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RESUMEN

El Semillero de Tumaco Sporophila insulata es un taxén endémico del sur-occidente de
Colombia, se encuentra catalogado en estado critico de extincién, pero asi mismo es un
taxén cuya validez taxondmica es incierta. Se ha planteado que insulata corresponde a la
hibridacién del Semillero Pechiblanco Sporophila telasco con el Semillero Ladrillo Sporophila
minuta; también se ha propuesto que corresponde a una variacion fenotipica de telasco; y
por otro lado se cree que insulata es un taxén valido con la existencia de hibridacion insulata
x telasco. El objetivo de este trabajo es evaluar la validez taxondémica de insulata. Para
resolver el problema, se utilizaron herramientas moleculares y morfolégicas incluyendo
patrones de coloracion de las partes inferiores y la rabadilla. Fueron secuenciados para 12
machos insulata, 7 telasco y 6 minuta dos genes mitocondriales, citocromo b (922 pb) y la
region control (1104-1107 pb). Los arboles filogenéticos de neighbor-joining y parsimonia
revelaron que insulata se agrupa con telasco. Lo que indica que insulata no es un taxén
vélido. Sin embargo, este resultado dej6é abierto el problema taxondmico de hibridacién o
una variacion fenotipica. Por otra parte los individuos capturados en ElI Naranjo no
correspondieron a insulata como se habian determinado inicialmente en expediciones
pasadas, sino a minuta y posiblemente a una nueva subespecie no descrita. Aunque el
andlisis morfométrico no aclaré ninguna hipétesis restante, el andlisis del patrén y nivel de
coloracidn rojiza de las partes inferiores y de la rabadilla, y la variabilidad antes no reportada
en el tamafio de la banda rojiza de la rabadilla en individuos insulata, complementan los
resultados moleculares, y en conjunto sugieren que insulata corresponde a hibridos entre
hembras telasco x machos minuta.

Palabras clave: Colombia, criticamente amenazada, Emberizinae, endémica, evaluacion taxonémica,
Semillero de Tumaco, Sporophila insulata.

ABSTRACT

The Tumaco Seedeater Sporophila insulata is an endemic taxon from southwestern
Colombia, is critically endangered, and its taxonomic status is uncertain. It is proposed that
insulata corresponds to hybrids between the Chestnut-throated Seedeater S. telasco and the
Ruddy-breasted S. minuta; also it is proponed that insulata corresponds to a phenotypic
variation of telasco; on the other hand it is believed that it corresponds to a valid taxon, and
possibly there are hybrids insulata x telasco. The objective of this work is to evaluate the
taxonomic status of insulata. To resolve this problem, it was used molecular and
morphological data, this last included coloration analysis of the “reddish” underparts and
rump. It was sequenced the mitochondrial genes cytochrome b (922bp) and the control
region (1104-1107 bp) of 12 males insulata, 7 telasco and 6 minuta. The phylogenetic trees
of neighbor-joining and parsimony revealed that insulata is grouped with telasco. Which
means that insulata is not a valid taxon. However, this result left open the taxonomic problem
of hybridization or phenotypic variation. On the other hand, the captured individuals from
Naranjo does not corresponds to insulata as were initially determined in a expedition to the
area, it corresponds to minuta and possibly to a hew undescribed subspecies. Although the
morphometric analysis does not permits to confirm any hypothesis; the coloration analysis
and the variability in the reddish band size in the rump of insulata, complement the molecular
data, and altogether suggest that insulata corresponds to hybrids between males telasco x
males minuta.

Key words: Colombia, critically endangered, Emberizinae, endemic, taxonomic status, Tumaco
Seedeater, Sporophila insulata.



1. INTRODUCCION

El Semillero de Tumaco (Sporophila insulata), es un taxén cuya validez taxonémica
es aun incierta. Es endémico de Colombia y esté considerado en estado critico de extincion.
El semillero fue descubierto entre el 26 y 30 de julio de 1912 por W. B. Richardson, en la isla
de Tumaco (1°49°'N 78°46°'W), Departamento de Narifio. Cuatro especimenes fueron
colectados, depositados en el Museo de Historia Natural de New York, y descritos por
Chapman (Chapman 1921, BirdLife International 1992). Solo hasta 1994 fue nuevamente
encontrada por Salaman y Gandy en la isla Bocagrande, a 5 km de Tumaco (Salaman
1995), tiempo hasta el cual se consideraba posiblemente extinta debido al crecimiento de la
ciudad y la destruccion de su héabitat en la isla de Tumaco (BirdLife International 1992). En
1995 Stiles colectd tres especimenes en la isla Bocagrande, que depositd en el Museo de
Historia Natural del Instituto de Ciencias Naturales, Bogota, Colombia.

Recientes exploraciones en la costa pacifica han producido nuevos registros del
Semillero de Tumaco, indicando que su distribucién dentro de Colombia es mas amplia de la
gue se pensaba (Estela 2000, Reyes 2002). Los registros actuales dentro del Departamento
de Narifio, corresponden a la Ensenada de Tumaco en la Isla Bocagrande (Salaman 1995,
Reyes 2002), en Tumaco (Carl Downing, com. pers. del 2000) y en la isla El Morro (De Las
Casas, JC in litt en: Reyes 2002); en El Naranjo, poblacién ubicada dentro del Parque
Nacional Natural Sanquianga (Estela 2000, Reyes 2002); y en la isla Aji, en la
desembocadura del rio Naya, suroccidente del Departamento del Valle del Cauca (Estela
2000, Reyes 2002), véase Figura 1.

1.1. Aspectos Ecolégicos

S. insulata, como muchos otros semilleros, se alimenta de semillas de gramineas.
Su habitat corresponde a las playas donde crecen pastizales de la graminea Tumbabobos
Uniola pittieri (Salaman 1995, Estela 2000, Reyes 2002, Stiles In press) la cual se encuentra
distribuida a lo largo de la costa pacifica colombiana; y pastizales no costeros compuestos
por Panicum sp., Digitaria sp. y Paspalum spp. (De Las Casas, JC in litt en: Reyes 2002).
Los semilleros realizan movimientos locales en busca de pastizales con semillas una vez se
hayan agotado los recursos en donde se encontraban (Cardoso 1999): posiblemente esta es
la causa de observaciones negativas en la basqueda del Semillero en Tumaco en varias
exploraciones (e.g. véase BirdLife International 1992, Estela 2000).

1.2. Estado de Conservacién

El semillero Sporophila insulata es endémico del suroccidente de Colombia. La IUCN
(BirdLife International 1992, BirdLife International 2000), asi como el proyecto Libros Rojos
de Especies Amenazadas de Colombia, liderado por el Instituto Alexander von Humboldt de
Colombia (Renjifo et.al 2002), catalogaron este taxén en Peligro Critico, especificamente CR
B2ab (ii,iii,iv,v) y C2a(i) (categoria internacional no mostrada). Esto corresponde a la
categoria mas alta de amenaza, y en este caso a una especie que se encuentra al borde de
la extincion debido al area de ocupaciéon (CR B2) estimada en menos de 10 km?; (a) habitat
severamente fragmentado y (b) declinacion continua de la poblacion [b(ii)] area de
ocupacion, [b(iii)] calidad de habitat, [b(iv)] nimero de localidades, [b(v)] numero de
individuos maduros, y [CR C2a(i)] su poblacion total se estima menor a 250 individuos
(Renjifo et al. 2002). Estas causas don debidas a la destruccién de sus sitios de alimentacién
ya sea para la urbanizacion o la ampliacion de las playas turisticas (Salaman 1995, BirdLife
International 2000). En este momento no se conocen proyectos enfocados a la conservacion



de este taxdén (BirdLife International 1992, BirdLife International 2000), salvo la poblacion
protegida en el PNN Sanquianga (Reyes 2002).
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Figura 1. Registros actuales deI taxdn Sporophila insulata. La delimitacion verde corresponde al PNN
Sanquianga.

1.3. Estado Taxonémico

Existen bastantes problemas taxondmicos dentro del género Sporophila, entre ellos
el de las especies reconocidas ardesiaca, melanops, zelichi e insulata, las cuales podrian
llegar a ser tratadas como hibridos; o en el caso de ardesiaca e insulata como subespecies
de nigricollis y telasco respectivamente (Hilty 1985, Ouellet 1992, BirdLife International 1992
y 2000, Reyes 2002). Chapman (1921) sugiri6 que insulata estaba relacionada con el
Semillero Ladrillo S. minuta. Ridgely y Tudor (1989) cuestionaron el rango de especie de
insulata, y sugirieron que estaba mas relacionada con el Semillero Pechiblanco S. telasco,
sin embargo también plantean que insulata puede corresponder a la hibridacion entre
telasco y minuta (aunque no tenian prueba en el momento de registros de minuta en la costa
pacifica Colombiana o Ecuatoriana). Por otra parte, Stiles hizo un conteo de los plumajes de
insulata, luego examind la serie tipica y concluy6 que este taxén correspondia a una raza o
morfo de telasco, no una especie aparte (Stiles In press). En el afio 2000, la Expedicion
Calidris PNN Sanquianga 2000 realizé una blisqueda especificamente de este semillero. Se
encontraron varios individuos muy cerca de la poblaciéon El Naranjo aproximadamente a 110
km de Tumaco, varios fueron capturados y anillados, pero el reporte indicaba que estos



individuos tenian un patrén de coloracion diferente al reportado en la descripcion del tipo
(Estela 2000).

1.4. Descripcién de los Taxones Estudiados

Los machos adultos de los taxones insulata junto con telasco (Figura 2 a y b), se
diferencian de los demas semilleros del género Sporophila por tener el dorso gris estriado,
alas y cola negruzcas y la base de la cola blanca. El semillero insulata se diferencia
basicamente de telasco por tener una delgada banda café rojiza a través de la rabadilla
(descripcidn del tipo), en vez de blanca; y el mentén, la garganta, el pecho y parte superior
del vientre tienen un color café rojizo que luego se entremezcla con blanco crema en el
vientre; probablemente los individuos juveniles son los que presentan este Ultimo patron. El
semillero telasco solo tiene el mentdn y la parte superior de la garganta café rojizo; el pico de
ambas especies es negruzco y presentan un espejo alar blanco conspicuo (Chapman 1921,
Hilty & Brown 1986, Ridgely & Tudor 1989).

&

Figura 2. a: macho Sporophila insulata y b: macho S. telasco. llustraciéon de telasco y modificada
tomada de Ridgely & Tudor (1989).

