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RESUMEN

Los estudios sobre filogeografia de aves Neotropicales se han centrado en gran
medida en taxones de bosques humedos de tierras bajas. En contraste, poca
atencion ha sido dedicada al estudio de especies con ecologias propicias para la
dispersioén, tales como los asociados a ecosistemas no boscosos y acuaticos. A
pesar de un incremento reciente en estudios filogeograficos de aves de ecosistemas
no boscosos aun existe un vacio de conocimiento en ecosistemas de sabana al
norte del rio Amazonas. En este trabajo se evalué la estructura filogeografica de
Tangara cayana con énfasis en la Orinoquia colombiana a partir de secuencias del
gen mitocondrial ND2. A nivel de especie, las poblaciones mostraron baja estructura
genética; sin embargo, se presentan tres haplogrupos correspondientes a
poblaciones de Bolivia, Brasil y noreste de la Orinoquia colombiana, el sur de la
Orinoquia colombiana y Amazonas. La baja estructura genética encontrada no
concuerda con la delimitacién tradicional de distritos biogeograficos para la
Orinoquia. Las poblaciones de la Orinoquia colombiana probablemente derivaron

de poblaciones de Brasil mas que de Bolivia, lo cual posiblemente pudo ser

1



32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

60
61
62

promovido por la expansion de las sabanas durante las oscilaciones climaticas del
Pleistoceno. Es de precisar que los resultados encontrados en este estudio deben
ser complementados con un mayor numero de muestras y poblaciones de T. cayana
en la Orinoquia colombiana y venezolana, con la finalidad de obtener un escenario
filogeografico mas completo de la especie.

Palabras clave: sabanas Neotropicales, paleoecologia, distritos biogeograficos,

estructura genética.

ABSTRACT

Phylogeographic studies of Neotropical birds have mostly on taxa from the lowland
humid forests. In contrast, little attention has been devoted to the study of species
with ecologies with higher propensity for dispersal, such as those associated with
non-forest and aquatic ecosystems. In this paper the phylogeographic structure in
the Colombian Orinoquia of Tangara cayana was evaluated using sequenced data
of mitochondrial ND2 gene. At the species level, populations exhibited shallow
genetic structure; however, three haplogroups were represented in the Colombian
Orinoquian savannahs, which have affinities with populations of Bolivia, Brazil and
northeastern Colombia, and southern Colombia. The low genetic structure found
does not match the traditional definition of biogeographic districts for Orinoquia. The
populations of the Colombian Orinoco basin probably derived from Brazil, which
possibly could be promoted by the expansion of savannahs during the Pleistocene
climatic oscillations. Results from this study may be supplemented with samples
from the Colombian and Venezuelan Orinoquian, in order to obtain a more complete
phylogeographic scenario of the species.

Key words: Neotropical savannas, paleoecology, biogeographic districts, genetic

structure.

RESUMO

Estudos de filogeografia de aves neotropicais se ha focado principalmente nos
taxons das florestas umidas de terras baixas. Em contrapartida, pouca atencao tem

sido dedicada ao estudo de espécies com ecologias conducentes a disperséo, tais
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como aqueles associados a ndo-florestais e ecossistemas aquaticos. Apesar de um
aumento recente de estudos filogeograficos de aves em ecossistemas néo florestais
ainda ha uma lacuna de conhecimento em ecossistemas de savana ao norte do rio
Amazonas. Neste estudo, foi avaliada a estrutura filogeografica da Tangara cayana
na Orinoquia, usando a sequéncia do gene ND2 mitocondrial. Ao nivel de espécie,
as populacdes apresentaram baixa estrutura genética, no entanto, ha trés
haplogrupos correspondente a populagdes da Bolivia, Brasil e nordeste da
Orinoquia colombiana e sul da Orinoquia colombiana e Amazbnia. A estrutura
genética encontrada ndo € concordante com a definicdo tradicional de distritos
biogeograficos para a Orinoquia. As populagcdes da Orinoquia colombiana
provavelmente tém derivado de populacdes do Brasil, que possivelmente poderiam
ser promovidas pela expansdo das folhas durante as oscilagbes climéticas do
pleistoceno durante os dltimos milhées de anos. E claro que os resultados
encontrados neste estudo deveriam ser suplementados com as populacdes de
Orinoquia Colémbia e Venezuela, a fim de obter um cenario filogeograficas mais
completa das espécies.

Palavras chave: savanas neotropicais, paleoecologia, distritos biogeograficos,

estrutura genética.

INTRODUCCION

El Neotropico alberga la mayor diversidad de aves en el planeta con cerca de 3.800
especies, de las cuales 1.800 especies estan asociadas a ecosistemas boscosos
de la cuenca Amazénica (Mittermeier et al., 2003; Vale et al., 2008). En contraste,
para los ecosistemas de sabana se estiman c. 200 especies que se distribuyen a lo
largo del Campo y las sabanas inundables circun-amazonicas (Stotz et al., 1996).
Esta rigueza de especies ha sido un efecto acumulativo de procesos bioldgicos,
geoldgicos, climatolégicos, hidrologicos, entre otros, los cuales han promovido la
especiacion, dispersion y extincién de linajes durante millones de afios (Bush, 1994;
Colinvaux, 1993; Hoorn et al., 2010; Nores, 1999; Wiens y Donoghue, 2004; Sandel
et al.,, 2011). Aunque es evidente que hay un efecto del paisaje contemporaneo
sobre la diferenciacion genética de las poblaciones de las especies, aun sigue
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siendo poco conocido cémo estos efectos especificos han actuado en la
diversificacion de los diferentes linajes (Rull, 2008; 2011; Antonelli et al., 2010; Ribas
et al., 2012).

