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RESUMEN

El pinchaflor negro (Diglossa humeralis) es una especie de ave de la familia Thraupidae y
tiene tres subespecies reconocidas: D. h. nocticolor que se distribuye al norte de Colombia en
la Sierra Nevada de Santa Marta y en limites con Venezuela en la Serrania de Perija, D. h.
humeralis que se distribuye en la cordillera oriental de Colombia y suroccidente de
Venezuela, y D. h. aterrima que se distribuye en la cordillera central y occidental de
Colombia hasta Ecuador y el norte de Perd. D. humeralis hace parte del complejo de especies
D. carbonaria, en el que también estin incluidas D. brunneiventris, D. gloriosa y D.
carbonaria. Teniendo en cuenta la polifilia encontrada entre las subespecies de D. humeralis
en un estudio anterior y la ausencia de estudios taxonémicos especificos en D. humeralis
integrando diferentes lineas de evidencia, el presente estudio busca proporcionar informacién
sobre el estado taxondmico de las tres subespecies de D. humeralis bajo un enfoque de
taxonomia integrativa, incluyendo datos morfoldgicos, genéticos y acusticos, y comprender
las relaciones filogenéticas de D. humeralis dentro del complejo D. carbonaria. Los
resultados filogenéticos encontrados aqui, mostraron que las subespecies de Diglossa
humeralis no forman un grupo monofilético. De modo que D. h. humeralis y D. h. aterrima
parecen estar mas relacionadas con diferentes subespecies de D. brunneiventris. Por su parte,
D. h. nocticolor formé un clado independiente altamente soportado en todas las topologias.
Sin embargo, se encontrd una baja diferenciacion genética entre los taxones del complejo D.
carbonaria, concordante con una radiacién reciente con clasificacion incompleta de los
linajes como se ha propuesto en otros estudios. El andlisis morfoldgico indicé diferenciacién
entre las subespecies de D. humeralis para todos los pardmetros morfolégicos analizados,
mientras que para el andlisis actstico no se encontré diferenciacion para ninguna de las
variables acusticas empleadas. Finalmente, se hace necesaria la inclusién de mas datos tanto
de las subespecies de D. humeralis como de los demas taxones del complejo D. carbonaria,
lo que permitira resolver con mayor claridad las relaciones filogenéticas entre los taxones del

complejo D. carbonaria y determinar los limites de especie.

PALABRAS CLAVE: Cordillera de los Andes, Diglossa humeralis, especiacion,

filogeografia, taxonomia integrativa.



INTRODUCCION

La identificacién y delimitacién de especies es critica no s6lo para la taxonomia sino también
para comprender los procesos que conducen a la diversificacion, para definir estrategias de
conservacion y en un intento por documentar la biodiversidad antes de su extincién (Costello
et al. 2013). Sin embargo, la practica taxonémica tradicional basada en la diagnosis
morfoldgica trae consigo varias limitaciones, como identificaciones erréneas debido a la
plasticidad fenotipica en los rasgos utilizados para el reconocimiento de las unidades
taxon6micas o la subestimacion en el nimero de taxones debido a la existencia de especies
cripticas (Hebert et al. 2003), las cuales se definen como dos o mds especies errbneamente
clasificadas como una unica entidad debido a su similitud morfolégica (Duellman & Trueb
1988). Ademds, resulta un desafio taxondmico establecer los limites de especies en aquellas
que estdn estrechamente relacionadas y cuya diagnosis s6lo es posible mediante unos pocos
caracteres con diferencias sutiles y complejas de describir (Meier 2008). En este sentido, se
ha propuesto un enfoque de taxonomia integrativa en la cual se integran diferentes lineas de
evidencia para delimitar, descubrir e identificar especies y taxones naturales en todos los
niveles (Will et al. 2005, Padial et al. 2010), siendo este el enfoque mads eficiente y
tedricamente fundado para definir hipdtesis robustas de delimitacién de especies (de Queiroz
2007). Esta aproximacién ha resultado en un mejor inventario de biodiversidad, al esclarecer
relaciones taxondmicas complejas aumentando y disminuyendo el nimero de especies
(Schlick-Steiner et al. 2010) y cuyos aumentos se han debido especialmente al

descubrimiento de especies cripticas (Padial 2009, Krabbe et al. 2020).

Algunos autores sugieren elegir siempre la morfologia para obtener informacién fenotipica
dada la necesidad de valorarla como un elemento de discriminacién en cualquier caso
(Schlick-Steiner et al. 2010). Sin embargo, las vocalizaciones también han sido ampliamente
utilizadas para evaluar el estado taxondémico de especies alopétricas y en andlisis
filogenéticos, lo que ha permitido el descubrimiento de nuevas especies (Alstrom et al. 2003).
Esto se debe a que dichas sefales acusticas tienen un papel importante en el reconocimiento
entre individuos y pueden indicar estrechas relaciones evolutivas entre especies, consistente
con su alta carga de sefial filogenética (Wells 2007). Hay muchos casos de taxones
alopatricos que han sido recategorizados desde el rango de subespecies a especies, entre otras
cosas, por las diferencias en sus vocalizaciones (Krabbe & Cadena 2010, Cooper & Cuervo

2017). En este sentido, los caracteres actsticos constituyen una fuente importante de
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informacidn fenotipica que también puede ser empleada para el andlisis filogenético dentro

de un marco de taxonomia integrativa.

Por otro lado, los datos genéticos estdn desempefiando un papel cada vez mas importante en
la delimitacion de las especies (Edwards et al. 2005), ya que han permitido en muchos casos
la identificacion y delimitacion de especies cripticas mediante el uso de secuencias de ADN
(Cooke et al. 2012, Giarla et al. 2014). Sin embargo, bajo este enfoque integrativo se
recomienda el uso tanto de datos fenotipicos (e.g. morfologia y vocalizaciones) como de

datos genéticos, y a menudo, la congruencia entre estos (Dayrat 2005, Meier 2008).

Las montafias andinas estdn entre las regiones tropicales de tierras altas biolégicamente mas
complejas (Graves 1982). La especiacién en estas dreas se explica a menudo por el
surgimiento de multiples barreras de aislamiento y amplios gradientes de elevacion, asi como
el aislamiento temporal por glaciaciones pleistocénicas, donde las presiones selectivas varian
en periodos cortos de tiempo (Vuilleumier 1969). Estos procesos han dado lugar a una gran
diversidad biética que se puede reflejar incluso dentro de especies con variacion poblacional
por aislamiento geografico, como sucede para muchas especies neotropicales ampliamente
distribuidas (Harvey & Brumfield 2015, Cerqueira et al. 2016). En estos casos la descripcién
de subespecies ha servido como una forma de presentar dicha variacion geogréfica, haciendo
referencia a las poblaciones taxondmicamente distintas y geograficamente separadas que
pertenecen a la misma especie y que, por lo tanto, se cruzan libremente en las zonas de

contacto (Mayr 1942, Wilson & Brown 1953).