Las hembras de insulata tienen ventralmente un color anteado volviéndose blanco
en el vientre; telasco es blanca por debajo con un escaso rayado oscuro en el pecho y los
flancos. Ambas especies tienen el pico amarillo palido, son dorsalmente café palido y
presentan también un espejo alar (Hilty & Brown 1986, Ridgely & Tudor 1989). A pesar de
esta descripcion reportada para cada especie, las hembras son casi idénticas e
indistinguibles aln en la mano (Stiles In press).

El semillero minuta (Figura 3) por el contrario, tiene el espejo alar blanco
inconspicuo; y desde el menton hasta las coberteras infracaudales y la rabadilla poseen un
color canela. La subespecie parva la cual se distribuye desde México hasta Nicaragua,
presenta la base de la cola blanca, aunque han sido reportados dos individuos, uno en
Honda y otro en Santa Marta, Colombia con la misma caracteristica (Meyer de Schauensee
1952). Las hembras ventralmente tienen un color café amarillo palido y dorsalmente su
coloracién es café anteado (Hilty & Brown 1986, Ridgely & Tudor 1989).

1.5. Distribucién de los Taxones Estudiados

S. insulata llega a ser simpatrica con telasco en la costa Pacifica del suroccidente de
Colombia (Figura 1 y 4). S. telasco se encuentra distribuido en el suroccidente del
Departamento de Cauca (tierras bajas costeras), occidente de Ecuador (principalmente en



areas mas aridas e islas hasta el sur de Loja), occidente de Pera (principalmente en tierras
bajas del Pacifico, pero también en la zona alta del valle Marafion), y el extremo
noroccidental de Chile (Hilty & Brown 1986, Ridgely & Tudor 1989, Ridgely & Greenfield
2001). Se encuentra por debajo de 1000 m. También existen registros de telasco en la isla
Gorgona, pero esto se debe a la relativa cercania de la isla al continente, permitiendo que
esporadicamente lleguen individuos hasta la isla (Hilty & Brown 1986, Ortiz-Von Halle 1990).

Figura 3. macho de Sporophila minuta. llustracion tomada y modificada de Ridgely & Tudor (1989).

El semillero minuta aparentemente es alopatrico con insulata. Tiene una extension
de presencia mucho mayor (Figura 4). La subespecie parva se encuentra distribuida desde
la vertiente Pacifica de México en Nayarit hasta Nicaragua a lo largo de la vertiente Pacifica
de Centroamérica; y la subespecie minuta, se encuentra desde Panamd, hasta el
noroccidente de Ecuador, y en Colombia desde el occidente de la cordillera occidental de los
Andes hasta el norte de Brasil (Meyer de Schauensee 1952, Hilty & Brown 1986, Ridgely &
Tudor 1989, Ridgely & Greenfield 2001). También existen unos pocos registros en la Isla
Gorgona, Colombia (Ortiz-Von Halle 1990, A. Rico com. pers. 2003), como también en
Esmeraldas, Ecuador (Ridgely & Greenfield 2001); lo que indica que su extension en el
Pacifico debe ser mayor a lo documentado. Se encuentran principalmente por debajo de
1000 m, aunque también llega hasta 2300 m.

1.6. Herramientas Taxondmicas

La secuenciacion de genes, ademas de ser una herramienta para hallar las
relaciones filogenéticas entre especies (e.g. Baena 1999, Sato et al. 1999, Klicka et al. 2000,
Sato et al. 2001, Burns et al. 2002, Cadena et al. In rev), es también una herramienta que
puede llegar a resolver problemas taxonomicos (e.g. Klicka et al. 1999, Lee et al. 2001,
Friesen et al. 2002, Baker et al. 2003). Aunque la morfometria, el andlisis de coloracion, de
anidacion, inclusive analisis etolégico, entre otros, han sido el principal soporte de la
taxonomia clasica en el siglo pasado (e.g. Livezey 1986, Brumfield et al. 1996, Stiles 1996),
puede tener limitaciones para hallar diferencias entre taxones muy similares, como es el
caso entre insulata y telasco (Stiles com. pers.). Sin embargo son importantes ya que
pueden complementar la informacion molecular o viceversa (e.g. Hedges & Sibley 1994, Lee
et al. 1996, Griffiths 1999, Zink et al. 1999).
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Figura 4. Distribucion en Suramérica de minuta (area oscura) y telasco (area clara); los puntos y el
area negra indican los sitios donde ambos taxones se encuentran. 1: Isla Gorgona; 2: Esmeraldas.

Actualmente se utilizan genes mitocondriales para estudiar relaciones filogenéticas a
nivel de especie, principalmente por su alta tasa de variabilidad con respecto a los genes
nucleares. Los genes mitocondriales ampliamente utilizados son el gen no codificador region
control o llamado d-loop, el gen citocromo b, la subunidad deshidrogenasa 2 NADH, entre
otros. Pese a los problemas de “sefial” o “ruido” que puedan tener, los analisis han aportado
informaciéon muy importante, mostrando respecto a la taxonomia clasica, mejor resolucion
acerca de la relacion filogenética entre especies cercanas (Mindell 1997). En este proyecto,
los genes mitocondriales secuenciados de insulata, se utilizaron tanto como una herramienta
filogenética, como una herramienta molecular que permitiera buscar un fragmento de gen
cuya secuencia fuera Unica y distinguible o no de telasco y minuta.

En este trabajo, se muestra como el andlisis de genes del ADN mitocondrial se

complementa con la morfometria y el andlisis de coloracion para responder la pregunta: ¢ Es
el Semillero de Tumaco Sporophila insulata un taxén valido?.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Evaluar el estado taxonémico del Semillero de Tumaco Sporophila insulata mediante
herramientas morfolégicas y moleculares.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Obtener secuencias de un fragmento del gen citocromo b de Sporophila
insulata, Sporophila telasco y Sporophila minuta.

2.2.2. Determinar la relacion filogenética de Sporophila insulata, Sporophila telasco y
Sporophila minuta mediante las secuencias de un fragmento del gen citocromo b, y
usando las secuencias disponibles en el GenBank de otras especies del mismo
género y afines.

2.2.3. Determinar el grado de diferenciacion de Sporophila insulata, Sporophila
telasco y Sporophila minuta mediante los datos morfolégicos obtenidos en campo y
en las colecciones ornitolégicas colombianas disponibles.

2.2.4. Determinar el estado de especie en Sporophila insulata para poder llevar a
cabo proyectos encaminados a estudios demogréficos y su conservacion.

11



3. METODOS

3.1. Localidades del Estudio

Con el objetivo de capturar individuos de Sporophila insulata, telasco y minuta, se
hicieron muestreos en dos localidades del Departamento de Narifio, una en el Departamento
de Cundinamarca; y una en el Departamento de Esmeraldas en Ecuador.

Entre el 16 de Julio y 17 de Agosto del 2002 se muestrearon las tres primeras
localidades con el objetivo de capturar insulata y telasco (véase Figura 5). La primera
localidad corresponde a la isla ElI Morro, Municipio de Tumaco, Departamento de Narifio,
Colombia (78° 45" W y 1° 48 N), donde los semilleros insulata y telasco habian sido
previamente observados en los pastizales aledafios al aeropuerto La Florida (De Las Casas
in litt, en: Reyes 2002). La segunda localidad corresponde a los pastizales de la graminea
Tumababobos Uniola pittieri, aledafios a la poblacién El Naranjo ubicada en el Parque
Nacional Natural Sanquianga, Municipio de Mosquera, Departamento de Narifio, Colombia
(78° 20’ Wy 2° 39' N), donde insulata habia sido registrado en una expedicion previa (Estela
2000). Luego se visit6 la ciudad de Esmeraldas, Departamento de Esmeraldas, Ecuador. Se
encontraron bandadas mixtas de semilleros cerca de la refineria de Esmeraldas, bastante
distantes de la playa (79° 41’ Wy 0° 55’ N).

Finalmente, con el propdsito de obtener muestras de minuta, se tomaron muestras
de tejido de especimenes (Leeton et al. 1993, Ellegren 1991, Taberlet & Bouvet 1991) de la
coleccién ornitologica del Museo de Historia Natural - Instituto de Ciencias Naturales (MHN-
ICN), de la Universidad Nacional de Colombia. No se logré6 amplificar fragmentos del gen
citocromo b, debido a que el ADN se encontraba muy degradado, evidenciado por
electroforesis en agarosa. Por lo tanto, se realiz6é una visita del 2 al 4 de Noviembre del 2002
a la finca El Pilar, vereda El Raizal, Municipio de Guaduas, Departamento de Cundinamarca,
Colombia (véase Figura 5).

Por otra parte Max-Planck-Institut fuer Biologie, permiti6 usar cuatro muestras

tomadas cerca de la ciudad de Pedernales, Departamento de Manabi, Ecuador (véase
Figura 5).

3.2. Fase de Campo

3.2.1. Captura de Aves

Los individuos fueron localizados directamente con binoculares. Para capturarlos se
utilizaron 10 redes de niebla color negro (ojo 36mm, 12m x 2.5m) - en Esmeraldas se
utilizaron 3 redes y en Guaduas 5 - Las redes fueron ubicadas al frente de los pastizales en
donde los semilleros habian sido observados previamente. Las redes se abrieron a las 5:30
horas y se cerraban aproximadamente a las 15:00 horas o mas tarde.

3.2.2. Toma de Medidas

A cada ave capturada de las especies en estudio, se tomaron las siguientes medidas
morfolégicas: longitud del culmen total (CT), longitud del culmen expuesto (CE), longitud del
pico hasta la narina (CN), ancho de comisura (Co), altura del pico (AP), longitud del tarso
(LT), longitud de la cuerda alar (LA), longitud de la cola (LC) y el peso (Pe); también se

12



observé el estado de la muda y la presencia de parche de cria o protuberancia cloacal.
Adicionalmente cada individuo fue marcado con anillos de celuloide de 2.3 mm. Se
combinaron cuatro colores: blanco=b, negro=n, naranja=o0 y rojo=r; por ejemplo dnr =
derecho negro rojo, o iob = izquierdo naranja blanco.
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Figura 5. Localidades donde se realizaron los muestreos de semilleros. Limite verde comprende el

PNN Sanquianga. La flecha negra en el mapa pequefio indica la localidad de Guaduas, en donde se
realiz6 el muestreo de minuta.

3.2.3. Toma de Muestras de Sangre

Las muestras de sangre (5-10 m aprox.) fueron tomadas a partir de un corte en la
uiia del tercer dedo (Gaunt et al. 1997) y de cafiones con pulpa de las plumas remeras o
rectrices en formacion (Marsden & May 1984). Como méaximo se extrajeron 3 plumas. La
base de la pluma se cortaba (Gaunt et al. 1997, Marsden & May 1984) y se depositaba en
tubos Eppendorf, los cuales contenian la solucién Queen’s lysis buffer (véase Anexo 1) la
cual permite conservar las cadenas de ADN en un ambiente calido hasta 36°C por 24
semanas (Seutin et al. 1991). Los cortes se realizaron con una tijera fina, la cual se
esterilizaba con alcohol y fuego de un encendedor, antes de tomar cada muestra.
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3.2.4. Registro Fotografico
La mayoria de las aves capturadas fueron fotografiadas dorsal, ventral y

lateralmente. Inmediatamente después de la toma de datos y el anillamiento, las aves eran
liberadas.