El origen y las causas de la extraordinaria diversidad de especies en los trépicos es
un tema ampliamente debatido (Haffer, 1969; Wiens et al., 2011). Uno de los
modelos mas debatidos para explicar la alta diversidad Neotropical es el de
“Refugios del Pleistoceno”, el cual indica un papel relevante de las fluctuaciones
climaticas del Cuaternario en la diversificacion de la biota Neotropical, a través de
ciclos sucesivos de expansion y contraccion de vegetacion tanto himeda como
seca, los cuales fragmentaron y aislaron los rangos de las especies facilitando
posteriores procesos de diferenciacién poblacional y especiacion (Haffer, 1969).
Esta hipotesis sugiere que las sabanas de América del Sur alcanzaron su maxima
extension en la cuenca del Amazonas durante el dltimo maximo glacial, con tres
importantes conexiones entre los parches de sabana en el norte y el sur del
Amazonas, los cuales hipotéticamente se extendieron (i) a lo largo de la vertiente
oriental de los Andes; (ii) a través del centro del Amazonas; o (iii) a lo largo de la
costa del Atlantico oriental (Sarmiento, 1983; Webb, 1991; Da Silva y Bates, 2002).
La magnitud de la influencia de los ciclos del Cuaternario en la diversificacion de la
biota Neotropical es cuestionada (Moritz et al., 2000; Edwards et al., 2010; Hoorn et
al., 2010; Werneck et al., 2012) debido a que en algunos casos la divergencia de
taxones hermanos es anterior al Pleistoceno (Moritz et al., 2000); pero también se
ha encontrado evidencia de dos de los tres corredores de sabana previamente
propuestos. Werneck et al., (2012) no apoyan la existencia de un cinturén a través
del centro del Amazonas, pero si de los otros dos corredores, los cuales no son
mutuamente excluyentes. Estos corredores pudieron haber prevalecido en
diferentes periodos y condiciones climaticas; generando areas adecuadas,
posiblemente transitorias y discontinuas durante el tltimo méximo glacial y el dltimo
interglaciar. Asimismo, Da Silva y Bates (2002) encontraron evidencia de los
mismos dos corredores con base a distribuciones actuales de aves de sabana,
concluyendo que un corredor Amazénico central es poco probable, soportando la

hipotesis de recientes conexiones bidticas entre las sabanas del norte del
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Amazonas y el Cerrado Brasilefio, las cuales probablemente ocurrieron a lo largo
de la costa Atlantica (Avila-Pires, 1995; Da Silva y Bates, 2002). Estos corredores
podrian explicar la alta similitud de especies y baja diferenciacion fenotipica (i.e.
subespecies) entre los Llanos de Orinoco y las regiones abiertas de Brasil y Bolivia
(Haffer, 1967).

Alternativamente, la hipétesis de los rios como barreras ha sido propuesta como
una explicacibn a la alta diversidad de especies en el Amazonas (Wallace,
1876,1954; Sick 1967; Bates, 1998), en donde estudios recientes proveen evidencia
fuerte a favor de un mayor papel de la dinamica de los rios en la diversificacion
Amazonica (Burney y Brumfield, 2009; Ribas et al., 2011; Naka et al., 2012). Aun
asi, estos estudios también demuestran una amplia variacién en los tiempos de
divergencia (incongruencia temporal), sugiriendo que mdultiples eventos de
especiacion han ocurrido independientemente a través de la misma barrera,
probablemente como resultado de diferencias en la dispersiébn de las especies
(d’'Horta et al., 2013; Naka et al., 2012; Smith et al., 2014).

La historia evolutiva y respuesta de las especies de aves a los diferentes eventos
histéricos y/o cambios ambientales, depende en gran medida de su habilidad de
dispersion. A nivel de especies de tierras bajas, se ha encontrado que las aves de
dosel presentan menor divergencia genética intraespecifica a través de los Andes y
de los rios Amazonicos que las aves de sotobosque, posiblemente a causa de su
mayor habilidad de dispersion y por ende mayor flujo genético que sus contrapartes
de sotobosque (Burney y Brumfield, 2009). Por consiguiente, se espera que
especies con mayores habilidades de dispersion como aquellas restringidas a zonas
abiertas o0 dosel sean mas propensas a exhibir menor estructura genética
interpoblacional que especies de sotobosque. De hecho, para especies de zonas
abiertas como las encontradas en el Cerrado Brasilefio y Sabanas de Bolivia, Bates
et al., (2003) reportan bajos niveles de divergencia genética entre poblaciones de
diez especies de aves separadas por distancias mayores a 1800 km. Estos niveles
son mas bajos que los reportados para poblaciones de aves de sotobosque

Amazodnicas separadas por distancias menores (i.e. rios). En contraste a esto,
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Capurucho et al. (2013) encontraron que Xenopipo atronitens, un especialista de
bosques de arena blanca, presentd una baja estructura genética a lo largo de una
matriz de vegetacion abierta y parches de arena blanca, probablemente como
resultado de la deriva genética sobre poblaciones pequefias, restringidas a
pequefios fragmentos de Campifia y a la reduccién de la inmigracion entre parches,
producto de barreras de bosque de terra firme. A pesar de un incremento reciente
en estudios filogeogréaficos de aves de ecosistemas no boscosos (Savit y Bates,
2015; Matos et al., 2016), la mayoria se han centrado en especies del interior del
bosque humedo, y poca atencion ha sido dedicada al estudio de especies con
ecologias propicias para la dispersion, tales como las asociadas ecosistemas de
sabana, areas abiertas y ambientes acuaticos (Cadena et al., 2011). Este vacio de
conocimiento es comparativamente mayor en ecosistemas de sabana al norte del
rio Amazonas como los llanos del Orinoco colombiano y venezolano, los cuales
permanecen poco conocidos a nivel de la composicidn, distribucion y origen de su

avifauna.

En el caso de la Orinoquia, que se extiende cerca de 991,587 km? desde el
piedemonte de la cordillera Oriental en Colombia al este hasta el Atlantico en
Venezuela (WWF, 2010). La region es reconocida como una Provincia
Biogeogréfica la cual comprende seis distritos biogeograficos, cuatro de ellos
ubicados en las sabanas (Arauca-Apure, Casanare, Sabana altas y Maipures) y dos
en el piedemonte de la cordillera Oriental (Piedemonte Casanare-Arauca y
Piedemonte Meta). Adicionalmente, el distrito de la Provincia Biogeografica de la
Guyana, al sur del rio Guaviare; también presentan sabanas aisladas por bosques
Amazonicos (Hernandez-Camacho et al., 1992). La evidencia palinologica indica
una alta dinamica de contraccién y expansion de los bosques de galeria y las
sabanas de la Orinoquia durante el Holoceno (Berrio et al., 2002). Esta dinamica de
fragmentacion, reduccion y expansion de los bosques de galeria y sabanas
naturales puede haber desempefiado un papel importante en la estructura genética
de las poblaciones de aves, al aislarlas o facilitar el flujo genético entre ellas (Haffer,
1969; Bates et al., 2003; Aleixo, 2004). Asimismo, la presencia de rios con
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diferentes niveles de caudal (e.g. Arauca, Meta, Guaviare) plantea la posibilidad de
evaluar su papel como barreras promotoras de la diferenciacion genética de las
poblaciones Orinocenses. Lo que convierte a la Orinoquia colombiana en un campo
de estudio idoneo para evaluar la estructura y diversidad genética de especies de

aves asociadas a este tipo de ecosistemas.