El pinchaflor negro (Diglossa humeralis) (Fraser 1840) es una especie de ave de la familia
Thraupidae (Orden Passeriformes), que habita en bosques altoandinos y paramos en los
Andes de Colombia, Venezuela, Ecuador y Perd (ver IUCN 2020) (Fig. 1). Se encuentra
desde los 1450 hasta los 3600 m s. n. m., aunque se ha reportado hasta los 4000 m s. n. m. en
el Nevado del Ruiz (Hilty & Brown, 1986). D. humeralis tiene tres subespecies reconocidas
(Hilty & Brown 1986), D. h. nocticolor (Bangs 1898) que se distribuye al norte de Colombia
en la Sierra Nevada de Santa Marta y en limites con Venezuela en la Serrania de Perija, D. h.
humeralis (Fraser 1840) que se distribuye en la cordillera oriental de Colombia y
suroccidente de Venezuela, y D. h. aterrima (Lafresnaye, 1846) que se distribuye en la

cordillera central y occidental de Colombia hasta Ecuador y el norte de Peru.
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Figura 1. Distribucion de Diglossa humeralis con los rangos de cada subespecie codificados

por colores. Los puntos representan las localidades de las muestras de tejido y sangre

utilizadas en este estudio de todos los taxones del complejo Diglossa carbonaria.



Diglossa humeralis hace parte del complejo D. carbonaria, el cual fue formalmente
considerado una sola especie (Diglossa carbonaria) (Zimmer 1929, Hellmayr 1935, de
Schauensee 1970). Sin embargo, en estudios posteriores por Vuillleumier (1969) y Graves
(1982) fueron reconocidas cuatro especies dentro del complejo con base en patrones de
morfologia y coloracién, ademds de una revisiéon completa de las zonas de contacto: D.
gloriosa, D. humeralis, D. brunneiventris y D. carbonaria (Fig. 1). Mauck & Burns (2009)
usaron secuencias mitocondriales para estudiar las relaciones filogenéticas dentro del género
Diglossa, y probaron la monofilia del complejo D. carbonaria con gran soporte. Sin
embargo, encontraron también que las especies dentro del complejo D. carbonaria estan
débilmente diferenciadas. Ademads, Gutiérrez-Zuluaga et al. (En revisién), en un estudio
acerca de la diferenciacion ecoldgica y genética de las subespecies de Diglossa
brunneiventris, encontraron una posible polifilia de D. humeralis cuyas subespecies se
relacionaron més estrechamente con otras especies del complejo que entre ellas. Dado que no
se han hecho estudios taxondmicos especificos en D. humeralis integrando varias lineas de
evidencia, el presente estudio busca proporcionar informacion sobre el estado taxondmico de
las tres subespecies de D. humeralis bajo un enfoque de taxonomia integrativa que incluya
datos morfoldgicos, genéticos y actsticos, y comprender las relaciones filogenéticas de D.

humeralis dentro del complejo D. carbonaria.

MATERIALES Y METODOS

Andlisis morfométrico

Se tomaron un total de siete medidas morfolégicas (ancho y alto del pico, tarso, hallux,
longitud de la cola, longitud del ala, distancia primarias-secundarias) en milimetros y el peso
en gramos a individuos durante trabajo de campo en el paramo de Santurban (N=5) y la
Sierra Nevada de Santa Marta (N=5). Adicional a las medidas tomadas durante trabajo de
campo, se incluyeron medidas de las tres subespecies a partir de la base de datos
morfoldgicos de aves de Colombia (Montoya et al. 2018) y medidas de un individuo de la
Sierra Nevada de Santa Marta proporcionadas por Paulo Pulgarin, para un total de 59
individuos de D. h. humeralis, 25 individuos de D. h. aterrima y 8 individuos de D. h.

nocticolor.



Para evaluar si existen diferencias morfoldgicas entre las subespecies de D. humeralis se
realiz6 un ANOVA no paramétrico (test de Kruskal wallis) entre pares de subespecies para
cada una de las variables morfoldgicas empleadas y posteriormente un andlisis de
componentes principales que permite visualizar la variacién morfolégica presente en las tres

subespecies y observar la posicidn en espacio morfoldgico de cada uno de los individuos.

Anadlisis acustico

Las grabaciones de canto de las tres subespecies de Diglossa humeralis fueron obtenidas de
las plataformas Xeno-canto (www.xeno-canto.com) y Macaulay Library (Cornell Laboratory

of Ornithology, NY, USA).

Se analizaron un total de 27 grabaciones (13 de D. humeralis aterrima, 8 de D. humeralis
humeralis y 6 de D. humeralis nocticolor) y 118 cantos (71 de D. humeralis aterrima, 24 de
D. humeralis humeralis y 23 de D. humeralis nocticolor. Se obtuvo un promedio de los
valores de cada variable en cada una de las grabaciones, las cuales fueron previamente
editadas empleando Audacity V.2.3.2 (Audacity® Cross-Platform Sound Editor). El anélisis
incluyé un total de 6 variables del canto (Duracion, Frecuencia pico, Frecuencia minima,
Frecuencia maxima, Ancho de banda y Niumero de pulsos) (Tabla 2), las cuales fueron
medidas utilizando el programa Avisoft-SASLab (Avisoft, Berlin, Germany; pardmetros:
FFT length 512, frame size 100% y overlap de 50%). El nimero de pulsos se midié de forma
automdtica mediante la herramienta Pulse train analysis de Avisoft-SASLab (Time constant
10 ms, threshold -12.4 dB, hysteresis 12). La estadistica descriptiva (promedio, desviacién
estandar, valores minimos y maximos) se calculé para cada pardmetro. Para establecer si
existe variacion acustica entre las subespecies se interpretaron los datos mediante un
ANOVA no paramétrico (test de Kruskal wallis) entre pares de subespecies para cada una de
las variables acusticas empleadas y se graficaron diagramas de cajas para visualizar las
diferencias entre las subespecies respecto a cada variable. Finalmente, se generaron los
espectrogramas usando el paquete Seewave V.2.1.3 (Sueur ef al. 2008) de R (R Development

Core Team 2019).



Tabla 2. Descripcion de las variables usadas en el andlisis acustico.

Variable Descripcion

Duracién (s) Duracién de cada canto de principio a fin.

Frecuencia pico Frecuencia de médxima potencia dentro de toda la duracién del canto.
(kHz)

Frecuencia minima Frecuencia minima durante toda la duracion del canto.
(kHz)

Frecuencia maxima Frecuencia maxima durante toda la duracion del canto.
(kHz)

Ancho de banda Diferencia entre las frecuencias maxima y minima.
(kHz)

Numero de pulsos  Conteo de rafagas de sonido en cada canto.

Analisis molecular

Se obtuvieron muestras de sangre mediante puncion de la vena braquial de individuos de
Diglossa humeralis capturados con redes de niebla durante trabajo de campo en la Sierra
Nevada de Santa Marta (Magdalena, Colombia) y el Piramo de Santurban (Santander,
Colombia). Las muestras de sangre se almacenaron en buffer de lisis Queen (Seutin et al.
1991) a temperatura ambiente. Con el fin de obtener una mayor cantidad de informacién
también fueron usadas muestras de tejido de D. humeralis depositadas en la coleccién de
tejidos del Instituto de Investigacion de Recursos Bioldgicos Alexander Von Humboldt
(IAvH) y en la coleccién de tejidos de la Universidad de Los Andes. Para incluir todos los
taxones del complejo D. carbonaria se obtuvieron muestras de tejido provenientes de
diferentes colecciones de museos. Como grupo externo se utilizaron muestras de un individuo
de Diglossa albilatera capturado durante trabajo de campo en el Paramo del Sol (Urrao,

Antioquia, Colombia) (Tabla 1).