3.3. Fase de Laboratorio

3.3.1. Revisién de Pieles

Tres 3 especimenes machos catalogados como Sporophila telasco/insulata, 15
machos y 15 hembras de Sporophila minuta de la coleccion del MHN-ICN, se utilizaron para
la toma de medidas morfolégicas: CT, CE, CN, LT, LA y LC. El peso no se encontraba
disponible en ninguna etiqueta salvo los tres individuos S. telasco/insulata.

3.3.2. Extracciéon de ADN total, Amplificaciéon y Purificacion

La fase de laboratorio se llevd a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular del
Departamento de Biologia de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota y en el Max-
Planck-Institut fuer Biologie, Departamento de Inmunogenética, en Tuebingen, Alemania.

ADN gendmico total fue extraido siguiendo el método de Saghai-Maroof et al. 1984
(véase Anexo 2) para las muestras de sangre y algunos tejidos. También se utilizo el kit de
extraccion de ADN de tejido QIAamp® DNA Mini Kit, de QIAGEN (véase Anexo 3). Para
verificar la presencia del ADN gendémico total extraido, se corrieron pruebas de electroforesis
en geles de agarosa 1% y tefiidos en bromuro de etidio (5n/100mlye)).

Inicialmente, mediante la técnica de PCR (Saiki et al. 1988, véase Anexo 4.1), el
objetivo del proyecto era amplificar un fragmento de 391 pb del gen citocromo b (CB).
Finalmente en el Max-Planck-Institut fuer Biologie fue posible amplificar fragmentos de 922
pb de CB, que corresponde a las posiciones 14994-15915 de Gallus gallus (Desjardins &
Morais 1990, acceso GenBank X52392); y ademas fragmentos de 1104 a 1107 pb de la
region control o d-loop (CR: “control region” en inglés), que corresponde a las posiciones
15719-16840 aprox. de Corvus frugilegus (Harlid & Arnason 1999, acceso GenBank
NC_002069). El gen CR, el cual no codifica para proteina, tiene la mayor tasa de mutacién
con respecto a otros genes mitocondriales, y asi ofrece mejor resolucion a nivel de especie,
aun intraespecificamente (Mindell 1997). Se utilizaron los primers listados en la Tabla 1.

Tabla 1. Primers usados para la amplificacion de fragmentos de los genes mitocondriales
citocromo-b y region control.

Primer Secuencia Referencia

CBS-F 5-CCAACATCTCHKCHTGATGAAAYTT-3’ Sato et al. (1999)
CBS-R 5-GATGAAKGGGTVTTCTACTGGTTG-3' Sato et al. (1999)

CR 1-F 5-CATCAGACAGTCCATGAAATGTAGG-3' Sato et al. (1999)

CR 1-R 5-AGGTACCATCTTGGCATCTTC-3’ Baker & Marshall (1997)

CBS: citocromo-b, CR: region control (Control Region), F: Universal (Forward), R: Reverso (Reverse).

Para verificar la presencia del fragmento amplificado, se corrieron pruebas de
electroforesis en geles de agarosa al 2% y tefiido con bromuro de etidio (5n/100mlye).
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Luego, con el fin de cortar bandas y proceder a purificar, se corrieron electroforesis en geles
de agarosa de bajo punto de fusién (LMP por sus siglas en inglés) al 2%, agregando 10n de
cada muestra, a 60V durante 30min. Cada banda cortada fue purificada utilizando el kit
GFX™ de Amersham Bioscience (véase Anexo 5).

3.3.3. Clonacién y Purificacion del Plasmido

Se realizé clonacion utilizando el vector TOPO 10 y la bacteria E.coli del Kit TOPO
TA CLONING de Invitrogen (véase Anexo 6). Cada muestra obtenida se cultivd en cajas de
Petri (una caja por cada individuo) con medio de agar LB, kanamicina y XGal (véase
preparacion Anexo 7). Se incubd durante la noche 12 horas aprox, y luego fueron
almacenadas a 4°C indefinidamente hasta su uso.

Se tomaron 5 colonias (réplicas) blancas de E.coli por cada caja de Petri (por cada
individuo), y cada colonia fue cultivada independientemente durante 3 horas, en 300 ni de
medio agar LB liquido y kanamicina, y agitacién constante a 37°C (véase Anexo 7).

Luego se realizé una prueba de PCR para confirmar la presencia del fragmento del
gen clonado, y para ver el resultado, se corrieron pruebas de electroforesis en gel de
agarosa 2%, a 100V durante 30 min (véase Anexo 4.2). De las 5 muestras cultivadas, se
tomaron 70m de uno o dos clones con el fragmento amplificado correcto, para cultivar
nuevamente durante 12 horas, en 10 ml de medio de agar LB liquido y kanamicina.

Posteriormente se llevaron los tubos a una centrifuga Eppendorf modelo 5810R a
una temperatura de 18°C, 4000 rpm durante 10 min. Con el fin de obtener el plasmido, el
sobrenadante se descarto y el precipitado (células de E.coli) se purific6 de membranas,
organelos y ADN con el kit E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit || de PegLab (véase Anexo 8).

Para observar la presencia de ADN o plasmido extraido, se corrieron pruebas de

electroforesis en geles de agarosa al 2%, con 1 nt de muestra y 1 m de bromofenol azul 1X,
a 100V durante 10 min.

3.3.4. Secuenciacioén

La secuenciacion de fragmentos se llevd a cabo por medio del secuenciador Li-Cor 3
el cual utiliza geles de poliacrilamida (véase Anexo 9). La amplificacién se realizé previo a la
secuenciacién utilizando el kit Termo Sequenase'™ Primer Cycle Sequencing Kit, de
Amersham Biosciences (véase Anexo 10).

Una vez el sistema estaba montado en el Li-Cor 3, se ubicaron las muestras
amplificadas. El secuenciador corre las muestras durante 18 horas y permite leer hasta 1000
pb, tanto de la cadena liviana como de la cadena complementaria.

3.3.5. Lectura, Alineacion y Correccion de Ambigledades

Se utilizo el programa e-Seq v. 2.0, software para Li-Cor 3, para realizar la correccion de
ambigledades o errores de lectura manualmente y para leer las secuencias obtenidas.

Se eliminaron las secuencias de los primers, y luego se invirtieron las secuencias de la
cadena complementaria utilizando el programa Seg-Pup 0.6f (Gilbert 1996-1998). Para
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alinear las secuencias se utilizé Clustal X (Thompson et al. 1997). Para traducir el fragmento
del gen CB y asi detectar posibles ambigiiedades o numts (“nuclear mitocondrial”)
secuenciados, se utilizé el programa Sequencer’™ ver Demo 4.1.4. También se utiliz6 la
funcion BLAST en el GenBank para corroborar que las secuencias obtenidas
correspondieran al gen esperado.

3.4. Andlisis
3.4.1. Andlisis Molecular

Las secuencias fueron transferidas a PAUP 4.0b10 (Swofford 2002), a partir del
programa Seg-Pup 0.6f (Gilbert 1996-1998).

3.4.1.1. Grupo Externo (Outgroup) y Secuencias del GenBank

Con el objetivo de identificar un buen grupo externo, se realizaron varias
reconstrucciones filogenéticas por el método de neighbor-joining y UPGMA en PAUP 4.0b10
(Swofford 2002). Se utilizaron especies afines y cercanas al género Sporophila e.g. Tiaris,
Oryzoborus, Fringilla, Miliaria, Coereba, Geospiza, Emberiza, entre otras (Lee et al. 2001,
Burns et al. 2002, Grapputo et al. 2001). Unicamente el género Fringilla y Emberiza eran
parafiléticos con respecto a todo el grupo analizado que incluia al género Sporophila, y asi
mismo eran los mas cercanamente relacionados. Asi, se escogidé a Emberiza citrinella como
grupo externo para ambos genes analizados.

Las secuencias del gen CB para el género Sporophila y las obtenidas en el
GenBank, se utilizaron para realizar las reconstrucciones filogenéticas (véase Tabla 2). Por
otro lado, hasta ahora no existen secuencias en el GenBank de CR para este género, por lo
cual solo se utilizé el grupo externo y las secuencias obtenidas en este proyecto.

3.4.1.2. Reconstruccién Filogenética

Con el proposito de evaluar saturacion de nucledtidos, se realizé un andlisis de tasa
de divergencia de transiciones y transversiones. Para CB, se analiz0 la tasa de divergencia
de cada posicion del coddn. Se estimaron divergencias genéticas dentro y entre especies,
usando el modelo de substitucion de nucledtidos de Tamura-Nei (1993). También se uso la
prueba de homogeneidad para evaluar la posibilidad de combinar ambos genes
secuenciados para la reconstruccion filogenética. Se realizaron reconstrucciones
filogenéticas utilizando el método de neighbor-joining y maxima parsimonia.

3.4.2. Morfometria

El andlisis morfométrico pretende determinar si existen diferencias (Hp : my = m)
entre insulata y telasco. Si hay diferencias significativas entre estos dos grupos, los
individuos insulata podrian considerarse hibridos.

Debido a que las hembras son muy similares y dificiles de diferenciar en los taxones insulata
y telasco, y los juveniles no estan descritos (véase Hilty & Brown 1986, Ridgely & Tudor
1989), los individuos capturados tanto en la localidad de El Morro como en El Naranjo no
fueron tenidos en cuenta para el andlisis morfométrico. Asi, fueron utilizados Unicamente los
datos de los machos y machos juveniles.
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Tabla 2. Especies del género Sporophila y outgroup encontradas en el GenBank para
citocromo b y aregién control.

Cdédigo GenBank Especie N° de Referencia
bases

AF310056 Sporophila castaneiventris 922 Sato et al. 2001

AF310054 Sporophila americana 922 Sato et al. 2001
(corvina)

AF310053 Sporophila nigricollis 922 Sato et al. 2001

AF290149 Sporophila schistacea 894 Klicka et al. 2000

AF489896 Sporophila ruficollis 1045 Burns et al. 2002

AF489895 Sporophila collaris 1030 Burns et al. 2002

AF284080 Emberiza citrinella 1104 Grapputo et al. 2001

AJ243927%n Emberiza citrinellan 1167 Lee et al. 2001

Los individuos machos se agruparon en dos grupos diferentes segun su patron de
coloraciéon: machos insulata, son los individuos que presentan en la garganta y parte
superior del pecho coloracién “rojiza”, y el resto de las partes inferiores blancuzcas, hasta
aquellos individuos totalmente color “rojizo” incluyendo la rabadilla; y los machos telasco, son
los individuos que solo presentan color marrén en la garganta y el borde superior del pecho,
las otras zonas inferiores y la rabadilla son blancuzcas.