La Tangara Triguera, Tangara cayana, es una especie asociada a varios tipos de
sabanas y bordes de bosque, con una distribucion circun-amazénica (Remsen et
al., 1991) que abarca Colombia, Venezuela, Guayanas, este de Peru, este de Brasil,
Bolivia, noreste de Argentina y Paraguay. En Colombia se distribuye desde el este
de los Andes hasta el sur del Meta (Sierra de la Macarena), y desde Vichada hasta
Vaupés (Hilty y Brown, 1986). Actualmente, se reconocen siete subespecies para la
especie, de las cuales Unicamente T. c. cayana estd registrada en la Orinoquia
colombiana.

Burns y Naoky (2004) realizaron la primera reconstruccion filogenética del género
Tangara en donde T. cayana hace parte de un clado junto con T. vitriolina, y T.
cucullata; en este grupo se observaron bajos niveles divergencia genética (distancia
p no corregida =1.4%), lo cual concuerda con la baja diferenciacion fenotipica entre
estas especies. Este resultado fue corroborado por Sedano y Burns (2010) quienes
sugirieron que estas especies diversificaron durante los ultimos 800,000 afios,
probablemente como respuesta a las oscilaciones climaticas del Pleistoceno. A nivel
filogeografico, poblaciones de T. cayana distantes c. 1800 km entre el Cerrado
brasilefio y boliviano presentan niveles de divergencia bajos (1.09%) a nivel de ADN
mitocondrial (Bates et al., 2003). Sin embargo, recientemente Savit y Bates (2015)
encontraron un mayor nivel de estructura genética a lo largo de la distribucién
circun-Amazénica de la especie. Adicionalmente, el patron filogeografico de T.
cayana sugiere un origen en el sur, el cual probablemente fue en el Cerrado
brasilefio, con una posterior expansion hacia el oeste a través de Bolivia, siguiendo
los bosques secos a lo largo de la base de los Andes hasta alcanzar Guyana y el
norte de Brasil. Las poblaciones del noreste posteriormente se expandieron hacia

el sur en la costa de Pernambuco, Brasil completando la distribucion actual. No
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obstante, hasta el momento ningun estudio ha evaluado el origen y patrones de
estructura genética de las poblaciones de los Llanos colombianos y venezolanos.
En este sentido, el presente estudio plantea reconstruir las relaciones
filogeograficas de T. cayana a lo largo de su distribuciéon geografica, con un especial
énfasis en los patrones de estructura genética de las poblaciones de la Orinoquia

colombiana.

METODOLOGIA

Muestreo taxonémico y geogréfico

Se obtuvieron 37 muestras de tejidos y pata de T. cayana de la Orinoquia
colombiana, colectados durante este estudio y también disponibles en varios
museos Yy colecciones de tejidos en Colombia. El muestreo abarca una cobertura
representativa de la mayor parte de la distribucién de la especie en la Orinoquia
colombiana (Hilty y Brown, 1986). También se obtuvieron dos secuencias de Santa
Cruz, Bolivia y seis secuencias adicionales de T. c. cayana de Brasil y Bolivia
disponibles en el GenBank para un total de 45 individuos analizados. (ver Anexo 1
y 2).

Extraccion de ADN, PCR y secuenciacion

Para la extraccion de ADN se us6 musculo pectoral y tejido de pata de especimenes
de museo con el método de Chelex-100 (Sigma-Aldrich, USA). Posteriormente, se
amplificé el gen mitocondrial ND2 (subunidad 2 de la deshidrogenasa NADH, 1041
pb) usando la combinacion de primers L5215 y H6313 (Sorenson et al., 1999). Este
gen ha demostrado proveer una alta resolucion y variabilidad a nivel de estudios
poblacionales de aves de tierras bajas humedas (Miller et al.,, 2011; Burney y
Brumfield, 2009) y ecosistemas aridos (Zink et al., 2001, 2005; Kearns et al., 2009).
En la amplificacion del ADN se usé un volumen final de 25ul, con las siguientes
concentraciones de reactivos: 1 uL de ADN mayor de 50 ng/mL aproximadamente,
2.5 uL de 10X, 2.5 pL de dNTP a 002mM, 3 pL de MgCl2, a 3mM, de cada primer
1.2 pL al 10%, y 0,25pL de Taq ADN polimerasa (Thermo Scientific). El protocolo

de amplificacion siguié a Cadena et al. (2007). Con el fin de confirmar la efectividad
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de la PCR, los productos de ésta fueron visualizados mediante electroforesis. Los
fragmentos amplificados fueron limpiados usando el Kit de limpieza de PCR Thermo
Scientific (Fermentas). Finalmente, los productos de PCR se enviaron a secuenciar

a Macrogen Inc., Corea del Sur (www.macrogen.com).

Andlisis filogeograficos

Las secuencias de ADN fueron editadas, ensambladas y finalmente alineadas en el
software Geneious Pro 8.1. usando el algoritmo Muscle (Drummond et al., 2008).
Para confirmar la identidad de las secuencias se usO la aplicacion BLAST

(www.blast.ncbi.nim.nih.gov).

Las relaciones filogenéticas fueron reconstruidas mediante los métodos de Maxima
Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana (IB). Los analisis de ML se realizaron a
través del algoritmo RAXML v7.3.1 (Stamatakis et al., 2008) accediendo a través de
CIPRES science Gateway v3.1 (Miller et al., 2010). El arbol més verosimil y 1000
réplicas de bootstrap fueron estimadas simultdneamente bajo un analisis no
particionado y el modelo de sustitucion nucleotidica GTR+I1+G de acuerdo al criterio
AIC implementado en Modeltest 3.7 (Posada y Crandall, 1998). Los soportes de los

nodos fueron computados en Paup 4.0 (Swofford 2003).

Para el analisis de inferencia bayesiana se uso la herramienta MrBayes on XSEDE
a través de CIPRES science Gateway v3.1 (Miller et al., 2011). El andlisis fue corrido
bajo el modelo de sustitucion nuecleotidica GTR+I+G de acuerdo al criterio AIC
implementado en MrModeltest 2.2 (Nylander, 2004). El andlisis Incluydé doble
particion de codones y seis cadenas MCMC de 20 millones de generaciones, las
cuales fueron muestreadas cada 2000 generaciones. Para evaluar la convergencia
entre las cadenas y examinar los valores efectivos del tamafio de muestra para
todos los parametros se utilizé Tracer v 1.6 (Rambaut y Drummond, 2007).