Tabla 1. Muestras de tejido y sangre utilizadas para andlisis moleculares. GEEV: Grupo de
Ecologia y Evoluciéon de Vertebrados, IAvH: Instituto de Investigacién de Recursos
Bioldgicos Alexander von Humboldt, IZET-COP: Instituto de zoologia y ecologia tropical
(IZET) y coleccién ornitolégica Phelps (COP), LSUMZ B: Louisiana State University
Museum of Zoology, MUUA; Museo de la Universidad de Antioquia, Uniandes: Universidad
de los Andes.

Taxo6n Coleccion Ne Nombre en figuras Pais Estado Localidad

Diglossa albilatera GEEV Url6 D.albilateral Colombia Antioquia Mun. Urrao,
bosque de niebla,
Paramo del sol

Diglossa gloriosa IZET-COP 1001 D.gloriosal Venezuela Téchira P.N Pdramos El
Batallon y La
Negra
Diglossa gloriosa IZET-COP 1113 D.gloriosa2 Venezuela Téchira P.N Pdramos El
Batallon y La
Negra
Diglossa carbonaria LSUMZ B 106752 D.carbonarial Bolivia Cochabamba Quebrado Major
Diglossa brunneiventris MUUA 1007 D.b.vuilleumieri- Colombia Antioquia Mun. Bello, San
vuilleumieri Cenl Felix. Serrania

de las Baldias

Diglossa brunneiventris GEEV Bal2 D.b.vuilleumieri- Colombia Antioquia Mun. Bello, San
vuilleumieri Cen2 Felix. Serrania
de las Baldias

Diglossa brunneiventris GEEV Ur4 D.b.vuilleumieri- Colombia Antioquia Mun. Urrao.
vuilleumieri Occl Paramo del Sol



Diglossa brunneiventris
vuilleumieri

Diglossa brunneiventris
brunneiventris

Diglossa brunneiventris
brunneiventris

Diglossa brunneiventris
brunneiventris

Diglossa brunneiventris
brunneiventris

Diglossa brunneiventris
brunneiventris

Diglossa humeralis
aterrima

Diglossa humeralis
aterrima

Diglossa humeralis
aterrima

Diglossa humeralis
humeralis

GEEV

LSUMZ B

LSUMZ B

LSUMZ B

FMNH

AMNH

IAVvH

USNM

GEEV

Ur8

72390

72539

72550

430118

DOT2892

12730

B-03015

ST56

D.b.vuilleumieri-

Occ2

D.b.brunneiventris1

D.b.brunneiventris2

D.b.brunneiventris3

D.b.brunneiventris4

D.b.brunneiventris5

D.h.aterrima- Nariiio

D.h.aterrima-Ecl

D.h.aterrima-Ec2

D.h.humeralis-ST1

Colombia

Perd

Perd

Perd

Perd

Bolivia

Colombia

Ecuador

Ecuador

Colombia

Antioquia

Huanuco

La libertad

Amazonas

Cuzco

La Paz

Narifio

Santander

Mun. Urrao.
Péaramo del Sol

Mayobamba alta

Prov. Sanchez
Carrion

Prov.
Chachapoya,
Duraznopampa

Paucartambo,
Pillahuata

Prov. Franz
Tamayo, P.N
Apolobamba

Paramo de Paja

Blanca

Alto Pertd

Vetas, Paramo
de Santurban
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Diglossa humeralis
humeralis

Diglossa humeralis
humeralis

Diglossa humeralis
humeralis

Diglossa humeralis
humeralis

Diglossa humeralis
humeralis

Diglossa humeralis
nocticolor

Diglossa humeralis
nocticolor

Diglossa humeralis
nocticolor

Diglossa humeralis
nocticolor

Diglossa humeralis
nocticolor

GEEV

GEEV

GEEV

Uniandes

Uniandes

GEEV

GEEV

GEEV

GEEV

IAVvH

ST59

ST64

ST121

T1613

T345

SN22

DhSN-

2019

SN9

SN58

11363

D.h.humeralis-ST2

D.h.humeralis-ST3

D.h.humeralis-ST4

D.h.humeralis-STS

D.h.humeralis-Bog

D.h.nocticolor-
SNSM1

D.h.nocticolor-
SNSM?2

D.h.nocticolor-
SNSM3

D.h.nocticolor-
SNSM4

D.h.nocticolor-
Perijdl

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Santander

Santander

Santander

Santander

Cundinamarca

Magdalena

Magdalena

Magdalena

Magdalena

Cesar

Vetas, Paramo
de Santurban

Vetas, Paramo
de Santurban

Vetas, Paramo
de Santurban

California,
Angostura. Los
laches, Paramo

de Santurban

Universidad de
los Andes

Cuchilla de San

Lorenzo. Sierra

Nevada de Santa
Marta

Cuchilla de San

Lorenzo. Sierra

Nevada de Santa
Marta

Cuchilla de San

Lorenzo. Sierra

Nevada de Santa
Marta

Cuchilla de San

Lorenzo. Sierra

Nevada de Santa
Marta

Mun. Manaure,
Vereda El Cinco,
Serrania de
Perija
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Diglossa humeralis IAVH 11382 D.h.nocticolor- Colombia Cesar Mun. Manaure,

nocticolor Perija2 Vereda Sabana
Rubia, Serrania
de Perija
Diglossa humeralis Uniandes T729 D.h.nocticolor- Colombia Cesar Mun. Manaure,
nocticolor Perijd3 Serrania de
Perija

Se realizaron extracciones de ADN a partir de las muestras de sangre y tejido ya
mencionadas. Para la extraccion de ADN de muestras de tejido se usé el kit de extraccién
para tejidos de MO BIO, mientras que para las muestras de sangre se sigui6 el protocolo para
extraccion de ADN a partir de sangre usando un método de precipitacién con cloruro de
sodio. Una vez obtenido el ADN, se amplificaron mediante reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y se secuenciaron los genes mitocondriales citocromo B (Cyt-B) usando
los primers 114990 (Kocher et al. 1989) y H16065 (Lougheed et al. 2000), y nicotinamida
deshidrogenasa subunidad 2 (ND2) usando los primers L5219 y H6313 (Sorenson et al.
1999). Los fragmentos de ADN fueron amplificados en reacciones de 20 pL. usando 0.2 mM
de dNTP’s, 1X de Taq buffer, 2 mM de MgCl, 1 unidad de Taq polimerasa y
aproximadamente 30 ng de ADN. Para la amplificacion de Cyt-B se utilizaron 0.5 uM de
cada primer y para ND2 0.4 uM de cada primer y albimina de suero bovino (BSA) al 0.4%.
El perfil térmico de las PCRs incluyé un paso inicial de desnaturalizacion a 95°C por 3
minutos seguido por 35 ciclos de desnaturalizaciéon a 95°C (1 minuto para Cyt-B y 30
segundos para ND2), anillamiento a 60°C (1 minuto para Cyt-B y 30 segundos para ND2) y
extension a 72°C por 70 segundos para ambos marcadores, finalizando con una tltima etapa
de extensién a 72°C durante 10 minutos. Las reacciones se purificaron con fosfatasa alcalina
y exonucleasa I y posteriormente se enviaron para su secuenciacion por el método de Sanger

en Macrogen Inc. (Korea).

