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RESUMEN

El analisis de la variacion geografica de una especie permite determinar el grado de
diferenciacion entre poblaciones y formular hipotesis sobre su origen y mantenimiento. El
Cucarachero Selvatico, Henicorhina leucophrys (Aves, Troglodytidae), cuenta con cinco
subespecies que se distribuyen en las montafias al norte de Venezuela. Estas subespecies han
sido descritas con base en diferencias sutiles de plumaje, cuya variacion individual no ha sido
evaluada a fondo. En el presente trabajo se caracterizaron los patrones de diferenciacion
molecular, morfométrico y de plumaje de las poblaciones de H. leucophrys en Venezuela y se
contrastaron con la taxonomia actual. En los analisis filogeograficos basados en ADN
mitocondrial (ATP-sintasa 6y8) se determinaron siete linajes con una diferenciacion genética
considerable entre ellos (6-9%), asi como patrones de no monofilia para las
subespecies tamae, meridana y venezuelensis. Los patrones morfolégicos se caracterizaron por
una gran variabilidad individual. Sin embargo, se observaron diferencias en largos de cola, tarso
y pico y con el uso de anélisis colorimétricos, a través de la fotografia digital, se encontraron
diferencias de color en la region ventral y en el patron de estrias de la garganta entre las
poblaciones de los Andes y poblaciones del norte de Venezuela (Serrania de Perija y Cordillera
de la Costa). Los patrones fenotipicos encontrados no permiten diagnosticar las poblaciones
venezolanas de H. leucophrys a nivel subespecifico, pero junto a los resultados moleculares
representan un aporte clave para la sistematica y diversificacion criptica de la especie en

Venezuela.

Palabras claves: Variacion geografica, Aves, Troglodytidae, Henicorhina leucophrys,

filogeografia, plumaje, morfometria



INTRODUCCION

La variacion geografica de una especie consiste en las diferencias de caracteres
genotipicos y/o fenotipicos que se presentan entre sus poblaciones aisladas espacialmente (Mayr,
1963; Zink y Remsen, 1986) o con distribuciones parcialmente solapadas o adyacentes (Endler,
1977). A partir del andlisis de la variacion geografica de las especies se puede identificar los
patrones espaciales de diferenciacion (p.e. clinales), examinar la concordancia o discordancia
entre patrones de variacion de diferentes tipos de caracteres, determinar el grado de subdivision
entre poblaciones y generar hipotesis de mecanismos y procesos que expliquen su evolucion

(Zink, 1986; Futuyma, 2005).

La variacion geografica puede originarse por la accién de la seleccion natural, ya que este
mecanismo aumenta el grado al cual las poblaciones estan adaptadas a las condiciones locales.
Por lo tanto, presiones selectivas que varien espacialmente pueden generar respuestas adaptativas
que resulten en un patréon de diferenciacion geografica. Sin embargo, mecanismos aleatorios
como la deriva génica o patrones diferenciales de flujo genético también pueden causar la

aparicioén de variabilidad (Zink, 1986).

Gran parte de los fundamentos de la biologia evolutiva se basa en inferencias extraidas
del andlisis de la variacion geografica y/o en sus predicciones (Gould y Johnston, 1972). De
hecho, diversos estudios de patrones de diferenciacion entre taxa cercanos contribuyeron al
desarrollo de las primeras hipotesis sobre especiacion alopatrica (Mayr, 1963) y parapatrica
(Endler, 1977), asi como a avances importantes en el estudio de patrones de dimorfismo sexual y
procesos bioldgicos como adaptacion y aislamiento ecolégico (Johnson, 1980; Zink, 1986). En

consecuencia, el analisis de la variacion geogréafica puede revelar aspectos importantes sobre el



origen de las diferencias del fenotipo y el genotipo entre poblaciones (Zink, 1986; Zink y

Remsen, 1986).

Las aves presentan caracteristicas particularmente beneficiosas para los estudios de
variacion geogréafica. Se encuentran en la mayoria de los ambientes gracias a su alta capacidad de
movimiento, la distribuciéon de muchas especies es conocida y los patrones de variacion
geografica fenotipica (p.e. tamafio, coloracidn, canto) han sido descritos en diversos taxa
(Newton, 2003). No obstante, la mayoria de estos estudios se han realizado en especies de
Norteamérica y el Viejo Mundo (Zink y Remsen, 1986; Newton, 2003), a pesar de que
Suramérica es considerado el continente que alberga la mayor diversidad de estos vertebrados y
de que las tasas actuales de alteracion de habitat amenazan a gran parte de las aves neotropicales
(Winker y col., 1996; Rodriguez y Rojas-Suarez, 2008). Por lo tanto, resulta necesario describir
los patrones de variacion geogréfica de las especies de aves neotropicales para brindar aportes a
la taxonomia y sistematica (Bock, 1992), formular hipotesis sobre su origen y mantenimiento y
tomar mejores medidas para su conservacion (p.e. identificacion de unidades evolutivas no

reconocidas previamente, Becker y col., 2007).

Los caracteres morfologicos obtenidos de ejemplares de museo, en especial el color del
plumaje y las caracteristicas morfométricas, han sido protagonistas en el analisis de la variacion
geografica en aves (Zink y Remsen, 1986). La coloracion ha sido objeto de mdultiples estudios
relacionados con la variacion geogréafica, taxonomia, reconstruccion filogenética, camuflaje,
reconocimiento de conespecificos y seleccion sexual (McKay, 2013). Sin embargo, los sistemas
de clasificacion de color han sido tradicionalmente subjetivos, por lo que se ha hecho necesario
el desarrollo de métodos de cuantificacion colorimétrica que sean independientes de la

percepcion humana (Endler, 1990; McKay, 2013). Por su parte, los caracteres morfométricos

4



pueden variar en diferentes ambientes por presiones ecoldgicas locales, lo que podria limitar su
valor al no reflejar la historia evolutiva de los taxa (Cadena y Cuervo, 2010). De cualquier
forma, a través de su analisis puede encontrarse informacion valiosa, en particular en especies en

las que hembras y machos muestran el mismo patrén de coloracion (Winker y col., 1996).

En décadas recientes el avance en el desarrollo de herramientas bioquimicas vy
moleculares ha permitido caracterizar la variacidén genética entre poblaciones. Estas herramientas
han permitido medir el grado de diferencia entre secuencias de fragmentos de ADN mitocondrial
y/o nuclear (Newton, 2003) y reconstruir la historia evolutiva de grupos genealdgicos (linajes)
con base en el principio de un ancestro comudn (Zink y Remsen, 1986; Newton, 2003). La
disciplina que estudia los principios y procesos que determinan la distribucion de dichos linajes
evolutivos, especialmente entre y dentro de especies cercanas, se denomina filogeografia (Avise,
2000). A través de estos analisis moleculares se han descubierto patrones de variacion
concordantes o discordantes con respecto a aquellos obtenidos en estudios morfolégicos, con lo
que se han comprobado hipotesis previas o se ha hecho necesario investigar a fondo las
diferencias reveladas, encontrandose en ocasiones poblaciones sélo distinguibles por evidencias
bioquimicas (i.e. filogrupos cripticos) (Newton, 2003). La informacion generada por marcadores
moleculares es complementaria con aquella proveniente de la morfologia, lo que sugiere que un
enfoque integral para el estudio de la variacién geografica puede responder preguntas

importantes sobre su naturaleza (Zink y Remsen, 1986; Patten y Unitt, 2002; Isler y col., 2012).

Los cucaracheros (Aves: Troglodytidae) son aves paseriformes muy activas de tamafio
pequefio y de habitos insectivoros que conforman una familia de 16 géneros y 84 especies. Los
trogloditidos presentan una distribucion practicamente cosmopolita (Fig. 1) ya que la especie

Troglodytes troglodytes se encuentra en Eurasia y Africa. El resto de las especies de esta familia
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esta restringido al Nuevo Mundo (Kroodsma y Brewer, 2005, Aleixo y Pacheco, 2006). Se le
considera un grupo monofilético y aunque en la mayoria de las clasificaciones tradicionales se
les ha ubicado cerca de las familias Mimidae y Cinclidae (Mayr y Greenway, 1960; Wetmore,
1960), en afios recientes andlisis moleculares han postulado su estrecha relacion con

Polioptilidae y Certhiidae (Barker, 2004; Kroodsma y Brewer, 2005).

Los cucaracheros se caracterizan por presentar barras en sus alas (rémiges) y cola
(rectrices) y por su plumaje de tonos marrones o rojizos con parches de blanco y negro. También
resaltan su pico delgado, cola erguida y su compleja conducta vocal y reproductiva (p.e. duetos
antifonales, cria cooperativa, repertorios y dialectos vocales) (Hilty, 2003; Barker, 2004;
Kroodsma y Brewer, 2005). EI mayor nimero de especies de trogloditidos se encuentra en
Centroamérica y el noroeste de Suramérica, donde habitan el sotobosque de bosques primarios y
secundarios, bambusales, arbustales o pastizales (Kroodsma y Brewer, 2005). Dado que suelen
frecuentar habitats de vegetacion densa, y generalmente muestran una conducta esquiva, gran
parte de la historia natural y biologia basica de la mayoria de las especies de la familia se

desconoce (Brewer, 2001).



www_natureserve org/infonatura

Figura 1. Distribucion geografica de la familia Troglodytidae (rojo; Kroodsmay Brewer, 2005) y de
H. leucophrys (mapa en la esquina inferior izquierda, distribucion en color azul).

El género Henicorhina estd conformado por cuatro especies, dos de ellas de distribucion
restringida (H. leucoptera y H. negreti) y dos de distribucion amplia: el Cucarachero Gallineta®
(H. leucosticta) y el Cucarachero Selvatico? (H. leucophrys). Este Gltimo suele reemplazar
altitudinalmente a H. leucosticta a lo largo de su distribucion. Sin embargo, en Venezuela H.
leucophrys se encuentra al norte del rio Orinoco y H. leucosticta se distribuye al sur (i.e. sus

poblaciones son alopatricas) (Hilty, 2003; Kroodsma y Brewer, 2005; Dingle y col., 2006).

1) White-breasted Wood-wren; 2) Grey-breasted Wood-wren.



Henicorhina leucophrys es una especie sin dimorfismo sexual de plumaje, de color
castafio en el dorso y gris en la region ventral, con cola recta muy corta, de caracteristicas
sedentarias y gran habilidad vocal, que habita el sustrato bajo de bosques montanos humedos
desde México hasta Bolivia (Hilty, 2003; Fig. 1). En Venezuela se distribuye entre los 900 y los
3000 m s.n.m. en las montafias al norte del Orinoco (Hilty, 2003). Esta especie incluye 18
subespecies, 11 de las cuales se encuentran en Suramérica y 5 han sido descritas para Venezuela
(Fig. 2) (Kroodsma y Brewer, 2005), siendo el pais con mayor numero de estos taxa después de
Colombia. Dichas subespecies han sido descritas con base en diferencias sutiles de plumaje
(Brewer, 2001; Dingle y col., 2008), presentando un grado de variacion morfolégica individual
que debe ser examinado (Hellmayr, 1903; Hellmayr y Seilern, 1912; Chapman, 1917).
Adicionalmente, diferencias genéticas considerables han sido encontradas en subespecies de
Ecuador y Colombia, lo que ha llevado a reconsiderar la taxonomia dentro de la especie (Dingle
y col., 2006; Dingle y col., 2008; Caro y col., 2013). En general, las subespecies de H.
leucophrys muestran patrones genotipicos y fenotipicos diversos y es probable que el género
haya tenido una historia biogeografica compleja en los Andes (Dingle y col., 2006; Caro y col.,
2013). El objetivo de este trabajo es realizar un estudio integral de la variacion geografica de las
poblaciones venezolanas de H. leucophrys, explorando su variacion molecular, morfométrica y
de coloracion del plumaje para contribuir con el conocimiento y la taxonomia de esta ave

montana.
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Figura 2. llustraciones de H. leucophrys leucophrys (A) [Colombia, Ecuador y Perd] y de las cinco
subespecies presentes en Venezuela (B-F) (editadas de Restall y col., 2006). Se incluye la distribucion de
los taxa en Venezuela (intervalo altitudinal de 900-3000 m s.n.m. basado en Hilty, 2003). En la zona
limitrofe de los estados Trujillo y Lara (azul claro) se desconoce si existe contacto entre las subespecies.
Los puntos negros representan las localidades con muestras de tejido en este estudio.



ANTECEDENTES

El Cucarachero Selvatico de Peru fue inicialmente descrito como Troglodytes leucophrys
por Tschudi en 1844. Posteriormente, Baird (1864-1872) propone el género Heterorhina, en el
que agrupa cinco especies (H. prostheleuca, H. leucosticta, H. pusilla, H. griseicollis y H.
leucophrys). Sin embargo, este nombre habia sido asignado en Coleoptera por Westwood en
1845, por lo que poco después nace el género Henicorhina (Sclater y Salvin, 1868). En 1881,
Sharpe examina la serie de ejemplares del Museo Britanico, postula las especies Henicorhina
prostheleuca, H. leucosticta y H. leucophrys (Fig. 2A), incluye en esta Gltima a H. griseicollis y
Troglodytes guttatus (Hartlaub, 1844) y propone su distribucion desde el sur de México hasta

Perl y Bolivia, incluyendo a Venezuela.

Hellmayr (1903) realiza una revision del género y reporta cierto grado de variacion
individual en el plumaje de los miembros de Henicorhina. A partir de ejemplares del norte de
Venezuela, Hellmayr describe a la subespecie H. I. venezuelensis (Fig. 2B) y propone su
distribucion desde Bucarito, cerca de Tocuyo en Lara, hasta Caripe (Monagas). Distingue a
venezuelensis de H. I. guttata (de Mérida y “Bogota™) por su pecho y garganta blancos, la
presencia de gris s6lo hacia los lados del pecho y por el marron de los flancos mas restringido.
Concluye con un listado de 11 taxa (especies y subespecies) dentro de Henicorhina, que
posteriormente serian clasificadas como subespecies de H. leucosticta o H. leucoprhys (Mayr y
Greenway, 1960). En una revision de nuevos taxa de cucaracheros en Suramérica, Todd (1932)
realiza la descripcion de H. I. meridana (Fig. 2C) a partir de ejemplares de Mérida y Colombia
(Tama y “Bogota”). Esta nueva forma se caracteriza por flancos marrdn-rojizos y por su garganta
estriada de negro, encontrdndose desde los Andes de Venezuela (Mérida) hasta los Andes

Orientales de Colombia (vertiente Este). Este autor sinonimiza a H. |. guttata con la raza nominal
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y extiende la distribucion de H. I. leucophrys desde Per( hasta la vertiente oeste de los Andes

Orientales de Colombia.

