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1 RESUMEN

El canto de las aves se ha demostrado que puede formar patrones de agrupacion en distintas
poblaciones de una misma especie. Al formarse grupos vocales con el paso del tiempo, las
distintas poblaciones llegan a formar también grupos genéticos que separan las distintas
poblaciones y pueden resultar en especies distintas. Sin embargo, un contacto secundario de
estas puede resultar en la hibridacion en especies que son cercanamente relacionadas, si atin no
existe una diferenciacion total y llegan a reconocerse. Esto puede hacer que los limites
geograficos de ocurrencia de grupos genéticos diferenciados no coincidan con los limites de
variacion acustica, particularmente en especies con aprendizaje vocal. El género Pipilo presenta
dos especies (P. ocai y P maculatus) a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal (ENT), que se
hibridizan. Analisis genéticos indican la presencia de un gradiente clinal de cambio entre las dos
especies parentales a lo largo del ENT. Ademas, esta diferenciacion genética es mejor explicada
al formar tres grupos genéticos, grupo ocai, grupo hermano ocai y grupo maculatus. Esta
separacion parece ser el resultado de eventos de glaciacion durante la historia evolutiva de la
especie. El objetivo de este estudio fue evaluar la congruencia de los limites de agrupacion
genética y fenotipica, tomado como el canto en una especie con aprendizaje vocal. La
congruencia de los limites tanto genético como fenotipico podria sugerir que las mismas fuerzas

que influyeron en el patron genético han influido en el patron de diferenciacion actstica.

Se realizaron grabaciones de individuos cantando en ocho sitios que corresponden a los
muestreados por DeRaad et al. (2023) a lo largo del ENT, para poder hacer comparaciones con
el patron de agrupacion genético. El canto se fracciono en silaba a, b, ¢ y Trino como elementos
del canto. Se obtuvieron variables que describen acusticamente estos elementos del canto. Se
realizaron pruebas de Arbol de regresion, Analisis de funciones discriminantes permutado,
NMDS y Pruebas de Mantel parcial. Con estas pruebas se evalud la presencia de cuatro criterios
de agrupacion en las estructuras del canto de acuerdo a grupos genéticos descritos previamente
por DeRaad et al. (2023). Ademas, se incluy6 una agrupacion por ocho sitios que indicaria un

fuerte componente social influyendo en diferenciar cada sitio. Criterio I: presencia de ocho



sitios, Criterio II: dos grupos, Criterio III: tres grupos y Criterio IV: variacion clinal. Los analisis
indicaron que, de los 4 elementos del canto, solo la silaba a puede servir como un componente
del canto que puede diferenciar entre sitio. Los otros elementos del canto fueron
estructuralmente similares entre sitios. Se encontr6 evidencia de una estructuracion jerarquica
al agrupar los sitios muestreados, donde la mejor explicacion fue cada sitio muestreado, seguido
por el criterio de tres grupos y por ultimo el de dos grupos. Esto estuvo demostrado por el
analisis del arbol de regresion, donde se pudo tener una correcta clasificacion > 80% al recuperar
los sitios de origen de las grabaciones para ocho sitios. Ademas, el Analisis de Funciones
discriminantes permutado pudo clasificar un porcentaje mayor de las vocalizaciones en
comparacion a los otros criterios. El criterio de variacion clinal, aunque fue significativo, puede
ser el resultado de una mayor similitud en las comparaciones dentro del sitio, que se pierde al
salir de cada uno de ellos, en vez de un efecto de distancia. Los resultados no apoyan el criterio
de tres grupos como la mejor explicacion de agrupacidon acustica, como fue previamente
propuesto para los grupos genéticos. Esto posiblemente podria ser el resultado de una mayor
interaccion social de los individuos del mismo sitio con individuos de su mismo sitio,
incrementando la similitud entre ellos. Ya que la diferenciacion grupal solo fue posible con uno
de los elementos del canto, esto indica, por un lado, que los resultados de diferentes partes del
canto pueden tener diferentes historias evolutivas al sefializar la membresia de sitio. Por otro
lado, que la mayor parte del canto no es una buena sefial que pueda servir para diferenciar los
individuos de los diferentes sitios a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal, y por lo cual
puede ser una de las formas de comunicacion, que, a pesar de indicar el origen geografico con

una silaba, no es suficiente para que las dos especies se discriminen y se evite la hibridacion.

Palabras clave: Canto, variacion vocal, congruencia fenotipica, congruencia genotipica, partes

del canto.



2 ABSTRACT

Bird song has been shown to form grouping patterns in distinct populations of the same
species. As vocal groups form over time, different populations also form genetic clusters that
separate the different populations and can result in distinct species. However, secondary contact
between these groups can result in hybridization in closely related species, if full differentiation
has not yet occurred and they are recognized. This can cause the geographic limits of occurrence
of distinct genetic groups to differ from the limits of acoustic variation, particularly in species
with vocal learning. The genus Pipilo has two species (P. ocai and P. maculatus) along the
Transversal Neovolcanic Belt (ENT), which hybridize. Genetic analyses indicate the presence
of a clinal gradient of change between the two parental species along the ENT. Furthermore,
this genetic differentiation is best explained by the formation of three genetic groups: the ocai
group, the ocai sister group, and the maculatus group. This separation appears to be the result
of glaciation events during the species' evolutionary history. The objective of this study was to
evaluate the congruence of genetic and phenotypic grouping boundaries, taken as the song of a
vocally learned species. The congruence of both genetic and phenotypic boundaries could
suggest that the same forces that influenced the genetic pattern have influenced the pattern of

acoustic differentiation.

Recordings of singing individuals were made at eight sites corresponding to those sampled
by DeRaad et al. (2023) along the ENT, in order to make comparisons with the genetic grouping
pattern. The song was divided into syllables a, b, ¢, and trill as song elements. Variables that
acoustically describe these song elements were obtained. Regression tree, permuted
discriminant function analysis, NMDS, and partial Mantel tests were performed. These analyses
evaluated the presence of four grouping criteria in the song structures according to genetic
clusters previously described by DeRaad et al. (2023). In addition, a clustering by eight sites
was included, which would indicate a strong social component influencing the differentiation
of each site. Criterion I: presence of eight sites; Criterion II: two groups; Criterion III: three
groups; and Criterion [V: clinal variation. The analyses indicated that, of the four song elements,

only syllable a can serve as a song component that can differentiate between sites. The other



song elements were structurally similar between sites. Evidence of a hierarchical structuring
was found when grouping the sampled sites, where the best explanation was each sampled site,
followed by the three-group criterion, and finally the two-group criterion. This was
demonstrated by the regression tree analysis, where a correct classification rate of >80% was
achieved when recovering the sites of origin from the recordings for the eight sites. Furthermore,
Permuted Discriminant Function Analysis was able to classify a higher percentage of calls
compared to the other criteria. The clinal variation criterion, although significant, may be the
result of greater similarity in within-site comparisons, which is lost beyond each site, rather than
a distance effect. The results do not support the three-group criterion as the best explanation for
acoustic clustering, as previously proposed for genetic groups. This could possibly be the result
of greater social interaction between individuals from the same site and individuals within their
own site, increasing the similarity between them. Since group differentiation was only possible
with one of the song elements, this indicates, on the one hand, that the results of different song
parts may have different evolutionary histories in signaling site membership. On the other hand,
the results indicate that most of the song is not a good signal that can be used to differentiate
individuals from different sites along the ENT, and therefore it may be one of the forms of
communication, which despite indicating the geographical origin with a syllable, this is not

enough for the two species to discriminate each other and avoid hybridization.



3 INTRODUCCION

Los individuos de una misma especie que presentan una distribucion amplia en
diferentes areas geograficas pueden presentar cambios en sus fenotipos y genotipos a lo largo
de su rango de distribucion, resultado de presiones de seleccion tanto abidticas como bioticas
(Acasuso-Rivero et al. 2019; Ricchetti, et al. 2024). Los cambios del fenotipo pueden verse
expresados en rasgos de los individuos como el tamafio, su color o en las vocalizaciones tanto
heredas como aprendidas (Bradbury y Vehrencamp, 1998; McNaught y Owens, 2002; Lefranc,
y Bundgaard, 2004; Garcia de Leaniz, et al. 2007; Delhey, 2019; Gordillo-Martinez, et al. 2013;
Demko, et al. 2020). Estos cambios en el fenotipo son importantes en el reconocimiento de
conespecificos y heteroespecifcos (Kroodsma, 1975; Haavie et al. 2004; Greig y Webster,
2013). Estas variantes pueden resultar en diferencias en la forma de comunicacion y el
reconocimiento de los organismos, lo que potencialmente puede limitar el flujo genético entre
poblaciones (Ricchetti, et al. 2024; Andrade-Gonzalez, et al. 2023, Dingle, et al. 2010; Greig y
Webster 2013; Kleindorfer, et al. 2013; Gordillo-Martinez, et al. 2013; Nicholls, et al. 2006).

Especialmente en las aves, las sefiales vocales a menudo desempefnan un papel
fundamental en la comunicacion y el reconocimiento entre individuos conespecificos y
heteroespecificos. Entre las funciones del canto esta la seleccion de pareja (Dingle et al. 2010;
Seddon, 2005; Cody y Brown, 1970; Isler, et al. 1998; Benjamin y Graham, 2002). El canto
como una sefial acustica puede formar patrones acusticos geograficos distintivos que varian por
poblaciones a lo largo de su distribucion (Podos, 2007). Para que la comunicacion, y por lo tanto
la discriminacién y el reconocimiento entre los organismos conespecificos sea efectiva, los
organismos entonces deberian hipotéticamente compartir sefiales de comunicacion con patrones
estereotipados (Isler, et al. 1998; Benjamin y Graham, 2002; Kleindorfer, et al. 2013; Konishi,
1985). Asi, la presencia de variantes en los cantos de poblaciones de una misma especie puede
potencialmente actuar como una barrera de aislamiento reproductivo conductual, y ser clave
para aislar especies cercanamente relacionadas debido a la falta de reconocimiento (Gordillo-

Martinez, et al. 2013, Greig y Webster, 2013; Ricchetti, et al. 2024).

La presencia de variantes fenotipicas acusticas podria tener dos resultados. Por un lado,
la falta de reconocimiento puede originar una estructuracion geografica de los patrones
genéticos, que pueden llegar a coincidir con los limites de las variantes fenotipicas acusticas.
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Por otro lado, la ausencia de una diferenciacion actstica permitiria el reconocimiento entre
individuos y promoveria la homogeneizacion tanto genética como acuUstica en zonas
geograficas. Sin embargo, cuando las poblaciones varian aclsticamente la falta de
discriminacion puede dar lugar a la presencia de hibridos entre especies cercanas (Dingle, et al.
2008; Gelter, 1987, Shipilina, et al. 2017; Halfwerk, et al. 2016; Kleindorfer, et al. 2013;
Vabishchevich y Formozov, 2010). Esto se puede ver representado por la falta de coincidencia
de los limites de las variantes acusticas con el patron geografico de estructuracion genética.
Determinar la congruencia de los limites geograficos de las variantes actsticas con la
estructuracion genética, puede ayudar a entender si las fuerzas de seleccion estan actuando en
ambos aspectos. Sin embargo, aun no es claro el grado de diferenciacion que se necesita en las
variantes acusticas para que los conespecificos de distintas poblaciones puedan excluirse entre
ellos, y eventualmente puedan divergir genéticamente y se separen en especies distintas

(Ricchetti, et al. 2024; Bolus, 2014; Matessi, et al. 2000).