Con el objetivo de estimar los tiempos de divergencia a lo largo de la filogenia se
generd un arbol en el programa BEAST v.1.8.1 (Rambaut y Drummond, 2007) a
través de la herramienta BEAST2 on XSEDE de CIPRES science Gateway v3.1
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(Miller et al., 2011). Este analisis fue corrido asumiendo un modelo de sustitucién
molecular GTR+I+G, sin particion de codones, un modelo de especiacion de tamafio
constante coalescente, un arbol UPGMA de inicio y un modelo de reloj molecular
relajado (uncorrelated lognormal). El modelo de reloj molecular se estimé a partir de
una distribucién logaritmica normal con una media de 0,0125
sustituciones/sitio/linaje/millones de afios (SD = 0,1), y una distribucion previa
suficientemente amplia para incluir una tasa de divergencia de 2,1% por millén de
afos (Weir y Schluter, 2008). El andlisis fue corrido por 40 millones de generaciones
muestreando cada 2000 generaciones. Los parametros de convergencia y
estacionalidad de las cadenas de MCMC se examinaron en Tracer 1.6 (Rambaut y
Drummond, 2007). Todos los parametros obtuvieron valores de tamafio de muestra
efectivos (ESS) mayores 200, sugiriendo un buen muestreo a lo largo de las
cadenas. El arbol de méaxima credibilidad fue estimado después de descartar los

primeros cuatro millones de generaciones y 2000 arboles como burn-in.

Dada la baja divergencia genética encontrada entre las poblaciones (las
poblaciones fueron delimitadas por los distritos y se determinaron como unidades
de andlisis) de T. cayana a lo largo de su distribucién, se evaluaron las relaciones
interpoblaciones mediante una red de haplotipos usando el algoritmo de Median-
joining en el programa Network v. 4.6.1.3 (Bandelt et al., 1999). Adicionalmente, se
calcularon los valores de diversidad nucleotidica y haplotipica para cada poblacion.
Con el fin de calcular la distribucién geografica de la variacion genética dentro y
entre poblaciones, se realiz6 un andlisis de varianza molecular (AMOVA) y de
estimacion de distancias genéticas poblacionales «pairwise» Fst en los programas
Arlequin 3.11 (Excoffier, Laval y Schneider, 2005) y DNAsp version 5.10 (Rozas et
al., 2009), respectivamente. Para la estimacion del Fst no se tuvieron en cuenta las
poblaciones con una sola secuencia, asi mismo algunos distritos fueron unidos
debido a poco niumero de muestras. También se examiné si las poblaciones de T.
cayana siguen un patron de aislamiento por distancia, para el cual se realiz6 la
prueba no paramétrica de Mantel después de 10,000 aleatorizaciones con el
programa AIS (Miller 2005).

10
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Para evaluar las posibles desviaciones del modelo neutral de Wright-Fisher e
indicar una posible expansion o contraccion demogréfica en el pasado de T. cayana
se calcularon los estadisticos D de Tajima, Raggedness, Fu's Fs y R2. Ademas, se
estimé una distribucion de diferencias nucleotidicas pareadas (Mismatch
distribution) en el programa DnaSP versién 5.10 (Rozas et al., 2009). Estos
resultados fueron contrastados con un analisis Skyride plot Bayesiano (Minin et al.,
2008) implementado en BEAST v.1.8.1. (Drummond y Rambaut 2007), el cual tiene
como finalidad representar las fluctuaciones en el tamafio de la poblacion de T.
cayana a través del tiempo. Este analisis fue corrido por 10 millones de
generaciones muestreando cada 1000 generaciones y descartando el primer millén
de generaciones como burn-in. Ademas, se empled el modelo de sustitucion
nucledtidica GTR+I+G que fue seleccionado como el mejor ajuste a los datos de
acuerdo con el criterio AIC implementado en Mr. Modeltest 2.2 (Nylander, 2004). El
analisis utilizé una tasa de sustitucion del 2,1% por cada millon de afos (Weir y
Schluter, 2008).

RESULTADOS

Andlisis filogenéticos

Los analisis incluyeron secuencias completas para 40 individuos y cinco muestras
del Genbank que constaron de 373 pb pertenecientes a cuatro individuos de Amap4,
Brasil y uno de Santa Cruz, Bolivia. En conjunto, para la matriz de ND2 se

encontraron 38 sitios variables y 22 sitios parsimoniosamente informativos.

Los andlisis de maxima verosimilitud (ML), inferencia Bayesiana (IB) y el arbol
ultramétrico (BEAST) presentaron topologias similares. Las tres filogenias indican
que T. cayana hace parte de un clado con alto soporte (Probabilidad posterior = 1.0;
bootstrap = 100% en este orden de aqui en adelante) junto con T. cucullata y T.
vitriolina. T. cucullata es una especie monofilética y el grupo hermano de T. cayana,

aunque la filogenia de IB generé una separacion entre los individuos de T. cucullata
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ésta no fue soportada por el andlisis de ML. Aun asi, el arbol BEAST indicé que T.

cayana y T. cucullata son especies hermanas.

En el caso de T. cayana las topologias muestran que T. cayana es monofilética,
aungue el soporte fue bajo (0.7; 54%). Dentro de T. cayana se encontraron dos
clados bien soportados. El clado méas basal agrupa las poblaciones de Bolivia (1.0;
91%), mientras el segundo agrupa poblaciones de Colombia y Brasil (0.98; 80%).
Este clado colombo-brasilefio se divide en dos clados uno con algunos individuos
de Sabanas altas, piedemonte meta, piedemonte Casanare-Arauca y Caqueta (1.0;
94%) y el otro con los individuos de Brasil, Piedemonte Meta, Casanare,
Cundinamarca y Maipures (0.97; 63%) (Figs.2A y 3).

Estructura geogréfica y diversidad genética

En total, las muestras analizadas para T. cayana incluyen 10 haplotipos, los cuales
estan distribuidos segun la red de haplotipos (Fig. 2B) en tres haplogrupos que
coinciden con los clados descritos anteriormente en las filogenias. Los haplogrupos
delimitados corresponden a grupos de haplotipos que estan distantes entre si con
mas de cinco pasos mutacionales, ademas un punto central entre ellos. El primer
haplogrupo incluye dos haplotipos de Bolivia. El segundo haplogrupo incluye 10
haplotipos de Brasil y del norte y este de la Orinoquia colombiana. El tercer
haplogrupo incluye 3 haplotipos del sur de la Orinoquia colombiana y Amazonas. El
haplogrupo boliviano incluye un Gnico haplotipo. Brasil presenta dos haplotipos, uno
es unico y el otro es compartido con dos poblaciones de Colombia (Casanare y
Maipures). A nivel de la Orinoquia se presentan ocho haplotipos de los cuales
Cundinamarca presenta un haplotipo Unico, otro es compartido por Piedemonte
Meta, Sabanas altas, Casanare y Brasil y los seis restantes son compartidos entre
Sabanas altas, Casanare, Maipures y Caqueta (Tabla 1). Esta mezcla de haplotipos
entre poblaciones de la Orinoquia sugiere que la variacion genética no concuerda
con la delimitacion delos distritos biogeograficos (Fig. 2B). Asi mismo el AMOVA