Hellmayr (1934) elabora notas descriptivas de las 13 subespecies de H. leucophrys
descritas para la fecha en el Catalogo de Aves de las Américas. En este trabajo propone una
nueva distribucion para venezuelensis (i.e. desde Lara a Caracas), ya que duda de la procedencia
de los ejemplares de “Caripe” colectados por A. Mocquerys. Ademas, destaca que el pecho de
meridana es de un gris mas oscuro® y la region de los flancos y plumas subcaudales mas rojiza?
que los de la subespecie nominal. Por Gltimo, menciona que los individuos del Paramo de Tama
(Téachira) y los Andes Orientales de Colombia forman la transicion hacia H. I. leucophrys, pero
son mas cercanos a la forma de Mérida. Zimmer y Phelps (1944) cuestionan el argumento de
Hellmayr y afirman que los ejemplares de la region de Tama tienen corona marron-olivacea® y
pueden diferenciarse de meridana por presentar flancos, abdomen bajo y subcaudales marrén-
amarillentos y dorso mas claro* y de H. I. leucophrys por la garganta estriada. De esta manera es
descrita H. I. tamae (Fig. 2D) para el Pa&ramo de Tama y la vertiente este de los Andes Orientales

de Colombia.

1) Slate Gray; 2) Deep Antique Brown — Argus Brown; 3) Light Brownish-Olive; 4) Argus Brown.
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Aveledo y Ginés (1952) describen a H. |. manastarae (Fig. 2E) para la region de
Manastara del Rio Negro de la Sierra de Perija. Estos autores indican que este taxon se asemeja
mas a venezuelensis, pero presenta flancos y crissum (region subcaudal) méas claros, caracteres
que también permiten distinguirla de meridana y tamae, por su color pardo olival. De dichas
formas andinas difiere por mostrar un abdomen blanquecino en lugar de gris y de H. I. bangsi, de
la Sierra de Santa Marta (Colombia), por tener la corona olivacea y el lomo pardo. Sin embargo,
los autores mencionan, incorrectamente, que la garganta de esta subespecie presenta plumas
blancas bordeadas de oscuro, siendo en realidad inmaculada como en venezuelensis. Més tarde,
para 1959, Phelps y Phelps Jr. realizan la tltima descripcion de una subespecie venezolana, H. 1.
sanluisensis (Fig. 2F) para la Sierra de San Luis (Falcdn), la cual se distingue de los cuatro taxa
anteriores por su dorso de color marron oscuro?. Adicionalmente, se diferencia de venezuelensis
por el pecho y abdomen gris®, de manastarae, tamae y meridana por la region caudal y los

flancos més oscuros, y de tamae y meridana por la garganta sin estrias.

Mas recientemente se han descrito dos nuevas especies para el género. Fitzpatrick y
colaboradores (1977) describieron a H. leucoptera (Peru), ubicandola como especie hermana de
H. leucophrys con base en su morfologia, canto y uso de habitats similares. Igualmente, Salaman
y colaboradores (2003) describen a Henicorhina negreti con base en diferencias de tamafio, color
y canto con respecto a poblaciones parapéatricas de H. I. leucophrys y H. I. brunneiceps en la
Cordillera Occidental de Colombia, con lo cual postulan que dicha especie se haya derivado de

H. leucophrys y sugieren que la monofilia de esta Ultima se reevalUe. En estos estudios, los

1) Buckthorn Brown.2) ca. Auburn; 3) Light Mouse Gray.
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autores mencionan que existe una alta variabilidad en la coloracién de la corona de H.
leucophrys, como ha sido planteado para el plumaje de meridana (Hellmayr, 1934). Dicha
variacion individual es evidente entre subespecies en mas de un cardcter. En general, los
caracteres diagndsticos para diferenciar a las subespecies venezolanas de H. leucophrys han sido
el patron de estriado y color de la garganta, la coloracion y extension de la regién subcaudal y
flancos, y el color del pecho, abdomen, corona y manto, siendo incierto si existe variacion

morfométrica, por lo que su revision puede ser relevante.

En la actualidad, los analisis de variacidon genética han sido protagonistas en estudios de
trogloditidos. Barker (2004) elabor6 la primera hipoétesis filogenética de las relaciones entre los
géneros de la familia usando el gen mitocondrial Citocromo-b y el cuarto intrén del gen nuclear
B-fibrindgeno. Este autor establece la monofilia de la familia e identifica la parafilia del género
Thryothorus. A partir de estos resultados, Mann y colaboradores (2006) evaluaron las relaciones
filogenéticas de Thryothorus, utilizando los genes previamente mencionados, y proponen una
nueva secuencia de cuatro taxa: Thryothorus, Pheugopedius, Thryophilus y Cantorchilus. Estos
altimos tres géneros, junto con Cinnycerthia, Uropsila y Cyphorhinus, resultan ser los grupos

mas cercanos a Henicorhina (Fig. 3).

Dingle y colaboradores (2006) realizaron un estudio filogenético de Henicorhina,
utilizando los genes mitocondriales ATP-sintasa 6 y ATP-sintasa 8, en el cual reportaron la
parafilia de H. leucosticta con respecto a H. leucoptera, y proponen el cambio de la secuencia
taxondmica dentro del género. En dicho estudio se encontraron porcentajes de divergencia
considerables entre tres clados geograficos de H. leucophrys, Centroamérica (Panama), Andes
(Ecuador y Pert) y Mindo (Noroeste de Ecuador). Resalta la diferenciacion genética de esta

ultima poblacion (presuntamente de H. 1. hilaris) con respecto al resto de las poblaciones (6,9 -
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8,2%), ya que se encontraba a tan s6lo 12km (400m por debajo) de la localidad mas cercana de
H. I. leucophrys. Dado el bajo nimero de muestras de H. leucophrys incluidas en el estudio
(n=18), los autores proponen un tratamiento taxonémico conservador y consideran necesaria la
reconstruccion de las relaciones filogeogréaficas de las poblaciones de Centroamérica, el noroeste
de Suramérica y el sur de los Andes. Dingle y colaboradores (2008) realizaron un estudio
extensivo de los dos taxa de Ecuador (hilaris y leucophrys), en el que confirmaron a la poblacion
de Mindo como hilaris, encontrando porcentajes similares de divergencia genética entre las

subespecies (6,5 - 8,0%) y ciertas diferencias en el canto.
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Polioptila caerulea
Salpinctes obsoletus
Microcerculus marginatus

Catherpes mexicanus

Hylorchilus sumichrasti
Odontorchilus cinereus
Campylorhynchus megalopterus

Campylorhynchus brunneicapillus

1

Thryomanes bewickii

Thryothorus I. ludovicianus

Thryothorus I. albinucha

Cinnycerthia peruana

LE Thryothorus guarayanus
“L— Thryothorus leucotis

;1|

] Cantorchilus

- Henicorhina leucosticta

- Henicorhina leucophrys

Uropsila leucogastra
Cyphorhinus arada

Thryothorus maculipectus

J Pheugopedius
Thryothorus coraya

Thryothorus sinaloa —— Thryophilus

Troglodytes aedon

Cistothorus palustris

Cistothorus platensis

Troglodytes troglodytes

Figura 3. Hipdtesis filogenética de Troglodytidae resultante del Anéalisis Bayesiano de la data
concatenada de los genes Citocromo-b y B-fibrindgeno intrén 4 (Mann y col., 2006). Se muestran los
géneros cercanos a Henicorhina (dentro del recuadro). Los nodos con probabilidad posterior >0,95 se
sefialan con circulos negros y el soporte bootstrap del andlisis de maxima parsimonia se indica arriba
(Citocromo-b) y abajo (B-fibrinbgeno) de cada nodo.
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Un estudio de multiples caracteres moleculares (ATP-sintasa 6y8 y B-fibrindgeno Intrén
5), vocales y morfométricos fue realizado en la Sierra Nevada de Santa Marta (SNSM,
Colombia) por Caro y colaboradores (2013). En esta localidad se distribuyen dos subespecies de
H. leucophrys, H. I. anachoreta y H. |. bangsi, las cuales se reemplazan altitudinalmente en la
region. Los autores encontraron diferencias en cada uno de estos caracteres, confirmando la
existencia de dos poblaciones diferentes en dicho gradiente altitudinal, probablemente como
resultado de un proceso de especiacion alopatrica con contacto secundario posterior. Con esto
proponen el reconocimiento de dos especies distintas y resaltan la importancia de establecer su
estado taxonémico con respecto al resto de los taxa dentro de la especie. El linaje presente a
menor altitud (“bangsi”) es considerado el grupo hermano de las poblaciones de la Serrania de
Perija, mientras que el clado de altitudes superiores (“anachoreta’) podria estar relacionado con
otras poblaciones de Colombia, Ecuador y Peru. Adicionalmente, en este estudio se muestra,
aunque con bajo soporte estadistico, un patron filogeografico complejo en las poblaciones
venezolanas evaluadas (Fig. 4). Por lo tanto, se considera necesaria la revision de las relaciones
filogeogréficas de las poblaciones de Henicorhina leucophrys, acompafada de analisis de
multiples caracteres fenotipicos, donde se incluya un mayor nimero de subespecies para brindar

un aporte clave al conocimiento y la sistematica de la especie.
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Figura 4. Vista simplificada de las relaciones filogeograficas de las subespecies de H. leucophrys
encontrada por Caro y colaboradores (2013) con base en analisis de maxima verosimilitud de los genes
ATP-sintasa 6y8. Los valores de soporte bootstrap >75% se muestran arriba (maxima parsimonia) y abajo
(méxima verosimilitud) de cada nodo. En corchetes se indican subespecies venezolanas que se incluyen

en este trabajo.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la variacion geogréafica de Henicorhina leucophrys en Venezuela.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar la variacion genética de las poblaciones de Henicorhina leucophrys en
Venezuela.

2. Determinar las relaciones filogeograficas entre las poblaciones de la especie.

3. Cuantificar la variacion morfométrica de las poblaciones venezolanas de Henicorhina
leucophrys.

4. Cuantificar la variacion del plumaje de Henicorhina leucophrys en Venezuela.

5. Comparar los patrones poblacionales encontrados con la clasificacion taxondémica actual.
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METODOS GENETICOS Y MOLECULARES

Muestras genéticas:

En los andlisis moleculares se utilizaron muestras de tejido muscular, plumas y sangre de
individuos capturados en mallas de neblina provenientes de muestreos realizados por el
Laboratorio de Biologia y Conservacién de Aves del IZET a lo largo de las cordilleras del norte
de Venezuela hasta el afio 2013, amparados bajo los permisos respectivos de caza cientifica,
investigacion en parques nacionales y de acceso a recurso genético. Este muestreo representa a
las cinco subespecies de H. leucophrys en Venezuela y a gran parte de sus poblaciones (Fig. 2;

Tabla 1; Apéndice 1).

Tabla 1. Muestras utilizadas para los analisis genéticos de H. leucophrys de Venezuela. La asignacion
taxondmica fue realizada por localidad con base en Hilty (2003).

NUimerode  Total de

S“?Ses'ogc'e Estado Localidad (Loc.) individuos  individuos
PP (Loc.) (spp.)
manastarae Zulia Las Lajas, Sierra de Perija 3 3
meridana Barinas Calderas 1 21
Trujillo P.N. Guaramacal 3
Mérida La Mucuy, P.N. Sierra Nevada 2
Guaraque 1
Tachira  P.N. Paramos El Batallén y La Negra 14
sanluisensis  Falcon P.N. Sierra de San Luis 3 3
tamae Tachira Delicias, P.N. El Tama 2 7
Rio Chiquito, P.N. EI Tama 5
venezuelensis Lara P.N. Yacambu 3 12
Yaracuy P.N. Yurubi 3
Aragua Rancho Grande, P.N. Henri Pittier 3
Miranda San Antonio de los Altos 3
Total 46
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Trabajo de laboratorio:

De cada muestra se realizo la extraccion de ADN seguln las especificaciones del paquete
DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Valencia, California). Se llevo a cabo la amplificacién via PCR de
una regién de 842 pares de bases (pb) que incluye los genes mitocondriales ATP-sintasa 8 (168
pb) y ATP-sintasa 6 (684 pb), con los pares de cebadores CO2GOL/CO3HMH (Joseph y col.,
2004; Apéndice 1) en una mezcla de reaccién de 50uL (Qiagen) (Tabla 2). Posteriormente se
realizaron comprobaciones visuales en geles de agarosa con bromuro de etidio (electroforesis) y
se purificaron con las especificaciones del kit Qiagen. Se seleccionaron ocho muestras
representativas de los linajes obtenidos en la hipétesis filogenética de la unidad ATP-sintasa 6y8
y se realiz0 la amplificacion del cuarto intrén del gen nuclear B—fibrindgeno (FGB-14), con los
cebadores FIB3/FIB4 (Chung y col., 1991; Apéndice 1), en una mezcla de reaccion de 20 pL
(Tabla 2). El trabajo de laboratorio y la secuenciacion de los amplificados se realizaron en la

Unidad de Ecologia Genética (U.E.G.) del Centro de Ecologia del IVIC.

Tabla 2. Composicién de mezclas de reaccion y fases de la amplificacidn para los genes estudiados. La
desnaturalizacion inicial tuvo una duracién de 5 minutos (94°C) y se realizaron 35 ciclos de
desnaturalizacion, alineamiento y extension. Finalmente, las muestras se mantuvieron a 72°C por 3
minutos.

ADN ATP- Ta
sintasa 6y8 Polimeqrasa MgCl; Buffer CO2GOL CO3HMH  dNTP’s
(n=46)
1puL 0,25 uL 3L 10 pL 2,5 L 2,5 UL 1L
Desnaturalizacion Alineamiento Extension
Tiempo (s) 30 45 60
T (°C) 94 58 72
ADN Tag
F(CnEES;4 Polimerasa MgCl; Buffer FIB3 F1B4 dNTP’s
4 pL 0,2 puL 1,2 uL 4 uL 0,4 puL 0,4 puL 0,4 puL
Desnaturalizacion Alineamiento Extension
Tiempo (s) 15 30 75
T(°C) 94 51 72
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Variacion genética:

Se caracterizo la variacion genética entre las poblaciones de H. leucophrys, determinando
la riqueza de haplotipos, la probabilidad de que dos haplotipos escogidos al azar sean distintos
(diversidad haplotipica, h), y el grado de diferencia promedio entre secuencias de nucledtidos
(diversidad nucleotidica, m), por medio del software DnaSP v5.10 (Librado y Rozas, 2009).
Adicionalmente, se calcularon las distancias genéticas p, dentro y entre linajes, y aquella que
correspondiese al modelo evolutivo que se ajustara mejor a los datos, utilizando el programa

MEGAS (Tamura y col., 2011).