Ademas, considerando que una vez que ha ocurrido el proceso de especiacion, las
especies hermanas resultantes pueden llegar a tener contacto secundario y como consecuencia
formar hibridos si el aislamiento reproductivo no ha sido completado (Grant y Grant, 1997;
Shipilina, et al. 2017; Halfwerk, et al. 2016; Kleindorfer, et al. 2013; Vabishchevich y
Formozov, 2010; Dingle, et al. 2008; Gelter, 1987). Especies hermanas aun pueden guardar
cierto parecido en su fenotipo a pesar de la especiacion; alternativamente, especies hermanas
pueden ser fenotipicamente diferentes, pero no ser capaces de discriminarse entre ellas.
Entonces, si las especies hermanas aun presentan cierto grado de similitud en su fenotipo, o no
pueden discriminar, es posible que estos puedan aln generar una respuesta positiva ante
vocalizaciones parecidas, aunque disminuida, ante las vocalizaciones de organismos de especies
cercanas y pueda permitir la reproduccion (Greig y Webster, 2013; Kroodsma, 1975). En este
sentido, evaluaciones del patron de diferenciacion fenotipica y su congruencia con el patron
geografico de estructuracion genética pueden ayudar a entender si las fuerzas de seleccion estan
actuando en ambos aspectos, y por lo tanto entender la factibilidad de que dos especies

cercanamente relacionadas se entrecrucen.



4 ANTECEDENTES

La variacion actstica puede suceder a nivel intraespecifico en aves cuando poblaciones
de una misma especie presenta variantes de la misma sefal acustica, la cual puede ser el primer
paso que potencialmente puede llevar al origen de nuevas especies. Variaciones intraespecificas
pueden suceder cuando el canto varia de forma clinal entre poblaciones de la misma especie.
Por ejemplo, el canto de Melospiza melodia cambia paulatinamente con la distancia entre
poblaciones en una zona de 120 km de largo en su area de distribucion. Esto significa que la
similitud del canto disminuye con la distancia y las poblaciones adyacentes son mas similares
que las poblaciones mas alejadas (Christopher, et al. 1999). Esto normalmente es explicado por
mecanismos implicados en la evolucion cultural entre las poblaciones (Christopher, et al. 1999;
Searcy, et al. 1997). La importancia de determinar estos patrones de variacion actstica es que
la disminucion en la similitud de los cantos puede significar una disminucion en la respuesta de

reconocimiento de las demas poblaciones en el mismo sentido (Searcy, et al. 1997).

Monarca castaneiventris es otra especie de ave con variaciones fenotipicas
poblacionales presente en las islas Salomon. Los individuos de cada una de las islas emiten un
tipo de canto distinto, fomentado por el aislamiento geografico entre ellas (Uy y Safran, 2013).
Se ha encontrado también que el canto de dos poblaciones de Henicorhina leucophrys puede
variar, en donde el canto de cada una de ellas presenta caracteristicas distintivas (Halfwerk, et
al. 2016; Dingle, et al. 2008). Otro ejemplo también puede ser el de dos poblaciones de Malurus
cyaneus. Los individuos de estas dos poblaciones son diferentes en las propiedades actsticas de
su canto, lo cual permite que puedan discriminarse acusticamente entre ellas (Kleindorfer, et al.
2013). Esto indica la presencia de variaciones acusticas de tal forma que se diferencian

acusticamente entre subespecies o grupos de subespecies.



4.1 CONSISTENCIAENTRE LIMITES DE ESTRUCTURACION GENETICAY
ACUSTICA

El impacto de la variacion vocal en el sistema de comunicacion de una especie puede
ser visto al evaluar como coinciden los limites geograficos de la variacidon vocal, con los limites
de la estructuracion genética de una especie (Garcia, et al. 2018; Soha, et al. 2004; Wright y
Wilkinson, 2001). Aunque se han hecho evaluaciones del patron de variacion vocal de muchas
especies y se ha propuesto que las variaciones vocales pueden servir como barreras potenciales
de reconocimiento, la evidencia sobre la congruencia de los limites genéticos con los limites
vocales es limitada. Uno de los patrones que se ha encontrado es unja coincidencia de los limites
genéticos con los actsticos. Asi, se ha encontrado que uno de los cantos de Xiphorhynchus
fuscus presenta variantes vocales en tres de sus poblaciones, las cuales coinciden con sus limites
genéticos, presentando una diferenciacion de las tres poblaciones a lo largo de una variacion
clinal (Garcia, et al. 2018). Sin embargo, existen casos en los que, a pesar de presentar
diferenciacion acustica, muchas veces marcadas, ain siguen presentando poca o nula

diferenciacion genética.

Esta baja concordancia en los limites genéticos y vocales que se han encontrado en
Amazona auropalliata, en la cual, a pesar de presentar tres dialectos vocales marcadamente
distintos, genéticamente solo existe una poblacion, indicando que atn existe flujo genético entre
los distintos grupos (Wright y Wilkinson, 2001). Este flujo genético puede explicarse debido a
que los organismos aiin pueden mostrar cierto reconocimiento entre poblaciones, al responder a
la invasion simulada de territorios con vocalizaciones de las poblaciones vecinas (Wu, et al.
2023; Araya-Salas, et al. 2019; Dingle, et al. 2010; Wright, et al. 2008). Esto indica que, a pesar
de la marcada diferencia de las vocalizaciones, los organismos pueden atin reconocerse y podria
explicar porque los limites vocales no coinciden con los limites genéticos. Ademas,
traslocaciones entre poblaciones con vocalizaciones distintas han probado que los organismos
pueden aprender la nueva variante local, y adecuarse al nuevo ambiente social (Salinas y Wright
2012). También se ha observado que, en ocasiones es posible tener tanto diferenciacion genética
como vocal, pero sus limites no coinciden espacialmente dentro del rango de distribucion de la
misma especie, como sucede en Zonotrichia leucophrys y Ptilonorhynchus violaceus. La falta

de congruencia entre los limites geograficos y vocales sugeriria que los organismos se mueven



entre zonas acusticas, y ademas pueden aprender vocalizaciones, generando vocalizaciones o
repertorios con partes vocales de las otras poblaciones (Nicholls, et al. 2006; Soha, et al. 2004).
Por otro lado, la presencia de congruencia en los limites indicaria que no existe movimiento

entre las distintas areas acusticas o que el aprendizaje ocurre antes de la dispersion.

4.2 VARIACIONES ACUSTICAS Y LA PRESENCIA DE HIBRIDOS

También se ha demostrado que a pesar de las diferencias acusticas que lleguen a
presentar las especies o sus poblaciones, estas pueden llegar a desarrollar hibridos cuando
ocurren en una zona de contacto. La presencia de organismos hibridos puede deberse a la
similitud de los cantos de ambas especies hermanas cercanas en contacto. La presencia de esta
similitud puede deberse a dos escenarios; por un lado, esta similitud puede deberse a una
diferenciacion insipiente o nula en el canto entre ambas especies. Alternativamente, ambas
especies pueden presentar un alto grado de similitud en sus vocalizaciones debido a la
interaccion social en aves que presentan el aprendizaje vocal, como son las aves oscinas.
Henicorhina leucophrys, es un ave oscina donde individuos de una de las variantes acusticas
regionales pueden llegar a generar un canto similar a los individuos de otra de las variantes
acusticas por aprendizaje vocal, y generar hibridos. En este caso pueden suceder dos escenarios,
uno es donde los organismos hibridos pueden generar un canto mixto de ambos grupos vocales
en la zona de contacto. Alternativamente, los organismos en la zona de contacto generan el canto
de una solo variante acustica debido a un aprendizaje asimétrico por una falta de reconocimiento
como conespecifico (Halfwerk, et al. 2016; Dingle, et al. 2008). La presencia de un canto mixto
ha reducido la capacidad que tienen estos grupos vocales en el reconocimiento y ha fomentado
su hibridacion (Halfwerk, et al. 2016). La presencia de variaciones acusticas de los cantos se ha
observado también en las especies Ficedula hypoleuca y F. albicollis, en las cuales sus cantos
presentan diferencias en sus caracteristicas aclsticas en zonas alopatricas, pero en las zonas
simpatricas sus cantos suelen tener caracteristicas compartidas (Vabishchevich y Formozov,
2010; Haavie et al. 2004; Saetre, et al. 1999; Saetre, et al. 1997). Los organismos hibridos en la
zona de contacto también pueden presentar un aprendizaje asimétrico en su canto hacia la

especie F. albicollis, y sus cantos mixtos suelen tener poca presencia (Vabishchevich y



Formozov, 2010; Gelter, 1987). Otro ejemplo de cantos mixtos o de aprendizaje asimétrico a un
parental, son los hibridos de las subespecies Phylloscopus collybita abietinus y P. collybita
tristis, donde los organismos hibridos y los de tristis que se encuentran en la zona de contacto
suelen presentar cantos mixtos o asimétricamente aprender sélo el canto de abietinus (Shipilina,
et al. 2017). Sin embargo, hay un desconocimiento de como influyen los patrones de variacion
geografica del canto en la presencia de hibridos en la zona de contacto. En este sentido, si el
canto es importante en la reproduccion de los organismos, la presencia de un canto con ligeros
cambios acumulados con la distancia, o con caracteristicas de las diferentes especies que

suceden en una zona de contacto podria jugar un papel importante en la presencia de hibridos.

4.3 MODELO DE ESTUDIO

El rascador moteado (Pipilo maculatus) y el rascador de collar (P. ocai) pertenecen a la
familia Passerellidae. Ambas especies forman parte de cuatro especies hermanas monofiléticas
que divergieron hace mas de dos millones de afios, en las cuales P. maculatus y P.
erythrophthalmus estan mas relacionadas entre si y se separan de P. ocai y P. chlorurus
(DeRaad, et al. 2023; DaCosta, et al. 2009). En México, la especie P. maculatus se encuentra
desde el norte de México hasta Chiapas. A lo largo de su rango de distribucion se le encuentra
en altitudes que rondan entre los 1700 y 2700 msnm, donde es posible encontrarlo en bosques
de encino y pino-encino. Mientras que P. ocai es endémico a las montafias mas altas del altiplano
mexicano, a una altura entre 1800 - 3800 msnm (Loera-Casillas, et al. 2022; Sibley y West,
1958); esta presente en lugares donde predomina una vegetacion de maleza densa asociada con
bosques de pinos y abetos. Esta situacion sugiere que las especies tienen poco contacto entre
ellas, debido a diferencias ecologicas por el tipo de vegetacion preferido y por las altitudes donde

preferentemente cada especie se encuentra, (Sibley y West, 1958).