indic6 que la mayor parte de la variacion genética (c. 48%) reside dentro de las
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poblaciones (Tabla 2), confirmando la poca estructura genética de la especie a lo
largo de la Orinoquia colombiana. Los valores de diferenciacion genética Fst reflejan
relaciones similares a las encontradas en las topologias de ML, IB y la red de
haplotipos, en donde se encuentra mayor estructura entre las poblaciones de Bolivia
y el Cerrado brasilefio (0.97-0.95), seguido de las poblaciones de Boliviay Colombia
(0.15-0.25), y del Cerrado Brasilefio y Colombia (0.05-0.15). Dentro de la Orinoquia
colombiana el nivel de estructura genética fue bajo (0-0.05) (Tabla 3).

La prueba de Mantel para las poblaciones colombianas no mostré una correlacion
entre la distancia genética y la distancia geografica (r= 0.05, p=0.24). Por otro lado,
incluyendo las secuencias de Colombia, Brasil y Bolivia se encontré una correlacion
positiva y significativa entre la distancia genética y la distancia geogréfica (r= 0.85,
p= 0.0010), lo cual es un efecto de la mayor divergencia de las poblaciones de

Bolivia y Brasil respecto a las poblaciones de Colombia (Fig. 4).

Por otro lado, los valores de diversidad haplotipica (Hd=0.823) y diversidad
nucleotidica (11=0.006) fueron mas altos para las poblaciones en Colombia que para
la poblacion de Brasil (Hd=0.5; m=0.001). Para la poblacién de Bolivia no se
calcularon los valores de diversidad genética debido a que todas las muestras
presentan un mismo haplotipo. Los mayores valores de las poblaciones
colombianas probablemente son el efecto de un mayor nimero de muestras
comparado con las otras regiones comparadas. A nivel de la Orinoquia se encontrd
gue Maipures y Piedemonte Meta/ Sabanas altas tuvieron la mayor diversidad
haplotipica (Hd=0.905 y 0.801, respectivamente), mientras que en la poblacién de
Casanare fue menor (Hd=0.722). La diversidad nucleotidica las poblaciones del
Piedemonte del Meta, Sabanas altas y Piedemonte Casanare-Arauca, Casanare fue
mas alta (1m=0.007 y 0.005, respectivamente), mientras Maipures tuvo la menor
(1r=0.003) (Tabla 1).
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Historia demografica y Tiempos de Divergencia

Los estadisticos D-Tajima, Raggedness, Fu's Fs y R2 para la distribucion total de la
especie fueron no significativos (Tabla 4) lo cual sugiere que T. cayana ha
mantenido una historia demogréfica estable. Asi mismo, el analisis de distribucion
de diferencias pareadas (mismatch) mostré una curva multimodal con frecuencias
en valores relativamente bajos (Fig. 5A), lo cual indica que, aunque la variabilidad
genética es baja, hay haplotipos distintos, pero distribuidos en forma homogénea a
lo largo de la distribucion. Asi mismo, el analisis Skiride plot mostré que la especie

ha mantenido un tamafio poblacional estable desde hace 0.7 Ma (Fig. 5B).

El analisis de reloj-molecular indicé que T. cayana y T. cucullata compartieron un
ancestro comun entre 0.48 y 1.03 Ma (media 0.7 Ma). Dentro de T. cayana, la
poblacion de Bolivia divergio del clado colombo-brasilefio aproximadamente entre
0.25 y 0.59 Ma (media 0.42 Ma). La edad del clado del norte de la Orinoquia
colombiana y Brasil oscila entre 0.17 y 0.43 Ma. El clado del sur de la Orinoquia

colombiana y Amazonas data de hace 0.04 a 0.2 Ma (Fig. 3).

DISCUSION

Origen y Diversificacion de T. cayana

Las especies mas estrechamente relacionados con T. cayana son T. cucullata y T.
vitriolina, siendo T. cucullata la especie hermana de T. cayana. El clado de estas
tres especies divergio dentro de los ultimos ¢.0.8 Ma, cuando los ciclos glaciales del
Pleistoceno eran mas extremos (Garcia-Moreno y Fjeldsa, 2000; Haffer, 1969), lo
cual concuerda con los tiempos estimados en las filogenias publicadas
anteriormente para el género Tangara (Burns y Naoki, 2004; Sedano y Burns, 2010,
Burns et al., 2014). Burns y Naoki (2004) mencionan que este clado es uno de los
pocos linajes alopatricos en Tangara que diversificaron en el pleistoceno tardio, al
igual que T. cayana que divergié de su especie hermana (T. cucullata) hace c.0.7
Ma. lo cual también indica que T. cayana es una especie relativamente joven. Los

Andes del norte han sido referidos como el punto de origen del género Tangara
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(Storer, 1970; Isler y Isler, 1999, Burns y Naoki, 2004, Sedano y Burns 2010), siendo
la vicarianza el posible promotor de la diversificacion del género, seguido por
diferentes eventos de dispersion aleatorios que dieron lugar a una mayor

diversificacion en el grupo en las diferentes regiones Neotropicales.

El origen de las distribuciones circum-amazoénicas ha sido de gran interés (Savit y
Burns, 2015). En el caso de T. cayana se esperaria su area de origen estuviera
relacionada con una posicion central en la red de haplotipos, ademas de una mayor
diversidad genética y un haplotipo méas frecuente (Posada y Crandall, 2001). La
posicidon basal del clado boliviano sugiere que la especie probablemente se origind
en el sur de Bolivia hace aproximadamente 0.42 Ma (Fig. 3). No obstante, debido al
limitado muestreo de las poblaciones bolivianas no se encontré soporte a esta
hipotesis con base en la forma de la red de haplotipos (Fig. 2B) o altos valores de

diversidad nucleotidica.