Analisis filogenéticos:

Se realizaron andlisis de méaxima parsimonia (MP) y méaxima verosimilitud (MV) con
MEGA5 (Tamura y col.,, 2011) para generar una hipotesis filogenética, que permitiese
caracterizar las relaciones filogeograficas de las poblaciones. Esta hipotesis permitié examinar la
concordancia del patron filogeografico con la taxonomia actual y establecer grupos de estudio
(i.e. linajes, grupos monofiléticos con soporte estadistico, bootstrap, mayor al 70%) que fueron
examinados en los analisis morfoldgicos posteriores. Los andlisis de parsimonia se llevaron a
cabo con 100 réplicas de busqueda heuristica empleando el algoritmo TBR (Tree Bisection and
Reconnection), asignando igual peso a todos los caracteres. Para los analisis de MV se determind
el modelo evolutivo que mejor se ajustara a los datos, siendo éste aquel que tuviese menor valor
de Criterio de Informacion Bayesiano (BIC). Seguidamente, se realizaron los analisis con 10
réplicas de busqueda heuristica, usando los algoritmos de intercambio entre vecino mas cercano
(NNI) (Saitou y Nei, 1987) y SPR (Subtree pruning and regrafting, de tipo rapido y de tipo

extensivo). Taxa utilizados como grupo externo fueron Henicorhina leucosticta, Cyphorhinus
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arada y Cistothorus palustris, con base en la filogenia de la familia (Barker, 2004; Fig. 3). La
eleccion de estas especies también se ajustd a la disponibilidad de secuencias de FGB-14 en
GenBank. EI soporte bootstrap no paramétrico de ambos andlisis se hizo con 1000

pseudoréplicas (Felsenstein, 1985).

METODOS MORFOLOGICOS

Muestras de museo:

Para los analisis morfoldgicos se revisaron ejemplares (material seco) de las principales
colecciones ornitoldgicas del pais: Coleccidén Ornitolégica Phelps (COP), Museo de la Estacion
Bioldgica de Rancho Grande (EBRG), Museo de Historia Natural La Salle (MHNLS) vy
Coleccién Adolfo Pons (PONS) (Apéndice 2). Las mediciones se realizaron en ejemplares
debidamente identificados y sexados (con base en la informacién de catalogo), en buen estado o
cuyo dafio fuese minimo. Se llevaron a cabo comparaciones entre las subespecies y entre los
linajes definidos con los analisis filogenéticos. Las pruebas estadisticas fueron realizadas en el

software PAST v3.01 (Hammer y col., 2001).

Variables morfométricas:

Para caracterizar la variacion morfométrica se midieron los siguientes caracteres en 210

ejemplares segun la metodologia estandar establecida (Baldwin y col., 1931) (Fig. 5):

e Largo de Tarso (LT): desde el punto medio de la articulacion entre la tibia y el metatarso
(visto desde atras) hasta el borde inferior de la Gltima escama distal no dividida en la
unién del metatarso con la base del dedo medio (visto desde adelante).
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e Largo de Ala cerrada (LA): desde el punto anterior mas lejano del borde anterior de la
articulacion de la mufieca hasta el extremo de la pluma mas larga, sin aplanar la curvatura
natural del ala.

e Largo de Cola (LC): desde el punto entre las bases de las dos rectrices medias hasta el
extremo de la pluma mas larga de la cola cerrada.

e Largo de Pico (LP, Largo de narinas): desde el extremo anterior de la narina hasta el
extremo anterior de la maxila.

e Ancho de Pico (AnP): distancia entre las paredes laterales del pico a nivel del extremo
anterior de las narinas.

e Altura de Pico (AIP): desde el extremo superior de la maxila hasta el extremo inferior de

la mandibula a nivel del extremo anterior de las narinas.

Adicionalmente, se determiné el Largo de Culmen expuesto (LCu) con el propdsito de
comparar las medidas con lo reportado en las descripciones tradicionales. Esta variable consiste
en la distancia desde el punto en el que las plumas de la frente, en su posicion natural, dejan de
ocultar el culmen hasta el extremo anterior de la maxila. Las mediciones de cola y ala se
realizaron con una regla graduada de 1 mm de precision y el resto de los caracteres se

determinaron con un vernier de 0,05mm de precision (Somet Inox).

Error de Medida:

Para determinar la replicabilidad de las mediciones se determiné el porcentaje de error de
medida del investigador (%ME, Ecuacién 1) siguiendo la metodologia de Yezerinac y col.
(1992). Se realizaron ANOVA'’s anidados (modelo Il) con las mediciones de 16 individuos

machos (m=3, tres medidas repetidas por individuo no consecutivas) de una misma localidad de
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la subespecie tamae (Rio Chiquito, Téchira). Los individuos fueron clasificados en dos
subgrupos: machos con y sin comisuras rictales engrosadas (inmaduros y adultos
respectivamente). De forma equivalente se determind el error de medida para las variables
colorimétricas que se desarrollan mas adelante. El porcentaje de error se determind con la

siguiente ecuacion:

2
%ME = ——2d__ % 100 [1]

Sind + Ssub

Donde s%nq €s el componente de varianza dentro de los individuos (estimado por los
cuadrados medios de dicha fuente de variacion, MSind) Y S%us €S €l componente de varianza entre
los individuos o dentro de los subgrupos, determinado por la diferencia entre los cuadrados

medios sobre el nimero de medidas repetidas (Ecuacion 2).

2 _ MSsup= MSina
Ssub_

[2]

m
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Figura 5. Variables morfométricas utilizadas en este estudio: Ancho de Pico (AnP), Alto de Pico (AIP),
Largo de Pico (LP), Largo de Culmen expuesto (LCu), Largo de Ala (LA), Largo de Cola (LC) y Largo
de Tarso (LT). llustraciones editadas de Baldwin y col. (1931).
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Andlisis morfométricos por edad vy por sexo:

Se realizaron pruebas de hipdtesis (t de Student) para determinar si existian diferencias en
los promedios de las variables entre machos adultos e inmaduros dentro de cada subespecie, con
el objetivo de verificar si los ejemplares de menor edad podian ser incluidos en los analisis
posteriores. Estas pruebas fueron realizadas igualmente entre hembras de cada taxén y previo a
cada comparacion se comprobd que se cumplieran las condiciones de normalidad (p > 0,05;
pruebas de Shapiro-Wilk o Jarque-Bera) y de igualdad de varianzas (p > 0,05; prueba F de
Fisher). Cuando no se encontrdé homocedasticidad se realizaron pruebas t para varianzas
desiguales y en los casos donde se rechazd la hipdtesis de normalidad se utilizaron
comparaciones no paramétricas de Mann-Whitney. Posteriormente, se realizaron pruebas
equivalentes entre machos y hembras de un mismo linaje y subespecie para evaluar si existian
diferencias entre los sexos de H. leucoprhys y asi establecer si debian realizarse los andlisis

posteriores por separado segun el sexo de los ejemplares.

Andlisis de variacion morfométrica:

Se realizaron Analisis de Varianza (ANOVA’s) por cada variable morfométrica
acompafados de pruebas a posteriori (Tukey), para poner a prueba la hipdtesis de si existen
diferencias entre las subespecies y entre los linajes en los valores medios de los caracteres
medidos. Alternativas no paramétricas fueron consideradas en los casos en los que no se
cumpliese el supuesto de normalidad (Kruskal-Wallis y Mann-Whitney). Al encontrar
diferencias significativas entre los grupos se aplicé la regla del 75% para el reconocimiento de
subespecies, la cual indica que 75% de un grupo de estudio (en nuestro caso, subespecies 0

linajes) puede diferenciarse del 99% de otro y viceversa (Amadon, 1949). Esta regla se aplicd

26



realizando pruebas de diagnosticabilidad pareadas donde se obtienen dos indices (D12 y D21) que
al resultar positivos simultaneamente permiten comprobar tales diferencias (Patten y Unitt,
2002). Ademés, como las variables podrian estar correlacionadas y no variar de forma
independiente, se hicieron Andlisis de Componentes Principales (PCA) con matriz varianza-
covarianza para identificar las variables que aportaban mayor varianza dentro del conjunto de
datos y para realizar una reduccion dimensional de la informacion morfométrica (Gotelli y
Ellison, 2004). En este andlisis se obtiene un ordenamiento de las muestras que permite
identificar grupos con base en las nuevas variables generadas (componentes principales). Las
variables que presentaron un error de medida mucho mayor al 10% no fueron consideradas en
los analisis multivariados (Lougheed y col., 1991). Para mejorar la normalidad y reducir el efecto
de la escala (p.e. medidas de cola vs. medidas de pico) se llevd a cabo una transformacion
logaritmica de las variables. Por ultimo, se realizé un Analisis Discriminante (DFA) para evaluar
si con los caracteres morfométricos considerados se podria elaborar una clasificacion adecuada
de las subespecies. Con los scores obtenidos se elaboré un cluster con la distancia euclidea
promedio (algoritmo UPGMA) para mostrar graficamente los resultados de la matriz de

confusion.

Variables de plumaje:

El color no es sélo una propiedad fisica, sino que es considerado el resultado de la
interaccion entre las condiciones luminicas, la reflectancia y los mecanismos de recepcion del
observador. Una forma objetiva de cuantificar el color se basa en medir la reflectancia de los
objetos, a través de la espectrofotometria o de la fotografia digital (Andersson y Parger, 2006;
Stevens y col., 2007). Esta Gltima alternativa cuenta con ciertas ventajas con respecto al uso de

espectrofotdmetros: la toma de datos (fotos) resulta méas sencilla, requiere de menos equipos, es
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menos costosa y se pueden hacer analisis de patrones completos (p.e. estriados o bandeados) sin
la necesidad de reconstruir la topografia de medidas puntuales de un espectrofotometro (Stevens
y col., 2007). En este trabajo se estimd el color de los parches o regiones de plumaje diagnosticos
de ejemplares de H. leucophrys seglin las descripciones originales, por medio de la
cuantificacion de su reflectancia (Fig. 6). Adicionalmente, se determiné el porcentaje de estriado
de las gargantas de los individuos estudiados, pues éste se ha utilizado para diferenciar a algunas
subespecies venezolanas. Esta caracterizacion se llevd a cabo con base en la metodologia
desarrollada por Stevens y colaboradores (2007) y aplicada en la sistematica de aves por McKay

(2013).

NN M

Figura 6. Parches de plumaje diagnosticos considerados para las subespecies de H. leucophrys. Regién
ventral: garganta (G), pecho (P), abdomen (A) y crissum (Cr). Region dorsal: corona (Co), y manto (M).
Imagen editada de Andersson y Parger (2006).

Coleccion vy calibracion de los datos:

Una fotografia digital consiste en un archivo de tres canales de informacion, en un codigo
que se conoce como RGB (i.e. R: rojo, G: verde y B: azul). Estos canales corresponden
aproximadamente a las tres bandas de frecuencia del espectro visible (alta, media y baja,
respectivamente) y consisten en matrices de pixeles que toman valores de intensidad de 0 a 255.
Dichos valores son el resultado del procesamiento interno de cada camara y son especificos de
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sus sensores, es decir, son aparato-dependientes (Stevens y col., 2007). Por lo tanto, en la toma
de datos sélo debe utilizarse una cAmara que posea caracteristicas especificas recomendadas para
el analisis colorimétrico (Stevens y col., 2006), siendo éstas: alta resolucion (>5 megapixeles),
control manual de blancos y control manual de exposicion. En este trabajo se utilizé una Nikon
D3200 (24 megapixeles) con la capacidad de tomar fotografias en formato RAW (12bit, ca.
20Mb de peso), lo que asegura que los valores de los pixeles no sufran transformacion post-
captura. Los archivos RAW fueron revelados digitalmente a formato TIFF (32bit, ca. 60Mb de
peso) a través de una compresion sin pérdida por medio del programa libore DCRAW v8.99
(http:/lwww.cybercom.net/~dcoffin/dcraw/) con el algoritmo de interpolacién adaptativa dirigida
a la homogeneidad (McKay, 2013; Akkaynak, 2014). Se tomaron fotografias de los ejemplares
en vista dorsal y ventral en una lamina de fondo homogéneo de 18% de reflectancia (Apéndice
3), precedidas de un control manual de blancos (DGK Color Tools). La cdmara se coloco en un
montaje que la mantuvo a una distancia fija de los ejemplares, iluminados por lamparas
fluorescentes (McKay, 2013) (Fig. 7A). Las fotos se tomaron las fotos con la ayuda de un
disparador remoto, ya que los movimientos de la mano pueden afectar la toma de datos (Stevens
y col., 2007). Los valores de reflectancia obtenidos para cada canal representan al espectro
visible humano, y aunque el sistema de vision de las aves es tetracromatico (espectro visible +
UV), es posible realizar analisis colorimétricos taxondmicos en estos organismos si no se busca
explicar fendmenos como el reconocimiento entre conespecificos, la eleccién de pareja o

interacciones depredador-presa (Stevens y col., 2007; McKay, 2013).

Las fotografias digitales pueden mostrar valores RGB con una respuesta lineal o no lineal
con respecto a los cambios en la intensidad de la luz. Esto sucede ya que muchas cdmaras estan

disefiadas para producir imagenes que luzcan bien, pero no necesariamente que reflejen la
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realidad (Stevens y col., 2007). Por lo tanto, primeramente se verifico la respuesta lineal de la
camara a los cambios luminicos. Se tomaron fotografias de los 11 estdndares de grises con mayor
reflectancia conocida (valores tedricos 89% - 8,9% en Kodak Gray Scale Q13, Fig. 7B), ya que
los grises presentan valores iguales para cada canal (R = G = B) (Stevens y col., 2007). Los
valores medios por canal fueron extraidos de las fotografias (valores experimentales) haciendo
una seleccion rectangular sobre cada estdndar y aplicando la funcién Histogram en el software
libre ImageJ v1.46 (Rasband, 1997-2006). Con estos datos, tedricos y experimentales, se realizd

un analisis de correlacion lineal (Apéndice 3).

1,1% 8,9% 89%

Figura 7. A) Montaje experimental utilizado en la toma de fotografias, donde la distancias entre lAmparas
(a 45° del punto focal) y el lente se mantuvieron constantes. Se muestra la ubicacién de la carta de grises
con los estandares considerados en el centro del encuadre. B) Escala de grises Kodak Gray Scale Q13.

Una vez verificada la respuesta no lineal de la cAmara se elabord un coédigo en MATLAB

VvR2012a (The Mathworks Inc.), en el que se utilizé la funcidn Isqcurvefit para calibrar la data
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con una transformacion cuadratica (y = ax?) (Westland y Ripamonti, 2004). Dicha funcién

permite encontrar el coeficiente “a” con el que se obtiene el mejor ajuste lineal para la

transformacion especificada segin sus minimos cuadrados (i.e. calibracion lineal).

Transformacion de los datos:

Los valores medios calibrados de las tres variables (R, G y B) de cada parche de plumaje
fueron extraidos por medio del complemento Color Histogram del paquete ImageJ, realizando
una seleccion circular de aproximadamente 0,5 cm? en el centro del parche de plumaje previendo
que esta region no estuviese dafiada o presentara plumas en posicion irregular (Fig. 8A).
Posteriormente, estos valores RGB fueron transformados en un espacio tridimensional
independiente del dispositivo. Dicha transformacion (clasificacion de segmentos) fue propuesta
por Endler (1990, 2012) para la interpretacion de este tipo de data en el espectro visible. Las
nuevas variables conforman un “espacio de colores opuestos” (McKay, 2013) y estan divididas
en dos variables de tono o color (Ecuaciones 3 y 4) y una variable de brillo (Ecuacion 5) (Fig. 9).
El error de medida de estas variables fue calculado comparando dos subespecies (tamae y
manastarae, n=16) para pecho, abdomen y crissum y dos grupos de ejemplares adultos e
inmaduros (n=8) de la subespecie tamae para el resto de las variables de color y el patron de

estriado.