P. ocai presenta un plumaje de alas y espalda de color verde-oliva, cabeza rallada con
una corona color canela, con la garganta blanca, el pecho negro (Fig. 1a), y con un rango de
longitud de pico a cola de 20-21 c¢cm. Por otro lado, P. maculatus presenta un plumaje con la
cabeza, espalda y pecho negros, vientre blanco y costados del abdomen café-rojizo con manchas

blancas en las alas (Fig. 1b; Howell y Webb, 1995; Peterson y Chalif, 1973), con un peso de 33-
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49 gr, una longitud de pico a colal7-21 cm y una envergadura de 28 cm (Animalia, 2024). Estas
dos especies de rascadores forman un complejo de hibridacion en dos zonas de México, a través
del Eje Neovolcanico Transversal y en la Sierra Madre Oriental. En el Eje Neovolcanico
Transversal se presentan ambas especies parentales en los extremos, estando presente P. ocai
en Colima, extremo Oeste y P. maculatus en Puebla, extremo Este (DeRaad, et al. 2023;
Kingston, et al. 2017; Kingston, et al. 2012).

Figura 1: Ilustraciones representativas de a) Pipilo ocai y b) Pipilo maculatus. Imagen
modificada de DeRaad, et al. (2023).

El complejo de hibridacion que forman P. maculatus y P. ocai ha sido evaluado
utilizando caracteristicas fenotipicas del plumaje y la estructuracion genética. Los analisis
genéticos de este complejo de hibridacion indicaron que los hibridos abarcan gran parte de la
distribucion en el Eje Neovolcanico Transversal, teniendo una zona de contacto hibrida desde
la zona de Mazamitla hasta la Sierra de las Cruces (DeRaad, et al. 2023). DeRaad, et al. (2023)
proponen que con los ochos sitios que muestrearon se pueden formar grupos genéticos basados
en dos Criterios de agrupacion, para las poblaciones que se presentan a lo largo del Eje
Neovolcanico Transversal. Los Criterios de agrupacion fueron son dos, tres grupos genéticos, y
una variacion clinal. El Criterio genético de dos agrupaciones divide la distribucion del
complejo Pipilo a la mitad en dos. Por un lado, esta el grupo del Oeste, organismos con mayor
similitud a P. ocai. Por otro lado, esta el grupo del Este, organismos con mayor similitud a P.
maculatus. El grupo del Oeste incluye los sitios Tapalpa, Mazamitla, Uruapan y Ario de
Rosales. El grupo del Este incluye los sitios de Puerto Morillos, Morelia, Zitacuaro, Lerma,

Meéxico y Rio Frio, Puebla.
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Por su lado, el Criterio genético de tres grupos muestra una subestructura en la que se
divide al grupo del Oeste en dos subgrupos, el subgrupo ocai y el subgrupo hermano ocai,
resultado potencialmente de eventos de glaciacion durante la historia evolutiva del complejo de
hibridacion. Por otra parte, el grupo del Este queda nombrado como grupo maculatus. En este
Criterio de tres grupos, el grupo ocai estd formado por los sitios de Tapalpa y Mazamitla, el
grupo hermano ocai estd formado por los sitios de Uruapan y Ario de Rosales y el grupo
maculatus conserva los sitios del grupo Este (DeRaad, et al. 2023). Una variacion clinal en este
complejo de hibridacién se observd porque los individuos hibridos muestran un patrén en el
fenotipo y genotipo que mientras nos movemos a lo largo de esta distribucion podemos observar
mayor parentesco tanto genético como fenotipico hacia uno de los dos parentales, P ocai o P.
maculatus. Se puede observar que entre mas se alejan del oeste hacia el centro del Eje
Neovolcanico Transversal, la similitud fenotipica del plumaje y genética de los organismos va
disminuyendo con P. ocai y va aumentando con P. maculatus. Mientras que los individuos de
las poblaciones que se alejan del extremo este, hacia el centro del Eje Neovolcanico Transversal,
van disminuyendo su similitud con P. maculatus y va aumentando con P. ocai (DeRaad, et al.
2023). Una agrupacion sosteniendo la division por sitio no fue evaluada por DeRaad, et al.
(2023); sin embargo, existe evidencia que esto puede suceder en otras especies con aprendizaje

vocal (Salinas-Melgoza y Renton 2021) y podria estar presente en este complejo de hibridacion.

En este complejo de hibridacion se han estudiado los patrones de coloracion del plumaje
y su estructura genética, de tal forma que la informacién que existe sobre el canto de la especie
es practicamente nula (DeRaad, et al. 2023; Kingston, et al. 2017; Kingston, et al. 2012; Sibley
y West, 1958). Aunque ambas especies pueden presentar varias vocalizaciones, el canto mas
representativo de ellas esta compuesto por dos partes. La primera parte del canto, estd compuesta
por una o dos frases y, cada frase esta compuesta por distintas silabas que varian en cantidad de
elementos. La segunda parte estd compuesta por un Trino. P. ocali, se caracteriza por presentar
comunmente una frase de una silaba con una nota inicial y un Trino (Fig. 2a), mientras que el
canto de P. maculatus tipicamente presenta una frase de dos silabas y el Trino (Fig. 2b). No se
ha determinado si el canto también coincide con el patron de diferenciacion genética del

complejo de hibridacion identificado por DeRaad, et al. (2023).
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Debido a que la especie presenta aprendizaje vocal, el canto también podria presentar un
patron de diferenciacion clinal, similar al patrén clinal genético, y que pudiera por lo tanto influir
en fomentar la hibridacion. Una congruencia acustica con los dos Criterios genéticos revelaria
una separacion de grupos acusticos en la parte central del rango de distribucion, destacando
similitudes mayores con cada especie parental o la historia evolutiva del complejo de

hibridacion.
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Figura 2: Espectrogramas representativos del canto tipico de: a) P. ocai, presentando una frase
conformada por una silaba de dos notas y un Trino; b) P. maculatus, presentando una frase de

dos silabas, cada una con una nota y un Trino. F1) primera parte y F2) segunda parte.

En cuanto al plumaje, el complejo de hibridacion P. ocai x P. maculatus se ha mantenido
con el tiempo lo largo del Eje Neovolcanico Transversal en las mismas proporciones (DeRaad,
et al. 2023; Kingston, et al. 2017; Kingston, et al. 2012; Sibley y West, 1958). Esta consistencia
temporal de la proporcion de los hibridos sugiere que el grado de similitud en el canto entre
individuos del mismo sitio podria ser clave para propiciar el emparejamiento entre fenotipos
similares y por lo tanto ejercer cierta presion para mantener esta continuidad de la proporcion,
potencialmente seleccionando en contra de aquellos con las caracteristicas de los cantos
diferentes. Asi, una congruencia acustica con la agrupacion de ocho sitios podria revelar una
alta interaccion de los individuos del mismo sitio entre ellos, incrementando su similitud,

convirtiéndose asi esto en un tercer Criterios de agrupacion.

El presente estudio pretende hacer una caracterizacion y evaluacion del patron de
variacion acustica en el complejo de hibridacion de Pipilo maculatus x P. ocai a través del Eje

Neovolcanico Transversal. Con base en el patron de agrupacion genética del complejo de
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hibridacion, se hipotetiza que, el patron de estructuracion del canto concordara con los Criterios
de agrupacion genético a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal. Alternativamente, debido
al aprendizaje vocal que presenta las especies parentales se hipotetiza que una diferenciacion

acustica por sitio podria ser posible.

5 HIPOTESIS

Los limites geograficos de los elementos del canto del complejo de hibridacion Pipilo (P.
ocai x P. maculatus) coincidiran con los limites de agrupacion genética propuesto por DeRaad,

et al. (2023) a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal

6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVOS GENERAL

Evaluar la concordancia de los limites geograficos de variacion vocal y los grupos
genéticos del complejo de hibridacion P. ocai x P. maculatus a través del Eje Neovolcanico

Transversal.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar la estructura espectral del canto del complejo de hibridacion de P. ocai x P.

maculatus presente en el Eje Neovolcanico Transversal.

- Determinar la congruencia de una variacion clinal en las vocalizaciones con la genética

del complejo de hibridacion de P. ocai x P. maculatus.

- Determinar la asociacion entre la variacion acustica del canto con respecto a los Criterios
de agrupacion de ocho, dos y tres grupos en el complejo de hibridacion de P. ocai x P.

maculatus.

14



7 METODOS

7.1 AREA DE ESTUDIO

Este estudio se realizo en ocho localidades a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal,
el cual se extiende desde el Océano Pacifico hasta el Golfo de México. Los ocho sitios que se
muestrearon, fueron lo mas cercano posible a los sitios que corresponden a los descrito en
DeRaad et al. (2023), de tal forma que permita hacer comparaciones con los patrones genéticos
de los grupos descritos en ese estudio. Esta drea geografica abarca una extension de 130
kildémetros, con un rango altitudinal que va desde 300 msnm y hasta los 5600 msnm de altitud
(Rzedowski, 2006). La zona de estudio presenta una amplia composicion vegetativa, siendo los
principales tipos de vegetacion los bosques templados de pino, oyamel y encino, selva mediana,
selva baja caducifolia, matorral xeréfilo, pastizal, pastizal alpino, bosque mesofilo de montana,

vegetacion acudtica y mal pais (Yarza de, 2003).

7.2 OBTENCION DE VOCALIZACIONES

Se visitaron los ocho sitios a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal (Tabla 1). En
esos sitios se realizaron biisquedas intensivas de individuos machos del complejo de hibridacion
P. ocai x P. maculatus para obtener grabaciones de sus vocalizaciones. Las grabaciones de las
vocalizaciones se realizaron en dos periodos: de marzo a mayo del 2023 y de marzo a mayo del
2024. Para obtener las grabaciones se utilizaron grabadoras tipo Tascam DR-05 con un

micréfono omnidireccional con el que cuenta el dispositivo.

En total se grabaron 379 cantos, correspondientes a 128 individuos, teniendo en
promedio 18 + 2 individuos por sitio. Para el estudio, se consideraron 15 individuos por sitio y
tres cantos por individuo; sin embargo, para los sitios de Colima, Mazamitla y Paramuen,
obtuvimos catorce individuos con tres y un individuo con dos cantos. En el caso de Paracho, se
registraron trece individuos con tres cantos, un individuo con dos cantos y un individuo con un

solo canto.
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Tabla 1: Ubicacion geografica de los sitios muestreados.