Adicional a las secuencias provenientes de las muestras de tejido y sangre previamente
mencionadas (Tabla 1), también se incluyeron en el andlisis filogenético secuencias de dos
individuos de D. humeralis aterrima disponibles en Genbank, uno para ND2 (EU647933) y
otro para Cyt-B (AF310050) y secuencias de dos individuos de D. brunneiventris
brunneiventris para ambos marcadores (EU647929, EU647896, EU647928 y EU647895).
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Las secuencias fueron editadas, alineadas mediante la metodologia Clustal W y concatenadas
en el programa Geneious prime 2019 (Kearse ef al. 2012). Posteriormente se busco el mejor
modelo molecular para cada particion por gen y por cada posiciéon de condén usando
ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al. 2017), siguiendo el criterio de informacién bayesiano.
Las particiones de acuerdo a la posicidn en nuestro alineamiento fueron: Cyt-B posicién 1=1-
817/3, Cyt-B posiciéon 2=2-817/3, Cyt-B posicion 3=3-817/3, ND2 posicién 1=818-1759/3,
ND2 posicion 2=819-1759/3, ND2 posicion 3=820-1759/3). En el software BEAST V.1.8.3
(Suchard et al. 2018) se realiz6 el anélisis filogenético mediante la metodologia de inferencia
bayesiana por medio de una bisqueda de 10.000.000 de generaciones. Para obtener el arbol
con la topologia de maxima credibilidad se usé el programa TreeAnnotator V.1.8.3
(Drummond & Rambaut 2007) limitindolo a obtener las topologias con una probabilidad
posterior igual o mayor a 0.5 y eliminando el 20% de los drboles como burn-in. Por dltimo, el
arbol de maxima credibilidad obtenido fue editado en el programa FigTree V.1.4.2 (Rambaut
2010). También se realizé inferencia filogenética mediante la metodologia de maxima
verosimilitud usando el programa IQtree (Nguyen ef al. 2015), y el algoritmo ultrafast
bootstrap (Minh et al. 2013) con 10.000 replicaciones, en el que se corrieron tanto andlisis
con las secuencias previamente concatenadas y particionadas asi como andlisis
independientes para cada uno de los marcadores mitocondriales Cyt-B y ND2. Estos arboles
también fueron editados en el programa FigTree V.1.4.2 (Rambaut 2010). Ademads, se
construyeron redes de haplotipos para Cyt-B y ND2 en PopART (Leigh & Bryant 2015) para
visualizar las relaciones evolutivas entre los haplotipos mitocondriales y se calcularon las

distancias genéticas (p-distance) usando el programa MEGA X (Tamura et al. 2013).

RESULTADOS

Andlisis morfométrico

El test de Kruskall-Wallis indic6 diferencias significativas entre las subespecies para todas las
variables analizadas, con valores p<0.05 (Tabla 3). Especificamente, se encontré que las

variables alto del pico y distancia primarias-secundarias difieren entre todas las subespecies,

mientras que el resto de variables difieren entre al menos un par de subespecies.
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Tabla 3. Resultados del test de Kruskal Wallis por pares de subespecies para las variables
morfoldgicas. Los valores resaltados en negrita indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05).

D. h. humeralis/ D. h. humeralis/ D. h. nocticolor/

D. h. nocticolor D. h. aterrima D. h. aterrima
X Valor p X Valor p X Valor p

Peso 8.89 0.00 2.56 0.11 9.83 0.00
Alto del pico 13.25 0.00 5.60 0.01 8.29 0.00
Ancho del pico 7.63 0.00 3.76 0.05 1.75 0.18
Longitud del ala 0.04 0.84 13.40 0.00 1.60 0.20
Longitud de la cola 0.03 0.86 18.19 0.00 243 0.12
Distancia primarias- 5.18 0.02 10.03 0.00 9.72 0.00
secundarias
Tarso 0.49 0.49 21.76 0.00 297 0.08
Hallux 11.21 0.00 34.30 0.00 2.85 0.09

Por otro lado, el andlisis de componentes principales generé 8 componentes (CP) de los
cuales fueron seleccionados los 3 primeros, obteniéndose un porcentaje de explicacién de
varianza del 62% (32% del CP1, 18% del CP2 y 12% del CP3). Este andlisis indicé
diferenciaciéon de las subespecies de Diglossa humeralis en el espacio morfoldgico
multivariado, la cual ocurre principalmente a lo largo del CP1 en el que hay una separacién
entre D. h. humeralis y D. h. aterrima y el CP2 en el que hay una separacién sutil entre D. h.

nocticolor y las demads subespecies (Fig. 2)
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La tabla 4 muestra cada componente con su porcentaje de varianza y los pardmetros
morfoldgicos correlacionados con cada componente. Las variables longitud de la cola,
longitud del ala y tarso son las de mayor contribuciéon para la formacién del CP1, las
variables peso, ancho del pico y hallux son las de mayor contribucién al CP2 y las variables
longitud de la cola y distancia primarias-secundarias son las de mayor contribucién al CP3.
Esto también puede observarse graficamente en la figura 2, en la que las variables

mencionadas estdn asociadas a los vectores de mayor longitud y mds alejados del centro.

Tabla 4. Resultados del andlisis de componentes principales (ACP) para las variables
morfoldgicas. Los valores del ACP indican la correlacion de cada variable con cada
componente principal. Las dltimas tres filas indican los valores propios y la proporcién de

varianza explicada y acumulada por cada eje.

CP1 CP2 CP3
Peso -0.24 0.49 -0.22
Alto del pico -0.31 -0.33 0.18
Ancho del pico -0.24 -0.47 -0.12
Longitud del ala -0.43 0.36 -0.10
Longitud de la cola -0.44 0.12 -0.56
Distancia primarias-secundarias -0.31 0.30 0.72
Tarso -0.43 -0.09 0.24
Hallux 0.37 0.43 0.04
Valores propios 2.56 1.52 0.93
Proporcion de varianza explicada (%) 31.97 18.97 11.57
Proporcion de varianza acumulada (%) 31.97 50.94 62.51
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Figura 2. Representacion grifica del andlisis de componentes principales mostrando la
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Anadlisis acustico

El canto de Diglossa humeralis consiste en una serie rdpida de notas cortas y a menudo

fragmentos de pulsos agudos y repetidos. La estadistica descriptiva de cada variable acustica

(media, desviacion estdndar y valores méximos y minimos) para cada subespecie se muestra

en la tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas acusticas del canto de las tres subespecies de Diglossa humeralis

(Los valores se presentan como promedio £ SD y rango).

D. h. aterrima

D. h. humeralis

D. h. nocticolor

Total (n=27)

(n=13) (n=8) (n=6)
Duracion 1.45+0.23 1.28 £0.20 1.16 £ 0.29 1.34 +£0.26
(s)
(1.22-1.82) (0.96-1.66) (0.79-1.50) (0.79-1.82)
Frecuencia pico 5.73£0.45 5.62 +0.26 6.26 +0.79 5.82+0.54
(kHz)
(4.72-6.36) (5.28-5.91) (5.34-7.49) (4.72-7.49)
Frecuencia minima 2.36 +0.49 3.05 £0.90 2.46 +0.81 2.59+0.74
(kHz)
(1.31-3.09) (2.36-4.81) (1.50-3.37) (1.31-4.81)
Frecuencia maxima 8.60 = 0.55 8.78 +1.12 9.39+3.14 8.83 +1.57
(kHz)
(7.36-9.84) (7.59-10.80) (7.53-15.76) (7.36-15.76)
Ancho de banda 6.23 £0.74 572 £1.54 693 +£3.24 6.23+£1.76
(kHz)
(4.60-7.37) (3.89-8.25) (4.56-13.30) (3.89-13.3)
Numero de pulsos 13.12+£2.23 11.35+£3.28 13.81 £4.04 12.75 £3.04
(10.25-18.00) (6.33-15.00) (8.33-18.00) (6.33-18.00)
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El test de Kruskall-Wallis indic6 que no existen diferencias significativas entre las
subespecies para los parametros acusticos analizados, con valores p>0.05 en todos los casos,
excepto para la variable duracion que mostré diferencias entre D. h. nocticolor y D. h.
aterrima (Tabla 6). Esta falta de diferenciaciéon también puede ser observada en los
diagramas de cajas para todas las variables analizadas (Fig. 3). Sin embargo, las subespecies
D. h. humeralis y D. h. nocticolor presentan cantos con fragmentos compuestos por pulsos

muy repetidos ausentes en el canto de D. h. aterrima (Fig. 4).