R—-G
4= ®ve 3]
G—-B
B=t+s [4]
__ R+G+B
¢ = 3%(255) [5]
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Figura 8. A) Selecciones circular y trapezoidal de 0,5 cm? realizadas en ImagelJ. B) Imagen TIFF
transformada a escala de grises (8 bit). C) Seleccién de estrias de la garganta en imagen transformada a
blanco y negro con la herramienta Umbral.

R+G+B/ (765)
Blanco

Figura 9. A) Espacio de Colores Opuestos para data en el espectro visible; B) Plano de variables de color
0 croma de cuatro cuadrantes, en sentido antihorario: 1) Amarillo-Rojo, 2) Rojo-Azul, 3) Azul-Cyan, 4)
Cyan-Amarillo. El eje de brillo (blanco-negro) es la tercera dimension con respecto a este plano (Endler

1990, 2012).
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Andlisis colorimétricos por edad v por sexo:

De forma equivalente a los analisis morfométricos, se llevaron a cabo pruebas tipo t para
cada variable del espacio de colores opuestos (%ME < 10%) entre individuos adultos e
inmaduros. Estas pruebas permitieron evaluar si existian diferencias asociadas a la edad relativa
de los individuos, asi como también comparaciones entre hembras y machos adultos. Estos
analisis fueron acompafiados por pruebas de diferencias entre ejemplares con plumaje gastado y

no gastado y revisiones del cambio de color por envejecimiento de las pieles (foxing).

Analisis de variacion de plumaje:

Para determinar si existian diferencias en el color de los parches entre las subespecies y
entre los linajes por separado, se hizo una serie de pruebas tipo ANOVA para cada una de las
tres variables en cada parche (A, B y C; Ecuaciones 3-5), seguidas de las pruebas a posteriori
respectivas. Se realizaron graficos de burbujas (Past) que permitieron interpretar el espacio de
tres variables en dos dimensiones, o gréaficos de envolventes convexas (MATLAB, funciones
convhulln y trisurf) para mostrar superposicion en tres dimensiones. Cuando se encontraron
diferencias significativas entre pares de subespecies se realizaron pruebas de diagnosticabilidad
del 75%. Los andlisis de componentes principales y de funcion discriminante fueron ejecutados

de la misma forma que con la data morfometrica.

Andlisis de patrones de estriado:

Se cuantificd el porcentaje de estrias en la garganta de los ejemplares de H. leucophrys.
En ImageJ se puede calcular el area de una region haciendo una seleccion sobre la imagen. En
este estudio se determind el area de la garganta (aprox. 0,5 cm?) haciendo una seleccion

trapezoidal que no incluyera la regién malar y se extendiese desde la posicion de los ojos hasta el
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inicio de los hombros (Fig. 6 y 8A). Luego se transformé la fotografia RGB a escala de grises (8
bit) (Fig. 8B) y se aplicd la herramienta Umbral para obtener una imagen en blanco y negro
(38px 0 15%, Fig. 8C). Por altimo, se seleccionaron las estrias negras resultantes y se calcul6 su
area con el objetivo de determinar el porcentaje de estriado (McKay, 2013). A dicha variable se
le aplicd una transformacion [T%E = arcsenv (%E/100)] para llevar a cabo las pruebas de

diferencias de medias ya mencionadas (Zar, 1999).
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RESULTADOS

Diferenciacion genética:

Se analizaron 55 secuencias de los genes ATP-sintasa 6 y ATP-sintasa 8 (842 pb), siendo
46 de H. leucophrys, 9 de H. leucosticta, una de Cyphorhinus arada y una de Cistothorus
palustris (grupo externo). La matriz de 46 secuencias de la especie en estudio presentd 159 sitios
variables con una riqueza de 29 haplotipos y valores altos de diversidad haplotipica (h = 0,97) y
nucleotidica (r = 0,055) entre secuencias. Los diferentes linajes presentaron altos porcentajes de
divergencia, cercanos o superiores al 6%, siendo mayores para TN93+G (6,5-9,3%) con respecto

ap (56-7,7%) (Tabla 3).

El andlisis de Méaxima Parsimonia (MP) resultdé en cinco arboles con topologias
equivalentes, en las cuales se obtuvieron siete linajes geograficos con alto soporte estadistico
(~100%): ZUL [Zulia], TAM [Tama (Sur de Téachira) y P.N. Batallon y la Negra (Norte de
Tachira, por debajo de 1700 m s.n.m.)], MER [Mérida y Téachira (Norte por encima de 2150 m
s.n.m.)], LAR [Barinas, Trujillo y Lara], FAL [Falcén], YAR [Yaracuy] y CEN [Central: Aragua
y Miranda] (Fig. 10 y 11; Apéndice 4). Las relaciones entre los clados tuvieron bajo soporte
estadistico (<70%), a excepcion del clado Central que se encuentra separado del resto en un
100%. Por su parte, el arbol de maxima verosimilitud presentd la misma topologia encontrada en
los analisis de MP, con valores similares de bootstrap. Adicionalmente, se obtuvo un soporte del
80% en el nodo en el cual Yaracuy se separa del resto de los linajes occidentales (Fig. 11). En los
analisis de Maxima Verosimilitud (MV) se obtuvieron resultados equivalentes usando los tres

algoritmos heuristicos (NNI, SPR rapido y SPR extensivo).
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Tabla 3. Valores de divergencia genética p (matriz triangular inferior) y TN93+G (matriz triangular
superior, modelo que mejor se ajustd a los datos) entre los linajes y dentro de linajes (diagonal). La
desviacion estandar se presenta en corchetes (1000 pseudoréplicas de bootstrap). (*Divergencia p /
TN93+G).

CEN YAR FAL LAR MER TAM ZUL
cen 0002 0,073 0,086 0,086 0,090 0,077 0,073
[0,001] [0,012] [0,013]  [0,012] [0,014] [0,012] [0,011]
vap |~ 0063 0,003 0,074 0,093 0,090 0,067 0,077
[0,008] [0,001] [0012]  [0,014] [0,014] [0,011] [0,012]
EaL | 0074 0,064 0,001 0,083 0,082 0,065 0,065
[0,009] [0,009] [0,001]  [0,012] [0,013] [0,010] [0,011]
LAR | 0074 0,077 0,071 0,002 0,091 0,068 0,071
[0,009] [0,009] [0,009]  [0,001] [0,013] [0,011] [0,011]
MER 0074 0,073 0,069 0,076  0,006/0,007* 0,065 0,084
[0,009] [0,009] [0,009]  [0,009] [0,002] [0,011] [0,013]
Tay 0066 0,058 0,057 0,059 0,056 0,004 0,065
[0,008] [0,008] [0,008]  [0,008] [0,008] [0,001] [0,011]
oyl 0064 0,065 0,058 0,062 0,070 0,056 0,001
[0,008] [0,008] [0,008]  [0,008] [0,009] [0,008] [0,001]
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Figura 10. Distribucion de los linajes de ATP-sintasa 6y8 de H. leucophrys encontrados con analisis de
maxima verosimilitud en Venezuela (intervalo altitudinal de 900-3000 m s.n.m. basado en Hilty, 2003).
En la zona limitrofe de los estados Trujillo y Lara (azul claro) se desconoce si existe contacto entre las
poblaciones.
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A partir de esta hipétesis filogeogréafica se escogié una muestra por linaje para caracterizar
la variacion del marcador nuclear p—fibrindgeno intron 4 (FGB-14) (Apéndice 1). Para el linaje
conformado por muestras de Barinas, Trujillo y Lara se escogié un individuo de esta ultima
entidad, debido a que esta poblacion tedricamente pertenece a venezuelensis y su presencia en
este clado implicaria un patron de no monofilia con respecto a meridana. Adicionalmente, se
escogieron dos individuos para el linaje MER, uno de ellos de La Mucuy (estado Mérida) y el
otro proveniente del P.N. Batallén y La Negra (Tachira), tomando en cuenta también el extremo
sur de la distribucion de meridana y la no monofilia de tamae (Fig. 10 y 11). Se secuenci6 una
region de 594 pb donde se encontraron dos sitios variables y un sitio parsinomiosamente
informativo. Por ello, se considera que existe un Gnico haplotipo en las poblaciones venezolanas
de H. leucophrys. Esta poca variabilidad impidié la elaboracion de hipotesis filogeogréficas
alternativas. Sin embargo, en la revision de los electroferogramas se encontr6é que el individuo
del norte de Tachira perteneciente al linaje MER era heterécigo, presentando dos alelos en uno

de los sitios variables, aquellos presentes en las poblaciones de Mérida y de Tama.
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Figura 11. Hipétesis filogenética de MV de poblaciones venezolanas de H. leucophrys para los genes
mitocondriales ATP-sintasa 6 y ATP-sintasa 8, con el algoritmo heuristico NNI y 1000 pseudoréplicas
bootstrap. Se sefialan los nodos con soporte bootstrap > 80% (circulos negros). Se muestra la distribucién
de las subespecies en colores en la esquina superior izquierda: manastarae (verde), tamae (amarillo),
meridana (azul), sanluisensis (naranja) y venezuelensis (rojo), donde se puede evidenciar que varios de
los clados no son reciprocamente monofiléticos.

Morfometria:

Los ejemplares analizados fueron considerados parte de una subespecie segin la
informacion de catalogo y si su localidad concordaba con la distribucion reportada en la
bibliografia. Para la asignacion de un ejemplar a un linaje se considero su cercania geogréafica a
la localidad de la cual se analizaron muestras de tejido (Fig. 10). Se excluyeron de los analisis

morfométricos a los ejemplares de la Serrania del Interior (no representada en este estudio) y a
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aquellos del Norte de Téchira para los cuales no se tuviese muestras genéticas (dado el patron de

no monofilia hallado).

Se comprob6 que las medidas reportadas en descripciones tradicionales concuerdan con
las de este estudio para largos de Ala, Cola y Culmen (Apéndice 5). Adicionalmente, el error de
medida del investigador para las variables analizadas no fue considerablemente mayor al 10%,
una medida aceptable de replicabilidad, a excepcién del Ancho de Pico con 15,8% (Apéndice 6).
Por lo tanto, se considera que la data morfométrica obtenida es confiable. Para el Largo de
Culmen no se calcul6 error de medida, mas los patrones obtenidos fueron similares a los

resultantes de los analisis de Largo de Pico, por lo que se usa sélo esta ultima medida.

En los andlisis de variacion por edad se observaron diferencias significativas entre los
machos adultos e inmaduros de manastarae y entre las hembras de venezuelensis. En general, los
ejemplares inmaduros presentaron tamafios menores a aquellos sin comisuras rictales engrosadas
(Apéndice 5), pero este patron no fue consistente para todas las variables. Por ello, se considerd
necesario realizar los analisis ulteriores s6lo con ejemplares adultos. Por otro lado, los machos de
los grupos de estudio (subespecies y linajes) presentaron tamafios superiores, con diferencias
significativas, a los de las hembras para la mayoria de las variables (a excepcion de AnP)
(Apéndice 7). Por lo tanto, resulté necesario realizar los analisis de variacion geografica por
separado. Sin embargo, el niumero de hembras para algunas subespecies o linajes fue muy bajo
(n<5), por lo que para este estudio se elaboraron las pruebas de diferencias medias s6lo para

ejemplares machos adultos (Tabla 4).
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Tabla 4. Ejemplares machos adultos de H. leucophrys utilizados en analisis de variacién geografica.

L Subespecie
Institucion
manastarae meridana sanluisensis tamae venezuelensis
COP 7 10 4 21 22
MHNLS/PONS 5 0 0 0 2
EBRG 0 1 0 0 1
Total (73) 12 11 4 21 25

Variacion geografica morfométrica:

Al comparar tanto subespecies como linajes, las variables donde se observaron
diferencias significativas entre los grupos fueron los largos de Cola, Tarso y Pico (Tablas 5 y 6).
Adicionalmente, se obtuvieron diferencias significativas en los analisis de Largo de Ala y Alto
de Pico entre subespecies. Por su parte, el Ancho de Pico parece ser una medida poco
informativa para discernir entre poblaciones venezolanas, probablemente debido al elevado
porcentaje de error de medida. En estos analisis no se pudieron incluir a los grupos de Falcén

(sanluisensis y FAL) ni Yaracuy (linaje YAR) dados los bajos tamafios muestrales.
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Tabla 5. Valores morfométricos medios (mm) + desviacion estandar de las subespecies de H. leucophrys
y tamafio muestral [n]. Se sefialan las variables en las cuales se encontraron diferencias significativas en
los ANOVA’s (*) o Kruskal-Wallis (~).

Variable manastarae tamae meridana sanluisensis venezuelensis
LA (4 55,2 +1,95 53,7+1,20 547 +1,27 56,8 + 3,20 542 +143
[12] [21] [11] [4] [24]
LC ) 30,1 +0,83 29,0+ 1,60 30,7 +1,74 265+1,29 27,8+1,28
[11] [21] [11] [4] [23]
LT 22,27 +£0,85 22,77 £ 0,68 24,15 +0,92 23,16 £ 0,86 22,77 £0,60
[12] [16] [11] [4] [23]
LP (4 10,99 + 0,73 9,84 +0,33 9,80 + 0,37 10,51 £ 0,36 10,83 £0,73
[12] [18] [11] [4] [20]
Anp 294 +0,17 2,98 +£0,19 2,92 +0,15 3,05+0,12 3,06 +£0,16
n
[12] [20] [11] [4] [21]
AP (4 3,35+0,20 3,50+0,17 3,29 +0,14 3,43+0,12 3,44 £ 0,22
[12] [20] [10] [4] [21]

Tabla 6. Valores morfométricos medios (mm) * desviacion estandar de los linajes de H. leucophrys y
tamafio muestral [n]. Se sefialan las variables en las cuales se encontraron diferencias significativas en los
ANOVA'’s (*) o Kruskal-Wallis (~).