# individuos

Sitio msnm Latitud Longitud
grabados

Nevado de Colima, Colima 3,417 19.5914 103.5975 16
Mazamitla, Jalisco 2,500 19.9101 102.9994 20
Paracho de Verduzco,

2,500 19.9073 102.9908 16
Michoacan
Paramuen, Santa Clara del

2,200 19.3236 101.6913 20
cobre, Michoacan
Parque nacional Cerro de
Garnica, Queréndaro, 2,700 19.6874 100.9115 16
Michoacan
Centro Ecoturistico Llano de las

. 3,300 19.6680 100.2780 16

Papas, Angangueo, Michoacan
Desierto de los Leones,
Cuajimalpa de Morelos, Ciudad 3,200 19.2975 99.3588 20
de México
Nanacamilpa, Tlaxcala 2,900 19.4799 98.5770 20

7.3 CARACTERIZACION ACUSTICA DE INDIVIDUOS DEL COMPLEJO
PIPILO.

Cada grabacion se reviso visual y actisticamente usando el programa Raven-Pro 1.6. Se
utiliz6 el canto mas frecuente vocalizado por los machos en los diferentes sitios, el cual coincide
con el canto modelo descrito previamente, que consiste de una a dos frases iniciales y un Trino
(Fig. 3y 4). A lo largo de toda la distribucion, el canto més representativo estd formado por tres
silabas distintas, estas silabas forman las frases de la primera parte del canto. Esto corresponde
auna frase para cada silaba. Los cantos inicamente presentan una o dos de las tres frases, nunca

presentando las tres frases juntas.

16



Para poder medir de manera confiable las distintas variables acusticas, se seleccionaron
tres cantos por individuo que tuvieran una buena relacion sefial/ruido, de los cuales se definieron
los siguientes elementos del canto que fueron analizados de forma independiente. Los elementos
del canto se denominaron silaba a, b, ¢ y el Trino (Fig. 3). Primero se consideraron las tres
distintas silabas de los cantos revisados: i) Silaba a: conformada por una o en ocasiones dos
notas que se encuentran en frecuencias por debajo de los 6 KHz, ii) silaba b: compuesta por solo
una silaba modulada en frecuencias por arriba de los 6 KHz y debajo de los 10 KHz, iii) silaba
C: dos notas diferentes moduladas con frecuencias que varian desde por encima de los 7KHz y
descienden hasta los 2 KHz. En la silaba c, la primera nota siempre es la mas aguda y la segunda
es la mas grave; y iv) Trino, que son notas emitidas de forma consecutiva que pueden variar en
numero (Fig. 4). No todos los cantos de todos los sitios presentan necesariamente las silabas a,

by c a la vez; sin embargo, el Trino invariablemente esta presente en todos los cantos.
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Figura 3. Ejemplo de un canto hipotético caracteristico del complejo de hibridacion P. ocai x P.
maculatus que incluye todos los elementos descritos, indicando los elementos del canto
evaluados en este estudio. Con letras se indican los elementos del canto que lo conforman: 1)
silaba a, i1) silaba b, iii) silaba c, iv) Trino, v) frases. Los 6 kHz que divide la silaba ay la b, se

encuentra sefialada con una linea punteada.
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Figura 4: Representacion de los espectrogramas de un canto de cada sitio estudiado del complejo
de hibridacion P. ocai x P. maculatus a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal. En color
verde se encuentra el area donde se distribuyen los organismos de este complejo de hibridacion.
El nimero encima del espectrograma representa la localidad: 1) El Nevado de Colima, Colima;
2) Mazamitla, Jalisco; 3) Paracho de Verduzco, Michoacan; 4) Paramuen, Santa Clara del cobre,
Michoacan; 5) Parque Nacional Cerro de Garnica, Queréndaro, Michoacan; 6) Centro
Ecoturistico Llano de las Papas, Angangueo, Michoacan; 7) Desierto de los Leones, Cuajimalpa
de Morelos, Ciudad de México y 8) Nanacamilpa, Tlaxcala. Mapa de distribucion en el Eje

Neovolcanico Transversal hecho por Angel Ramén Orozco Ortega.

Se obtuvieron las siguientes variables acusticas que describen los elementos del canto
usando el paquete WarbleR para R 4.4.2 (Araya-Salas y Smith-Vidaurre, 2017) y el Programa
Raven-Pro 1.6: a) Frecuencia pico de la silaba (Pico Hz), b) Frecuencia pico del inicio de la
silaba (Inicio Hz), ¢) Frecuencia pico del final de la silaba (Final Hz), d) duracion de la frase, e)
Ancho de banda de la silaba, f) Promedio de la frecuencia dominante (Prom HZ Dom), g)

Minimo de la frecuencia dominante (minDom) y h) Maximo de la frecuencia dominante
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(maxDom), y para el Trino se agrego6, i) Tasa de trino, definido como cantidad de silabas por

segundo (Roach y Phillmore, 2017; Petruskova, et al. 2014).

Para evaluar la variacion acustica que presenta este complejo de hibridacion se
consideraron los tres Criterios de agrupacion de variacidon genética propuestas por DeRaad, et
al. (2023). Criterio I: Cada uno de los ocho sitios se diferencia, en este Criterio los sitios pueden
indicar activamente su membresia de sitio. Criterio II: Indica la presencia de dos grupos
genéticos. El grupo del Oeste incluye los sitios Colima, Mazamitla, Paracho y Paramuen. El
grupo del Este incluye los sitios de Cerro de Garnica, Angangueo, Desierto de los Leones y
Nanacamilpa. Criterio III: Tres grupos genéticos, esta conformado los siguientes sitios: el grupo
ocai esta formado por Colima y Mazamitla, el grupo hermano ocai estd formado por Paracho y
Paramuen y el grupo maculatus conserva los sitios del grupo Este. Criterio IV: indica la

presencia de un patron clinal a lo largo del area de estudio.

7.4 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un andlisis de correlacion de las variables acusticas para cada uno de los
elementos del canto por separado, para determinar que variables estaban relacionadas y evitar
colinealidad (Apéndice Tabla 1, 2, 3 y 4). Las variables que se mantuvieron y fueron utilizadas
en andlisis subsecuentes incluyeron: a) Silaba a: Hz, duracion de la frase, Ancho de banda y
minDom. b) Silaba b: Pico Hz y duracién de la frase. c) Silaba c: Pico Hz, Inicio Hz, Final Hz,
duracion de la frase y Ancho de banda. d) Trino: Pico Hz, Inicio Hz, Final Hz, duracion de la

frase, Tasa de trino y Ancho de banda.

Para probar la coincidencia de los grupos genéticos con los grupos acusticos, se
realizaron tres tipos de pruebas estadisticas. Para evaluar los cuatro Criterios de agrupacion de
variacion genética primero se realizd un Escalamiento Multidimensional no Métrico (NMDS)
en cada uno de los elementos del canto. Con este andlisis se evalu6 la variacion de las diferentes
vocalizaciones por Criterio de agrupamiento, y se considerd como se distribuian los grupos en
el espacio acustico, de tal forma que vocalizaciones mas similares se encuentra mas cercanas.

El NMDS utiliz6 los valores de las variables no redundantes que caracterizan acusticamente
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cada uno de los elementos del canto. También se obtuvo el valor de estrés, donde valores iguales
o inferiores a 0.05 indican un buen ajuste. Para este andlisis se usod el Paquete Vegan del

Programa R (vers. 4.4.2).

Después, para determinar si existia un efecto del tipo de agrupacion al considerar ocho,
dos y tres grupos acusticos, se hizo un Analisis de Funciones Discriminantes permutado (AFDp)
(Mundry y Sommer 2007), con el cudl se evalud cada elemento del canto en cada Criterio de
agrupacion. Este andlisis considera la falta de independencia de los datos para determinar la
diferenciacion entre grupos de datos. También, se realizd un analisis de arbol de regresion, el
cual nos permite determinar si se podian recuperar los grupos geograficos asignados a los
individuos usando las variables no redundantes que caracterizan mejor cada elemento del canto
del complejo Pipilo. En este analisis se obtuvo el porcentaje de correcta clasificacion del grupo
geografico origen de las vocalizaciones con aquellos grupos propuestos por el andlisis en una
matriz de confusion, basado en las caracteristicas actsticas de los elementos del canto. Ademas,
con este analisis es posible obtener los atributos explicativos de cada arbol de regresion, los
cuales indican la contribucion de cada variable al recuperar los grupos geograficos para cada

elemento del canto.

Para evaluar el Criterio IV, un patrdn clinal en las vocalizaciones, se realizo una prueba
de Mantel Simple y una prueba de Mantel Parcial. Para hacer las pruebas de Mantel, primero se
obtuvo una matriz de similitud al realizar una correlacion cruzada de los espectrogramas de las
vocalizaciones de los elementos del canto de los 15 organismos de cada sitio, usando el
programa Signal (version 5.0, Engineering Design, Inc). Este analisis provee valores de
correlacion de las comparaciones pareadas de las grabaciones que van de cero a uno; lo cual fue
considerado como un valor de similitud entre las vocalizaciones comparadas. Valores mas
cercanos a uno indican un mayor grado de similitud entre las vocalizaciones comparadas.
Ademas, se construy6 un matriz de distancias geograficas de separacion entre sitios en Km; esta
matriz fue considerada en cada uno de los elementos del canto. Por ultimo, se realiz6 una matriz
binaria, en la que se indico con el niimero uno cuales eran las comparaciones de cantos del
mismo individuo y con un cero se indicoé la comparacion de cantos distintos. La prueba de
Mantel Simple se realizé utilizado tanto la matriz de similitud como la matriz de distancia, y la

prueba de Mantel Parcial se utilizaron las tres matrices, Similitud, distancia y binaria. Con la
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prueba parcial de Mantel se controld el efecto de tener varios cantos por individuo y evitar
problemas de pseudoreplicacion. Ambas pruebas se realizaron en el programa ZT (Bonnet y de
Peer, 2002). La asociacion de la matriz de distancias geograficas entre sitios y la matriz similitud
de los elementos del canto indicaria la presencia de un patron geografico clinal en las

vocalizaciones basado en la distancia.

También se realizaron pruebas de t usando los valores de similitud y las variables
acusticas de diferentes formas. Se agruparon los valores de similitud de las comparaciones de
vocalizaciones de individuos con la distancia en dos grupos, a) comparaciones dentro del sitio
y b) comparaciones entre sitios. La comparacion dentro del sitio corresponde a la distancia cero,
mientras que el segundo grupo corresponderian a comparaciones entre sitios. a) primero se
compard dentro y entre grupos para los Criterios I, II y III de agrupacion. Para determinar si los
individuos de cada agrupacion presentaban mayor similitud dentro del mismo sitio que entre los
sitios externos. b) Se realiz6 una segunda prueba de t para comparar los valores de las variables
acusticas que caracterizaba cada elemento del canto de los sitios parentales extremos
geograficos de la distribucion, Colima con Nanacamilpa y asi determinar si las especies
parentales se diferencian acusticamente. c) Finalmente, se realizé una tercera prueba de t en la
que se compararon los valores de las variables acusticas que caracterizaba cada elemento del
canto de los sitios parentales extremos geograficos de la distribucion, por un lado, el sitio Colima
con los sitios donde hay hibridos de Mazamitla, Paracho, Paramuen, Cerro de Garnica,
Angangueo y Desierto de los Leones. Por otro lado, se compararon los sitios donde hay hibridos
con el sitio de distribucion extrema de Nanacamilpa. Esto serviria para determinar si los sitios

de las especies parentales son diferentes de los sitios con hibridos.
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8 RESULTADOS

8.1 ESCALAMIENTO MULTIDIMENSIONAL NO METRICO

De acuerdo a los resultados obtenidos del Escalamiento Multidimensional no Métrico
(NMDS), en todos los Criterios de agrupacion se tuvo un alto nivel de superposicion en el
espacio acustico en cada uno de los elementos del canto. Sin embargo, dentro de este traslape,
se logra observar una separacion entre algunos sitios en la silaba a para cada una de las tres
Criterios revisadas a lo largo del eje 2 del NMDS (Fig. 5, 6 y 7, y Apéndice Fig. 1, 2 y 3). Al
evaluar el Criterio I, en la silaba a se logra apreciar una separacion entre Colima, Mazamitla y
Paracho, que, aunque muestran cierto sobrelape, se agrupan, quedando en la parte superior del
espacio acustico. Por su lado, los sitios de Nanacamilpa, Desierto de los Leones y Angangueo
quedan en la parte inferior del espacio acustico (Fig. 5b). En la silaba a, en el NMDS tanto para
el Criterio II (Fig. 6b) como el Criterio III (Fig. 7b) puede verse una separacion de los grupos
mas clara con un ligero traslape. Ademas, para el NMDS del Criterio III (Fig. 7b), los grupos
ocai, hermano ocai y maculatus se distribuyen en espacio acustico a lo largo de un gradiente en
el eje 2, y que coincide con un acomodo que va del Oeste al Este en el Eje Neovolcanico
Transversal. Por otra parte, en los demds elementos del canto se puede apreciar un traslape total,
como es el caso del Trino en los tres Criterios de agrupamiento (Fig. 5a, 6a 'y 7a, Apéndice Fig.