Tabla 6. Resultados del test de Kruskal Wallis por pares de subespecies para las variables
acusticas. Los valores resaltados en negrita indican diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05).

D. h. humeralis/ D. h. humeralis/ D. h. nocticolor/
D. h. nocticolor D. h. aterrima D. h. aterrima
1 Valor p X Valor p x° Valor p

Duracién 0.82 0.37 2.00 0.16 4.07 0.04
Frecuencia pico 2.84 0.09 1.03 0.31 1.85 0.17
Frecuencia minima 0.71 0.40 2.78 0.10 0.28 0.60
Frecuencia 0.27 0.61 0.06 0.80 0.93 0.33
méxima
Ancho de banda 0.60 0.44 1.03 0.31 0.49 0.48
Numero de pulsos 1.67 0.20 0.53 0.47 0.33 0.57
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Figura 3. Diagramas de cajas de todas las variables acusticas analizadas para cada
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valores maximo y minimo y los rombos representan datos atipicos.
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Figura 4. Cantos de Diglossa humeralis (Pardmetros: f=44100 Hz, wl=512, overlap=90%).

(A) Canto tipico de D. h. aterrima, (B) Canto de D. h. humeralis compuesto por notas cortas,
(C) Canto de D. h. humeralis con un fragmento de pulsos rapidos al final, (D) Canto de D. h.
nocticolor compuesto por notas cortas y separadas, (E) Canto de D. h. nocticolor compuesto

por dos fragmentos de pulsos rapidos.
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Anadlisis molecular

La topologia de inferencia bayesiana con las secuencias concatenadas confirmé la monofilia
del complejo D. carbonaria con gran soporte (Probabilidad posterior (PP) =1) (Fig. 5). Tanto
la topologia de inferencia bayesiana, como las topologias de mdxima verosimilitud sugieren
que las poblaciones de Diglossa humeralis no forman un grupo monofilético (Figs. 5y 6). La
subespecie D. h. humeralis con distribucion en la cordillera oriental de Colombia parece estar
mds estrechamente relacionada con D. b. vuilleumieri (Figs. 5 y 6) cuya distribucién se
restringe al norte de la cordillera central y occidental (PP=0.9 para el andlisis bayesiano,
ultrafast bootstrap (UF)=76% para el andlisis de maxima verosimilitud con las secuencias
concatenadas y UF bootstrap=90% para el andlisis de méxima verosimilitud con secuencias
de ND2), con una distancia genética de 0.28% (Tabla 7). La topologia de inferencia
bayesiana (Fig. 5) sugiere que la subespecie del norte de Colombia (D. h. nocticolor) es el
grupo hermano del resto de especies dentro del complejo D. carbonaria (PP=1), relacién que
también se rescata de la topologia de médxima verosimilitud con las secuencias de ND2 (UF
bootstrap=76%) (Fig. 6C), conformdndose como el clado mds diferenciado dentro del
complejo D. carbonaria con una distancia genética promedio de 1.84% respecto al resto de
taxones del complejo, incluyendo otras subespecies de D. humeralis (Tabla 7). Ademas, este
ultimo clado altamente soportado se rescata como monofilético en todas las topologias. Por
otro lado, las relaciones filogenéticas de D. h. aterrima (cuya distribucidn se extiende desde
las cordilleras occidental y central en Colombia hasta Ecuador y el Norte de Perd) dentro del
complejo D. carbonaria, no son muy claras dado el poco muestreo realizado sobre esta
subespecie. Sin embargo, la topologia de inferencia bayesiana (Fig. 5) rescata un clado
altamente soportado (PP=1) conformado por un individuo de esta subespecie proveniente del
Sur de Colombia (Departamento de Narifio) y poblaciones de D. b brunneiventris
provenientes de la parte mds Sur de su distribucion, relacién que también se rescata en la
topologia de maxima verosimilitud con las secuencias de ND2 (UF bootstrap=86%) (Fig.

6C), siendo la distancia genética entre estos dos taxones de 0.35% (Tabla 7).

Ademads, en concordancia con los arboles, las redes de haplotipos tanto para las secuencias
concatenadas (Fig. 7A), como para las secuencias de Cyt-B y ND2 por separado (Fig. 7A-B),
muestran que los haplotipos de las tres subespecies de D. humeralis estan mas relacionados
con los de otras especies dentro del complejo D. carbonaria. Dicho asi, los haplotipos

encontrados para D. h. humeralis estin mds estrechamente relacionados con los haplotipos de
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D. b. vuilleumieri que con los haplotipos de otras subespecies de D. humeralis, los haplotipos
de D. h. aterrima estin mas relacionados con los de D. b. brunneiventris que con los de otras
subespecies de D. humeralis y los haplotipos de D. h. nocticolor son los mas divergentes,
mostrando una menor relacion con el resto de haplotipos presentes dentro del complejo D.

carbonaria y con el mayor nimero de cambios en toda la red.
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Figura 5. Arbol de inferencia bayesiana para las secuencias concatenadas de Cyt-B y ND2.
Bog: Bogotd, Cen: Cordillera central, Occ: Cordillera Occidental, Perija: Serrania de Perij4,
SNSM: Sierra Nevada de Santa Marta, ST: Santurbdn. Los colores indican las especies y

subespecies del complejo Diglossa carbonaria.
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Figura 6. Arboles de médxima verosimilitud para las secuencias concatenadas de Cyt-B y

ND2 (A), y las secuencias por separado de Cytb-B (B) y ND2 (C). Bog: Bogotd, Cen:

Cordillera central, Ec: Ecuador, Occ: Cordillera Occidental, Perija: Serrania de Perija,

SNSM: Sierra Nevada de Santa Marta, ST: Santurban. Los colores indican las especies y

subespecies del complejo Diglossa carbonaria y los recuadros dentro de las figuras B y C

indican la longitud de rama del grupo externo.
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Figura 7. Redes de haplotipos para las secuencias concatenadas de Cyt-B y ND2 (A), y las
secuencias por separado de ND2 (B) y Cyt-B (C). Bog: Bogot4, Cen: Cordillera central, Ec:
Ecuador, Occ: Cordillera Occidental, Perija: Serrania de Perija, SNSM: Sierra Nevada de
Santa Marta, ST: Santurban. Los colores indican las especies y subespecies del complejo

Diglossa carbonaria.
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Tabla 7. Matriz de distancia genética (p-distance) entre todos los taxones del complejo D.

carbonaria para las secuencias concatenadas de Cyt-B y ND2.