En contraste, Savit y Bates (2015) encontraron que la poblacion del sureste de Brasil
es la mas divergente y basal dentro de la especie, lo cual sugeriria un origen en el
sur del Cerrado Brasilefio y no en Bolivia como lo indica este estudio. Una posible
explicacion en cuanto a la incongruencia entre la filogenia de Savit y Bates (2015) y
la obtenida en este estudio puede obedecer a la falta de muestras del sureste de
Brasil en este ultimo. Ante la ausencia de muestras (secuencias de ND2) del sureste
brasilefio, las poblaciones bolivianas serian en su orden las mas basales.
Posiblemente, si en este estudio se hubiesen incluido secuencias de ND2 del sur-
este brasilefio se hubiese obtenido una filogenia similar a la de Savit y Bates (2015),
dado que los diferentes genes mitocondriales evolucionan como un Unico grupo de
ligamiento (Zink y Barrowclough 2008). En cualquier caso, ambos estudios sugieren
gue el origen de T. cayana posiblemente tuvo lugar en los ecosistemas no boscosos

al sur de la cuenca del rio Amazonas.

Respecto al origen de las poblaciones de la Orinoquia colombiana, Savit y Bates
(2015) no incluyeron muestras de los Llanos colombianos o venezolanos por lo que

no pudieron inferir a partir de cual poblacion se derivaron las poblaciones del
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Orinoco. No obstante, en el presente estudio a pesar que no se contdé con un
muestreo representativo de las poblaciones circun-amazonicas, los haplotipos
compartidos entre Colombia y Brasil sugieren que las poblaciones del Orinoco
probablemente derivaron de poblaciones del noreste de Brasil. Aunque un
escenario alternativo con un origen desde las poblaciones de la Guyana no puede

ser descartado.

La distribucion actual y fragmentada de T. cayana, sugiere que pudo haber sido mas
amplia en el pasado y que las poblaciones en areas en que ahora estan aisladas
probablemente se establecieron en un momento en el que el habitat fue adecuado
y continuo para T. cayana (Mayle 2006). De hecho, Werneck et al. (2012)
establecieron modelos paleoecoldgicos sobre la estabilidad climatica del Cerrado
brasilefio en el que encontraron evidencia en que las sabanas de Cerrado y las
sabanas del norte y este del Amazonas eran mas amplias y unidas por conexiones
costeras (Ultimo interglaciar), luego entre el Ultimo interglaciar y ultimo glaciar las
sabanas se redujeron manteniéndose presentes pero aisladas. En el Gltimo maximo
glaciar, se evidencid una conexion potencial a través de un corredor estrecho en él
oriente Andino, entre el Ultimo maximo glacial al Holoceno medio, el Cerrado se
expandid nuevamente y experimentd cambios menores, hasta llegar a su
distribucion actual. Igualmente, Savity Bates (2015) desarrollaron modelos de nicho
ambiental, en donde proyectaron modelos paleoclimaticos, encontrando mayor
conectividad de habitat para T. cayana en el ultimo maximo glaciar, disminuyendo
en el Holoceno medio hacia el presente, patron que probablemente facilito la
dispersion y diversificacion desde el sureste de América del Sur a los bosques secos
circum-amazonicos. También encontraron un haplotipo ancestral del sur (Bolivia) en
la poblacién de Guyana lo que puede indicar conectividad histérica a través del arco

bosque seco que se distribuye a lo largo de la base de los Andes.

Estructura Genética Poblacional en la Orinoquia Colombiana
El analisis del gen ND2 para T. cayana ha revelado baja estructura filogeografica

sobre su amplia distribucién, particularmente debido a la amplia mezcla de
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haplotipos entre las poblaciones de Brasil y Colombia, y dentro de la Orinoquia
colombiana.

A nivel regional T. cayana en la Orinoquia Colombiana muestra dos haplogrupos,
uno en el norte de la Orinoquia y otro distribuido al sur de la Orinoquia y Amazonas,
pero con bajos niveles de diferenciacidén genética. La baja estructura filogeogréafica
de T. cayana no fue inesperada, debido a la capacidad de dispersion de esta
especie. A nivel del Cerrado brasilefio y boliviano, Bates et al., (2003) sugirieron dos
escenarios evolutivos, no mutuamente excluyentes, para explicar la baja
variabilidad genética en aves de sabana. El primero es que las aves de zonas
abiertas han mantenido niveles mas altos de flujo genético que las aves de
sotobosque, y en segundo lugar que la actual distribucion es producto de una rapida
expansion poblacional, sin embargo, nuestros resultados de demografia historica
para T. cayana no muestra evidencia de una expansion poblacional. Una alternativa
seria altos niveles de flujo genético en tiempo reciente (miles de afios). A pesar de
gue no se evaluo el flujo genético entre poblaciones de la Orinoquia, se pueden
inferir que son bajos con base en los bajos valores de Fst obtenidos (0-0.05). Otra
opcién que no es excluyente con la anterior, es el hecho que T. cayana es una
especie joven (Pleistoceno tardio) y no ha habido suficiente tiempo para acumular
diferencias genéticas entre las poblaciones, y también que las condiciones

paleoecoldgicas deben haber permitido el intercambio constante (flujo genético).

La poca estructura genética encontrada en la Orinoquia puede deberse a que
durante los ultimos 7260-600 afios se presentd una dinamica de expansion y de
reduccion de los bosques de galeria y bosque pantanoso de moriche Maurita
(Wijmstra y Van der Hammen 1966, Berrio et al. 2002, Marchant et al. 2006), lo cual
pudo facilitar la expansién de poblaciones Amazonicas a la Orinoquia en tiempo
reciente. Sugiriendo que las poblaciones de la Orinoquia han mantenido
posiblemente niveles de flujo recientes. Asi mismo, la baja estructura genética
encontrada en la Orinoquia rechaza la influencia de los rios del Orinoco como
potenciales barreras al flujo genético en esta especie. Es posible, que los rios de la
Orinoquia colombiana no actiien como barreras efectivas al flujo genético debido a

su menor caudal comparado con el de los rios Amazoénicos (Naka et al., 2012; Ribas
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et al., 2012; Fernandes et al., 2014; Thom y Aleixo, 2015). De hecho, la asociacién
a ecosistemas abiertos en T. cayana sugiere que esta especie tendria una mayor
propension a la dispersion comparado con especies de habitats boscosos y més
estables (Cadena et al., 2010).