1,2y3).
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Figura 5: Resultados del analisis de Escalamiento Multidimensional no Métrico (NMDS)
considerado para el Criterio I para las diferentes unidades actsticas del repertorio vocal del
complejo Pipilo y sus hibridos a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal usando las variables

no redundantes que caracteriza a cada elemento del canto. a) Trino, b) silaba a.
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Figura 6: Resultados del andlisis de Escalamiento Multidimensional no Métrico (NMDS)
considerado para el Criterio II para las diferentes unidades acusticas del repertorio vocal del
complejo Pipilo y sus hibridos a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal usando las variables

no redundantes que caracteriza a cada elemento del canto. a) Trino, b) silaba a.
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Figura 7: Resultados del andlisis de Escalamiento Multidimensional no Métrico (NMDS)
considerado para el Criterio III para las diferentes unidades actsticas del repertorio vocal del
complejo Pipilo y sus hibridos a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal usando las variables

no redundantes que caracteriza a cada elemento del canto. a) Trino, b) silaba a.

8.2 ANALISIS DE FUNCIONES DISCRIMINANTES PERMUTADO

El Andlisis de Funciones Discriminantes permutado (pDFA) indic6 que, aunque la
correcta clasificacion de los elementos para los tres Criterios disminuyo después de la
permutacion, fue posible observar significativamente un efecto del tipo de agrupacion para el
Criterio I, solo con la silaba a, ¢ y el Trino. Esto indica que es mas probable encontrar ocho
grupos acusticos, que dos o tres, si la especie utiliza estos tres elementos del canto. Ademas, en
la silaba a también se tuvo un efecto para el Criterio II y III. El andlisis también indico que la
silaba b no podria ser utilizada como una estrategia para diferenciar grupos acusticos, ya que no
fue posible detectar un efecto significativo por tipo de agrupacion en este elemento del canto

(Tabla 1).

25



Tabla 1: Resultados del Analisis de Funciones Discriminantes permutado (AFDp) de acuerdo a
los tres Criterios de agrupacion para cada elemento del canto. Elementos del canto, * y letras en

negrillas muestra los valores de P con valores significativos.

Elementos del Tipo de % correcta % correcta P clasificacion
. clasificacion pre- clasificacion  post- post-
canto agrupacion ) ) )
permutacion permutacion permutacion
8 grupos 33.03 24.47 0.03*
Trino 2 grupos 60.97 58.27 0.17
3 grupos 48.38 38.53 0.35
8 grupos 38.27 29.25 0.01*
Silaba a 2 grupos 72.34 71.09 0.00*
3 grupos 57.20 57.09 0.00*
8 grupos 29.22 22.90 0.22
Silaba b 2 grupos 57.79 57.87 0.33
3 grupos 40.18 39.32 0.49
8 grupos 90.68 39.47 0.02*
Silaba c 2 grupos 76.69 67.37 0.16
3 grupos 62.66 54.58 0.15

8.3 ANALISIS PARA RECUPERAR LA IDENTIDAD DE LOS SITIOS BASADO
EN LAS CARACTERISTICAS ACUSTICAS DE LOS CANTOS

Los resultados del arbol de regresion indican que fue posible recuperar el origen
geografico de las vocalizaciones de manera correcta con un alto nivel para todos los elementos
del canto, y los diferentes Criterios de agrupacion para el complejo Pipilo. En general, al
considerar todos los elementos del canto y en conjunto los tres Criterios revisados, el elemento
del canto mejor clasificado fue la silaba a en todos los Criterios. El peor elemento del canto
clasificado para el Criterio I fue el Trino, mientras que para el Criterio II y III fue la silaba b
(Tabla 2 y 3, Apéndice Tabla 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13 y 14). El promedio general de correcta

clasificacion combinado para silaba @, b, ¢ y Trino para el Criterio I (ocho grupos) fue el mas
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alto (87.6%). La clasificacion promedio de correcta clasificacion combinado para silaba a, b, ¢
y Trino para el Criterio II (grupo Oeste y Este) fue el peor Criterio clasificado (78.8%). Por
ultimo, el Criterio III (ocai, hermano ocai y maculatus) obtuvo una correcta clasificacion
promedio de 80.4% combinado para silaba a, b, ¢ y Trino. Los atributos explicativos en cada
uno de los elementos del canto sirvieron para indicar la contribucién de cada variable de los
elementos del canto que mejor ayudan a recuperar el origen geografico. Para el caso de la silaba
ay la silaba c, la variable que mejor ayuda a la agrupacion fue el ancho de banda. Mientras que
para la silaba b y el Trino, la variable actstica que mejor ayuda en la agrupacion fue la Duracion
de la frase (Tabla 4). De los sitios centrales, Paracho y Paramuen fueron los que tuvieron el
nivel mas bajo de correcta clasificacion para la silaba a y el Trino, respectivamente. Mientras

que Mazamitla fue el peor clasificado para la silaba b y Colima fue para la silaba c.

Tabla 2: Matriz de confusion mostrando el porcentaje de correcta clasificacion en la prueba del
Criterio I para la Silaba a. Se muestra el nimero de casos en cada elemento del canto que fue

asignado correctamente a cada sitio para cada comparacion.

Correcta clasificacion 91.02% % de correcta clasificacion por
clasificado como -
a |b |c |d |e [f |jJ |h sitio
21 1 1 a - Colima 91.30
22 1 |1 |b-Mazamitla 91.67
1 |24 I |1 1 |c-Paracho 85.71
1 33 1 |2 |2 |d-Paramuen 84.62
1|1 1 |32 1 |e- Cerro de Garnica 88.89
1 25 f - Angangueo 96.15
g - Desierto de los
1 34 97.14
Leones
1 1 1 |38 |h - Nanacamilpa 92.68
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Tabla 3: Matriz de confusion mostrando el porcentaje de correcta clasificacion en la prueba del

Criterio I para el Trino. Se muestra el nimero de casos en cada elemento del canto que fue

asignado correctamente a cada sitio para cada comparacion.

Correcta clasificacion 87.50 % ' % de correcta clasificacion por
clasificado como: .
a |b |c |d|e [f |j |h sitio
3411 |3 |1 a - Colima 87.18
3911 1 |b-Mazamitla 95.12
1 (351 |2 |1 |1 |1 |c-Paracho 83.33
2 |1 |4 |48 1 |1 d - Paramuen 84.21
1 |1 I |28]1 1 |e- Cerro de Garnica 84.85
I |1 (1 |2 38 f - Angangueo 88.37
g - Desierto de los
1 1 2 34 89.47
Leones
3 1 1 35| h - Nanacamilpa 87.50

Tabla 4: Atributos explicativos en porcentaje utilizado en cada elemento del canto para indicar

la contribucion de cada variable caracteristica de los elementos del canto que mejor ayudar a

recuperar el origen geografico.

Silaba a Silaba b Silaba c Trino
Ancho de banda|Duracion de la frase|Ancho de banda|Duracion de la frase
100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Pico Hz Pico Hz 79.79% Ancho de banda
71.65% 85.29%
Duracion de la frase Inicio Hz 57.45% Tasa de Trino
59.45% 77.78%
Duracion de la frase | Pico Hz
40.43% 66.37%
Inicio Hz
65.77%
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8.4 EVALUACION DEL PATRON DE VARIACION CLINAL POR
CORRELACIONES CRUZADAS DE ESPECTROGRAMA

Las pruebas de Mantel para evaluar el Criterio IV mostraron que para tres elementos del canto
la distancia geografica entre los ocho sitios estuvo negativamente correlacionada con la matriz
de similitud, inclusive después de controlar por medidas repetidas. Ademas, todos los valores
de r fueron muy bajos, lo que muestra que se explica muy poco la relacion. Esta relacion entre

matrices no se mostré en la silaba ¢ (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados de las pruebas de Mantel Simple y Parcial de la matriz de distancia entre
sitios con la matriz de similitud calculada con las correlaciones cruzadas de cada elemento del

canto. * indica las matrices que estuvieron asociadas significativamente.

r Y
Elementos del canto : i i :
Simple | Parcial Simple Parcial
Silaba a -0.06851 | -0.06661 >0.01* >0.01*
Silaba b -0.07237 | -0.07058 >0.01* >0.01*
Silaba ¢ 0.03856 | 0.04526 0.140 0.091
Trino -0.03840 | -0.03996 >0.01* >0.01*

8.5 ANALISIS DE COMPARACION DENTRO Y ENTRE GRUPOS

Para la silaba @, b y el Trino se tuvo una similitud entre grupos significativamente mas baja
en comparacion que dentro del grupo para los tres Criterios de agrupacion (Tabla 6). La similitud
mostro una tendencia a tener valores mayores en las vocalizaciones dentro del sitio que las
comparaciones de las vocalizaciones de individuos entre sitios (Fig. 8 y Apéndice Fig. 4).
Ademas, los valores de similitud entre sitios se mantuvieron consistentes independientemente
de la distancia. Esto sugiere que, aunque los valore promedio de similitud son similares dentro

o fuera del sitio, una vez que se sale de cada sitio los valores de similitud mayores desaparecen.
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Figura 8: Grafica de los valores de similitud resultantes de las correlaciones cruzadas de
espectrogramas para las comparaciones por distancia. También se muestran los valores de r y

de significancia de las pruebas de Mantel. a) Trino y b) silaba a.
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Tabla 6: Resultados de la prueba de t para los Criterios de agrupacion entre los valores de
similitud dentro de los grupos y los valores similitud entre los grupos. Promedio dentro de las

poblaciones con su desviacion estandar (PromD + DE), Promedio entre de las poblaciones con

su desviacion estandar (PromE + DE). * indica diferencias significativas.