Variable ZUL TAM MER FAL LAR YAR CEN
55,2 + 53,7 + 55,0 + 56,8 + 54,3 + 542+  54,1%
LA 1,95 1,20 1,53 3,20 1,04 1,30 1,55
[12] [21] [8] [4] [8] [5] [15]
30,1+ 29,0 % 30,9 + 26,5+ 295+ 280+  275%
LC (~) 0,83 1,60 1,35 1,29 2,07 1,23 1,34
[11] [21] [8] [4] [8] [5] [14]
2227+ 2277+ 2454+ 2316+ 2293+ 2308+ 2276%
LT () 0,85 0,68 0,91 0,86 0,63 1,07 0,41
[12] [16] [8] [4] [9] [5] [13]
1099+ 9,84+ 981+ 1051+  974x 1109+ 11,12%
L) 0,73 0,33 0,35 0,36 0,37 0,13 0,55
[12] [18] [8] [4] [8] [4] [12]
2,94+ 2,98 + 2,96 + 3,05+ 2,86 + 320+  3,08%
AnP 0,17 0,19 0,17 0,12 0,09 0,14 0,12
[12] [20] [8] [4] [8] [4] [13]
335+ 3,50 + 3,34+ 343+ 331l 351+  343%
AIP 0,20 0,17 0,12 0,12 0,23 0,03 0,25
[12] [20] [8] [4] [7] [4] [13]
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En general, los ejemplares de meridana muestran tarsos mas largos que el resto de las
subespecies, venezuelensis y manastarae cuentan con picos mas largos y venezuelensis presenta
una cola més corta (Fig. 12; Tabla 7). Este patron se repite en las comparaciones por linaje, pero
en este caso los individuos de LAR muestran picos y colas similares a los ejemplares andinos
(MER), concordando con la variacion observada en el marcador mitocondrial. Los ejemplares de
la subespecie sanluisensis son similares a los de venezuelensis en la mayoria de los caracteres

morfométricos.

Al realizar las pruebas de diagnosticabilidad ninguna combinacion de dos subespecies (0
linajes) obtuvo valores D positivos simultaneamente. En esta prueba se generan dos intervalos de
distribucidn t (con valores a de 0,25 y 0,01), obteniéndose valores D positivos cuando no existe
superposicion. Los resultados permiten diferenciar de forma no reciproca al linaje MER del

linaje CEN (Largo de Tarso) y a este ultimo del clado de Tamé (Largo de Pico) (Apéndice 8A).

Tabla 7. Comparaciones a posteriori de variables morfométricas entre subespecies y entre linajes de H.
leucophrys. Se muestran las variables en las que se observaron diferencias significativas (p < 0,05) en
pruebas pareadas de Tukey o un valor de p de Mann-Whitney significativo tras la correccion de
Bonferroni. Se sefialan en negrita las variables que muestran el mismo patron de diferencia entre
subespecies y entre linajes.

tamae meridana venezuelensis
manastarae LA/LP LT/LP LC
tamae LC/LT/AIP LC/LP
meridana LC/LT/LP
TAM MER LAR CEN
ZUL LP LT/LP LP LC
TAM LT LP
MER LT LC/LT/LP
LAR LP
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Figura 12. Gréficos de caja y bigote de largos de Cola, Tarso y Pico (mm) de machos de los grupos de
estudio. Los bigotes representan los valores minimo y méximo y se muestran los percentiles 25, 50 (linea
horizontal dentro de la caja) y 75. Las subespecies se codifican de la siguiente forma: manastarae (HIma),
tamae (HIt), meridana (HIme), sanluisensis (HIs) y venezuelensis (HIv).
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Para los analisis de componentes principales no se consideraron las variables de culmen 'y
ancho de pico (%ME>10%). El resto de las variables fue trasformada logaritmicamente y se uso
la matriz varianza-covarianza para obtener dos componentes principales que explicaron el 37,9%
y el 26,9% de la varianza, respectivamente. El primer componente principal fue explicado por
una relacion inversa entre pico y cola y el segundo esta asociado al tamafio general de los
ejemplares (Fig. 14A). Resalta el leve solapamiento entre los poligonos de meridana y
venezuelensis (Fig. 14B), superposicion que desaparece en la ordenacion de los linajes, donde los
ejemplares de LAR y MER se agrupan de mejor forma (Fig. 14C). Al elaborar el DFA se obtuvo
un porcentaje de clasificacion de 72%, lo que sugiere que con estos caracteres no se pueden
clasificar con certeza a las subespecies. En el cluster generado puede evidenciarse que ninguna

de las subespecies se separa de manera clara (Fig. 13).

= m o
.

2.0+

2584

7179

71805

71797

49289

G4061
x,

B

2.5

3.04

Distancia Euclidea

3.54

4.0 4 |

454
5.0

Figura 13. Diagrama de agrupamiento de individuos de H. leucophrys usando la distancia euclidea
(UPGMA) de los scores obtenidos en el analisis discriminante morfométrico, Los colores indican las
subespecies consideradas: manastarae (verde), tamae (amarillo), meridana (azul) y venezuelensis (rojo).
En azul claro se sefialan los individuos de la subespecie venezuelensis del estado Lara.
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Figura 14. Graficos del analisis de componentes principales morfométrico. A) Biplot de las variables
transformadas. B) Ordenacion de las subespecies. C) Ordenacion de los linajes. Los poligonos representan

las envolventes convexas de cada grupo de estudio con la coloracion correspondiente a la leyenda
inferior.

45



Colorimetria:

Se analizaron 398 fotografias (dorsales y ventrales) correspondientes a 199 ejemplares.
Como en los analisis morfométricos, fueron excluidos los individuos de la Serrania del Interior y
de localidades no visitadas del Norte de Tachira. Antes de fotografiar a los ejemplares se reviso
su estado general, evitando usar aquellos con plumaje en muda y determinando si la region a
evaluar se encontraba gastada (i.e. plumas con barbas ausentes o rotas). Se realizaron
comparaciones entre individuos machos adultos de la misma localidad y se pudo verificar que no
existen diferencias significativas por plumaje gastado. Siendo consistentes con los analisis
morfoldgicos previos, no fueron incluidos los ejemplares inmaduros, ya que al realizar pruebas
exploratorias de diferencias de edad en la subespecie tamae no se encontraron diferencias
significativas, pero los ejemplares inmaduros mostraron desviaciones estdndar mayores. En el
brillo de garganta (C, Ecuacion 5) se encontraron diferencias significativas entre machos y
hembras de tamae (Apéndice 9), caracteristica asociada a la proporcion de estrias (ver mas
adelante). En el resto de las variables consideradas no se encontraron diferencias significativas
entre los sexos de H. leucophrys, pero las hembras no fueron incluidas dados los bajos tamafios

muestrales.

La mayoria de pieles de ejemplares colectados en un periodo mayor a 10 afios
presentaban plumas ligeramente amarillentas (foxing) en los parches ventrales (blancos y grises),
condicion que no se presentaba en aquellos colectados recientemente (Gltimos 10 afios) (véase
%ME de variables A y B; Apéndice 6). Como consecuencia y dado que se uso la clasificacion de
segmentos (Endler, 1990), donde las variables se separan en color y brillo (Fig. 9), se considerd
solo el componente C (brillo) para los anlisis del abdomen, pecho y garganta, pues los grises y

blancos se distribuyen a lo largo de dicho eje (R = G = B) y te6ricamente no presentan valores en
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el plano A-B (Ecuaciones 3 y 4). En analisis de espectrofotometria, Armenta y colaboradores
(2008) no encontraron diferencias en saturacion, croma o brillo asociadas al tiempo de
almacenamiento en parches marron-rojizos en Sialia sialis (Eastern Bluebird). Sin embargo, para
evitar introducir posibles errores en los analisis se decidid excluir a los ejemplares colectados en
los Ultimos 15 afios de las pruebas de parches marrones (manto y crissum). En la determinacion
del error de medida (Apéndice 6) la corona y los componentes de color (A y B) de los parches
ventrales tuvieron alto porcentaje de error. Por las razones explicadas anteriormente en
Morfometria, estas variables no se utilizaron en las pruebas tipo ANOVA ni en los anélisis
multivariados. En total, se consideraron 77 ejemplares de las cinco subespecies de H. leucophrys,

en proporciones equivalentes a los analisis morfométricos.

Diferenciacion geogréfica colorimétrica:

Las diferencias de color encontradas entre las subespecies concuerdan en parte con la
taxonomia, particularmente en el brillo de la regidn ventral, desde el abdomen hasta la garganta
(parches blancos o grises). Los ejemplares andinos (tamae y meridana) tienen un plumaje gris
mas oscuro que los ejemplares de manastarae y venezuelensis, presentando la subespecie de la
Sierra de San Luis un brillo intermedio (Fig. 15). Los patrones de brillo hallados en garganta,
pecho y abdomen son equivalentes, pero el de este Ultimo parche presenté mayor variabilidad
(18,8%ME). Debido al bajo numero de ejemplares de Falcon, éstos no fueron incluidos en las
pruebas de diferencias de medias. EI comportamiento de las variables ventrales de brillo fue
similar en las comparaciones entre subespecies y linajes (Tabla 8), encontrandose diferencias
significativas en los tres parches. Coincidiendo con los patrones morfométricos descritos
anteriormente, los individuos de LAR presentaron gargantas y pechos oscuros, siendo similares

al linaje MER.
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Figura 15. Gréficos de caja y bigote del Brillo de pecho (CP) de los grupos de estudio. Los bigotes
representan los valores minimo y maximo y se muestran los percentiles 25, 50 (linea horizontal dentro de
la caja) y 75. Las subespecies se codifican de la siguiente forma: manastarae (HIma, n=12), tamae (Hlt,
n=21), meridana (HIme, n=10), sanluisensis (HIs, n=5) y venezuelensis (Hlv, n=29). Los puntos negros
en HIv representan ejemplares de Lara (n=5).

Tabla 8. Comparaciones a posteriori de variables de brillo (C) entre subespecies y entre linajes de H.
leucophrys. Se sefialan las variables en las que se encontr6 diferencias significativas (p < 0,05) en pruebas
pareadas de Tukey o un valor de p de Mann-Whitney significativo tras la correccion de Bonferroni. Se
marcan en negrita las variables que muestran el mismo patron de diferencia entre subespecies y entre
linajes. Se coloca CV si se encontraron diferencias ventrales en conjunto en garganta (CG), pecho (CP) y
abdomen (CA). (*) Para los linajes MER y YAR no fueron evaluadas diferencias en crissum por bajo
tamafio muestral.

tamae meridana venezuelensis
manastarae CV/CM CcVv
tamae CM Cv
meridana cv
TAM MER* LAR YAR* CEN
ZUL CVv/CM Ccv Ccv - CCr
TAM - - Cv cv
MER - CcVv cv
LAR Ccv CG/CP/CCr

YAR -

48



En el brillo del crissum fueron halladas diferencias significativas entre los linajes, ZUL y
LAR presentaron plumajes menos opacos que los ejemplares de CEN, lo que coincide con lo
reportado entre poblaciones de Zulia y la Cordillera de la Costa (Aveledo y Ginés, 1952). Sin
embargo, al comparar las subespecies, manastarae y venezuelensis, estas diferencias no fueron
marcadas dada la inclusion de los ejemplares de Lara en el segundo grupo. Se pudo comprobar
también que la subespecie manastarae es diferente a tamae en el color del crissum (Tabla 9 y
Fig. 16), siendo esta Gltima de un color marrén con tonalidades méas naranjas. También se pudo
diferenciar a los individuos de TAM de los del linaje LAR, pero la comparacién con MER no
pudo realizarse, por lo que es incierto si existen diferencias en el crissum de tamae y meridana,
como fue propuesto por Zimmer y Phelps (1944). Por otro lado, también se hallaron diferencias
significativas en el color y brillo del manto entre los ejemplares de Tama y Zulia, siendo los
primeros mas oscuros y rojizos y los ultimos méas amarillentos y claros. La unica diferencia
significativa encontrada entre los dorsos de meridana y tamae fue de brillo. Sin embargo, se
observé una gran superposicion y variabilidad individual (Fig. 17) y se encontré que en
promedio los ejemplares de Meérida resultaron menos oscuros, lo que contradice las

descripciones taxonémicas.

Con respecto a las pruebas de diagnosticabilidad se obtuvieron valores D positivos
simultaneos para el brillo de garganta (CG) en las comparaciones entre linajes siguientes: MER -
YAR, MER-CEN y TAM-CEN. En el resto de las pruebas pareadas de linajes se pudo
diagnosticar al menos a un grupo de otro (Apéndice 8B), hecho que no ocurrié al comparar las

subespecies.
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Tabla 9. Comparaciones a posteriori de variables de color (A y B) entre subespecies y entre linajes de H.
leucophrys. Se sefialan las variables en las que se observaron diferencias significativas (p < 0,05) en
pruebas pareadas de Tukey o un valor de p de Mann-Whitney significativo tras la correccion de
Bonferroni. Se marcan en negrita las variables que muestran el mismo patron de diferencia entre

subespecies y entre linajes.

tamae meridana venezuelensis
manastarae ACr/BCr/AM - -
tamae - BCr
meridana -
TAM LAR CEN
ZUL ACr/BCr/AM - -
TAM BCr BCr/BM
LAR -
0354 |4
0.36 -
g o
0.34+ ," s manastarae tamae
- Je ZUL TAM
0.324 2.0 Y o L
o s meridana = sanluisensis
g 030+ o 5 MER FAL
0.28 O . c » venezuelensis
- g C CEN
1 LAR  *YAR
0,24 -
0.22
0.20

T T T T T T T T
0.192 0.208 0.224 0.240 0.256 0.272 0.288 0.304

ACr

Figura 16. Gréfico de burbujas de variables de color del Crissum de los linajes evaluados. En el plano se
muestran las dos variables de color (AB) y el tamafio de la burbuja esta asociado al valor positivo en el
eje de brillo (C). Los valores extremos en el plano son: Rojo (ACr=1; BCr=0) y Amarillo (ACr=0;
BCr=1). Se afiaden imagenes del plumaje de individuos de ZUL y TAM.
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Figura 17. Envolventes convexas del Manto de los individuos de las subespecies tamae (amarillo) y
meridana (azul) en el espacio de colores opuestos.

En los andlisis de componentes principales se utilizo la matriz varianza-covarianza para
las variables colorimétricas y se obtuvieron 2 componentes principales: el primero asociado al
brillo de los parches ventrales (grises o blancos), el cual explicé el 60,8% de la varianza y el
segundo, relacionado con las variables de color de los parches marrones, que explico el 18,8% de
la varianza (Fig. 18A). El patron del primer componente principal de los anélisis morfométrico y
colorimétrico es concordante, agrupandose de un lado los ejemplares de tamae, meridana y Lara
(linajes TAM, MER y LAR) y en el lado opuesto aquellos correspondientes a venezuelensis,
manastarae y sanluisensis (linajes CEN, YAR, ZUL y FAL). Las subespecies tamae y
manastarae no se solapan en el espacio multivariado y entre meridana y venezuelensis se
observa nuevamente superposicion, al igual que en los analisis morfométricos, la cual desaparece
al considerar los linajes (Fig. 18B-C). El analisis discriminante permitié una mejor clasificacion
de las subespecies (84%), lo que se refleja en el agrupamiento construido con distancia euclidea

(Fig. 19).