Para todos los andlisis, los datos fueron transformados a logi, para corregir
distribuciones no normales. Para comparar los promedios derivados entre los taxones
estudiados, se llevo a cabo el analisis de varianza ANOVA de una via; y las variables en
donde se encontraron diferencias significativas, fueron analizadas con la prueba de Tukey
(Zar 1984).

Un andlisis multivariante discriminante fue ejecutado mediante el programa
Statgraphics Plus 5.0, version temporal. Este analisis asume a priori y segun el criterio de
uno, la identificacion de los taxones. Permite determinar la variable que aporta el mayor peso
para diferenciar los grupos taxonémicos, determina el grado de diferenciacion entre los
grupos formados, y también fue usado para determinar si los individuos de un taxén medidos
en la coleccion se agrupaban con los medidos en campo (McGarigal et al. 2000, Hair et al.
1998).

3.4.3. Coloracién del Plumaje

Se realizd un analisis de coloracion utilizando la guia de colores de Smithe (1975-
1981). Unicamente se analizé la coloracion de las partes inferiores — garganta, pecho,
vientre, plumas infracaudales —y la rabadilla de los machos de los taxones estudiados. Para
los machos adultos y machos inmaduros se cuantificé el porcentaje de coloracion en dichas
zonas corporales teniendo en cuenta cada individuo fotografiado en campo y aquellos que
fueron colectados. Los machos adultos y machos inmaduros se diferenciaron teniendo en
cuenta la coloracion gris del dorso de un macho adulto y gris con amarillo palido en machos
inmaduros, como se observd en campo. Los tres especimenes que se hallaban previamente
en la coleccion del MHN-ICN, también fueron incluidos tanto en el andlisis de morfometria
como en este.
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4. RESULTADOS

4.1. Individuos capturados

En la localidad El Morro se capturaron 21 machos del taxdn insulata, 15 machos de
telasco, 14 hembras y 7 juveniles no identificados. En la localidad de El Naranjo se
capturaron 10 machos de minuta de los cuales uno fue una recaptura, anillado como insulata
por la Expedicion Calidris PNN Sanquianga 2000 (Estela 2000). También se capturaron 3
hembras y 2 juveniles de la misma especie. En la localidad de Esmeraldas se capturaron 2
machos y una hembra de telasco. En la localidad de Guaduas se capturaron 3 machos de
minuta.

En total se colectaron 11 individuos y se depositaron en la coleccion ornitolgica del
MHN-ICN con los cédigos: ICN-34253, ICN-34254, ICN-34255, ICN-34256, ICN-34257, ICN-
34259, ICN-34261, ICN-34263, ICN-34273, ICN-34274 e ICN-34328 (véase Anexo 15).
Dentro de los individuos capturados el taxén telasco es nuevo para esta coleccion, también
se colectaron hembras y juveniles no identificados, y dos individuos machos del taxén
insulata. En el Naranjo no se colecté ningun individuo.

Se obtuvieron en total 38 muestras de sangre y 11 de tejido (corazén, higado y
cafion de pluma en desarrollo), que incluyeron hembras y juveniles. Adicionalmente se
colectaron 6 muestras de sangre de Sporophila corvina en El Morro.

Se tomaron 214 fotografias asi: en la localidad de El Morro se fotografiaron 19
machos de insulata, 13 machos de telasco, 9 hembras y 3 juveniles. En El Naranjo, se
fotografiaron todos los individuos capturados. En Esmeraldas se fotografi6 un macho
inmaduro. En Guaduas se fotografiaron los 3 individuos capturados. Ademas también se
obtuvieron fotos de los individuos de Pedernales. Posteriormente a la captura, toma de
medidas, anillamiento y fotografias, los individuos fueron liberados. Véase resumen de esta
informacion en la Tabla 3 e informacién completa en Anexo 15.

Tabla 3. Namero de individuos capturados y colectados durante el estudio, también se indica
el numero de muestras de sangre y/o tejido tomados, individuos fotografiados, y el nimero
de individuos para los cuales se obtuvieron secuencias. M = macho, H = hembray J =
juvenil. Ind = individuo, Cap = capturado, Col = colectado, Sec = secuenciado.

Localidad Taxon Sexo Ind Ind Ind Muestras Ind
Cap Col Foto de Sangre Sec
o Tejido
El Morro insulata M 21 2 19 13 12
telasco M 15 3 13 11 4
insulata/telasco H 14 2 9 7 3
insulata/telasco J 7 1 3 4 1
El Naranjo  minuta M 10 - 10 5 3
H 3 - 3 2 2
J 2 - 2 2 1
Guaduas m. minuta M 3 1 3 3 3
Esmeraldas telasco M 2 1 1 1 1
H 1 1 - 1 -
Pedernales telasco M 2 - 2 2 2
H 2 - 2 2 2
Total 83 11 67 53 34
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4.2. Andlisis genético

Se presenta este analisis previo al morfométrico, ya que el andlisis filogenético
permitié concluir y resolver dos puntos muy importantes: La validez de Sporophila insulata y
por otro lado, la re-determinacién de los individuos capturados en El Naranjo.

4.2.1. Métodos de laboratorio
4.2.1.1. Extraccion de ADN total

El método de fenol-cloroformo para la extraccion de ADN total, fue exitoso en el 96%
de las muestras tratadas (n = 49). Tres muestras no amplificaron inicialmente,
probablemente debido a la poca cantidad de ADN total extraido. Pero posteriormente se
logré amplificarlas usando Tag marca Sigma.

4.2.1.2. Amplificacién y purificacion

Se logré amplificar CB en 49 individuos de 50 muestras de ADN purificado, y el gen
CR en 28 individuos de 30 muestras de ADN purificado. Adicionalmente se amplificaron
muestras de telasco de la localidad de Pedernales, Departamento de Manabi, Ecuador,
aportadas por Max-Planck Institut fuer Biologie. Se amplificaron 2 individuos para CB y 4
individuos para CR.

Durante las amplificaciones, se obtuvieron en algunas muestras bandas adicionales
a la esperada. Estas bandas posiblemente corresponden a fragmentos no especificos o
numts (copias mitocondriales que se han incorporado al genoma nuclear durante su
evolucion), véase Figura 7. Estas bandas aparecieron tanto en amplificaciones del gen
citocromo b, como en la region control. Por medio del corte de bandas, estos posibles numts
fueron eliminados.

4.2.1.3. Clonacién

El método de clonacién fue efectivo en el 100 % de las muestras tratadas. Asi
mismo, a pesar de haber purificado las amplificaciones, en varias ocasiones se obtuvieron
fragmentos clonados de pequefio tamafio, estos fragmentos corresponden a cadenas cortas
y residuos que quedaron dentro de la banda cortada (e.g. véase Figura 8). Asi mismo, todas
las purificaciones realizadas para la extraccion del plasmido de E. coli, previo a la
secuenciacion, fue exitosa en un 100% (e.g. véase Figura 9).

4.2.1.4. Secuenciaciéon

La secuenciacion con geles de policrilamida tiene la ventaja de leer hasta 1000 pb,
con respecto a un secuenciador automatico por electroforesis por capilar, el cual maximo lee
hasta 500 pb seguidos.

Se realizaron 13 secuenciaciones, cada una con 16 muestras. De las cuales 9 (70%)
generaron secuencias legibles. En cada caso, algunas muestras no corrieron
adecuadamente resultando en secuencias ilegibles. Algunas de estas muestras fueron
nuevamente secuenciadas.
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Figura 7. Prueba de electroforesis para evidenciar la presencia del fragmento amplificado de CB
(922pb + 50pb de primers) en agarosa 2%. Notese en el tercer pozo la presencia de un fragmento no
especifico. En cada pozo se encuentra una muestra de diferentes individuos Sporophila.

Figura 8. Prueba PCR que confirma presencia del fragmento clonado correcto. Se muestra 5 réplicas
de la region control para dos individuos. Los fragmentos corresponden a 1100 pb aprox. de la region
control + 46 pb de primers iniciales + 230 pb del vector y los primers para esta prueba. Nétese en el
cuarto pozo, que corresponde a la segunda réplica del primer individuo, un fragmento no especifico de
400 pb aprox. que un vector inicial adhiri6. En cada pozo se encuentra una muestra de diferentes
individuos Sporophila.

o b o il DA i b I O 0

Figura 9. Prueba de electroforesis en agarosa 2%, 100 V y 10 min, para visualizar el plasmido extraido
y purificado.
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En total se obtuvieron 36 secuencias legibles que corresponden a 31 individuos para
CB y 28 individuos para CR. Para CB se secuenciaron 11 machos insulata, 6 machos
telasco, 6 machos minuta, 5 hembras y 3 juveniles no determinados. Para CR, se
secuenciaron 12 machos insulata, 5 machos telasco, 4 machos minuta, 5 hembras y 2
juveniles no determinados.

Fueron secuenciados 922 pb para CB; y 1104 a 1107 pb para el gen CR. El gen CR
tanto de Corvus como de Sporophila no pudieron ser alineados con Gallus gallus, debido a
la alta divergencia y presencia de deleciones y adiciones.

Las secuencias de CB fueron traducidas y todas correspondieron a la proteina
producida por el gen mitocondrial. Por otro lado, de 12 individuos secuenciados para CB y
CR, 8 individuos del taxén insulata y telasco presentaron secuencias idénticas para gen CB
y 6 individuos para CR. De estos individuos solo insulata 2 (MOR) y Juvenil 2 (MOR)
compartieron para ambos genes esta similitud.

4.2.2. Andlisis Molecular

La composicién de bases para CB de las especies en estudio es: adenina 25.1%,
citocina 36.1%, guanina 14.8% y timina 24%. Estos valores son muy similares tanto con
especies del mismo género, la misma familia (Mindell 1997), como con especies bastante
lejanas como la gallina Gallus gallus (véase Desjardins & Morais 1990).

La composicién de bases para CR es: adenina 30.3%, citocina 27.9%, guanina
13.4% vy timina 28.4%, igualmente lo esperado comparando con otras especies (Mindell
1997).

4.2.2.1. Anédlisis de Tranversiones y Transiciones

Se realizaron regresiones lineales con distancias no corregidas (p) vs. distancias
corregidas segun el modelo de Tamura-Nei (1993), con el objetivo de ver el grado de
saturacion para cada sustitucion y posicion del coddn (para el caso de CB). Para CB, solo se
encontro saturacion en las transiciones de la 3" posicion del codon (véase Fig. 10e). En CR
no se encontrd saturacion.