Criterio de | Elementos
» t PromD £ DE [PromE + DE |p
agrupacion del canto
a -14.25 0.29+0.16 [026+0.12 |>0.001"
b -13.16 0.22+0.19 ]0.17 £0.13 >0.001"
Ocho
C -10.69 0.28 +0.18 0.21 £0.09 >0.001"
Trino -13.61 0.31+0.16 [0.29+0.12 ([>0.001"
a -10.24 0.27+027 (026+0.12 |>0.001"
5 b -5.09 0.18+0.15 ]0.17+0.13 |>0.001"
oS
c -3.33 0.23+0.12 0.22+0.09 |>0.001"
Trino -5.1 029+0.14 [0.29+0.13 >0.001"
a -9.62 0.27+0.13 0.26 +0.12 >0.001"
b -6.66 0.19+0.16 [0.17+0.13 >0.001"
Tres
c -6.8 024+0.14 [021+0.09 |>0.001"
Trino -2.54 0.29 +0.15 0.29+0.13 0.01"

Si bien los valores promedio para las comparaciones entre grupos de cada Criterio de
agrupacion fueron muy cercanas a las comparaciones dentro de los grupos para todos los
Criterios agrupacion, la distribucion de los valores para las comparaciones dentro del grupo
mostraron mas frecuentemente valores mas alto de similitud (Fig. 9, 10 y 11, Apéndice, Fig. 5,
6 y 7). Ademas, se tuvo una amplia dispersion de estos valores de similitud, con valores tanto

bajos como altos inclusive dentro del mismo sitio.
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Figura 9: Grafica de violin de los valores de similitud dentro y fuera de los sitios para el Criterio

I. a) Trino y b) silaba a.
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Figura 11: Grafica de violin de los valores de similitud dentro y fuera de los sitios para el Criterio

II. a) Trino y b) silaba a.
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Figura 10: Grafica de violin de los valores de similitud dentro y fuera de los sitios para el Criterio

III. a) Trino y b) silaba a.

8.6 ANALISIS DE COMPARACION ENTRE LOS SITIOS EXTREMOS

Los resultados de la prueba de t mostraron que la mayoria de las comparaciones entre
los sitios extremos, Colima y Nanacamilpa, no fueron diferentes en la mayoria de los elementos
del canto y sus variables, a excepcion de la silaba a. En la silaba a la tinica variable que no fue
diferente entre sitios fue duracion. La variable que mostr6 diferencia en la silaba b fue Pico Hz
y para la silaba ¢ Inicio Hz. El Trino no mostr6 diferenciacion para ninguna variable (Tabla 6).

Esto indica que solo la silaba a puede ayudar a diferenciar entre sitios extremos.
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Tabla 6: Resultados de la prueba de t de las variables del canto para las comparaciones entre los

sitios extremos del rango de distribucion del complejo Pipilo, mostrando el promedio y la

desviacion estandar de Colima (Prom + DE C), mostrando el promedio y la desviacion estandar

de Nanacamilpa (Prom = DE N).

Elemento |Variables o
Estadistico |[Prom +DE N Prom+ DEC
del canto | del canto
t=-2.51,59, |3,664.75 + 3,200.08 +
Pico Hz
p =0.01% 840.32 644.86
Duracion de|t=-1.48, 50, |0.36 + 031+
la frase p=0.14 0.14 0.13
a
Ancho de|t=3.30,30 |0.13% 0.23
banda p =0.00* 0.07 0.13
t=3.14,62, [1.98 + 2.40 +
minDom
p = 0.00* 0.64 0.44
t=2.30,26, |5,943.16 = 6,880.21 +
Pico Hz
5 p =0.02* 1,319.19 1,048.50
Duracion de |[t=1.88,34, [0.36% 042 +
la frase p=0.06 0.08 0.13
t=0.52,12, [4,694.24 + 4,859.44 +
Pico Hz
p=0.61 388.08 820.65
t=-9.17, 13, |8,168.26 + 5,614.19 +
Inicio Hz
p = 0.00%* 379.05 693.90
t=-0.18, 13, [3,875.98 + 3,829.49 +
c Final Hz
p=0.85 425.46 550.87
Duracion de|t=-0.72,9, |0.55% 0.52
la frase p=0.48 0.03 0.12
Ancho de|[t=0.34, 8, 0.20 + 0.21 £
banda p=0.73 0.01 0.08
) t=0.31,71, |5,099.06 + 5,184.00
Trino Pico Hz
p=0.75 920.49 1515.94
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o t=1.32,86, |6178.59 + 6651.33 +

Inicio Hz

p=0.18 1813.48 1552.50

t=0.75, 87, |4,042.64 + 4,258.58 +
Final Hz

p=0.45 1,365.97 1,323.33
Duracion de|t=0.89, 65, |0.78 + 0.80 £
la frase p=0.37 0.09 0.18

. t=1.61,56, [12.44+ 15.11

Tasa de trino

p=0.11 3.98 10.18
Ancho de|t=0.11,83, [0.09 + 0.09 +
banda p=0.90 0.03 0.04

8.7 ANALISIS DE COMPARACION DE LOS SITIOS EXTREMOS CONTRA
LA ZONA HIBRIDA

Los resultados de la prueba de t de cada uno de los sitios parentales con los sitios donde
estaban los hibridos mostraron que las comparaciones que fueron mas destacables son las de la
silaba a en la comparacién de Colima con hibridos, ya que fue diferente en tres variables.
Mientras que el Trino fue el que presento mas diferencias en la comparacion Nanacamilpa contra
hibridos, con tres variables siendo significativamente diferentes. En los otros elementos del

canto pocas variables tuvieron diferencias significativas (Tabla 7).
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Tabla 7: Resultados de la prueba de t de las variables del canto para las comparaciones entre los
sitios extremos y la zona hibrida del rango de distribucion del complejo Pipilo, mostrando el
promedio y la desviacion estandar de Hibridos (Prom = DE H), estadistico de las diferencias de

Nanacamilpa contra los Hibridos (Estadistico N/H) y estadistico de las diferencias de Colima

contra los Hibridos (Estadistico C/H)

Elementos Variables del | Estadistico Estadistico Er[())g
del canto canto N/H CH |__|
Pico Hz t=0.27,53 t=-3.04, 29 3,627.26 +
p=0.78 p =0.00 698.75
Duracion de la [t=0.93, 62 t=-1.00, 30 0.34 =
a frase p=0.35 p=0.32 0.16
Ancho de |[t=-2.01,92 t=2.4727 0.16 £
banda p=0.04 p =0.02 0.11
minDom t=-1.65, 58 t=2.40, 35 2.16 £
p=0.10 p =0.02 0.66
Pico Hz t=-2.7,16 t=-0.16, 27 6,920.37 +
b p=0.01 p=0.86 999.59
Duracion de la |t =0.87, 24 t=2.77,28 0.34 +
frase p=0.39 p =0.00 0.13
Pico Hz t=0.27,15 t=0.72, 13 4,636.28 £
p=0.78 p=0.47 1,241.16
Inicio Hz t=6.46, 16 t=-4.43,15 6,815.13 £
p =0.00 p =0.00 1,268.92
c Final Hz t=-0.16, 15 t=-0.35, 21 3,913.19 =
p=0.87 p=20.72 1,337.83
Duracion de la |t =-2.30, 39 t=-1.76, 11 0.60 £
frase p=0.02 p=20.10 0.15
Ancho de |t=-4.88, 85 t=-2.53,17 0.29 £
banda p=0.00 p=0.02 0.16
Pico Hz t=0.48,70 t=0.67,52 5,023.60
p=0.62 p=0.50 1188.52
Inicio Hz t=-0.13, 57 t=1.70, 60 6217.48 £
. p=0.89 p=0.09 1700.87
Trino
Final Hz t=-2.3,64 t=-1.42, 64 4,573.23 £
p =0.02 p=0.15 1,603.28
Duracion de la [t=4.19, 79 t=3.39, 51 0.71 £
frase p=0.00* p =0.00 0.14
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) t=-3.96, 150
Tasa de trino

p = 0.00*
Ancho de [t=-0.93, 66
banda p=0.35

t=-0.39, 57

p=0.69
=-0.64, 57

p=0.51

15.76 +
9.52
0.09 =
0.04
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9 DISCUSION

9.1 EVALUACION DE UN PATRON CLINAL DE VARIACION PRESENTE
DEL OESTE AL ESTE

Los resultados de este estudio indican que la similitud de los elementos del canto va
disminuyendo de forma clinal conforme aumenta la distancia. Este patron estuvo presente en la
mayoria de los elementos del canto entre los sitios y estos analisis sugeririan que hay
concordancia con la clina genética que presenta este complejo (Sibley y West, 1958; Kingston,
et al. 2012; Kingston, et al. 2017; DeRaad, et al. 2023). La clina vocal es uno de los cambios de
vocalizaciones que se ha encontrado en aves como el Mosquerito verdoso (Phylloscopus
trochiloides), Ojos de fuego (Pyriglena sp.), Verderon corso (Carduelis corsicana), el batara
variable (Thamnophilus caerulescens), Chipe negrogris (Setophaga nigrescens), Colirrojo
daurico (Phoenicurus auroreus) y regularmente se explica por un proceso de difusion cultural.
La difusion cultural es uno de los procesos asociados al aprendizaje vocal que pueden presentar
las aves oscinas o con aprendizaje vocal en caracteres transmitidos culturalmente, donde
aspectos culturales son transmitidos por movimiento de los organismos (Payne, et al. 1981;
Ford, 1991; Irwin, 2000; Forschler y Kalko, 2007; Janes y Ryker, 2011; Lee, et al. 2019;
Maldonado-Coelho, et al. 2023). Sin embargo, al comparar los valores de similitud dentro y
entre sitios se pudo observar que el patron de cambio clinal con la distancia en este sistema
parece mas bien ser el resultado de una similitud mayor entre los individuos dentro de un mismo
sitio y un abrupto cambio a una menor similitud entre sitios, y no al cambio gradual de las
vocalizaciones con la distancia que supone una clina. Estos altos valores de similitud dentro del
sitio podrian estar sugiriendo que los individuos tienen una alta membresia de sitio, ya que una
vez que las comparaciones se hacen fuera del sitio, la similitud se mantiene practicamente
similar independientemente de la distancia entre los sitios. La constancia en la similitud de las
vocalizaciones con la distancia en el drea muestreada sugiere que, aunque los organismos del
complejo de hibridacion Pipilo presentan una fuerte filopatria, ellos pueden estar desplazandose

entre los sitios cercanos muestreados a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal.

