diglossa humeralis humeralis ADULTO BOYACA 15| 11,3 5| 44| 25| 1,3| 655| 19,5| 57,9
ICN Diglossa humeralis humeralis ADULTO CUNDINAMARCA 14 11 5| 4,6 3] 19| 632 195| 56,5
ICN Diglossa humeralis humeralis JUVENIL CUNDINAMARCA 15,4 12,3| 5,1 5 3] 1,8 60,6 19,1| 57,7
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ICN Diglossa humeralis humeralis * BOYACA 13,4 11,1| 58| 4,7| 32| 25| 748| 20,3| 66,2
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 13,9 10,7| 6,2| 48] 3,1 1,8 60 21| 53,8
ICN Diglossa humeralis humeralis * BOYACA 13,8 11,3 6,7| 51| 28| 1,3| 66,7 22,7 58
ICN Diglossa humeralis humeralis JUVENIL CUNDINAMARCA 15,4 114| 55| 44| 26| 1,7| 68,7| 20,3| 61,8
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 14] 10,9 6,1| 48| 3,2| 1,8 62| 20,1| 52,8
ICN Diglossa humeralis humeralis ADULTO BOYACA 13,81 106| 51| 4,7] 23| 1,9] 62,5]| 18,5] 55,7
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 13,9 12,1| 54| 52| 28| 1,9] 61,5]| 20,3 61,8
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 145 116 53| 49| 26| 1,7]| 63,4| 18,7 56,2
ICN Diglossa humeralis humeralis ADULTO BOYACA 155 11,1 55| 46| 3,1 2| 69,2 20,8| 57,5
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 13 11 6| 51| 3,2 2| 60,8 20,5| 54,9
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 13,8 11,3 56| 49| 3,1 2| 635 17,5| 54,5
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 14,81 11,4| 6,2 5] 2,8 2 68| 18,5| 58,5
ICN Diglossa humeralis humeralis * BOYACA 1451 10,8| 58| 4,8 2,3| 1,9] 65,1 18,9| 56,4
ICN Diglossa humeralis humeralis * * 13,9 106| 57| 44| 29| 1,9] 71,3| 22,5] 60,8
ICN Diglossa humeralis humeralis * BOYACA 13| 11,51 55| 48] 2,7| 1,7| 61,9]| 18,6 | 56,1
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 1291 10,7| 57| 46| 2,7| 1,5]| 60,7]| 20,3 52,1
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 143 114 6,3| 4,7]| 34 2 59| 20,6 62
ICN Diglossa humeralis humeralis ADULTO CUNDINAMARCA 13,6 109 54| 44| 3,2| 1,4| 60,1 20| 50,2
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 13,7 11| 66| 47| 26| 16| 66,7| 225| 57,4
ICN Diglossa humeralis humeralis ADULTO CUNDINAMARCA 15] 10,5 57| 55| 2,7| 16| 59,9| 20,9 57,2
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ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 149 10,8 62| 52| 29| 1,9| 656 22| 56,9
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 156 12,1 67| 42| 29| 1,8 66| 18,5| 60,1
ICN Diglossa humeralis humeralis ADULTO CUNDINAMARCA 146 11,3 6| 48 28| 1,7| 64,9 21| 62,6
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 152 11,5| 6,5 5] 26| 1,8 62| 21,4] 59,2
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 151 11,1| 65| 41| 36| 2,1 66,9| 19,3]| 59,9
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 14] 11,6| 55| 49| 2,8 2] 683 20,1| 61,1
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 13,8 11 6| 44| 3,1]| 1,4 66,4 22,1| 615
ICN Diglossa humeralis humeralis ADULTO * 1441 115 6| 5,1 3| 1,81 64,7 19,4 60,9
ICN Diglossa humeralis humeralis ADULTO CUNDINAMARCA 152 129 5,8 5 3] 2,1 64,2 19,5| 541
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 15,3 12,2 6 5] 27 2] 69,1 20,6| 61,3
ICN Diglossa humeralis humeralis ADULTO CUNDINAMARCA 14,71 11,3| 58| 49| 2,7]| 1,8| 70,4| 18,6| 61,9
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 12,41 10,8| 54| 52| 29| 15| 67,6 20,9| 58,2
ICN Diglossa humeralis humeralis ADULTO CUNDINAMARCA 153 12,4| 59| 53| 38,1 1,2] 70,8| 21,1] 61,9
ICN Diglossa humeralis humeralis ADULTO CUNDINAMARCA 14,6 11,7 6| 48| 26| 1,8| 66,1 21,1| 59,9
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 13,9 10,6 6,1 5] 3,3 2| 70,5] 19,1] 61,3
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 13,3 99| 6,3| 45| 28] 1,6| 69,2| 20,9| 58,5
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 14,3 11] 58] 49| 26| 2,1| 64,4| 21,6] 53,8
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 156 119 65| 46| 28] 2,1| 68,1 22,5| 56,1
ICN Diglossa humeralis humeralis ADULTO CUNDINAMARCA 13,81 11,3| 49| 55| 28] 1,2| 71,9 21 62
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 14,41 11,3 59| 51| 3,1] 1,9| 68,7| 20,7 60
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ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 169 11,7 57| 52| 26| 2,1| 64,9 20,3| 57,6
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 15,5 12| 52| 44| 33| 1,7 70| 21,3 | 58,7
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 148 11,1| 64| 49| 3,4 1,7| 67,1| 21,2] 60,8
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 14,71 11,2 52| 51| 2,8 2] 66,3 17,6] 59,3
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 13,9 11,8| 6,2 4,9 3 2] 68,6 21,1] 60,8
ICN Diglossa humeralis humeralis ADULTO CUNDINAMARCA 1441 10,5 55| 4,7] 28| 1,6| 68,9 21| 55,9
ICN Diglossa humeralis humeralis * CUNDINAMARCA 142 116| 6,7| 51| 3,2| 1,6| 67,7 20,9 56,9

CT: Longitud del culmen total; CE: Longitud del culmen expuesto; ACO: Ancho de la comisura; ALN: Altura del pico a nivel de
la narina;

AN: Ancho del pico a nivel de la narina; T: Longitud del tarso; CA: Longitud de la cuerda alar; C: Longitud de la cola; CP:
Longitud de la curvatura del pico

ICN: Coleccion Ornitoldgica del Museo de Historia Natural-Instituto de Ciencias Naturales (MHN-ICN) de la Universidad
Nacional de Colombia (Bogota - Cundinamarca)

IAVH: Coleccion Ornitolégica del Instituto de investigacion de recursos bioldgicos ALEXANDER von HUMBOLDT sede Villa
de Leyva

*: Datos desconocidos
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