Conclusion

Los resultados de este estudio sugieren un origen de T. cayana al sur de la cuenca
del rio Amazonas. Las poblaciones de la Orinoquia colombiana probablemente
derivaron de poblaciones del noreste del Cerrado brasilefio, aunque este origen
debe ser confirmado incluyendo un mayor muestreo a lo largo de la distribucién de
la especie, particularmente de poblaciones del sureste de Brasil y Guyana. Por otro
lado, la estructura genética poblacional en la Orinoquia es baja y no concuerda con
los distritos biogeograficos propuestos para la region. No obstante, hay dos
haplogrupos que indicarian cierta diversidad genética a lo largo de la Orinoquia
colombiana. Este resultado también respalda la idea de que los rios de la Orinoquia
probablemente no han representado una barrera importante para la dispersion de
la especie. Lo cual no es raro dadas las habilidades de dispersion de la misma.
Probablemente, las oscilaciones climaticas del Pleistoceno tardio son responsables
de la presencia actual de la especie en la Orinoquia, asi como de la baja variabilidad
en la region, al favorecer la expansion de las sabanas y por ende la homogenizacién
de las poblaciones. Los resultados y conclusiones de este estudio pueden ser
complementados con la inclusion de marcadores moleculares de mayor resolucion
poblacional, asi como con la evaluacion de la estructura filogeografica de otras
especies asociadas al ecosistema de sabana.
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Figura 2. A. Filogenia Bayesiana de T. cayana y especies relacionadas basada en
secuencias del gen ND2. Los numeros arriba y debajo de las ramas indican valores
de probabilidad posterior Bayesiana y soportes de bootstrap, respectivamente B.
Red de haplotipos de T. cayana indicando la baja estructura filogeografica dentro
principalmente entre las poblaciones de Brasil y Colombia. El tamafio de cada
circulo es proporcional al numero de individuos portadores de cada haplotipo (los
circulos mas pequefios corresponden a un individuo); los colores indican las
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861 Figura 4: Relacién entre la distancia genética y la distancia geogréfica que separa

862 alas poblaciones de T. cayana; A. para las poblaciones T. cayana en la Ornoquia
863 Colombiana y B. para las poblaciones T. cayana con todas las localidades
864  (Ornoquia Colombiana, Brasil y Bolivia).
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867 Figura 5: Graficas de demografia para el gen ND2 en el clado colombo-brasilefio
868 de T. cayana: A Grafica de distribucion de diferencias pareadas (“mismatch”), sobre
869 un modelo de crecimiento poblacional. La linea sélida es la distribucion esperada y
870 la linea punteada es la distribucion observada y B Skyride plot bayesiano es el
871 modelo del tamafio efectivo de la poblacion (la linea indica la estimacién media y el
872  area sombreada del intervalo de credibilidad del 95 %) en funcion del tiempo para
873 lavariacion del gen ND2 en T. cayana. El tiempo cero es el presente, con el aumento
874  de numeros que indican el tiempo hacia el pasado en millones de afios, de vuelta al
875 ancestro comun mas reciente. Las grafica sugieren una historia demografica
876  estable.
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Tabla 1. Resumen estadistico de los valores de diversidad genética entre
poblaciones de T. cayana en Colombia, Brasil y Bolivia. Numero total de individuos
(N), namero de haplotipos (H), diversidad haplotipica (Hd), diversidad nucleotidica
(1), numero de sitios variables (S). Para Colombia no se incluyen por separado las
poblaciones de Caquetd y Cundinamarca debido a que el nimero de muestras fue
igual 1. Para Bolivia no se estimaron los valores de Hd, Ty S debido a que sodlo se
conto6 con un solo haplotipo.

Poblaciones N H Hd m S
Piedemonte Meta/ sabanas altas 19 6 0.801 0.007 20
Piedemonte Casanare-Arauca/Casanare| 9 5 0.722 0.005 14
Maipures 7 5 0.905 0.003 7
Colombia 37 12 0.823 0.00615 27

Brasil 4 2 0.5 0.001 1
Colombia-Brasil 41 9 0.802 0.009 13

Bolivia 4 1 - - -
Total 45 10 0.83 0.010 16

Tabla 2. Resultados del analisis de varianza molecular (AMOVA) para Colombia,
Brasil y Bolivia como grupos, las localidades de muestreo como poblaciones. Este
analisis indico que la mayor parte de la variacion genética de T. cayana reside
dentro de las poblaciones, lo cual confirma la falta de estructura genética en la
especie.

% de
Fuente de variacion DE Sumade Varianza de variacion
" cuadrados componentes
Entre grupos (Fst) 2 40.003 2.26652 44.40
Entre poblaciones (FSC) 4 18.798 0.37845 7.41
Dentro de las poblaciones (FCT) | 38 93.465 245961 48.18
Total 44 152.267 314.400
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899 Tabla 3. Valores de Fst para 5 poblaciones de la distribucién general de T. cayana
900 estimados mediante los programas Arlequin 3.11) / DNAsp version 5.10.

Piedemonte Piedemonte
Meta/ Sabanas Casanare-Arauca/ Maipures Colombia Brasil Bolivia
altas Casanare
Piedemonte Meta/
Sabanas altas 0/0
Piedemonte
Casanare-Arauca/ 0.00988/0 0/0
Casanare
Maipures 0.095/0.084 0.043/0.032 0/0
Brasil 0.145/0.273 0.217/0.364 0.177/0.239 0.104/0.264 0/0
Bolivia 0.590/0.711 0.721/0.815 0.8321/0.868 0.607/0.749 0.975/0.952 0/0

901

902 Tabla 4. Resultados de analisis de demografia Historica. Los valores de R2, Fu’'s
903 Fs, Raggedness y D de Tajima, ningun resultado fue significativo (p<0.05) para los
904 intervalos de confianza de cada estimativo.

Poblaciones R2 Fu's Fs Raggedness D de Tajima
Piedemonte Meta/Sabanas altas 0.168 4.07 0.082 0.926
Piedemonte Casanare-Arauca/Casanare| 0.17  1.362 0.198 0.170
Maipures 0.109 -0.552 0.052 0.690
Colombia 0.1094 0.655 0.055 -0.083
Brasil 0.433 0.172 0.25 -0.612
Colombia-Brasil 0.109 -1.778 0.052 -0.164
Bolivia - - - -
Total 0.103 -0.084 0.033 -0.427
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ANEXO 2. Lista de muestras de Tangara cayana y outgroups utilizadas en es este estudio.