D. h. D. h. D. h. D. b. D. b. D. D.
humeralis  aterrima nocticolor vuilleumieri  brunneiventris  carbonaria  gloriosa

D. h. -
humeralis

D. h. 0.70 -
aterrima

D. h. 1.80 1.92 -
nocticolor

D. b. 0.28 0.75 1.87 -
vuilleumieri

D. b. 0.44 0.35 1.65 0.61 -
brunneiventris

D. carbonaria 0.70 0.80 2.04 0.75 0.60 -
D. gloriosa 0.30 0.63 1.75 0.36 0.36 0.63 -
Discusion

La delimitacion de especies es una labor fundamental de la sistemdtica que busca caracterizar
la biodiversidad y comprender su evoluciéon (Wiens 2007). Sin embargo, establecer los
limites de especies a menudo se convierte en un desafio de gran complejidad, especialmente
para poblaciones alopdtricas de divergencia reciente (Mayr & Ashlock 1991). Tal es el caso
de muchos taxones con distribucion en las montafas de los Andes, un area de extraordinaria
biodiversidad (Myers et al. 2000) y cuyas barreras geograficas juegan un papel clave en la
estructuracion de las poblaciones de aves (Hazzi et al. 2018). En estos casos, el uso de la
taxonomia integrativa, es decir, la delimitaciéon de especies mediante la integracién de
multiples enfoques (e.g. datos morfologicos, vocales, ecoldgicos, biogeograficos y

genéticos), se convierte en una valiosa herramienta que ha ayudado a superar tales
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dificultades en la delimitacién de especies de aves (Cadena & Cuervo 2010, Krabbe et al.
2020). Dicho asi, el presente estudio se suma al creciente nimero de estudios en que la
implementacién de diferentes lineas de informacién ayuda a comprender las relaciones
filogenéticas entre taxones estrechamente relacionados y revelar su enorme complejidad

(Cadena & Cuervo 2010, Isler et al. 2012, Gutierrez-Pinto et al. 2019, Krabbe et al. 2020).

Una de las conclusiones taxonémicas a las que llegd Graves (1982) en su estudio sobre los
patrones de especiacidn dentro del complejo Diglossa carbonaria, fue el reconocimiento de
Diglossa humeralis como especie y a los taxones humeralis, nocticolor y aterrima como
subespecies de esta con base en sus patrones de coloracién (D. h. humeralis con la base de la
mandibula gris azulada, rabadilla y hombros grises, D. h. nocticolor con la base de la
mandibula gris azulada, rabadilla gris y hombros negros y D. h. aterrima completamente
negra) (Graves 1982) y en una revision completa de las zonas de contacto entre todas las
especies del complejo previamente propuesta por Vuilleumier (1969). Sin embargo, previo al
presente estudio no habian sido evaluadas las diferencias entre las subespecies de D.
humeralis usando medidas morfolégicas ni otras fuentes de informacion fenotipica diferentes
a la descripcién de la coloracion del plumaje. Los resultados obtenidos aqui son consistentes
con el nivel de diferenciacion previamente descrito en los patrones de coloracién para las tres
subespecies, indicando diferencias significativas para todas las medidas morfoldgicas
analizadas y una ubicacién diferencial de las subespecies dentro del espacio morfolégico
multivariado. Especificamente, se encontré que los individuos de D. h. humeralis y D. h.
nocticolor presentaron valores mayores de longitud del ala, cola y tarso, D. h. humeralis
presentd valores mayores de ancho y alto del pico, D. h. nocticolor presentd los valores mas
altos respecto a la variable peso y distancia primarias-secundarias y D. h. aterrima presentd
los valores mds bajos para todas las variables estudiadas, excepto para la variable hallux,
cuyos valores fueron mayores para esta subespecie. Debido al aislamiento geografico
presente entre las tres subespecies, estas diferencias morfoldgicas podrian ser explicadas por
adaptaciones a las diferentes condiciones ecoldgicas de los habitats que ocupan (Seeholzer et
al. 2017) como la adquisicién de recursos (Lack 1971), estrategias de alimentacién (Grant &
Grant 1993, Felice 2019) o tolerancias climdticas (Rice 2003, Cortés-Ramirez 2019).
Ademads, se sabe que el pico de las aves del género Diglossa es un caracter distintivo
adaptado al robo de néctar, por lo que las diferencias en las dimensiones de este (Como se
encontré para D. h. humeralis que presenté valores mayores en el alto y ancho del pico)

podrian indicar a su vez diferencias en la oferta o morfologia floral de los ambientes que
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ocupan. Por ejemplo, en un estudio realizado por Schondube & Martinez del Rio (2003), se
modificé experimentalmente la longitud del gancho del pico a individuos de Diglossa
baritula para determinar si la variacion entre los tamafios afectaba la accesibilidad a los
alimentos, y se encontré que los individuos con ganchos grandes eran mas eficientes para
alimentarse del néctar de flores tubulares largas, mientras que los individuos con ganchos
pequefios eran mads eficientes para alimentarse de frutos (Schondube & Martinez del Rio,
2003). Por otro lado, las diferencias morfolégicas encontradas también podrian estar
asociadas a diferentes origenes evolutivos, ya que, como se encontré en este estudio, las
subespecies de D. humeralis no forman un grupo monofilético por lo que es probable que
tengan medidas morfolégicas mds similares a las de las subespecies del complejo con las que
estdn mas relacionadas. Esto es consistente con lo encontrado por Gutiérrez-Zuluaga et al.
(2016), quienes compararon medidas morfoldgicas de D. b. brunneiventris y D. b.
vuilleumieri y encontraron que la subespecie D. b. vuilleumieri tiene caracteres del pico de
mayor tamafio (Gutiérrez-Zuluaga et al. 2016). Dado que D. b. vuilleumieri parece ser el
linaje més relacionado con D. h. humeralis es probable que ambas subespecies se asemejen
en los caracteres del pico, con medidas més grandes de este. Sin embargo, se requiere de la
inclusioén de informacién morfolégica para las deméas subespecies del complejo que permita
comprender si las diferencias morfoldgicas estin asociadas con los diferentes origenes
evolutivos. Ademds, la inclusiéon de informacién ecoldgica (e.g. modelado de nicho
ecoldgico), podria ayudar a comprender si las tres subespecies de D. humeralis tienen nichos
ecoldgicos distintos y de ser asi, si estas diferencias podrian estar asociadas con las

encontradas a nivel morfoldgico.

Respecto al andlisis actstico, no fueron encontradas diferencias significativas para ninguno
de los pardmetros acusticos empleados. Sin embargo, se observaron fragmentos compuestos
por pulsos bastante rdpidos y repetidos en algunos de los cantos de D. h. humeralis 'y D. h.
nocticolor, los cuales estaban ausentes en todos los cantos de D. h. aterrima que fue la
subespecie con mayor cantidad de cantos disponibles para la realizacién de los andlisis.
Ademds, también se encontraron cantos bastante atipicos para D. h. nocticolor en
comparacién con los de los demds taxones del complejo, compuestos por notas mucho més
separadas que los cantos de D. h. humeralis y D. h. aterrima. Debido a que la mayoria de
passeriformes oscinos pueden tener repertorios vocales amplios (Krebs & Kroodsma 1980),
es muy probable que dicha variaciéon en los cantos dentro de cada subespecie estuviera

enmascarando la variacién del canto entre subespecies. Ademds, no fue posible hacer
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comparaciones sOlo entre algin tipo de canto en particular dada la cantidad limitada de
informacidn disponible, en especial para D. h. nocticolor de la cual se tenia la menor cantidad
de archivos disponibles y la variaciéon mads alta de tipos de canto. Bajo este escenario y dado
el hecho de que no se han realizado estudios previos incluyendo informacién actstica de
ninguna de las especies del complejo D. carbonaria, se hace necesaria la obtencién de una
mayor cantidad de grabaciones, lo que permitiria la comparacién entre tipos de cantos
particulares. Ademds, la inclusién de informacion acustica de las demds subespecies del
complejo podria ayudar a comprender los patrones de especiacion dentro de este y evaluar si
en realidad existen diferencias acusticas y si estas estdn asociadas a las relaciones entre

linajes.