Puesto que las transiciones de la 3" posicion de CB evidenciaron saturacion, se
hicieron andlisis filogenéticos previos eliminando dicha posicién. Sin embargo esto reflejé
pérdida de resolucion filogenética, por lo cual para los analisis finales se tuvieron en cuenta
todas las posiciones. La relacidn transiciones vs. transversiones para CB fue de 7:1 y para
CR 4:1. Diversos analisis filogenéticos se realizaron usando diferentes esquemas del peso
para tt vs tv. Puesto que no se observaron diferencias con respecto a la topologia y
resolucidn, se usaron todos los caracteres con igual peso.

Bajo el criterio de parsimonia, de los 922 pb de CB, 846 caracteres son constantes,
19 son variables no informativos y 57 caracteres son variables informativos. Para la primera
posicion del codon 299 caracteres son constantes, 5 son variables no informativos y 3
caracteres son variables informativos; para la segunda posicion 302, 4 y 2
respectivamente; y para la tercera posicion 245, 10 y 52 respectivamente. De los 1104-1107
pb de CR, 1027 son constantes, 30 son variables no informativos y 66 caracteres son
variables informativos.

21



0.04

*
0.03 ,"

=1

= s

E 002 - P g

B »

Z ’

S e

*
.
0 . . .

0 oo 002 003 004

Distancia Tamura-Hei

0012
0.01 - ¢
=1
& 0008 -
0.006 -
0.004 -
F
0.002 -

0 T T T T T
o 0o o 0010 ooom

Distanc

Distancia Tamura-Hei

a. Transiciones 1™ posicion

b. Transversiones 1" posicion

0.012

0.0t - P
& 0008 -
2 0006 -
0.004 -
0.002 -

0 T T T T T
g o0 0 000000 ano
11 1 1

Distanc

L 4

Distancia Tamura-Hei

0.008
o
¢
0.006 -
=8
e
[
€ 0.004 -
B
=
0.002 -
0 . . .

0 0002 0004 0.008 0005

Distancia Tamura-Hei

c. Transiciones 2% posicion

d. Transversiones 2°? posicion

0.6

0.5
o 0.4
m
=
c o0z
b
S ooz ’p *

0.1

-
|:| ’ T T
1] 0.z 0.4 0.6

Oistancia Tamura-Mei

008
0.06 1
=1 . ’
.-}
.E I
E 004
B
=
002
N
o :
0 0.0s 0.1

Distancia Tamura-Hei

e. Transiciones 3" posicion

f. Transversiones 3" posicion

Figura 10. Distancia Tamura-Nei vs Distancia p para las diferentes posiciones de codon de CB.
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4.2.3. Andlisis Filogenético

4.2.3.1. Analisis de Neighbor-joining y Parsimonia

Se realizaron prueba de neighbor-joining y parsimonia con 1000 réplicas para
Bootstrap. Parsimoniosamente se generaron 30 arboles igualmente parsimoniosos para CB,
y 48 para CR. Posteriormente se realizaron arboles consenso estrictos, en los cuales
colapsaron varias ramas, pero los nudos importantes estdn claramente definidos. El
resultado de los arboles para CB como para CR resultaron en la misma topologia

intragenérica.

Las topologias resultantes para neighbor-joining (véase Fig. 12 y 13) y para
parsimonia (Fig. 15 y 16) muestran 2 clados importantes con un alto Bootstrap (100%); uno
de ellos donde agrupa a insulata con telasco en un solo clado comuin, y otro clado donde
agrupa los individuos de la localidad de El Naranjo con los minuta de Guaduas.

S. insulata 1 (MOR)
Hembrai (MOR)

S. insulata 3 (MOR)

- Juvenil 1 (MOR)

S. insulata 12 (MOR)
S. insulata 4 (MOR)
S. telasco 1 (MOR)
— 5 telasco 4 (MOR)
- 5 felasco 2 (MOR)

S. insulata 11 (MOR)
—_— _|L S. insulata 9 (MOR)
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S. insulata 10 (MOR)

8. telasco 1 {PED)

8. telasco 3 (MOR)

Hembra 1 (NAR)

Juvenil 1 (NAR)

Hembra 2 (NAR)

3. minuta 3 (MAR)

5. minuta 2 (NAR)

8. minuta 1 (NAR)

100 S. minuta 2 (GUA)
. L 's minutas (GUA)

S minuta 1 (GUA)
—— 3 ruficollis

5. casianeiveniris
[S corvina 1 (MOR})
3 corvina 3 (MOR)
108 I_ 8. corvina 2 (MOR)

8. corvina (PED)

3 collaris

_r@

S. nigricollis

S schistacea

0.005 substitutlonsisite

Figura 12. Topologia de neighbor-joining con valores de Bootstrap a partir del analisis de CB.
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- Hembra 4 (MOR)

S. telasco 1 (MOR)
-[Hembra 1 (MOR)
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S minuta 1 (NAR)
S, minuta 2 (NAR)
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E. citrinella
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Figura 13. Topologia de neighbor-joining con valores de Bootstrap a partir del andlisis de CR.

El analisis molecular determina claramente que insulata no es una especie valida,
pero deja abierta dos posibles hipdtesis aun: a) que los individuos agrupados como insulata
correspondan a una variacion fenotipica de telasco (Stiles In press), tanto en la coloracién
del pecho como en la rabadilla (véase Fig. 14a y b); b) que insulata corresponda a un hibrido
(Ridgely & Tudor 1989). En este caso, seria hibridacion unilateral entre hembras de telasco y
machos de minuta, ya que no se encontraron secuencias de minuta dentro de los individuos
agrupados como insulata, como lo demuestran las topologias de las Figuras 12, 13, 15y 16.

Por otra parte, estos analisis también dejan claro que los individuos capturados en la
localidad de EI Naranjo, pertenecen a la especie minuta, y no a una posible variacion
fenotipica de insulata, como se habia planteado (Estela 2000). Las secuencias obtenidas
revelan que los individuos minuta del Naranjo, se diferencian de los de Guaduas, por dos
transiciones G-A en la posicidn 607 y 709 de los 922 pb secuenciados del gen CB; y dos
transiciones T-C en el gen CR (véase Anexo 11y 12).
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b
Figura 14. Observar las posiciones de a) S.telasco 4 (MOR) y b) S.insulata 6 (MOR) en las topologias
de neighbor-joining y parsimonia.
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Figura 15. Topologia de parsimonia con valores de Bootstrap a partir del andlisis de CB.
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Figura 16. Topologia de parsimonia con valores de Bootstrap a partir del andlisis de CR.
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4.2.4. Distancias Genéticas

Los promedios de las distancias genéticas fueron calculados para estimar la
divergencia entre los taxones estudiados (véase Tabla 4, Anexo 13y 14 distancias genéticas
de todos los individuos). Asumiendo una tasa de divergencia de 2% por Millén de afios para
CB (Mindell 1997, Fleicher et al. 1998), se puede estimar que telasco/insulata y minuta
comenzaron a divergir de un ancestro comun hace aproximadamente 3 millones de afios, lo
cual corresponde al Plioceno en donde se dio lugar a los Ultimos levantamientos en las
cordilleras Colombianas (Burgl 1960). Por otra parte la divergencia entre minuta de la
localidad de El Naranjo y Guaduas es de 0.0066 (valor maximo 0.0089), lo cual es similar a
la distancia genética dentro de telasco (0.0061, valor maximo 0.0121) que incluye individuos
de El Morro hasta Pedernales; e inclusive menor a la distancia dentro de minuta GUA
(0.0078, valor maximo 0.0100).

Tabla 4. Distancias genéticas (promedios) dentro y entre taxones (porcentajes corregidos
para CB segln el modelo de Tamura-Nei 1896).

S.i St S.i+S.t S.m NAR S.m GUA
S.i 0.0029
St 0.0044 0.0061
S.i+S.t - - 0.0040
S.m NAR 0.0605 0.0612 0.0608 0.0000
S.m GUA 0.0629 0.0627 0.0631 0.0066 0.0078

S.i = insulata; S.t = telasco; S.i+S.t = se sumaron los dos grupos; S. m = minuta; NAR = Naranjo; GUA
= Guaduas.
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4.3. Andlisis Morfométrico

Los individuos capturados en El Naranjo (NAR) los cuales correspondieron a minuta,
fueron tratados independientemente de los individuos capturados en Guaduas para
comparar asi posibles subespecies diferentes; y estos ultimos individuos fueron incluidos
junto con los especimenes medidos en la coleccion MHN-ICN dentro del grupo S. minuta
(COL), los cuales corresponden a la subespecie minuta distribuida ampliamente en las
cordilleras Colombianas. Los individuos capturados en Esmeraldas fueron incluidos en el
grupo telasco capturados en El Morro. Las medidas morfolégicas tomadas en campo y
tomadas en el museo, no tuvieron diferencias aparentes, por lo cual fueron tratadas en
conjunto, véase Tabla 5y Anexo 15.

Tabla 5. Medidas en milimetros (promedio, desviacion estandar y tamafio de muestra) de
machos de 4 grupos de semilleros. El tamafio de muestreo esta entre paréntesis.

Medidas insulata telasco minuta (NAR) minuta (COL)
Culmen Total 10.9+£0.6 10.8+£0.2 10.8+£0.3 10.1+0.4
(CT) (24) (17) (10) (18)
Culmen 9.0+0.3 8.8+04 8.8+0.3 8.0+04
Expuesto (CE) (24) (17) (10) (18)
Culmen Narina 6.2+0.2 6.2+0.3 6.0+0.2 55+0.3
(CN) (24) (17) (10) (18)
Comisura (Co) 7.8+04 76+04 79+04 79+0.2
(21) (17) (10) 3
Altura Pico (AP) 6.3+0.2 6.1+0.2 6.2+0.2 6.1+0.3
(21) (17) (10) (3)
Tarso (LT) 14.7+£0.5 14.7 £ 0.6 14.3+£0.3 13.7+£0.6
(24) (17) (10) (18)
Cuerda Alar 51.2+15 52.0+1.4 505+1.1 50.4+15
(LA) (24) (17) (10) (18)
Cola (LC) 384+1.1 39.6+23 38.7+14 379+1.2
(24) (16) (10) (18)
Peso (Pe) 9.0+0.7 8.8+0.5 8.3+04 7.7+04
(24) (16) (10) 3

4.3.1. Revision de pieles

Los especimenes que se encuentran depositados en la coleccion del MHN-ICN
catalogados como telasco/insulata y capturados en la isla Bocagrande, tienen un patrén de
coloracion “rojizo” similar a algunos individuos capturados en El Morro. Para el analisis
morfométrico, estos individuos fueron ubicados dentro del grupo de machos del taxén
insulata de El Morro (MOR).