51



Component 2

. L]
.08 |
[ * .. b4 .
\ */ /
/ Vs
i ./ /
d y
S
iy /'(
0,124 /
\ ,/
hY s
,f
016, A
",
\./,/
-0.20-

& manastarae
ZUL

Component 1

(B)

tamae
TAM

MER

0.16+
A
0.1+
[
™
0.0 ™
¢ []
L ]
| ACr
. 0.04 * .
o - ] [ ] -
€ L e
: . e
[=} T T T T 0T e — L T
E -0.20 -0.15 00 -0.05 che oms 0.10 lf% 0.20 0.25
o [ ] - L ]
~ .
'D.Dq-
. * . -
™ .
L ] &
-0.08 1
L ]
[
. -0.12 4
-0.16 .
N
-0.20 -
Component 1
0.16- 0,16+
0.12 0.12-
/.\\
I 7/{--- ';
!
— |
.09 . .- J-‘ |l.l
—— P
./-."/.- . ) o
' P /7 / E
f s . 00 ofs g2 0.2 S ax a oy
f / 3

Component 1

(C)

e meridana e sanluisensis e venezuelensis

FAL CEN

LAR * YAR

Figura 18. Graficos del andlisis de componentes principales colorimétrico. A) Biplot de las variables. B)
Ordenacidn de las subespecies. C) Ordenacion de los linajes. Los poligonos representan las envolventes
convexas de cada grupo de estudio con la coloracién correspondiente a la leyenda inferior.
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Figura 19. Diagrama de agrupamiento de individuos de H. leucophrys usando la distancia euclidea
(UPGMA) de los scores obtenidos en el andlisis discriminante colorimétrico. Los colores indican las
subespecies consideradas: manastarae (verde), tamae (amarillo), meridana (azul) y venezuelensis (rojo).
En azul claro se sefialan los individuos de la subespecie venezuelensis del estado Lara.

En este grafico de agrupamiento se puede diferenciar claramente entre un conglomerado
principalmente andino y otro constituido por ejemplares de las cordilleras ubicadas al norte de
Venezuela, ubicandose mas individuos del estado Lara (n=3) con el primer conglomerado que

con el segundo (n=2).

Patrones de plumaje:

Asi como en el brillo de garganta (CG), también se encontraron diferencias significativas
entre machos y hembras de tamae en el porcentaje de estriado (transformado), aunque con cierta
variabilidad y solapamiento (Apéndice 9). Adicionalmente, el 24,7% de machos adultos (n=19)
presento un patron de barras oscuras en plumas del abdomen, desde tenue hasta marcado. Estos
machos pertenecen a las subespecies tamae (4), meridana (4), sanluisensis (1) y venezuelensis
(10). Dicho patron tambien ha sido reportado en H. negreti y en las subespecies nominal y

boliviana (Todd, 1932; Salaman y col, 2003).
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Variacidn geografica del patron de estriado:

Las subespecies manastarae y venezuelensis se diferencian de las dos subespecies
andinas en la proporcion de estrias de la garganta, comprobando que los ejemplares de Perija
tienen gargantas inmaculadas como venezuelensis (Fig. 20). Estas diferencias fueron
significativas en las pruebas de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney para subespecies y linajes.
Ademas, se pudo evidenciar que los machos de Lara presentaron estrias en porcentajes variables,
pero que en el resto de los miembros de venezuelensis la proporcion fue siempre menor y no
superd el 2%. Dicha subespecie no fue diagnosticable con respecto a las andinas al incluir
ejemplares de Lara, pero en el resto de las pruebas del 75% al menos una subespecie (o linaje)
pudo diferenciarse de otra (pero no de manera reciproca) y en la comparacion TAM-YAR se

obtuvieron valores D positivos reciprocos (Apéndice 8B).
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Figura 20. Graficos de caja y bigote del porcentaje de estrias de garganta (%E) de los grupos de estudio.
Los bigotes representan los valores minimo y méaximo y se muestran los percentiles 25, 50 (linea
horizontal dentro de la caja) y 75. Las subespecies se codifican de la siguiente forma: manastarae (HIma,
n=9), tamae (HIt, n=19), meridana (HIme, n=8), sanluisensis (HIs, n=5) y venezuelensis (Hlv, n=21). Los
puntos negros en HIv representan ejemplares de Lara (n=5) y el asterisco en Hime-MER un valor
extremo.
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DISCUSION

La descripcion de patrones de diferenciacion geografica, tanto genética como
morfoldgica, es el punto de partida para identificar los procesos asociados con el origen y
mantenimiento de la alta biodiversidad presente en el Neotropico. En este estudio describimos la
variacion geogréafica presente en el cucarachero Henicorhina leucophrys, para el cual han sido
descritas cinco subespecies para el pais con base en caracteres morfoldgicos. Sin embargo,
nuestros resultados muestran una alta variacion individual y poca consistencia en diversos
caracteres para diferenciar poblaciones a nivel subespecifico. Este patron contrasta con la alta
diferenciacion mostrada por los marcadores moleculares mitocondriales, lo que sugiere un papel
importante del aislamiento geogréafico en la diversidad, incluso criptica, de este cucarachero en el

pais.

Anadlisis filogenéticos basados en caracteres moleculares revelaron una mayor diversidad
a la descrita taxonomicamente para H. leucophrys en Venezuela. Siete linajes evolutivos (i.e.,
clados) describen la estructura filogenética encontrada en el andlisis de 13 poblaciones que
representan a las cinco subespecies de H. leucophrys descritas para el pais. Sin embargo, las
relaciones filogenéticas entre los diferentes clados no se pudieron establecer resultando en una
gran politomia, con la excepcion de las poblaciones de la Cordillera de la Costa que se separaron
del resto con alto soporte estadistico. Es importante resaltar que las poblaciones venezolanas no
constituyen un grupo monofilético, ya que manastarae estd mas relacionada con la subespecie
bangsi de la Sierra Nevada de Santa Marta en Colombia (Caro y col., 2013). En el analisis se
encontrd, igualmente, que ciertas subespecies no son reciprocamente monofiléticas: individuos

de la subespecie meridana del norte de Tachira (P.N. Batallén y La Negra, 1700 m s.n.m.) fueron
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agrupados con las poblaciones de tamae e individuos de la poblacion de venezuelensis de Lara se

ubicaron en el mismo clado al que pertenecen poblaciones de Trujillo y Barinas (meridana).

Los porcentajes de divergencia genética encontrados fueron altos (6,5-9,3%) y similares a
los reportados entre otras poblaciones de la especie en Ecuador y Colombia (Dingle y col., 2008;
Caro y col., 2013). Estos trabajos mostraron una divergencia genética alta en subespecies con
reemplazamiento altitudinal: leucophrys — hilaris (6,5-8,0%) en Ecuador y bangsi — anachoreta
(6%) en Colombia. Valores de divergencia genética de esta magnitud también han sido
observados en otros géneros de la familia Troglogytidae. Un estudio de la especie mas diversa de
la familia (Troglodytes troglodytes con 44 subespecies sensu Kroodsma y Brewer, 2005), en el
que se consideraron 12 subespecies de distribucién paleartica o neartica, reveld seis clados con
porcentajes de divergencia entre 3 y 8,8% (Drovetski y col., 2004), valores mucho mayores a
otros tres taxa con similar distribucion Holartica. De igual manera, Galen y Witt (2014)
estudiaron cuatro subespecies de Troglodytes aedon de Per( encontrando siete linajes con
valores de divergencia promedio no corregidos menores a los reportados en este estudio (3,4-
5,7%). Estos altimos dos trabajos fueron realizados con el gen mitocondrial ND2, que presenta
una tasa evolutiva similar a la de ATP-sintasa 6 en paseriformes de Hawaii (Drepanidiidae;

Lerner y col., 2011).

La estimacion del tiempo de divergencia con base en el reloj molecular sitta el origen de
la estructura filogeografica actual de esta especie a principios del Pleistoceno. Utilizando
estimados de un millon de afios por valores de divergencia de 4% en ATP-sintasa 6 (Lerner y
col. 2011), las poblaciones de H. leucophrys correspondientes a los linajes evolutivos
encontrados han estado aisladas desde hace aproximadamente 1,6 - 2,3 millones de afios (valores

de divergencia 6,5-9,3%, distancia TN93+G). Este patrén temporal sugiere que procesos como
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cambios climaticos asociados con las glaciaciones y su potencial asociacion con la topografia

montana pueden haber derivado en el patron de diferenciacion geogréfica actual de la especie.

La estructura filogeografica de H. leucophrys encontrada sugiere un papel de las barreras
geograficas en la diferenciacién geografica de la especie. La distribucion de la especie esta
restringida a bosques montanos que suelen estar separados por valles o depresiones de ambientes
méas secos (Fig. 11). La mayoria de los linajes obtenidos estan aislados geograficamente en
mayor o menor grado. Las subespecies sanluisensis y manastarae se encuentran apartadas de
otras poblaciones por distancias considerables, con poblaciones de venezuelensis estdn separadas
por barreras como la depresion Turbio-Yaracuy (linajes YAR y LAR), que han sido relevantes
en los procesos de diferenciacion de otras aves montanas como Arremon torquatus (Cadena y
Cuervo, 2010) y Basileuterus tristiatus (Gutiérrez-Pinto y col., 2012). Sin embargo, la vicarianza
no parece ser el Unico proceso que explica la distribucién y diferenciacion en esta especie.
Aunque la Depresion del Tachira est4 asociada con patrones de diferenciacion en otras especies
(subespecies B. t. meridanus y B. t. aricularis; Gutiérrez-Pinto y col., 2012), en Henicorhina
leucophrys dicho valle no parece haber representado una barrera. Nuestros resultados sugieren
que individuos de las poblaciones de los Andes Orientales de Colombia (linaje TAM)
colonizaron la Cordillera de Mérida con poblaciones indistinguibles a nivel genético en las
laderas bajas del norte de Tachira. Este patron es similar al obtenido para las poblaciones de la
Sierra Nevada de Santa Marta (Caro y col., 2013), donde las poblaciones de las zonas montanas
de menor altitud estdn mas relacionadas con aquellas de la Sierra de Perija que con aquellas que

las reemplazan altitudinalmente.

El uso de mas de un marcador molecular, asi como marcadores tanto nucleares como

mitocondriales, permite generar hipdtesis evolutivas de la especie y no de un gen particular. En
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este estudio obtuvimos secuencias de un marcador nuclear, el intron 4 del B-fibrinbgeno (FGB-
14), para cada uno de los linajes que describen la diversidad de la especie en Venezuela. No
obstante, este marcador no proporciond informacion filogenética de utilidad para resolver las
relaciones filogeogréficas entre las diferentes poblaciones. Se ha estimado que el ADN
mitocondrial evoluciona de cinco a diez veces mas rapido que el material genético nuclear
(Avise, 2000; Lerner y col., 2011). Esto permitiria explicar la poca variabilidad observada en
este gen. Sin embargo, la presencia de un individuo heterdcigo en la posible zona de contacto de
los linajes TAM y MER al norte de Tachira, sugiere que el uso de este marcador puede ser de

importancia para esclarecer posibles escenarios evolutivos de estos clados andinos en Venezuela.

En este estudio encontramos concordancia entre los patrones morfoldgicos evaluados.
Los linajes andinos o las poblaciones de las subespecies tamae y meridana se agrupan de forma
similar en plumaje y morfometria, contrastando con un agrupamiento entre los linajes del norte
(Perija 'y Cordillera de la Costa) como pudo verificarse en los analisis multivariados. El linaje de
Falcon mostro caracteristicas morfométricas similares a las de ejemplares de ZUL, YAR y CEN,
pero el unico individuo considerado en los analisis multivariados de color present6 un fenotipo
intermedio. Sin embargo, el solapamiento entre los grupos de estudio fue evidente, reflejando un
gran variacion individual en las poblaciones de H. leucoprhys. Caracteres como el largo de pico,
el color de crissum y el brillo de los parches ventrales (garganta, pecho y abdomen) son
concordantes con la caracterizacion general. Por otra parte, las diferencias encontradas en manto
no mostraron una tendencia general clara y en caracteres morfométricos como largos de cola y
tarso se evidenciaron patrones que permiten diferenciar s6lo a venezuelensis y meridana,

respectivamente.
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Nuevas diferencias entre las subespecies fueron encontradas al caracterizar la variacion
morfométrica. Diferencias medias en el largo de cola permitieron diferenciar a dos subespecies
similares en plumaje, manastarae y venezuelensis. También se determin6é que la subespecie
meridana cuenta con tarsos mas largos que el resto de las poblaciones (2 mm aprox.). Becker y
col. (2007) encontraron que las poblaciones andinas de Ecuador de H. leucophrys tenian tarsos
un milimetro mas largos que las poblaciones costeras. Estas diferencias podrian ser el resultado
de factores estocasticos, fijandose de forma no direccional ciertos fenotipos en poblaciones
diferentes. Sin embargo, los caracteres morfométricos asociados al pico, por ejemplo, pueden

estar determinados por el entorno acustico, la competencia y la seleccion sexual (Seddon, 2005).

Los caracteres de plumaje en los que se encontraron diferencias significativas y con
mayores valores de diagnosticabilidad fueron el brillo de pecho, brillo de garganta y el
procentaje de estriado. Sin embargo, sélo se encontraron cuatro pares de valores positivos
simultaneos en estas comparaciones colorimétricas asociados con los linajes pero no a nivel
subespecifico (Apéndice 8B). La baja diagnosticabilidad probablemente se deba a que el tamafio
de los intervalos generados es dependiente de los grados de libertad y los mismos suelen ser mas
amplios al usar tamafios muestrales pequefios. Otros caracteres de color no parecen ser
adecuados para la diagnosis de algunas subespecies. Las poblaciones de meridana y tamae no
pudieron distinguirse consistentemente en ninguno de los componentes del espacio de colores
opuestos de manto o crissum siendo la dispersion en estas variables bastante amplia (Fig. 18,
PC2). Para el par venezuelensis — manastarae sélo se encontraron diferencias en el brillo de la
region subcaudal entre los linajes ZUL y CEN, pero es necesario hacer comparaciones

estadisticas que incluyan al linaje de Yaracuy.
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El patron de ausencia o presencia de estrias en la garganta resalta dentro de la variacion
de este caracter en otras subespecies en el continente. Existe una alternancia en la presencia de
estrias negras en la garganta a lo largo de los Andes desde Bolivia hasta el norte de Suramérica
(Fig. 21). Este patron llamado leapfrog, consiste en la existencia de una poblacion diferenciada
entre dos poblaciones similares de la misma especie y ha sido encontrado en cerca del 20% de
aves andinas estudiadas, presentdndose en méas de la mitad de especies con mas de seis
subespecies descritas (Remsen, 1984). Cadena y col. (2010) sugieren que en el complejo de
especies incluido en Arremon torquatus estos fenotipos probablemente surgieron por evolucion
convergente, apareciendo en poblaciones que no comparten un ancestro comun. Este estudio
parece indicar un patron similar pero no exclusivo, ya que las subespecies manastarae y bangsi,
las cuales conforman un grupo monofilético (Caro y col., 2013), comparten este caracter. Una
revision de este caracter a lo largo de la distribucion de la especie puede revelar informacion de
interes para entender los procesos de diferenciacion en la especie, prestando especial interés en la
variacion individual (p.e. los pocos ejemplares analizados de sanluisensis presentan porcentajes
variables de estrias; n=4) y el significado del dimorfismo sexual en este caracter y su potencial

papel en fases del proceso reproductivo como el cortejo.
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Figura 21. Patron de leapfrog en el estriado de garganta de subespecies suramericanas de H. leucophrys.
Los circulos negros representan poblaciones con estrias y los circulos blancos poblaciones con gargantas
inmaculadas. Se muestran también las subespecies de la Sierra Nevada de Santa Marta (SNSM) en su
gradiente altitudinal. La subespecie nominal incluye poblaciones de Colombia, Ecuador y Peru.