Los resultados del arbol de regresion con una mejor clasificacion para el Criterio [ 'y del
analisis de funciones discriminantes, apoyan la idea de que la agrupacion del Criterio I, de ocho

sitios, es un mejor Criterio de agrupacion acustica que los otros tres Criterios. Que los individuos
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puedan mejor agruparse para cada uno de los ocho sitios podria estar indicando que los
individuos estan sefializando preferentemente su membresia de sitio (Lee, et al. 2019; Sosa-
Lopez y Mennill, 2014; Soha, et al, 2004; Baker, M. C. 1991; Marler y Tamura, 1962). Que un
individuo indique que pertenece a un sitio puede por un lado indicar una baja movilidad de los
organismos, y por lo tanto estar interactuando constantemente con otros individuos. Esta
especie, al ser un oscino passerino presenta aprendizaje vocal, y entonces una constante
interaccion con miembros del mismo sitio potencialmente puede ocasionar un incremento en la
similitud de los cantos con otros individuos del mismo sitio. La formacion de los ocho grupos
vocales por parte de los individuos de cada uno de sus sitios puede también ser evidente en la
estabilidad temporal genética de las poblaciones en por lo menos 70 afios (DeRaad, et al. 2023).
Sin embargo, no existe informacion sobre la magnitud del movimiento de los individuos de
alguna de las dos especies parentales, o de los hibridos, que pudiera sugerir que los individuos

presentan permanencia en sitios o que presenten la capacidad de moverse entre sitios.

9.2 DIFERENTES PARTES DEL CANTO INDICAN SENALES DIFERENTES

Por otra parte, los resultados también indicaron que usando la silaba a fue posible
recuperar los grupos actsticos usando los Criterios I II y III para la mayoria de las
vocalizaciones, y que se pueden formar grupos a diferentes escalas geograficas con la silaba a.
En el presente estudio el andlisis no se hizo en todo el canto, pero si en los elementos
identificados como las silabas. Que todos los Criterios de agrupacion hayan sido identificados
en la silaba a y no en las otras silabas podria sugerir que diferentes partes del canto pueden estar
pasando por diferentes rutas evolutivas, y que solo la silaba a podria servir como una sefial para
indicar la identidad ya sea de sitio, o de grupo. Es posible encontrar que no solo diferentes tipos
de las vocalizaciones del repertorio varien en su patron geografico (Lee et al. 2019), o también
pueden variar en las caracteristicas finas de las vocalizaciones (Bolus 2014). Se ha encontrado
que las diferencias acusticas pueden ayudar a diferenciar las poblaciones en otras especies. Por
ejemplo, en dos grupos de Geothlypis trichas, orientales y occidentales, se encontr6 que ciertas
partes de sus vocalizaciones influyen en el reconocimiento y seleccion de pareja separando a los

dos grupos (Bolus, 2014).
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Para determinar si los organismos de cada sitio o de cada grupo evaluado en el Eje
Neovolcéanico Transversal estan enfocdndose en una parte del canto para indicar su membresia
sitio o de grupo, seria necesario hacer evaluaciones de discriminacioén considerando las partes
del canto en las que cada sitio se destaca. A lo largo de la distribucion de este complejo de
hibridacion en el Eje Neovolcanico Transversal se ha identificado un gradiente de hibridacién
genético, con individuos de poblaciones al Este del Eje Neovolcénico Transversal; sin embargo,
esto no con concordaria como tal con la presencia de un cambio clinal, pero si con una

membresia de grupo a un nivel regional, grupo Este y grupo Oeste.

Los resultados de este analisis también proveyeron apoyo para los Criterios II y III. Sin
embargo, estos Criterios no son una mejor explicacion para la agrupacion acustica por sitio.
Usando la similitud genética los sitios pudieron agruparse en los Criterios II y III, los cuales
correspondieron con los grupos acusticamente formados en este estudio. Esto podria sugerir que
los mismos factores que propician la formacion de los grupos genéticos estan influyendo en la
formacion de los grupos acusticos identificados, pero inicamente en un elemento del canto y
con una menor fuerza que indicar la membresia de sitio. DeRaad, et al. (2023) indican que la
presencia de tres grupos genéticos podrian ser el resultado del aislamiento del grupo ocai,
hermano ocai y maculatus debido a evento de glaciacion durante la historia evolutiva de las
especies. Por lo que el presente andlisis podria haber detectado esta diferenciacion de tres grupos
acusticos en el centro de la franja de hibridacion. Asi, al momento del aislamiento por la
glaciacion los individuos del grupo ocai y hermano ocai podrian haber estado interactuando mas
entre ellos, fomentando asi la formacion de los tres grupos detectados en el presente estudio y

que expresan el patron actstico actual.

9.3 LAS VOCALIZACIONES COMO UN FACTOR QUE FOMENTA LA
HIBRIDACION.

También se encontrd que las especies parentales fueron diferentes entre si y con los
hibridos solo para la silaba a. Esto podria estar sugiriendo que la silaba a podria ser un elemento
del canto que fuertemente influye en no fomentar la hibridacion; sin embargo, varias partes del

canto no pueden ser utilizadas para indicar algun Criterio de agrupamiento y por lo tanto varias
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partes del canto podrian estar fomentando la hibridacion de este complejo Pipilo. También se
observé que algunos de los elementos del canto no se agruparon correctamente en su sitio de
origen, y fueron asignadas a otros sitios en el analisis de agrupacion, debido a que no fue posible
separar correctamente todos los sitios en el espacio acustico en la mayoria de los elementos del
canto. Esta falta de diferenciacion en el espacio acustico se presentd por ejemplo en el Trino y
la silaba b, donde practicamente todos los sitios ocupan el mismo espacio acustico. Entonces,
tomando en conjunto el patron acustico del complejo podria significar que las vocalizaciones
presentan un alto grado de similitud en sus propiedades acusticas finas hace que los individuos
de los diferentes sitios o grupos no puedan diferenciarse completamente entre ellos. Asi, los
sitios son acusticamente discriminables solo con la silaba a, pero no con los demas elementos

del canto, facilitando la hibridacion.

La hibridacion podria suceder cuando los organismos se mueven entre sitios colindantes
y a pesar de tener pequefias diferencias acumuladas en las vocalizaciones conforme se mueven
entre sitios, los organismos podrian ain reconocerse como conespecificos y eventualmente
hibridar. La baja diferenciacion acustica que presenta este complejo puede deberse a que es una
especie de ave oscina passerina, que presenta aprendizaje vocal, y por lo tanto sus vocalizaciones
podrian presentar cambios inclusive dentro de la misma generacidon o a través del tiempo
(Wright y Wilkinson, 2001). No se tiene informacion histérica que pudiera darnos alguna
informacion sobe el patron de variacion acustica previo, pero el patrén genético y del plumaje
apoyaria la idea que la especie también ha presentado histéricamente la permanencia del sitio
(Sibley y West, 1958; Kingston, et al. 2012; Kingston, et. al. 2017; DeRaad, et al. 2023).
Aunque demostramos que en una parte del canto del complejo Pipilo se presentan las
agrupaciones propuestas en los tres Criterios, es posible observar que en la mayor parte del canto
presentan mucha similitud en las caracteristicas actsticas. Esta similitud en las vocalizaciones
podria ser uno de los factores que ain fomentan una falta de discriminacion entre los individuos

de los diferentes sitios, y por lo tanto la presencia de hibridos.
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9.4 ZONAS DE CONTACTO AMPLIAS

Los resultados de este estudio en las unidades acusticas revisadas indican que existe una
variacion en la estructura espectral de las vocalizaciones de individuos de ocho localidades
distribuidas a lo largo del rango de distribucion del complejo Pipilo en el Eje Neovolcanico
Transversal, desde Colima hasta Puebla. Esto representa un area extensa en la que se pueden
presentar las especies parentales en los extremos Este (Puebla) y Oeste (Colima), y también es
posible encontrar individuos hibridos en el centro del rango de distribucion de estas especies
(DeRaad, et al. 2023). Esto significa que los hibridos ocupan una zona de contacto amplia, de
alrededor de 391 km a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal, que es diferente a lo reportado
en otros complejos de hibridacion. La zona de contacto que regularmente se reportan en otros
complejos de hibridacion en especies de ave como Malurus melanocephalus cruentatus y M. m.
melanocephalus, Calocitta formosa y C. colliei, Setophaga virens y S. townsendi, suele ser
restringida o delimitada a un rango pequefio (Pizarro, et al 2023; Kenyon, et al 2016;
Baldassarre, et al. 2014).

Se ha indicado que las implicaciones de una zona de contacto amplia es que los
organismos muestren poco cambio tanto genotipico como fenotipico en el plumaje (Sibley y
West, 1958; Kingston, et al. 2012; Kingston, et. al. 2017; DeRaad, et al. 2023). El presente
trabajo apoyaria la idea de que las vocalizaciones de una especie con un area de contacto grande
no presentan cambios marcados. A esto hay que agregar el hecho de que las vocalizaciones de
las especies parentales en los sitios extremos revisados, Colima y Nanacamilpa, estan separadas
por alrededor de 530 km y solo tuvieron una diferenciacion acustica en la silaba a. Entonces, el
patron observado en este estudio, donde los hibridos presentan un alto nivel de semejanza con
el canto de las especies parentales, es distinto a lo que se observa regularmente en las especies
y subespecies que presentan hibridacion en una zona de contacto pequefia. Asi, especies con
zonas de contacto pequefia muestran que el hibrido tiene una similitud mayor y marcada con
algunos de los dos parentales en la estructura espectral del canto (Shipilina, et al. 2017,
Halfwerk, et al. 2016; Kleindorfer, et al. 2013; Vabishchevich y Formozov, 2010; Dingle, et al.
2008; Gelter, 1987), a comparacion de un cambio minimo paulatino, pero sin mostrar una

tendencia a que especies parental se estd pareciendo mas.
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9.5 PERSPECTIVAS A FUTURO

Basado en los datos encontrados, se podria decir que una parte limitada del canto es
utilizada para diferenciarse entre sitios o grupos, y que seria necesario generar nuevos estudios
para identificar la parte del canto que utilizan las aves de este complejo de hibridacion para
reconocerse. Esto podria dar pie a futuros estudios, en donde se hagan comparaciones a lo largo
del tiempo y determinar si los cantos se mantienen geograficamente. Ademas, seria
recomendable analizar la sintaxis de los cantos en los ocho sitios muestreados y determinar si
la diferencia de los sitios por el canto sucede por medio de la sintaxis y no en su parte espectral.
Esto podria realizarse haciendo pruebas mediante un analisis de la estructura de las silabas de
cada elemento del canto, debido a que actsticamente pueden ser muy similares en sus
estructuras finas, pero no estructuralmente en el tipo de silabas que presenta cada elemento del

canto.