Los resultados filogenéticos encontrados aqui, demuestran que las subespecies de Diglossa
humeralis no forman un grupo monofilético. D. h. humeralis parece ser el linaje hermano de
D. b. vuilleumieri, mientras que D. h. aterrima parece ser el linaje hermano de D. b.
brunneiventris, aunque esta ultima relacién debe ser confirmada mediante la inclusién de
muestras adicionales de D. h. aterrima. Por su parte, la subespecie D. h. nocticolor forma un
clado independiente altamente soportado en todas las topologias. De igual manera, las redes
de haplotipos rescatan una relacion mas estrecha entre los haplotipos de D. h. humeralis y D.
b. vuilleumieri y los haplotipos de D. h. aterrima y D. b. brunneiventris, mientras que los
haplotipos de D. h. nocticolor son los mds divergentes, mostrando el mayor nimero de
cambios en toda la red. No obstante, nuestros resultados también sugieren una diferenciacién
débil entre los taxones del complejo, dado que una de las muestras de D. h. humeralis se
anida en el mismo clado de D. b. vuilleumieri en todas las topologias y D. carbonaria y
algunas muestras de D. b. brunneiventris y de D. h. aterrima se anidan de forma incongruente
entre las topologias sin la conformacién de alguna relacién evidente con los demds taxones
del complejo. Esto demuestra una baja resolucion filogenética resultado de la poca
diferenciacion entre secuencias, ademds de las bajas distancias genéticas encontradas.
Nuestros resultados son consistentes con lo encontrado por Mauck & Burns (2009) en su
estudio sobre la filogenia, biogeografia y evolucién de los tipos de pico de Diglossa y
Diglossopis, quienes también sugirieron que las especies dentro del complejo D. carbonaria
estaban débilmente diferenciadas y ademds estimaron que la diversificacion del complejo
data de menos de un millén de afios (0.475 ma) (Mauck & Burns 2009). Teniendo en cuenta
que los patrones de coloracién del plumaje que se encuentran dentro del complejo D.

carbonaria son los més variables respecto al resto de complejos de especies dentro del género

28



Diglossa, este escenario muestra una radiacion reciente en la cual ha ocurrido una rdpida
divergencia de plumaje y poca divergencia en el ADN mitocondrial, como se ha sugerido
para otros grupos de aves (Zink et al. 2003, Kondo et al. 2004, Mila et al. 2007, Campagna et
al. 2011, Palacios et al. 2019). Esta falta de resolucién filogenética podria ser atribuida a
procesos de hibridacidn, introgresién o clasificacién incompleta de los linajes como ha sido
reportado en otros estudios sobre radiaciones recientes de aves (Freeland & Boag 1999,
Campagna et al. 2011). Sin embargo, los procesos de especiacion con flujo de genes son poco
probables en este caso ya que sélo existen dos zonas de contacto secundario entre los taxones
del complejo D. carbonaria (Vuilleumier 1969, Graves 1982) y en solo una de ellas existen
especimenes con fenotipos intermedios (Vuilleumier 1969, Graves 1982), la cual ocurre entre
D. b. brunneiventris y D. carbonaria al noroeste de Bolivia. La otra zona de contacto
secundario se da al norte de Peru entre D. h. aterrima 'y D. b brunneiventris en la que ambas
subespecies habitan en parapatria con mecanismos de aislamiento reproductivo
aparentemente establecidos antes del contacto secundario (Graves 1982). Dado este
escenario, resulta més probable la clasificacion incompleta de los linajes como mecanismo
potencial asociado a la ausencia de resolucion filogenética encontrada. La inclusién de mas
marcadores y mds muestras de las subespecies con menor representacion en este estudio,
como D. h aterrima, provenientes de la mayor parte de su distribucién, podria ayudar a

resolver con mayor claridad la filogenia del complejo D. carbonaria.

Por otro lado, los resultados filogenéticos obtenidos también sugieren que D. h. nocticolor
representa un linaje independiente, lo que conlleva a implicaciones importantes en términos
de conservacion dado que sus poblaciones estdn restringidas a las tierras altas de la Sierra
Nevada de Santa Marta, la cual es reconocida por ser un centro de endemismos para multiples
grupos de animales y plantas (Herndndez-Camacho et al. 1992, Todd & Carriker 1922) y la
Serrania de Perija donde la perturbacién antropogénica continda ejerciendo la conversion de
los restos del habitat natural en pastos y campos agricolas (L6pez-O et al. 2014). En esta area
también ocurren especies endémicas, principalmente en las franjas subandina y paramo

(Campbell 1989) donde precisamente habitan estas poblaciones de D. humeralis.

En conclusidn, con base en los resultados obtenidos aqui sugerimos que D. h. nocticolor debe
ser elevada al nivel de especie y las subespecies D. h. humeralis y D. h aterrima deberian
anidarse en los taxones respectivos de mayor cercania. Sin embargo, ambas hipdtesis

requieren mayor investigacion para ser confirmadas, especialmente la segunda por tener una
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menor evidencia. Dicho asi, es necesario llevar a cabo un mayor esfuerzo de muestreo para
los andlisis mediante estudios colaborativos en los que se estandaricen las metodologias y
equipos para minimizar los posibles errores que se puedan generar (e.g. errores de medicién
morfoldgica). Estos esfuerzos deben estar enfocados hacia la inclusién de mdés cantos y
medidas morfolégicas en especial para D. h. nocticolor, asi como méas secuencias de ADN
para D. h. aterrima que estuvo poco muestreada en los andlisis filogenéticos, lo que podria
ayudar a resolver con mayor claridad las relaciones filogenéticas entre los taxones del
complejo D. carbonaria. Ademds, la inclusion de datos morfoldgicos y acusticos de los
demads taxones del complejo D. carbonaria también podria ayudar a determinar los limites de
especie y las relaciones entre los linajes y con esto la re-evaluacion del estado de

conservacion de las entidades dentro del complejo para su debida proteccidn.
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Material suplementario. Tabla 1. Muestras de tejido y sangre utilizadas para andlisis moleculares.