La variacion morfoldgica es la base para la diagnosis de grupos taxonémicos, en nuestro
caso, de subespecies. Sin embargo, este estudio no permitié identificar ningin caracter,
morfométrico o de coloracion, que fuera diagndstico para ninguna de las subespecies descritas
(bajo reglas del 75%). La alta variacion individual y el bajo nimero de muestras pueden explicar
la falta de diagnosticabilidad de estas poblaciones. De hecho, algunos caracteres mostraron
diferencias significativas entre poblaciones coincidiendo o no con los caracteres diagnésticos
utilizados para su descripcion. Estudios posteriores deben enfocarse en incrementar los tamafios
de muestra para evaluar estas alternativas, asi como analizar la variacion geografica
considerando ejemplares inmaduros y hembras para estimar de forma integral la variacion

natural de las poblaciones.
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La falta de congruencia entre los patrones de diferenciacion morfologica y molecular
permite especular sobre los procesos asociados con dicha variacion. Diferencias en el fenotipo
pueden estar asociadas a procesos de seleccion natural, deriva génica y flujo génico en
poblaciones alopétricas. Los primeros tienden a diferenciar a las poblaciones mientras el flujo
génico a homogeneizar dicha variacién. Por otra parte, la variacion molecular en un marcador
neutral, como el ADN mitocondrial, no esta sujeta a seleccion (ver Ballard y Whitlock, 2004,
para una discusion sobre la estricta neutralidad de estos marcadores), por lo que la diferenciacion
puede surgir de manera gradual por el proceso de aislamiento geografico o mutaciones a largo
plazo. Los patrones encontrados en este estudio parecen sugerir que la diferenciacion genética
presente en poblaciones de H. leucophrys de Venezuela responde mas a un proceso de
aislamiento geografico. Las diferencias morfoldgicas pudieran estar asociadas a procesos de
deriva génica, aunque los procesos de flujo génico (a nivel geogréafico, entre poblaciones andinas
0 entre aquellas cercanas a la Cordillera de la Costa) o seleccion natural (asociadas a condiciones

climaticas locales) no pueden ser descartados.

El anélisis filogenético con caracteres moleculares permiti6 identificar poblaciones que
constituyen filogrupos cripticos que no presentan una diferenciacién morfolégica marcada. Los
linajes definidos podrian ser considerados especies bajo el concepto filogenético, dado que sus
individuos conforman unidades evolutivas con una historia y un ancestro en comdn (Cracraft,
1983). Por su parte, las subespecies constituyen una serie de poblaciones diagnosticables a nivel
fenotipico que se separan geograficamente (Patten y Unitt, 2002), concepto que ha recibido
multiples criticas pero que utilizado de forma rigurosa (i.e. indices de diagnosticabilidad) puede
brindar informacion relevante sobre los procesos de diferenciacién de las especies. En nuestro

caso, la falta de diagnosticabilidad entre estos grupos (sea linajes o subespecies) limita su
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reconocimiento como subespecies 0 especies. Sin embargo, estos filogrupos cripticos pueden ser
considerados unidades evolutivas significativas o ESU’s. Las ESU’s son poblaciones
reciprocamente monofiléticas en frecuencias alélicas mitocondriales y muestran diferencias
importantes en las frecuencias de alelos nucleares (Moritz, 1994). La aplicacion de este concepto
tiene su fortaleza en el reconocimiento de poblaciones que han tenido suficiente tiempo, a nivel
evolutivo, para diferenciarse de manera natural (Fraser y Bernatchez, 2001). Los linajes
definidos en este estudio pueden ser clasificados de esta forma, aunque la informacién sobre
genes nucleares es inconclusa. Esta clasificacion permite resaltar el valor de estas poblaciones
(en particular aquellos linajes identificados dentro de la distribucion de H. leucophrys
venezuelensis) para la conservacién de la diversidad genética de la especie. Un patron similar fue
encontrado para poblaciones costeras de H. leucophrys de Colonche en Ecuador, las cuales
mostraron divergencias considerables en la region control del ADN mitocondrial (Becker y col.,

2007).

La congruencia en patrones de variacion geografica de mdltiples caracteres sugiere un
cambio taxondémico para las poblaciones presentes en el estado Lara. Los patrones de variacion
molecular, morfométrica y de plumaje sugieren que dichas poblaciones (reconocidas hoy en dia
como venezuelensis) son diferenciables del resto de las que conforman en la actualidad a
venezuelensis, presentes en la Cordillera de la Costa. Sin embargo, la localidad tipo para esta
subespecie son las montanas cerca de Bucarito, “Tucuyo” (Hellmayr, 1903), visitadas
unicamente por el explorador Albert Mocquerys en 1893. La proveniencia de ejemplares
colectados en Venezuela por este colector es controversial (Zimmer y Phelps, 1954) y hasta
ahora no se ha encontrado localidad alguna con dicho nombre en los alrededores de El Tocuyo

en el estado Lara. En 1912, Hellmayr y Seilern mencionan que la localidad se encuentra en esta
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entidad federal y Paynter asigna las coordenadas de Bucarito a un caserio al norte del estado
cerca de los pueblos de Siquisique y Rio Tocuyo (Mayr y Greenway, 1960). Sin embargo, parece
dudoso que para ambientes bajos y secos como los que se encuentran en esta region larense,
Mocquerys haya colectado especies de zonas altas como Mecocerculus leucophrys, Atlapetes
semirufus y Henicorhina leucophrys y la identificacion subespecifica de algunas de estas
especies sugiere que las mismas no fueron colectadas en regiones montanas del estado Lara y
coinciden con aquellas presentes en la Cordillera de la Costa (datos no publicados). Este patron
es congruente con los patrones genéticos encontrados. Las decisiones taxondmicas o
modificaciones de localidad tipo en el futuro dependeréan de la revision de los holotipos de éstas
y otras especies colectadas en Bucarito, almacenados en el American Museum of Natural History

de New York.

CONCLUSIONES

e Henicorhina leucophrys en Venezuela se caracteriza por una diversidad criptica asociada
con la geografia, con altas divergencias genéticas entre los diferentes linajes evolutivos
identificados.

e Las poblaciones de H. leucophrys se caracterizan por presentar una alta variacion
individual con un patrén morfolégico que sugiere que las poblaciones de los Andes se
diferencian de las poblaciones de la Serrania de Perija y de la Cordillera de la Costa.

e Los patrones fenotipicos encontrados no permiten diagnosticar las poblaciones
venezolanas de H. leucophrys a nivel subespecifico, dado el solapamiento y la

considerable variacién individual de los diferentes caracteres analizados.
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APENDICES

Apéndice 1. Codigos de campo (COP) o de acceso (GenBank) de los ejemplares con muestras de tejidos
usadas en los andlisis moleculares. Se sefialan con asterisco muestras de J. Klicka de datos no publicados
(grupos externos). Se afiaden las secuencias de los cebadores utilizados.

ATP-
sintasa FGB-14
6y8

Subespecie
(spp.)

Cddigo / N° de

Localidad (Loc.) acceso (GenBank)

H.l.manastarae Las Lajas, Sierra de Perija IC807
IC827
IC815
H.l.meridana Calderas ML1233
P.N. Guaramacal JM91
JM94
JM98
La Mucuy, P.N. Sierra Nevada 07N0O443
07N0O446
Guaraque AMC1052
P.N.P.B.N 1700 m s.n.m. AMC1254
AMC1257
AMC1258
JM1017
KCC124
YPL145
P.N.P.B.N 2150-2300 m s.n.m. YPL78
KCC75
KCC88
P.N.P.B.N 2750 m s.n.m. JEM205
JEM238
AMC1129
YPL22
AMC1129
H.l.sanluisensis P.N. Sierra de San Luis 1C941
1C942
IC975
H.l.tamae Delicias, P.N. El Tamé KCC287
AMC1351
Rio Chiquito, P.N. El Tama YPL200
YPL204
YPL216
KCC260
KCC265
H.l.venezuelensis P.N. Yacambu 07NO195

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
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Continuacion Ap. 1

H.l.venezuelensis P.N. Yacambu 07NO289 X X
07NO353 X
P.N. Yurubi JP408 X X
JP409 X
JP465 X
Rancho Grande, P.N. Henri Pittier 07NO130 X
07NO131 X
JM070 X
San Antonio de los Altos 07NO004 X
JMO005 X X
JMO006 X
H.leucophrys
(tota[l)) ’ 46
H.leucosticta Estado Bolivar, VVenezuela ML1078 X
ML1079 X
Veracruz, México 343275* X
343276* X
BTS07300* X
BTS07321* X
BTS07430* X
C.arada Napo, Loreto, Ecuador AY304300 X
C.palustris JK02545* X
CO2GOL 5’-GGACAATGCTCAGAAATCTGCGG-3’
CO3HMH 5’-CATGGGCTGGGGTCRACTATGTG-3’
FIB3 5’-CTGTAATATCCCGGTGGTTTCAGG-3’
FIB4 5-ATTTCAGATGTTTCACCTCCCTTTC-3”
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Apéndice 2. Cadigos de catalogo de los ejemplares utilizados en los analisis morfoldgicos.

Suzepsg(;ue Coleccion Cddigo / N° de acceso (GenBank)
55239 55244 55245 55249 55252 55253 55254 57911
manastarae COP 57912 57913 72947 72948 73250 73251 81162 81163
81164 8116581166 81167 81168
MHNLS 1589 1591 1592 1593 1594 1596
3568 3569 3571 3572 3573 3574 3575 3576
3577 3578 3579 3580 3581 3582 3583 3584
PONS 3585 3586 3588 3589 3590 3591 3592 3593
3594 3595 3597 3598 3599 3600 3601 3602
4078
9187 9188 14411 14412 14547 14548 14549 14635
14685 20020 20216 20218 20219 24616 24619 24620
meridana COP 49289 49290 49291 49292 65196 65197 65437 65438
65441 82386 82684 84209 84210 84211 84212 84214
84291 84292 AMC1230 JM113 JM990
EBRG 7331 12313
L 63459 63460 63463 63464 81346 8134781348 81349
sanluisensis COP
81350
EBRG 12013
MHNLS 10834
10640 10640a 10641 10642 10643 10902 11071 11072
11073 11075 11077 11078 11079 60686 60687 61343
61344 61349 61351 61354 61355 61356 61357 61359
tamae COP 61360 62355 62358 62359 62360 62361 62363 62364
62365 62366 62367 62368 62369 70168 70169 70170
74017 74018 74019 74020 74021 74022 74468 74469
74470 KCCO0287
EBRG 3309
MHNLS 8838
234 235 3497 13453 13454 13456 18162 18871
18872 18873 18874 19331 19335 19336 19337 19339
19839 24845 24847 26789 26790 31907a 31908a
venezuelensis COP 31909a 62636 64057 64058 64059 64060 64061 64064
71796 71797 71799 71801 71802 71803 71804 71805
71806 71807 72123 76190 83365 83613 83893 83937
84011
EBRG 557 558 978 979 2851 29192989 6268
11111 13465 13497
MHNLS 4464 4460 6180
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Apéndice 3. Parametros de las fotografias de la cdmara Nikon D3200 en modo manual sobre un fondo de
18% de reflectancia. Relacion entre los porcentajes de reflectancia tedricos de los tres canales RGB
versus los valores experimentales en imagenes TIFF sin transformar (A). Se determind que la respuesta de
la cdmara no era lineal con respecto a la data tedrica, a pesar de presentar coeficientes de correlacion de
Pearson elevados Yy significativos (r > 0,97; p < 0,05) para los tres canales, por lo que se realizdé una
calibracion (cuadratica) para obtener fotografias mas oscuras no saturadas (B) donde no fue necesaria
ecualizacion alguna.

Tamafo (megapixeles): 24Mp
Apertura de diafragma
(control de exposicion): f/4.0
Tiempo de exposicion
(control de exposicion): 1/80s
Medicion de la exposicion: matricial
Enfoque: automético
Flash: No

Zoom éptico
(lente Nikkor): 18mm

300 300,0 300
g 550 R?=0,9553." 250,0 R?=0,9564 .- 250 R?=0,9564 .
E 200,0 200
:.:_ 150,0 150
v 100,0 100
)
o 50,0 50
0,0 0
0,0 50,0 100,0 0,0 50,0 100,0 0,0 50,0 100,0

% Reflectancia
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Apéndice 4. Hipotesis filogenética de maxima verosimilitud de poblaciones de H. leucophrys para ATP-
sintasa 6y8. Se muestran con circulo negros valores de soporte bootstrap mayores o iguales a 80%.

YPL204 Rioch1685 STachVE
AMC1351 Delirio1900 STachVE
YPL200 Rioch1675 STachVE
— AMC1257 Lajen1700 NTachVE
| _I AMC1254 Lajon1700 NTachVE
JM1017 Lajon1700 NTachVE
KCC287 Delirio1900 STachVE
KCC260 Rioch1675 STachVE
KCC124 Lajon1700 NTachVE
Inc YPL145 Lajon1700 NTachVE
KCC265 Rioch1525 STachVE
YPL216 Rioch1675 STachVE
- Inc AMC1258 Lajon1700 NTachVE
H leucephrys VEN Merida 07N0443
H leucophrys VEN Merida 07N0446
YPL78 Mesa2150 NTachVE
KCC88 Mesa2300 NTachVE
AMC1052 Guaraque237S NTachVE
L JEM238 Inia2750 NTachVE
AMC1230 Mesa2150 NTachVE
- AMC1129 Inia2375 NTachVE
Inc JEM20S Inia2750 NTachVE
{YPLZZ Inia2750 NTachVE
KCC75 Mesa2150 NTachVE
H leucophrys VEN Lara 07N0289
H leucephrys Ven Lara 07NO185
H leucophrys VEN Lara 07N0353
H leucophrys VEN Trujillo JM091
H leucophrys VEN Trujillo JM0S4
H leucophrys VEN Trujillo JM0S8
H leucophrys VEN Barinas ML1233

* {IH leucophrys VEN Falcon IC942

H leucophrys VEN Falcon ICS75
H leucophrys VEN Falcon IC941

H leucophrys VEN Zulia IC827

+-H leucophrys VEN Zulia IC2807
H leucophrys VEN Zulia IC815

* ﬁ_H leucophrys VEN Yaracuy JP40S

H leucophrys VEN Yaracuy JP408

H leucophrys VEN Yaracuy JP465
H leucophrys VEN Miranda JM0S

H leucophrys 07N0004 VEN Miranda

H leucophrys VEN Miranda JM06

H leucophrys 07N0131 VEN Aragua

H leucophrys 07N0130 Ven Aragua

H leucophrys VEN Aragua JM070

Grupos externos

77



Apéndice 5. Valores morfométricos medios (mm) * desviacion estandar de las subespecies de H.
leucophrys y tamafio muestral [n] segun la edad relativa de machos y hembras. Se sefialan en negrita las
variables en las cuales se encontraron diferencias significativas. Se afladen los valores reportados en
descripciones originales.