También encontramos que la similitud de las vocalizaciones entre especies parentales y los
hibridos fueron diferentes, pero solo con la silaba a. Es necesario evaluar si estas diferencias
significativas en un solo elemento del canto tienen un significado bioldgico. Para esto seria
necesario realizar estudios simulando invasiones de territorios mediante el uso de playback para
evaluar el impacto real de la variacion vocal en la hibridacién de este complejo. Ademas,
considerando la variacion que también fue observado en el plumaje (DeRaad, et al. 2023), es
necesario determinar el impacto de este caracter fenotipico en la hibridacion, asi como evaluar

conjuntamente la variacion del plumaje con el canto.
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10 APENDICE

Tabla 1: Resultados de Analisis de correlacion de las variables actsticas para la silaba

d.
Duracion Ancho min Inicio Final Prom max

Pico Hz de la frase Banda Dom Hz Hz HZDom Dom
Pico Hz 1 0.32 0.11 039 052 054 0.8 0.71
Duracion de la frase | 0.32 1 0.3 -0.13 0.21 0.11 0.23 0.47
AnchoBanda 0.11 0.3 1 0.03 0.06 0.04 0.12 0.14
minDom 0.39 -0.13 0.03 1 04 0.66 0.69 0.34
Inicio Hz 0.52 0.21 0.06 04 1 0.24 0.63 0.7
Final Hz 0.54 0.11 0.04 0.66 024 1 0.71 0.49
Prom HZ Dom 0.8 0.23 0.12 0.69 063 0.71 1 0.76
maxDom 0.71 0.47 0.14 034 0.7 049 0.76 1

Tabla 2: Resultados de Anélisis de correlacion de las variables acusticas para la silaba

b.
Silaba b
Ancho
Duracion Prom
Pico Inicio Final de Banda min max
dela HZ
Hz Hz Hz de la Dom Dom
frase Dom
silaba
Pico Hz 1 0.58 0.86 -0.26 -0.19 0.91 091 0.58
Inicio Hz 058 1 042 0.09 0.1 0.69 0.55 0.81
Final Hz 086 042 1 -0.37 -0.26 0.84 0.87 047
Duracién de la frase |-0.26 0.09 -0.37 1 0.91 -0.17  -0.33 0.11
Ancho de
-0.19 0.1 -0.26 091 1 -0.08 -0.21 0.14
banda de la silaba
Prom HZ Dom 091 0.69 084 -0.17 -0.08 1 09 0.76
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minDom 091 0.55 0.87 -0.33 -0.21 0.9 1 0.54

maxDom 0.58 081 047 0.11 0.14 0.76 054 1

Tabla 3: Resultados de Andlisis de correlacion de las variables actsticas para la silaba

C.
Silaba ¢
Ancho de
Duraciéon Prom
Pico Inicio Final Banda min max
dela HZ
Hz Hz Hz de la Dom Dom
frase Dom
silaba
Pico Hz 1 0.28 0.05 0.13 -0.1 0.58 0.1 046
Inicio Hz 028 1 -0.29 0.21 -0.09 046 O 0.68
Final Hz 0.05 -0.29 1 -0.05 0.41 037 0.71 -0.12
Duracion de la frase |0.13  0.21 -0.05 1 0.08 02 -0.02 0.26
Ancho de
-0.1 -0.09 0.41 0.08 1 0.18 048 -0.1
banda de la silaba
Prom HZ Dom 0.58 0.46 0.37 0.2 0.18 1 05 0.63
minDom 0.1 0 0.71 -0.02 0.48 0.5 1 0.03
maxDom 046 0.68 -0.12 0.26 -0.1 0.63 0.03 1

Tabla 4: Resultados de Analisis de correlacion de las variables actsticas para la Trino.

Trino
Ancho
Duracién Tasa Prom
Pico Inicio Final de banda min max
de la de HZ
Hz Hz Hz de la Dom Dom
frase trino Dom
silaba
Pico Hz 1 031 049 0.07 042 -0.16 085 0.7 0.56
Inicio Hz 031 1 0.11 0.18 0.09 0.08 037 027 0.5
Final Hz 049 0.11 1 -0.03 0.31 -0.16 056 0.56 0.29
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Duracidén de
0.07 0.18 -0.03 1 -0.38 0.2 0.06 -0.14 0.21
la frase
Tasa de trino 042 0.09 031 -0.38 1 -0.41 043 0.56 0.12

Ancho de banda

-0.16 0.08 -0.16 0.2 041 1 -0.12 -0.22 0.11
de la silaba

Prom HZ Dom 0.85 037 0.56 0.06 043 -0.12 1 0.8 0.73
minDom 0.7 027 056 -0.14 0.56 -0.22 08 1 0.43
maxDom 0.56 0.5 029 0.21 0.12 0.11 073 043 1
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Figura 1: Resultados del analisis de Escalamiento Multidimensional no Métrico (NMDS)
considerado para el Criterio I para las diferentes unidades actsticas del repertorio vocal del
complejo Pipilo y sus hibridos a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal usando las variables

no redundantes que caracteriza a cada elemento del canto. a) Silaba b, b) silaba c.
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Figura 2: Resultados del andlisis de Escalamiento Multidimensional no Métrico (NMDS)
considerado para el Criterio II para las diferentes unidades acusticas del repertorio vocal del
complejo Pipilo y sus hibridos a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal usando las variables

no redundantes que caracteriza a cada elemento del canto. a) Silaba b, b) silaba c.
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Figura 3: Resultados del andlisis de Escalamiento Multidimensional no Métrico (NMDS)
considerado para el Criterio III para las diferentes unidades actsticas del repertorio vocal del
complejo Pipilo y sus hibridos a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal usando las variables

no redundantes que caracteriza a cada elemento del canto. a) Silaba b, b) silaba c.
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Tabla 5: Matriz de confusion mostrando el porcentaje de correcta clasificacion en la prueba del

Criterio I que tuvo la Silaba b. Se muestra ademas el nimero de casos en cada elemento del

canto que fue asignado correctamente a cada sitio para cada comparacion.

Correcta clasificacion 88.66%

clasificado como

% de correcta

a b ¢ d e f g clasificacion por sitio
20 1 1 a - Colima 90.91
21 1 3 b - Mazamitla 80.77
1 18 ¢ - Paracho 94.74
1 27 4 d - Paramuen 84.38
14 e - Cerro de Garnica 100.00
1 1 17 1 f - Angangueo 85.00
| " g - Desierto de los o1 67
Leones
1 1 h - Nanacamilpa 81.82

Tabla 6: Matriz de confusidon mostrando el porcentaje de correcta clasificacion en la prueba para

el Criterio I que tuvo la Silaba c. Se muestra ademas el nimero de casos en cada elemento del

canto que fue asignado correctamente a cada sitio para cada comparacion.

Correcta clasificacion 90.88%

clasificado como

% de correcta

a b ¢ d g h clasificacion por sitio

7 1 a - Colima 77.78
1 13 1 b - Mazamitla 81.25
2 11 ¢ - Paracho 78.57
22 1 d - Paramuen 95.65
15 1 e - Cerro de Garnica 93.75

f - Angangueo 100.00

6 g - Desierto de los Leones | 100.00

6 | h - Nanacamilpa 100.00
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Tabla 7: Matriz de confusion mostrando el porcentaje de correcta clasificacion en la prueba para

el Criterio II que tuvo la Silaba a. Se muestra ademas el nimero de casos en cada elemento del

canto que fue asignado correctamente a cada sitio para cada comparacion.

Correcta clasificacion 81.61%

clasificado como

% de correcta clasificacion por

Oeste Este sitio
100 15 Qeste 86.96
33 106 Este 76.26

Tabla 8: Matriz de confusion mostrando el porcentaje de correcta clasificacion en la prueba para

el Criterio II que tuvo la Silaba b. Se muestra ademas el nimero de casos en cada elemento del

canto que fue asignado correctamente a cada sitio para cada comparacion.

Correcta clasificacion 68.22%

clasificado como

% de correcta clasificacion por

Oeste Este sitio
39 68 QOeste 36.45
69 Este 100.00

Tabla 9: Matriz de confusion mostrando el porcentaje de correcta clasificacion en la prueba para

el Criterio II que tuvo la Silaba c. Se muestra ademas el nimero de casos en cada elemento del

canto que fue asignado correctamente a cada sitio para cada comparacion.

Correcta clasificacion 77.77%

clasificado como

% de correcta clasificacion por sitio

Oeste Este
48 14 Oeste 77.42
7 25 Este 78.13
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Tabla 10: Matriz de confusién mostrando el porcentaje de correcta clasificacion en la prueba

para el Criterio II que tuvo la Silaba Trino. Se muestra ademas el nimero de casos en cada

elemento del canto que fue asignado correctamente a cada sitio para cada comparacion.

Correcta clasificacion 71.59%

clasificado como

% de correcta clasificacion por sitio

Oeste Este
172 7 Qeste 96.09
82 73 Este 47.10

Tabla 11: Matriz de confusién mostrando el porcentaje de correcta clasificacion en la prueba

para el Criterio III que tuvo la Silaba a. Se muestra ademas el nimero de casos en cada elemento

del canto que fue asignado correctamente a cada sitio para cada comparacion.

Correcta clasificacion 84.74% clasificado % de correcta clasificacion por
Ocai Hibrido Maculatus |como sitio
31 3 10 Ocai 70.45
63 6 Hibrido 91.30
2 9 135 Maculatus 92.47

Tabla 12: Matriz de confusién mostrando el porcentaje de correcta clasificacion en la prueba

para el Criterio III que tuvo la Silaba b. Se muestra ademas el nimero de casos en cada elemento

del canto que fue asignado correctamente a cada sitio para cada comparacion.

Correcta clasificacion % 60.58 clasificado % de correcta
Ocai Hibrido Maculatus como clasificacion por sitio

18 11 18 Ocai 38.30

8 34 9 Hibrido 66.67

8 5 43 Maculatus 76.79
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Tabla 13: Matriz de confusién mostrando el porcentaje de correcta clasificacion en la prueba

para el Criterio III que tuvo la Silaba c. Se muestra ademas el nimero de casos en cada elemento

del canto que fue asignado correctamente a cada sitio para cada comparacion.

Correcta clasificacion 83.88% clasificado % de correcta
Ocai Hibrido Maculatus como clasificacion por sitio
19 10 Ocai 65.52
37 Hibrido 100.00
5 31 Maculatus 86.11

Tabla 14: Matriz de confusién mostrando el porcentaje de correcta clasificacion en la prueba

para el Criterio III que tuvo la Silaba Trino. Se muestra ademas el nimero de casos en cada

elemento del canto que fue asignado correctamente a cada sitio para cada comparacion.

Correcta clasificacion 84.32% clasificado % de correcta
Ocai Hibrido Maculatus como clasificacion por sitio
63 15 1 Ocai 79.75
89 7 Hibrido 92.71
3 27 124 Maculatus 80.52
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Figura 4: Grafica de los valores de similitud resultantes de las correlaciones cruzadas de
espectrogramas para las comparaciones por distancia. También se muestran los valores de r y

de significancia de las pruebas de Mantel. a) silaba b y b) silaba c.

54



Entre

] .
2 poblaciones
E
A Dentro de la
3 poblacion
§ af
<
>
Tipo comparacion _

b)
< Entre
:‘E . poblaciones
g
4 Dentro de la
o
'g - poblacion
=
S

Tipo comparacion

Figura 5: Grafica de violin de los valores de similitud dentro y fuera de los sitios para el Criterio

I1. a) silaba b y b) silaba c.
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Figura 6: Grafica de violin de los valores de similitud dentro y fuera de los sitios para el Criterio

I1. a) silaba b y b) silaba c.
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Figura 7: Grafica de violin de los valores de similitud dentro y fuera de los sitios para el Criterio

II. a) muestra la grafica de la silaba b y b) muestra la grafica de la silaba c.
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