b Elevacié
Taxén Coleccion N° Nombre en Tipo Pais Estado Localidad Latitud | Longitud cvacion Fecha Genbank
figuras (m)
Mun. Urrao, bosque de
Diglossa albilatera GEEV Url6 D.albilateral Sangre | Colombia Antioquia niebla 6,4265 -76,0784 2980 12-sep-15
Paramo del sol
IZET- P.N Pir:
Diglossa gloriosa cop 1001 D.gloriosal Tejido | Venezuela Téchira - Batanéna;“l‘j;o;egra 8,0056 | -71,9726 | 3100 23-may-05
IZET- P.N Pir:
Diglossa gloriosa cop 1113 D.gloriosa2 Tejido | Venezuela Téchira - Batanéna;“l‘j;o;egra 82008 | 71,9712 | 2575 12-mar-05
. . LSUMZ . B - ) -
Diglossa Carbonaria B 106752 D.carbonarial Tejido Bolivia Cochabamba Quebrado Major 16.5830 -66,3000 2236
Diglossa brunneiventri D.b.vuilleumieri- Mun. Bello, San Feli
1glossa brunnetventris MUUA | 1007 vimewmiert | reiido | Colombia |  Antioquia . Beto, »an belix 63325 | -75,6485 3163 15-ago-15
vuilleumieri Cenl Serrania de las Baldias
Diglossa brunneiventri D.b.vuilleumieri- Mun. Bello, San Feli
1glossa brunnetventris GEEV | Bal2 varenmiert | qanere | Colombia |  Antioquia . Beto, »an belix 63320 | 756484 | 3164 16-ago-15
vuilleumieri Cen2 Serrania de las Baldias
Diglossa brunneiventris D.b.vuilleumieri- Mun. Urrz
181055 DIURREIVENIrs GEEV Urd vurewmiert= | sangre | Colombia |  Antioquia viun. Jrrao, 64265 | -76,0785 3120 10-0ct-15
vuilleumieri Occl Péaramo del Sol
Diglossa brunneiveniris GEEV U | Drbvuilleumieri- | o ore | Colombia |  Antioquia Mun. Utrao, 64265 | -76,0785 3113 10-0ct-15
vuilleumieri Occ2 Paramo del Sol
Diglossa brunneivenris LSUMZ 1 539 | D-b-brunneiveniris | qq Perti Huanuco Mayobamba alta 97529 | -76,1049 2891
brunneiventris B 1
Diglossa brunneiventri LSUMZ D.b.brunneiventri
181055a DTUNNEIVENrts 72539 TURMEIVERITIS | etido Peri La libertad Prov. Sanchez Carrion 27,7700 | 77,7500 3200
brunneiventris B 2
Diglossa brunneiventris LSUMZ D.b.brunneiventris Prov. Chach
181035 DTUNREVENLTLS 72550 TURNEVERITIS | Teiido | Perd Amazonas OV. nachapoya, 6,5624 | 77,8244 | 2501
brunneiventris B 3 Duraznopampa
Diglossa brunneiventris D.b.brunneiventris .. . - Cyt b (EU647895)
FMNH | 430118 Tejid P C Paucartambo, Pillahuat 71,5942
brunneiventris 4 cucdo e uzeo aucartambo, Flauata - 43 1617 ND2 (EU647928)
Prov. Franz T
Diglossa brunneiventris AMNH DOT D.b.brunneiventris Teiido Bolivia La Paz r}());/r ur:rll\]ZaciaorIIll:]y © - 63.8186 Cyt b (EU647896)
brunneiventris 2892 5 J q 14,9936 ’ ND2 (EU647929)
Apolobamba
Diglossa h lis D.h.aterrima-
1glossa humerats IAVH | 12730 aterrima Tejido | Colombia Narifio Péramo de Paja Blanca 10125 | 77,6075 2950
aterrima Nurlnu
Diglossa h lis D.h.aterrima-
181055G fumerais aterrima Sangre | Ecuador Alto Perd 0,1792 | -78,4678 Cyt b (AF310050)
aterrima Ec2
Diglossa humeralis USNM B- D-h.aterrima- Ecuador 01792 | 78,4678 3520 ND2 (EU647933)
aterrima 03015 Ecl




Diglossa humeralis GEEV stsg | DMhumeralis- | o ore | Colombia |  Santander . Vems, 72856 | 72,9183 3520 14-mar-18
humeralis STI Paramo de Santurbdn
Diglossa humeralis GEEV | sts9 | DPfrhumeralis o e | Colombia | Santander o Vews, 7,856 | -72,9183 3520 15-mar-18
humeralis ST2 Paramo de Santurban
Diglossa humeralis GEEV | stesa | DPfrhumerdlis-| o e | Colombia | Santander o Vetas, 7,856 | -72,9183 3520 15-mar-18
humeralis ST3 Paramo de Santurbdn
Diglossa humeratis GEEV | stigi | DMhumeralis- o e | Colombia |  Santander o Vetas, 72811 | -72,9175 3530 20-mar-18
humeralis ST4 Paramo de Santurban
Dicl h s D i California, Angostura, Los
1glossa fumerais Uniandes | T1613 WHAUIMETANST ] Tejido | Colombia |  Santander Laches, Pdramo de 73167 | -72.8686 3450 03-jun-09
humeralis STS )
Santurban
Diglossa h li. D.h.h lis-
181055G RUMETGLS Uniandes | T345 Umerats= | Tejido | Colombia | Cundinamarca | Universidad de los Andes | 4,6006 | -74,0633 2650 22-n0v-07
humeralis Bog
Diglossa humeralis D.h.nocticolor- Cuchilla de San Lorenzo
gLos! X GEEV SN22 o Sangre | Colombia Magdalena Sierra Nevada de Santa 11,1022 | -74,0627 2379
nocticolor SNSM1
Marta
Cuchilla de San Lorenzo
Digl h lis DhSN D.h.nocticolor-
1glossa fumeras GEEV NOCRCOIOT 1 Gangre | Colombia | Magdalena Sierra Nevada de Santa | 11,1022 | 74,0627 2379 02-abr-19
nocticolor 2019 SNSM?2
Marta
Dicl N lis D.hnocticol Cuchilla de San Lorenzo
1glossa umerats GEEV SN9 ALOCHEOtOT | Sangre | Colombia | Magdalena Sierra Nevada de Santa | 11,1027 | -74,0618 2398
nocticolor SNSM3
Marta
Dicl h i DA sicol Cuchilla de San Lorenzo
1glossa numeralis .n.nocticolor-
& X GEEV SN58 Sangre | Colombia Magdalena Sierra Nevada de Santa 11,1022 | -74,0627 2379 02-abr-19
nocticolor SNSM4
Marta
Diglossa humeralis D.h.nocticolor Mun. Manaure, Vereda El
g1oss X IAVH 11363 R Tejido | Colombia Cesar Cinco 10,3334 | -72,9167 2525 11-jul-08
nocticolor Perijdal . . .
El Cinco, Serrania de Perija
Dicl h i DA sicol Mun. Manaure, Vereda
1glossa numeralis .n.nocticolor-
& X IAVH 11382 L Tejido | Colombia Cesar Sabana 10,3781 -72,9300 3025 07-jul-08
nocticolor Perija2 . . .
Rubia, Serrania de Perija
Diglossa humeralis . D.h.nocticolor- .. . .
. Uniandes T729 ... Tejido | Colombia Cesar Mun. Manaure 10,3561 -72,9331 2600 13-jul-08
nocticolor Perija3

GEEV: Grupo de Ecologia y Evolucién de Vertebrados, IAvH: Instituto de Investigacion de Recursos Bioldgicos Alexander von Humboldt, IZET-COP:
Instituto de zoologia y ecologia tropical (IZET) y coleccion ornitolégica Phelps (COP), LSUMZ B: Louisiana State University Museum of Zoology,
MUUA; Museo de la Universidad de Antioquia, Uniandes: Universidad de los Andes.