Quince especimenes de minuta fueron escogidos al azar y corresponden a

diferentes localidades de las cordilleras del pais. Los 3 individuos capturados en Guaduas,
fueron incluidos en este grupo.
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4.3.2. Andlisis de varianza (ANOVA - una via)

Cuando se realiz6 el analisis con las variables comisura y altura del pico, se excluyé
minuta (COL) debido que no se tienen suficientes datos para este grupo. Estas dos variables
no presentaron diferencias significativas entre los tres taxones estudiados (P > 0.05). Los
promedios (véase Tabla 5) son muy similares al encontrado para minuta (COL).

Las variables restantes si presentaron diferencias significativas entre los grupos
formados (véase Tabla 6). Las medidas del pico y tanto como las del tarso, tuvieron una
diferencia significativa muy alta (P < 0.001); la longitud de la cuerda alar tuvo una diferencia
significativa alta (P < 0.01); y la longitud de la cola y el peso también tuvieron una diferencia
significativa pero menor (P < 0.05).

Tabla 6. Resultados del analisis de varianza de medidas morfolégicas. @ = variables donde
no se incluyd el taxén minuta (COL). Valores p en negrilla indican diferencias significativas
entre grupos.

Medidas F Valor p n
critico

Culmen Total (CT) 13.80 6.11 P<0.001 65
Culmen Expuesto (CE) 30.01 6.11 P<0.001 65
Culmen Narina (CN) 30.08 6.11 P <0.001 65
Comisura @ (Co) 1.81 3.20 P >0.05 45
Altura pico = (AP) 2.08 3.20 P >0.05 45
Tarso (LT) 15.26 6.11 P<0.001 65
Cuerda Alar (LA) 4.33 409 P<0.01 65
Cola (LC) 3.51 275 P<0.05 64
Peso o (Pe) 4.26 320 P<0.05 47

4.3.3. Prueba de Tukey

Para las variables de CT, CE, CN y LT se encontré una diferencia significativa muy
alta (P < 0.001) entre minuta (COL) y los tres grupos restantes, salvo para la variable
LT entre minuta (COL) y minuta (NAR), que igualmente fue significativo pero en menor
proporciéon (P < 0.05), véase Tabla 7. En cuanto a la longitud de cuerda alar (LA), minuta
(NAR) y minuta (COL), tuvieron diferencias significativas Unicamente con telasco (P <0.05y
0.01 respectivamente). La longitud de la cola (LC) solo tuvo diferencias significativas entre
minuta (COL) y telasco (P < 0.05). Solo entre insulata y minuta (NAR) el peso tuvo
diferencias significativas (P < 0.05).

Claramente se observa que no existen diferencias significativas entre los grupos
insulata y telasco para las medidas morfoldgicas tomadas, como también en la mayoria de
variables entre minuta (NAR) y los primeros grupos nombrados. Por otra parte, existe
incongruencia en las comparaciones entre minuta con telasco e insulata. Considerando que
insulata no es significativamente diferente de telasco, y suponiendo que insulata es una
variacion fenotipica de telasco, se hubiera esperado encontrar concordancia de estos dos
grupos con las diferencias encontradas tanto con minuta (NAR) como con minuta (COL). Sin
embargo a pesar de haber incongruencias en las variables LA, LC y Pe, y de no haber
encontrado diferencias significativas entre insulata y telasco, no podemos descartar ninguna
de las posibles hipotesis restantes.
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Se observé una clara y gran diferencia significativa de minuta (COL) con minuta
(NAR), en las medidas del pico y la longitud del tarso. La variable del peso no es
concluyente ya que fueron solo pesados 3 individuos del grupo minuta (COL) Los individuos
minuta (NAR) son mas grandes tanto en el tamafio del pico, como en el tarso. Esto permite
indicar que minuta de la localidad del Naranjo se trata posiblemente de una nueva
subespecie hasta ahora no descrita.

Tabla 7. Resultados prueba de Tukey.

Grupo / Variable CT CEyCN LT LA LC Peo

S.ivs St NO DF NO DF NO DF NO DF NO DF NO DF
S.ivs S.m (NAR) NO DF NO DF NO DF NO DF NO DF P <0.05
Sitvs S.m (NAR) NO DF NO DF NO DF P <0.05 NODF NO DF
(SN%)COL) VSSM 50005 P<0.00L P<005 NODF NODF -
S.m(COL)vsS.i P<0.001 P<0.001 P<0.001 NODF NO DF -
Sm(COL)vsSt P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<001 P<005 -

o = variables donde no se incluy6 el taxon S. minuta (COL). S.i = Sporophila insulata, S.t = S. telasco,
S.m (NAR) = S. minuta Naranjo y S.m (COL) = S. minuta Coleccién. En negrilla se indican los grupos
con diferencias significativas. CT = culmen total, CE = culmen expuesto, CN = culmen narina, LT =
longitud tarso, LA = longitud cuerda alar, LC = longitud cola y P = peso. NO DF = No hay Diferencia
Significativa.

4.3.4. Andlisis Multivariante

Se llevé a cabo un andlisis multivariante discriminante con el objetivo de encontrar
gue variables causan la mayor separacion entre los grupos. Se incluyeron los grupos
insulata, telasco, minuta (NAR) y minuta (COL). Para este analisis se excluyeron las
siguientes variables: comisura (Co) y altura del pico (AP), las cuales no presentaron
diferencias significativas en el andlisis de varianza; ademas la variable peso (Pe), fue
excluida porque para minuta (COL) no existe informacion.

Previamente se realiz6 un analisis de correlacion entre variables para hallar posible
multicolinearidad entre las variables analizadas, lo cual causa problemas de mal
interpretacion de las funciones halladas dentro del analisis discriminante. Las variables con
valores por encima de 0.7 indican correlaciones altas y asi mismo multicolinearidad, por lo
cual se deben eliminar algunas variables implicadas. El valor mas alto encontrado fue entre
CE y CN igual a 0.67, lo que indica que es apropiado usar todas las variables escogidas.

El analisis multivariante discriminante muestra que la primera funcién obtenida tiene
un valor P < 0,0000, lo que significa que tiene un alto valor significativo para separar los
grupos. Las dos funciones restantes no tienen un buen soporte estadistico (véase Tabla 9a 'y
by Fig. 17).
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Figura 17. Cuadro de funciones discriminates. Incluye la especie minuta (COL).

Tabla 9 a y b. Funciones derivadas en el andlisis discriminante para los taxones: insulata,
telasco, minuta (NAR) y minuta (COL).

Tabla 9a.

Funcion Eigenvalue  Porcentaje  Correlacion

Discriminante Relativo Canonica

1 2,21616 88,79 0,83010

2 0,190925 7,65 0,40040

3 0,088766 3,56 0,28553

Tabla 9b.
Funcion Wilks Lambda Chi-Square DF  Valor
Derivada P
1 0,239797 88,5338 18 0,0000
2 0,771225 16,1061 10  0,0966
3 0,918471 5,2728 4 0,2604

Existe una gran dispersion de algunos individuos telasco, que puede ser causado
por valores extremos en una 0 mas de sus variables, p.ej. el individuo a que corresponde a
telasco 1 (ESM) (véase Fig. 17 y Anexo 15) tiene la longitud alar igual a 56, el valor mas
extremo del grupo. Por otra parte, la variable CN fue la que presentd el mayor peso para
separar los grupos con respecto a las variables restantes segun los coeficientes
estandarizados (véase Tabla 10).

Tabla 10. Coeficientes estandarizados para la primera y segunda funcion derivada.

Variable 1 2
CE 0,313954 -0,829312
CN 0,511632 0,231956
CT 0,133759 0,0531694
LC -0,241163 0,556629
LA 0,3664 0,41753
LT 0,396861 0,463059
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4.4. Andlisis Coloracién del Plumaje

Se compard la coloracidn “rojiza” de las partes inferiores y la rabadilla de los individuos
machos colectados en El Morro, incluyendo los 3 especimenes colectados en Bocagrande
en 1996, depositados en la coleccion del MHN-ICN.

Se identificaron 4 colores segun la guia de colores de Smithe (1975, 1981) que se pueden
diferenciar en las pieles colectadas:

1. Burnt Sienna 132 (BS132): color similar al marrén “chestnut” pero mas oscuro.
Presente en la mayoria de individuos telasco.

2. Chestnut 32 (C32): color marrdn. Presente en pocos individuos del grupo insulata y
algunos individuos telasco.

3. Intermedio entre Raw Sienna 136 y Chestnut 32 principalmente con tendencia hacia
el primer color, color no identificado en la guia de colores, parece un color rojo
oscuro. Presente en la mayoria de individuos del grupo insulata.

4. Raw Sienna 136 (RS136): color similar al leonado “tawny”. Presente en S. minuta
(COL) y (NAR).

Puesto que no se colectd ningun individuo en la localidad de El Naranjo, no se puede
asegurar que la coloracidon sea idéntica a la observada en el individuo colectado en
Guaduas. De acuerdo a las fotografias tomadas y analizadas, todos los individuos de El
Naranjo, tuvieron una coloracién similar al leonado (Raw Sienna 136), véase Figura 19. Se
realiz6 un andlisis detallado de las fotografias tomadas en campo para identificar la
coloracién de cada individuo macho (véase Tabla 11), en total se analizaron 45 individuos
entre especimenes y fotografias.

Figura 19. Sporophila minuta de la localidad de El Naranjo, este individuo corresponde a S.minuta 2
(NAR).

Todos los individuos dentro del grupo telasco, presentaron coloracion marrén (C32) y
marrén oscuro (BS132) en la garganta. Las demas partes inferiores como la rabadilla,
presentaron una coloracién blancuzca. La banda blanca a través de la rabadilla de todos los
individuos analizados en coleccion y fotos (n = 11) era delgada, excepto en uno, el cual tenia
las coberteras supracaudales blancuzcas posiblemente debido a su estado aun inmaduro
(véase Fig. 20a y b). Solo hay dos individuos machos colectados que se encuentran en la
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coleccion, la banda blanca mide 5 mm. Los individuos capturados en El Naranjo,
presentaron la rabadilla “rojiza” gruesa, aproximadamente tres (3) a cuatro (4) veces mayor
al grosor de la rabadilla de telasco. Los juveniles presentaron la rabadilla parcialmente
coloreada (véase Fig. 21a y b). El largo de la rabadilla “rojiza” de varios individuos minuta
analizados (n = 15) en la coleccion, oscila entre 19 y 26mm (promedio = 22.9mm). Esta
medida debe ser similar para los individuos minuta de El Naranjo, los cuales no fueron
medidos.