ID Muestra Taxon Museo Localidad

1CAQ Tangara cayana IAVH-11467 Colombia, Caqueta, Solano, PNN Serrania de Chiribiquete, Rio Cuiare
2MED Tangara cayana MHNU-0O-460 Colombia, Cundinamarca, Medina, San Juanito, Fca. San Antonio
3UNIL Tangara cayana MHNU-O 340 Colombia, Meta, Villavicencio, Barcelona, Unillanos

AUNIL Tangara cayana MHNU-O 341 Colombia, Meta, Villavicencio, Barcelona, Unillanos

S5PTOL Tangara cayana Andes-BT 889 Colombia, Meta, Pto. Lopez, Cgto. Pachaquiano, (INSTIVAL)

6PTOL Tangara cayana Andes-BT 890 Colombia, Meta, Pto. Lopez, Cgto. Pachaquiano, (INSTIVAL)

7MANA Tangara cayana MHNU-O 304 Colombia, Meta, Pto. Gaitan, Alto Manacacias, Fca. Manacacias
S8MANA Tangara cayana MHNU-O 23 Colombia, Meta, Pto. Gaitan, Alto Manacacias, Fca. Manacacias
9MANA Tangara cayana MHNU-0 31 Colombia, Meta, Pto. Gaitan, Alto Manacacias, Fca. Manacacias
10MANA  Tangara cayana MHNU-O 284 Colombia, Meta, Pto. Gaitan, Alto Manacacias, Fca. Manacacias
11MANA  Tangara cayana MHNU-O 306 Colombia, Meta, Pto. Gaitan, Alto Manacacias, Fca. Manacacias
12MANA  Tangara cayana MHNU-O 299 Colombia, Meta, Pto. Gaitan, Alto Manacacias, Fca. Manacacias
13MANA  Tangara cayana MHNU-O 372 Colombia, Meta, Pto. Gaitan, Alto Manacacias, Fca. Manacacias
14MANA  Tangara cayana MHNU-O 363 Colombia, Meta, Pto. Gaitan, Alto Manacacias, Fca. Manacacias
15MITI Tangara cayana MHNU-O 393 Colombia, Meta, Pto. Gaitdn, San Miguel, Fca. Mitimiti

16MITI Tangara cayana MHNU-O 407 Colombia, Meta, Pto. Gaitan, San Miguel, Fca. Mitimiti

17MITI Tangara cayana MHNU-0 421 Colombia, Meta, Pto. Gaitan, San Miguel, Fca. Mitimiti

18MITI Tangara cayana Sin Espécimen Colombia, Meta, Pto. Gaitan, San Miguel, Fca. Mitimiti

19MITI Tangara cayana MHNU-O 392 Colombia, Meta, Pto. Gaitan, San Miguel, Fca. Mitimiti

20MITI Tangara cayana MHNU-0-479 Colombia, Meta, Pto. Gaitan, San Miguel, Fca. Mitimiti

21MITI Tangara cayana MHNU-0-478 Colombia, Meta, Pto. Gaitan, San Miguel, Fca. Mitimiti

22CAGUA Tangara cayana MHNU-0 211 Colombia, Casanare, Aguazul, Iguamena, Fca. El Porvenir

23CAGUA Tangara cayana MHNU-0 212 Colombia, Casanare, Aguazul, Iguamena, Fca. El Porvenir

24CPAZ Tangara cayana IAVH-13546 Colombia, Casanare, Paz de Ariporo, Cgto. La Hermosa, Fca. Nicaragua
25CPAZ Tangara cayana IAVH-13598 Colombia, Casanare, Paz de Ariporo, Cgto. La Hermosa, Fca. Nicaragua
26CPAZ Tangara cayana IAVH-13605 Colombia, Casanare, Paz de Ariporo, Cgto. La Hermosa, Fca. Nicaragua
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Tangara cayana
Tangara cayana
Tangara cayana
Tangara cayana
Tangara cayana
Tangara cayana

Tangara cayana
Tangara cayana
Tangara cayana
Tangara cayana

Tangara cayana
Tangara cayana
Tangara cayana
Tangara cayana

Coereba flaveola
Tiaris olivacea

Thraupis episcopus
Schistochlamys melanopis

Tangara gyrola
Tangara vitriolina
Tangara vitriolina

IAVH-13606
IAVH-13608
IAVH-13611
IAVH-13660
IAVH-12755
IAVH-12754
IAVH-12903
IAVH-12772
IAVH-14240
IAVH-14242
IAVH-14451

MPEG ch216
MPEG ch233
MPEG ch234
MPEG ch235

LSUMNS 14840
LSUMNS 15414
LSUMNS 13907
LSUMNS 14853

Genbank JN568592.1

UAM JMM912
FMNH 433904
LSUMNS B9669
LSUMNS 22850
LSUMNS 34921
LSUMNS 34921

Colombia, Casanare, Paz de Ariporo, Cgto. La Hermosa, Fca
Colombia, Casanare, Paz de Ariporo, Cgto. La Hermosa, Fca

. Nicaragua
. Nicaragua

Colombia, Casanare, Paz de Ariporo, Cgto. La Hermosa, Fca. Nicaragua

Colombia, Casanare, Paz de Ariporo, Cgto. La Hermosa, Fca

. Nicaragua

Colombia, Vichada, Cumaribo, Cgto. Santa Rita,PNN El Tuparro
Colombia, Vichada, Cumaribo, Cgto. Santa Rita,PNN El Tuparro
Colombia, Vichada, Cumaribo, Cgto. Santa Rita,PNN El Tuparro
Colombia, Vichada, Cumaribo, Cgto. Santa Rita,PNN El Tuparro
Colombia, Vichada, Cumaribo, Cgto. Santa Rita,PNN El Tuparro
Colombia, Vichada, Cumaribo, Cgto. Santa Rita,PNN El Tuparro
Colombia, Vichada, Cumaribo, Cgto. Santa Rita,PNN El Tuparro

Brasil, Amapa, Tartarugalzinho, Lago Cujubim.
Brasil, Amapa, Tartarugalzinho, Lago Cujubim.
Brasil, Amapa, Tartarugalzinho, Lago Cujubim.
Brasil, Amapa, Tartarugalzinho, Lago Cujubim.

Bolivia, Santa Cruz, Serrania de Huanchaca
Bolivia, Santa Cruz
Bolivia, Santa Cruz
Bolivia, Santa Cruz, Serrania de Huanchaca

Caribbean Island of Hispaniola

Bolivia, Pando, Nicolas Suarez
Bolivia, La Paz Prov. B. Saavedra

Ecuador, Prov. Pichincha, Tumbaco, Avenal, Buena Esperanza
Ecuador, Prov. Pichincha, Tumbaco, Avenal, Buena Esperanza
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8cucullat  Tangara cucullata STRI GR-TCU2 Grenada: 6.5 km SW Grenville
8Bcuculla Tangara cucullata STRI SV-TCU2 St. Vincent: Cumberland Valley

IAVH-CT= Instituto Alexander von Humboldt, Coleccién Tejidos, MHNU-O= Museo de Historia Natural Unillanos, Andes-BT= Museo de
Historia natural Andes, FMNH= Field Museum of Natural History, STRI= Smithsonian Tropical Research Institute, LSUMNS= Louisiana
State University Museum of Natural Science, MPEG= Museu Paraense Emilio Goeldi
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