Variable manastarae tamae meridana sanluisensis venezuelensis
Machos adultos
LA 55,2+ 1,95 53,7+1,20 544 +1,24 56,8 + 3,20 54,1 +1,46
[12] [21] [9] [4] [23]
LC 30,1 +£0,83 29,0 +1,60 30,7 £1,66 26,5 +1,29 27,6 +1,33
[11] [21] [9] [4] [22]
LT 22,27 +0,85 22,77 +0,68 23,95+ 0,86 23,16 + 0,86 22,68 +0,38
[12] [16] [8] [4] [22]
Lp 10,99 + 0,73 9,84 + 0,33 9,84 +£0,43 10,51 + 0,36 10,84 £ 0,74
[12] [18] [9] [4] [20]
AnP 2,94 +0,17 2,98 +0,19 2,92 +0,14 3,05+0,12 3,06 +£0,15
[12] [20] [9] [4] [20]
AlP 3,35+0,20 3,50+ 0,17 3,27 +£0,15 3,43+0,12 3,45 + 0,23
[12] [20] [9] [4] [20]
culmen 14,02 + 0,65 13,14 + 0,89 13,08 £+ 0,51 13,38 £ 0,67 14,05 +£ 0,95
[12] [18] [9] [4] [21]
Machos inmaduros
519+1,21 52,8 +1,47 53,6 +1,19 53,1 +1,36
LA 1 1 1 1 i) L 57 1 1 1
[14] [12] [8] ] [9]
28,1+1,73 28,5 +2,02 30,3+1,67 27,0+1,63
LC 1 1 1 1 i) ) 27 l 1 1
[14] [12] 5] ] [10]
22,40 £ 0,90 22,45 +0,98 24,11 +£1,30 22,88 + 0,66
LT 1 1 1 1 1 1 23’50 1 1 )
[14] [13] (5] g [5]
10,18 +0,70 9,57 +0,50 9,75+ 0,37 10,38 £1,09
LP 1 1 b 1 1 ) 9,65 1 1 1
[14] [12] [4] g [10]
2,85+0,14 2,97 +£0,16 2,88 + 0,06 3,03+0,16
AnP 1 1 1 1 1 1 3,00 1 1 1
I O, n g o
28 +0,3 45 + 0,20 3,32 +0,17 43 +0,11
AIP ' ' ' ' ' ' 3,55[1 ' '
[14] [13] 7] o [10]
12,87 + 0,85 12,96 + 0,46 13,46 + 0,39 13,51 + 0,77
Culmen ’ ' ' ' ' ' 12,00 [1 ' '
[14] [12] [5] . [10]
Intervalos reportados en descripciones originales
LA [51-53] [54-57] [54-59] [54-58] [56-58]
LC [27-28] [25-31] [30-35] [24] [26-30]
Culmen [18-19] [16,5-18,5] [13,5-15] [18] [14-16]
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Continuacion Ap. 5

Variable manastarae tamae meridana sanluisensis venezuelensis
Hembras adultas
52,0+1,48 51,7 +1,55 52,9 +1,97 525+1,29
LA [11] [13] [10] 51[1] [11]
278+1,33 262 +1,27 28,8+ 1,64 26,0 £1,26
LC ! ! ! ! ! ! 25[1 ! !
[11] [12] [9] ] [11]
LT 21,94 +0,70 21,85 +0,55 23,26 £ 0,75 i 21,86 + 0,68
[12] [12] [8] [10]
10,36 + 0,61 9,22 +0,35 9,31 + 0,56 10,11 + 0,66
= [11] [13] [10] 9,55 [11]
2,86 +0,10 3,22 +0,30 2,85+0,10 3,03+0,21
AnpP [12] [13] [10] 3.101] [11]
3,23+0,17 3,32 +0,20 3,15 +0,21 3,44 +0,19
AIP 1 1 1 1 1 i) 3,35 1 1 1
[12] [11] 18] g [11]
13,16 £ 0,53 12,47 + 0,51 13,45 +0,71 13,18 £ 0,79
Culmen ! ! ! ! ! ' 12,60 [1 ' !
[10] [13] [9] 5 [11]
Hembras inmaduras
52,0+ 1,96 51,4 +0,89 51,2 +1,47
LA ' ' ! ! 58 [1 55]1 ! !
[13] [5] ] ] [6]
279+124 27,0+0,82 258+1.17
LC ' ' ! ! 311 261 ! !
[12] [4] ] (1] [6]
2187 +£0,98 2186 +0,38 2129 +1,05
LT ! ! ' ! 23,60 [1 23,20 [1 ' !
[12] [5] ] [ [7]
10,23 +£0,31 9,34 +0,59 9,73+0,18
LP ! ! ! ! 9,65[1 9,751 ! !
[13] [4] 1] g [5]
2,82 +0,15 2,96 £ 0,39 2,98 £0,18
AnP ! ! ! ! 2,70 [1 2,95 [1 ! !
[13] [4] ] g 7]
3,20+0,16 3,23+0,40 3,17 +£0,14
AlP ! ' ! ! 3,30 [1 3,151 ! !
[12] [3] ] o 7]
13,47 £ 0,77 12,46 + 0,54 12,51 + 0,46
Culmen ! ’ ' ' 12,75 [1 12,351 ' '
[13] [5] ] - [5]
Intervalos reportados en descripciones originales
LA [50-52] [51-54] [53-54] - [53-55]
LC [27-29] [23-25] [27-30] - [24-28]
Culmen [18-19] [15,5-17] - - -
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Apéndice 6. Porcentajes de error de medida (%ME) para variables morfoldgicas.

Variables

Tamaro muestral

%Error de

(N) Medida
Morfomeétricas 16
Largo de Ala (mm) 54
Largo de Cola (mm) 3,5
Largo de Tarso (mm) 10,9
Largo de Pico (mm) 2,3
Ancho de Pico (mm) 15,8
Alto de Pico (mm) 8,9
Colorimétricas
Crissum 16
A 3,3
B 3,9
€ 8,5
Abdomen 16
A 32,6
B 39,0
& 18,8
Pecho 16
A 23,9
B 24,4
& 8,3
Garganta 8
A 0,3
B 0,2
C 5,2
Corona 8
A 10,0
B 159
C 27,3
Manto 8
A 0,6
B 0,3
C 4,3
Patrén de plumaje 8
% Estriado 6,7
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Apéndice 7. Valores morfométricos medios (mm) * desviacion estandar de las subespecies de H.
leucophrys y tamafio muestral [n] segun el sexo de los ejemplares. Se sefialan en negrita las variables en

las cuales se encontraron diferencias significativas.

Variable manastarae tamae meridana sanluisensis venezuelensis
Machos
LA 55,2+1,95 53,7+1,20 54,4 +1,24 56,8 + 3,20 54,1 +1,46
[12] [21] [9] [4] [23]
LC 30,1 +0,83 29,0 +1,60 30,7 + 1,66 26,5+1,29 27,6 +1,33
[11] [21] [9] [4] [22]
LT 22,27 0,85 2277 +0,68 23,95 +0,86 23,16 + 0,86 22,68 +0,38
[12] [16] [8] [4] [22]
Lp 10,99 +0,73 9,84 + 0,33 9,84 +0,43 10,51 + 0,36 10,84 + 0,74
[12] [18] [9] [4] [20]
AnP 2,94 +0,17 2,98 +0,19 2,92+0,14 3,05+0,12 3,06 £0,15
[12] [20] [9] [4] [20]
AlP 3,35+£0,20 3,50+0,17 3,27 £0,15 3,43 +0,12 3,45 + 0,23
[12] [20] [9] [4] [20]
culmen 14,02 + 0,65 13,14 + 0,89 13,08 + 0,51 13,38 + 0,67 14,05 + 0,95
[12] [18] [9] [4] [21]
Hembras
52,0 +1,48 51,7 + 1,55 52,9 +1,97 525+1,29
LA [11] [13] [10] o1 [1] [11]
27,8+ 1,33 26,2 +1,27 28,8 +1,64 26,0+1,26
LC 1 1 1 1 1 1 25 1 1 1
[11] [12] [9] ] [11]
LT 21,94 +0,70 21,85 + 0,55 23,26 £ 0,75 _ 21,86 + 0,68
[12] [12] [8] [10]
10,36 £ 0,61 9,22 +0,35 9,31 +0,56 10,11 + 0,66
LP [11] [13] [10] 9,55 [1] [11]
2,86 +0,10 3,22 +0,30 2,85+0,10 3,03 +0,21
o [12] [13] [10] Sl [11]
3,23+0,17 3,32+0,20 3,15+0,21 3,44 +0,19
AIP 1 1 1 1 1 1 3,35 1 1 1
[12] [11] [8] g [11]
13,16 £ 0,53 12,47 £ 0,51 13,45+ 0,71 13,18 £ 0,79
Culmen ' ' ' ’ ' ' 12,60 [1 ' ’
[10] [13] [9] . [11]
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Apéndice 8. A) indices de diagnosticabilidad morfométrica para subespecies y linajes.

Largo de Cola

Subespecies D12/ Da Linajes D12/ Da
HIt / Hime -4,22  -3,57 CEN/ZUL -0,64/-1,55
Hlv / Hima -0,87/-1,48 CEN / MER -1,80/-1,17
Hlv / Hit -3,65/-3,04
Hlv / HIme -2,73/-1,48
Largo de Tarso
Subespecies D12/ Da Linajes D12/ Da
Hlma / Hime -1,25/-1,06 ZUL / MER -1,19/-0,69
HIt / Hime -1,63/-1,02 TAM / MER -1,57/-0,65
Hlv / Hime -1,58/-0,77 CEN / MER -1,38/0,02
Largo de Pico
Subespecies D12/ D2 Linajes D12/ D2
HIt / Hima -1,06/-0,21 TAM / ZUL -1,06/-0,21
Hlme / HIma -1,06/-0,35 MER / ZUL -1,05/-0,42
HIt / Hlv -1,10/-0,36 LAR /ZUL -0,99/-0,36
Hlme / Hlv -1,09/-0,51 TAM / CEN -0,45/ 0,05
MER / CEN -0,43/-0,17
LAR / CEN -0,38/-0,10
Largo de Ala Alto de Pico
Subespecies D12/ D2 Subespecies D12/ Da
HIt / Hima -4,61/-2,88 Hlme / HIt -0,32/-0,31

Apéndice 8. B) indices de diagnosticabilidad de plumaje para subespecies y linajes.

Manto

Subespecies D1,/ Da Linajes D12/ D2
AM AM
Hlma / HIt -0,051/-0,086  ZUL/TAM -0,051 /-0,086
CM BM
HIt / Hima -0,009/-0,006 CEN/TAM -0,060 / -0,091
HIt / Hime -0,011/-0,006 CM

TAM / ZUL -0,009 / -0,005

TAM / MER NE

Crissum

Subespecies D1,/ Da Linajes D12/ D2
ACr ACr
Hlma / HIt -0,034/-0,094 ZUL/TAM -0,034 /-0,094
BCr BCr
Hlma / HIt -0,025/-0,063 ZUL/TAM -0,025/-0,063
Hlv / Hit -0,026 /-0,049  LAR/TAM -0,031/-0,058
CCr CEN/TAM -0,019 / -0,046
Hlv / HIima -0,050/-0,031 CCr

CEN/ZzUL -0,043/-0,012

CEN/LAR -0,033/-0,011
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Continuacién Ap. 8B

Abdomen (CA)
Subespecies D1,/ Da Linajes D12/ D2
HIt / Hima -0,044/-0,025 TAM/ZUL -0,044 / -0,025
Hlme / Hima -0,046 /-0,020 MER/ZUL -0,031/0,001
HIt/ Hlv -0,084/-0,047 LAR/ZUL -0,071/-0,053
Hlme / Hlv -0,087/-0,041 TAM/YAR -0,052 / 0,007
MER / YAR -0,039/0,033
LAR / YAR -0,079 /-0,021
TAM / CEN -0,084 /-0,048
MER / CEN -0,072 / -0,022
Pecho (CP)
Subespecies D1,/ Da Linajes D12/ D2
HIt / Hima -0,037/0,024 TAM/ZUL -0,037 /0,024
Hlme / HIma -0,036 /0,015 MER / ZUL -0,020 /0,045
HIt/ Hlv -0,087/-0,001  LAR/ZUL -0,051 /0,002
Hlme / Hlv -0,086/-0,011 TAM/YAR -0,041 /0,066
MER / YAR -0,024 /0,086
LAR / YAR -0,055/0,043
TAM / CEN -0,055 /0,008
MER / CEN -0,038/0,028
LAR / CEN -0,070/-0,015
Garganta (CG)
Subespecies D12/ Da Linajes D12/ D2
HIt / Hima -0,038/-0,021 TAM/ZUL -0,038/-0,021
Hlme / Hima -0,007 /0,008 MER / ZUL -0,009 / -0,009
HIt / Hlv -0,118/-0,042  LAR/ZUL -0,046 / -0,026
Hlme / Hlv -0,087/-0,014 TAM/YAR -0,013 /0,023
MER / YAR 0,016 /0,035
LAR / YAR -0,003 / -0,002
TAM / CEN 0,011/0,022
MER / CEN 0,040/0,034
LAR /CEN 0,022 /-0,004
% Estriado de Garganta (transformado)
Subespecies D12/ Dan Linajes D12/ Dn
Hlma / HIt -0,051/0,0566  ZUL/TAM -0,051 /0,056
Hlma / Hime -0,001/0,165  ZUL/MER -0,110/0,145
Hlv / Hit -0,212/-0,350  ZUL/LAR -0,261 /0,069
Hlv / Hime -0,163/-0,241  YAR/TAM 0,022 /0,179
YAR /MER -0,037 /0,267
YAR / LAR -0,188 /0,192
CEN/TAM -0,003 /0,156
CEN/MER -0,063 /0,245
CEN/LAR -0,214 /0,169
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Apéndice 9. Gréaficos de caja y bigote del brillo (CG) y del porcentaje de estrias (%E) de garganta de
machos (M; n=19) y hembras (F; n=13) de la subespecie tamae. Los bigotes representan los valores
minimo y maximo y se muestran los percentiles 25, 50 (linea horizontal dentro de la caja) y 75. Para
ambas variables se encontraron diferencias significativas (p < 0,05).
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36 -

0.324 —" 22 —‘7
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24 -
0.26 4 20 - T
0.24- 16 -

12+
0.22 4 _
1 y T

0.20 1

T 4
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= w = o
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