Tabla 11. Comparacién de colores “rojizos” presentes en las partes inferiores y la rabadilla
de los grupos estudiados segun la guia de colores de Smithe (1975, 1981).

Taxon/ Color BS132 C32 RS136/C32 RS136 N°
individuos

insulata (MOR) - 4 15 (2) - 19

insulata (BOC) - 1(1) 2(2) - 3

telasco 9 (4) 4 - - 13

minuta (NAR) - - - 10 (0) 10

Total 45

BS132 = Burnt Sienna 132, C32 = Chestnut 32, RS136 = Raw Sienna 136 y RS136/C32 =
color intermedio entre RS136 y C32. No hay especimenes de S. minuta (NAR), las fotografias fueron
comparadas con especimenes de la misma especie en el MHN-ICN. Nimeros entre paréntesis indican
el nimero de especimenes en la misma coleccion ornitolégica.

b

Figura 20. Vista dorsal para mostrar longitud de la banda blanca de la rabadilla de S. telasco de El
Morro; a: macho adulto; b: macho inmaduro. Nétese coberteras supracaudales (flecha) y café claro
sobre el dorso y bordes de las remeras.

Los individuos agrupados como insulata presentaron variacion en el patron de
coloracion de las partes inferiores y la rabadilla, y asi mismo en la longitud de esta ultima. Se
analizaron 19 individuos machos, de los cuales 5 no presentaron una clara coloraciéon
blancuzca ni “rojiza” en la rabadilla, posiblemente por ser inmaduros o quizd no hayan
expresado ni coloracion rojiza, ni blancuzca; otros no tenian coberteras en esta zona porque
presentaban el plumaje bastante desgastado (véase Fig. 22a y b). De los individuos que se
encuentran en la coleccion, 4 tienen plumaje en el dorso como adultos, uno de ellos no tiene
plumas supracaudales y la parte inferior de la rabadilla, los otros individuos son aunque son
machos, presentan plumaje aln de juveniles, por lo cual no se tuvieron en cuenta. La
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medida del largo de la banda blanca en la rabadilla de los tres machos analizados es de 10 a
12mm (promedio = 11mm).

a b
Figura 21. Vista dorsal para mostrar ancho de la rabadilla de S. minuta de ElI Naranjo, PNN

Sanquianga; a: macho adulto; b: macho inmaduro.

a b
Figura 22. Vista dorsal de individuos insulata, 16 y 17 (MOR) respectivamente; a: no presenta
coloracion blancuzca o rojiza definida. b: no presenta coberteras supracaudales, ni coloracién diferente
al gris en la rabadilla.

Por otra parte, 4 individuos presentaron rabadilla totalmente “rojiza” como los
individuos de minuta (véase Fig. 23), lo cual no habia sido reportado antes. Solo un individuo
con este patron esta colectado (ICN-34257), y el largo de su rabadilla mide 21mm. Los
individuos restantes (10), presentaron rabadilla con banda delgada, tanto rojiza (4
individuos), como blancuzca (6 individuos). Dentro de estos dltimos individuos, la banda
también presenté pintas “rojizas” en dos individuos (véase Fig. 24 a, by c).

Se realiz6 una comparacion entre los individuos insulata analizados anteriormente
segln el tamafio y color de la rabadilla con la proporciéon o porcentaje de coloracion “rojiza”
de las partes inferiores. Se asignaron los siguientes porcentajes por cada zona de las partes
inferiores: 10% para la garganta, 40% para el pecho, 40% para el vientre y 10% para las
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coberteras infracaudales. También se asigné un porcentaje subjetivo, si las plumas
presentaban coloracion “rojizo” y blancuzco a la vez.

Figura 23. Vista dorsal de individuo insulata 9 (MOR).

c
Figura 24. Vista dorsal individuos insulata 2, 7 y 12 (MOR) respectivamente, mostrando rabadilla; a:
rabadilla “rojiza”; b: rabadilla blancuzca; y c: rabadilla blancuzca con pintas “rojizas”.

Los individuos con rabadilla totalmente rojiza (4/14), presentaron un 70% a 100% de
coloracidn “rojiza” en las partes inferiores (véase Fig. 25). Los individuos con banda delgada
y blanca en la rabadilla, con o sin pintas “rojizas” (6/14), presentaron coloracién entre 15% a
35%, desde la garganta hacia las demés partes inferiores (véase Fig. 26). Los individuos con
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banda delgada y “rojiza” (4/14), presentaron coloracién “rojiza” entre el 35% al 100% en las
partes inferiores (véase Fig. 27).

Figura 25. S.insulatall (MOR). Figura 26. S.insulata anillo dno.

Figura 27. S.insulata4 (MOR).
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5. DISCUSION

5.1. Andlisis Filogenético

Los resultados moleculares y los analisis filogenéticos revelaron que los individuos
capturados en la localidad de El Naranjo corresponden a minuta y no a insulata como se
habian determinado previamente en la Expedicién Calidris PNN Sanquianga 2000 (Estela
2000). Ningun individuo fue colectado ya que el permiso de colecta fue negado. Pese a esto,
con los individuos capturados y observados en campo, se noté que su coloracion “rojiza” era
totalmente diferente a los individuos capturados en El Morro. Los machos adultos presentan
las partes inferiores y la rabadilla completamente “rojizas”, y los machos juveniles presentan
un cambio de muda uniforme en todo el cuerpo. Por otra parte, todos los individuos machos
presentan la base de la cola blanca. El analisis filogenético junto con estas caracteristicas
fenotipicas indican claramente que los individuos de la poblacion de ElI Naranjo
corresponden a minuta; posiblemente a la subespecie parva o una subespecie ain no
descrita. Es importante comparar genéticamente los minuta (NAR), con la subespecie parva,
para determinar si se trata de la misma subespecie.

Asi se puede concluir que insulata esta restringida al area de Tumaco, y por otro
lado la hipétesis planteada por Ridgely & Tudor (1989) tiene mayor soporte, ya que la
distribucion de minuta en la Costa Pacifica Colombiana, es mayor a lo que estaba reportado
(Ortiz von Halle, 1990, Ridgely & Greenfield 2001, Alejandro Rico com. pers. 2003).

Las topologias tanto de neighbor-joining y parsimonia, revelan un clado comuin para
insulata con telasco (véase Fig. 12, 13, 15 y 16); lo cual permite afirmar que insulata no es
un taxén valido. Sin embargo este resultado deja abierta nuevamente dos hipétesis. La
hipétesis planteada por Stiles (In press) quién propone que insulata corresponde a una
variacion fenotipica de telasco, sigue siendo valida con este resultado; y asi mismo puede
ocurrir que insulata corresponda a hibridos de hembras telasco x machos minuta, y no
viceversa, es decir a un cruce unilateral, ya que no se encontrd haplotipos de minuta en
individuos insulata. Inclusive insulata podria corresponder a un taxon recién separado de
telasco, compartiendo adn haplotipos, pero el contacto y flujo genético evidente que existe
entre insulata y telasco, evitaria algin evento de especiacion y separacion reproductiva.
Todos los individuos agrupados como insulata de la localidad El Morro, presentaron
secuencias casi idénticas para el gen CB y CR (algunas se diferencian solo por las
mutaciones individuales o haplotipos compartidos para CR) con respecto a telasco de la isla
El Morro, como aquellos de las localidades Ecuatorianas (véase Anexo 11y 12).

La distancia genética existente dentro de minuta (El Naranjo+Guaduas), similar a la
encontrada dentro de telasco y localmente dentro de minuta de la localidad de Guaduas,
sugieren que existe una gran variabilidad intraespecifica dentro del género Sporophila los
cual dificulta alin méas definir limites entre que es una subespecie 0 una especie aparte. Por
ejemplo Baker y colegas (2003) sugieren tratar a Icterus spurius spurius e l.s.fuertesi, como
dos especies totalmente diferentes, las cuales segln sus resultados compartieron un
ancestro comun desde hace solo 200.000 afios. Cabe anotar que estas poblaciones se
pueden diferenciar fenotipica, geogréfica y etolégicamente. Existe gran diferencia
comparando este dato con los resultados encontrados entre los Sporophila estudiados e
intraespecificamente, lo que dirige a la pregunta ¢Cdémo definir limites entre subespecies y
especies usando marcadores moleculares?.
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5.2. Andlisis Morfométrico

No se encontraron diferencias significativas entre los machos insulata y telasco en
ninguna de las variables analizadas, como se ejemplifica en el plot del andlisis discriminante
(véase Fig. 17). Sin embargo, comparando insulata vs. minuta y telasco vs. minuta, se
encontraron diferencias significativas por un lado y por otro no (véase Tabla 7). Sin embargo,
esto puede ocurrir, mas aun cuando variables como LA y LC las cuales pueden tener gran
variacion entre individuos del mismo grupo y causar asi diferencias significativas o no entre
grupos cuando uno espera lo contrario. Asi mismo los datos pueden llegar a ser
incongruentes cuando se mezclan mediciones de campo con mediciones de museo, pero en
este caso solo tres individuos insulata colectados fueron incluidos dentro del grupo
respectivo, y sus medidas estuvieron dentro del promedio. La variable Peso por otra parte,
no es una buena variable que pueda diferenciar especies de similar tamafo, ya que puede
variar en el tiempo rapidamente, y pequefias diferencias impiden buena resolucién. Por lo
tanto, los resultados morfométricos no permiten concluir ninguna de las hipétesis que
guedan por resolver.

Por otro lado, las diferencias entre minuta (NAR) y minuta (COL) son aun mas
claras. Existen diferencias significativas en las medidas del pico CT, CE, CN, asi como LT. El
andlisis discriminante permite ver que la variable CN tiene el mayor peso para separar los
grupos taxondmicos estudiados. Las medidas morfologicas de los individuos de El Naranjo
son mayores que los individuos de la subespecie minuta, como se ejemplifica en el analisis
discriminante. Por otra parte los S. minuta del Naranjo presentan en la base de la cola
coloracion blanca. Solamente la subespecie parva presenta esta Ultima caracteristica, salvo
dos individuos examinados por Meyer de Schauensee (1952) de las localidades de Santa
Marta y Honda, en Colombia. La descripcidon y medidas morfoldgicas de subespecie minuta
centralis descrita en 1918 (Bangs & Penard 1918) y considera como subespecie minuta por
Meyer de Schauensee (1952), tampoco concuerda con las caracteristicas presentes en la
poblacion de El Naranjo. El tamafio del pico de la subespecie parva, también es mayor a la
subespecie minuta y centralis, pero sin embargo es menor a los minuta de El Naranjo. La
subespecie parva se encuentra distribuida desde la vertiente Pacifica de México en Nayarit
hasta Nicaragua a lo largo de la vertiente Pacifica de Centroamérica (Meyer de Schauensee
1952).

Por estas razones, se propone que los individuos de El Naranjo, corresponden a la
subespecie parva 0 a una subespecie no descrita anteriormente. En el primer caso indicaria
la extension de la distribucion de parva en la vertiente Pacifica. Asi mismo se puede
sospechar que los individuos observados en las localidades de Isla Aji (Reyes 2002) e Isla
Gorgona (Ortiz-Von Halle 1990, A.R. com. pers. 2003), corresponden a la misma subespecie
no descrita. Sin embargo, no es posible afirmar lo mismo para los registros de Esmeraldas
(Ridgely & Greenfield 2001), los cuales podrian corresponder a la extension de la
subespecie minuta desde los Andes Ecuatorianos.

5.3. Andlisis de Coloracién del Plumaje

La mayoria de los individuos insulata (17 de 22 analizados), que presentaron del
15% al 100% la coloracion “rojiza” en sus partes inferiores y la rabadilla, tenian un color
“rojizo” intermedio entre el marrén Chestnut 32 y el “canela” Raw Sienna 136 de la escala de
colores de Smithe (1975, 1981).

Por otra parte, el registro de la rabadilla totalmente “rojiza”, similar a la presente en la

especie minuta, es una caracteristica importante no registrada anteriormente, que
presentaron varios individuos insulata capturados, entre ellos uno colectado (ICN-34257).
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Este caracter no esta reportado para insulata, ya que los especimenes depositados en 1912
en el American Museum of Natural History de New York (Chapman 1921), y los individuos
colectados por Stiles en 1995, presentan una banda (rojiza en unos o blancuzca en otros), a
través de zona inferior de la rabadilla, como aparece en la especie telasco. Sin embargo,
este nuevo fenotipo podria corresponder a individuos homocigotos, los cuales expresan el
fenotipo mas extremo de insulata, considerandolo una variacion fenotipica de telasco (F. G.
Stiles com. pers.).

Es posible suponer que la coloracién “rojiza intermedia” presente en la mayoria de
los individuos insulata, puede corresponder a la mezcla de pigmentos de telasco y minuta,
producidos en los hibridos. Aunque es poco conocido acerca del control genético y herencia
de los colores en el plumaje, se conoce que la presencia, ausencia, o patrones de
deposicién de los pigmentos es controlado frecuentemente por leyes Mendelianas que se
segregan y recombinan en combinaciones previsibles (Gill 1995). De la misma manera, los
individuos insulata que presentan una gradacidon de la coloracién “rojiza” de las partes
inferiores, y asi mismo que presentan la rabadilla totalmente “rojiza” (como lo es en minuta),
una banda blancuzca (como lo es en telasco), o una banda “rojiza“, puede estar determinado
igualmente por leyes Mendelianas y factores genéticos dominantes de telasco sobre minuta
0 viceversa.

Estas especulaciones dirigen hacia la posibilidad que insulata corresponda al cruce
unilateral entre hembras de telasco x machos de minuta. Sin embargo, con los datos
actuales no es posible afirmar cual subespecie de minuta es la que se cruza o se cruzaba
con telasco, debido a que actualmente no hay reportes de minuta en la regién de Tumaco.

5.4. Factores de Hibridaciéon

El entrecruzamiento de telasco con minuta en la regién de Tumaco, se puede deber
a la destruccion de habitat en esta region Pacifica que sucedié durante finales del siglo XIX y
comienzos del siglo XX, lo que causo el contacto entre estas dos especies.

Posiblemente factores comportamentales en la formaciéon de parejas, sistemas de
apareamiento similares dentro de especies el mismo género o inclusive entre géneros,
permite que exista una seleccidén sexual positiva o extra-copulacion con otras especies,
como sucede entre los saltarines Barbiamarillo y Barbiblanco, o los pinzones de Darwin en
Galapagos (véase Parsons et al. 1993, Freeland & Boag 1999). Asi mismo, los jovenes que
salen pronto de su nido tienden a ser pajaros promiscuos (Mindell 1997), lo cual puede
favorecer que hembras jévenes telasco entren en contacto con machos minuta en algin
momento, antes de volver a su grupo telasco, o por otro lado que individuos machos minuta
realicen cortejos dentro de la poblacién telasco, provocando la copula interespecifica. Pero
porqué no sucede lo contrario?. Posiblemente el sistema de cortejo y fenotipo llamativo
presentes en minuta, provoca que hembras telasco permitan ser copuladas por ellos.

De esta manera, la informacién sugiere que insulata representa la introgresion de
genes de minuta en la poblacion de telasco, debido a una seleccién sexual positiva. Aunque
en la ensenada de Tumaco no existen registros de minuta, debe existir alguna zona de
contacto permanente cerca a donde se encuentra insulata, o quizads solo un evento de
hibridaciéon ocurrié en el pasado, provocando una introgresion de genes de minuta sobre la
poblacién de telasco.

Por otra parte, no se encontré una gradacion progresiva de la coloraciéon ni

introgresion unidireccional, como la que existe entre Manacus vitellinus y M. candei en Costa
Rica (véase Parsons et al. 1993). En el Morro, en donde se capturaron todos los insulata del
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estudio, se encontraron todos los fenotipos y variaciones posibles, salvo uno: no se
observaron individuos con la rabadilla totalmente blanca, lo cual puede estar determinado
por una baja frecuencia alélica en la recombinacion de genes o quizas factores genéticos
gue impidan su expresion.

Considerando el primer caso, es decir, el cruce con la subespecie minuta, la
deforestacion desde los Andes Colombianos hacia Tumaco para abrir camino de
comunicacion, causo posiblemente que la subespecie minuta descendiera; de esta manera
se cruzaria con telasco en la Ensenada de Tumaco mucho antes del descubrimiento de
insulata, pero a finales del siglo XIX y principios del siglo XX, la deforestacién via Pasto-
Tumaco seria tan poca que esta hipotesis no seria posible.

Para el segundo caso, se plantea que ha habido una poblacion residente de minuta,
la cual ha estado distribuida en la costa Pacifica Colombiana, pasando desapercibida para
muchas exploraciones pioneras del siglo XIX y en la primera mitad del siglo XX. La
destruccion del habitat en la costa Ecuatoriana y Colombiana, puede haber permitido que
telasco haya extendido su distribucion hacia el norte, mientras minuta se haya extendido
hacia el sur, generando asi el entrecruzamiento de ellas en la Ensenada de Tumaco.

Debido a que los genes mitocondriales no permiten observar la existencia de

hibridacion, es importante realizar secuenciacién de genes nucleares en especies con
problemas taxonémicos, previos a los mitocondriales.

5.5. Observaciones Ecolégicas

Observaciones ecolégicas adicionales, permiten plantear una hipétesis ecolégica
adicional y soportar alin mas las conclusiones propuestas acerca del estado taxondmico de
insulata. En Esmeraldas, como en El Morro, la especie telasco estaba asociada
principalmente a pastizales como Panicum sp. y Paspalum spp. (Reyes 2002), los cuales
crecen lejos de la zona costera. Por otro lado minuta se encontré asociada con la especie
Uniola pittieri, un pastizal que crece en playas del Pacifico distribuida desde México en Baja
California hasta el norte de Peri en Tumbes (Peterson 2001). De esta manera, la
destruccion del ecosistema en la Ensenada de Tumaco durante los siglos pasados, pudo
haber provocado el contacto entre minuta y telasco en esta localidad; y rompiendo asi la
barrera ecoldgica que las separaba.

Durante la fase de campo, los individuos insulata siempre se observaron junto a
telasco y corvina en bandadas de 30 a 40 individuos en pastizales no costeros, 0 a veces en
pequefios grupos o solos cuando se encontraban en pastizales de Uniola pittieri. Segun la
hipotesis propuesta, esto es congruente con los resultados expuestos, ya que son las
hembras de telasco quienes crian a los hibridos insulata y por eso se encuentran estos dos
grupos juntos.

5.5. Conservacion

El analisis expuesto anteriormente, propone que el Semillero de Tumaco Sporophila
insulata, es una especie invalida, y la evidencia presentada dirige hacia la hibridacién
producto del cruce unilateral telasco x minuta, entre hembras y machos respectivamente.
Este trabajo muestra la importancia de la genética de la conservacion, como una
herramienta que se complementa con informacion morfolégica, fenotipica y ecolégica para
resolver problemas taxonOmicos de especies amenazadas. Aunque insulata pierde su
estado taxondmico como especie y asi mismo como especie criticamente amenazada, se
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abren nuevas posibilidades para estudios en evolucién e hibridaciéon. Por otra parte, es
importante enfatizar las consecuencias que la destruccion de ecosistemas y habitats puede
estar generando, permitiendo que especies hermanas lleguen a entrecruzarse y asi provocar
progresivamente la pérdida de variabilidad genética de las unidades genéticas, pese a la
posible especiacién a partir de la hibridacion. Estos resultados demuestran que la
divergencia de telasco y minuta (3 millones de afos), no es suficiente para evitar el
entrecruzamiento de especies separadas hace miles o varios millones de afios.

El género Sporophila, como muchos otros géneros de aves del Nuevo Mundo, estan
siendo afectadas genéticamente debido a la destrucciébn de sus habitats y barreras
ecoldgicas. Esto puede ocurrir para el taxén amenazado S. zechili del noroccidente del cono
patagonico, como con el taxon S. melanops descrito en 1823 para un solo ejemplar, y del
cual no se tienen nuevos registros. Ambos podrian corresponder a hibridos (BirdLife
International 2000) debido a entrecruzamientos de especies que posiblemente fueron
alopétricas en algin momento y que debido a la deforestacién, nuevamente se encontraron.
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6. CONCLUSIONES

Se propone que el Semillero de Tumaco Sporophila insulata NO es un taxén valido,
y posiblemente corresponde a hibridos entre machos de S.minuta y hembras de
S.telasco, como lo dirigen los resultados genéticos y fenotipicos.

No es posible afirmar cual subespecie de S.minuta es quién esta cruzandose con S.
telasco, si fuera el caso.

Los individuos identificados en El Naranjo, corresponden al Semillero Ladrillo
S.minuta y NO a S.insulata como se habian asignado en pasadas exploraciones.

Posiblemente S.minuta de la localidad del Naranjo corresponde a la subespecie
parva o a una subespecie no descrita hasta ahora.

La distribucién de S.insulata se limita al area alrededor de Tumaco.

Siendo S.insulata un hibrido o una variacion fenotipica de telasco, Colombia reduce
su rigueza en avifauna, asi como el nimero de aves criticamente amenazadas.
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