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Ara militaris

RESUMEN

La guacamaya verde (Ara militaris) pertenece al orden de los Psitaciformes, uno de
los grupos de aves mas amenazados en el mundo. Los principales factores que las
amenazan son la pérdida y fragmentaciéon del habitat y el trafico ilegal. La estructura
genética que presentan las poblaciones mas grandes de Ara militaris registradas en México
permite distinguir dos grupos genéticos a lo largo de tres areas fisiograficas (Sierra Madre
Occidental, Sierra Madre del Sur y Sierra Madre Oriental). El primer grupo comprende
poblaciones de la Sierra Madre Occidental y la Sierra Madre del Sur y el segundo
comprende poblaciones de la Sierra Madre Oriental, que de acuerdo a la significativa
diferenciacién genética, estos dos grupos deben ser considerados como unidades de
conservacion independientes, especificamente como unidades de manejo (MUs). El objetivo
de este estudio fue identificar el posible origen de un individuo en cautiverio mediante el
uso de herramientas moleculares, en este caso el analisis de microsatélites y métodos de
asignacién que permitan tomar decisiones en planes de reintroduccién a la vida silvestre,
disminuyendo las probabilidades de provocar extinciones locales. Adicionalmente se evalu6
el desempefio de cuatro criterios de asignacién/exclusién que permiten determinar el éxito
de asignaciones correctas y que amplifican las probabilidades de asignar correctamente al
individuo en cautiverio con mayor seguridad. Los resultados obtenidos muestran que los
ocho loci de microsatélites y los diferentes métodos de asignaciéon arrojan probabilidades
aceptables de que el posible origen del individuo en cautiverio es en la poblacién de Santa
Maria de Cocos, Querétaro. Con lo cual se concluye que es posible identificar poblaciones de
origen aunque con probabilidades bajas, por lo que se vuelve necesario enfocar recursos
disponibles en estudios sobre la diversidad genética de poblaciones que adin faltan por
muestrear y de esta forma mejorar los éxitos de asignaciéon ya que es una herramienta ttil
para de tomar decisiones de sitios de reintroducciéon y por otro lado reconocer sitios de

intensa captura ilegal.
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1. INTRODUCCION

El orden de Psitaciformes est4 representado por 352 especies que incluyen cotorros,
loros, pericos, guacamayas, cacatias y periquitos (Juniper y Parr, 1998). Este orden es muy
abundante en los subtrépicos alcanzando su maxima diversidad en América del sur, sureste
de Asia y Australia (Collar, 1991).

El grupo presenta un gran namero de especies en peligro de extincién, ya que de las
352 especies, el 26% de estas se encuentran amenazadas y a punto de extinguirse como lo
es el guacamayo azul de spixii (Cyanopsitta spixii) (Collar, 2000). Esta situacién se vuelve
mas evidente en el nuevo mundo donde cerca de 44 de las 146 representantes estan en
riesgo de extincion (Collar, 1996; Collar, 2000). Tan solo en México de las 22 especies que
existen (Berlanga et al., 2015; Juniper y Parr, 1998), 20 se encuentran en alguna categoria
de riesgo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana 059-2010 (NOM-059-SEMARNAT-2010).

El nimero de especies amenazadas es mucho mayor para los psitacidos que
cualquier otro grupo de aves (Collar, 2000; Collar y Juniper, 1992), entre las causas que las
han llevado a estar en esta situaciéon destacan dos factores principales: 1) la pérdida,
fragmentacién y degradaciéon del habitat (Collar, 1996; Macias et al., 2000) y 2) la
explotacién directa de ejemplares para el trafico ilegal a nivel nacional e internacional de
mascotas (Ifligo y Ramos, 1991; Collar y Juniper, 1992; Macias et al., 2000).

La pérdida del habitat por el cambio de uso de suelo, es una de las principales
amenazas para la biodiversidad (Primack, 2014), ya que modifica el habitat adecuado y
esencial para la supervivencia y reproduccién exitosa de las especies (Lindenmayer y
Fisher, 2013). Esta pérdida ocasiona la disminuciéon de poblaciones que estan sujetas a un
rapido descenso y hay un mayor riesgo de extincion local a través de eventos estocasticos
como: i) fluctuaciones demograficas debido a las variaciones en las tasas de natalidad y
mortalidad; ii) fluctuaciones ambientales debido a catastrofes naturales que se producen a
intervalos irregulares, tales como incendios, inundaciones o sequias y finalmente iii) la
pérdida de la variabilidad genética (Saunders et al.,, 1991; Lindenmayer y Fisher, 2013;
Primack, 2014; Frankham et al., 2004).

Collar (2000) menciona que la pérdida del habitat es la principal amenaza para 71

especies de psitacidos en la Lista Roja (IUCN), ya que la mayoria de las especies

f.
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amenazadas ocurren en regiones donde la destruccién de la vegetacién ha sido y continua
siendo particularmente severa (Collar y Juniper, 1992).

Recientemente se han desarrollado un conjunto de metodologias en las que se
estima la distribuciéon potencial de especies mediante el uso de modelos ecologicos de
nicho, donde se evalian cambios hipotéticos en la disponibilidad de habitat (Marin-Togo et
al.,, 2012; Monterrubio-Rico et al., 2011; Monterrubio-Rico et al., 2016; Rios-Mufoz y
Navarro-Sigiienza, 2009; Rivera-Ortiz et al.,, 2013). Para los psitacidos en México, Rios-
Mufioz y Navarro-Sigiienza (2009), analizaron la modificaciéon de la cobertura vegetal
durante tres periodos (1976, 1996 y 2000) y su influencia en la distribucién hipotética de
22 especies, en los resultados obtenidos observan que hay una pérdida del 86% para Ara
macao, especie potencialmente mas afectada, hasta un 15% para Aratinga brewsteri con los
valores de menor pérdida de habitat.

En la costa central del Pacifico, las areas donde existian bosques tropicales
subcaducifolios han sido degradados a pastizales para ganaderia, agricultura y plantaciones
de frutales, a una tasa anual estimada de 0.65% (Monterrubio-Rico et al., 2014), que ha
tenido drasticas consecuencias para el loro Amazona oratrix donde se estima ha tenido una
pérdida de habitat hipotética del 58% (Rios-Mufioz y Navarro-Sigiienza, 2009). Para Ara
militaris la distribucién potencial hipotética se ha reducido un 29% para el aflo 2000 y
hasta un 32% por el cambio de uso de suelo para el 2010 (Rios-Mufloz y Navarro-Sigiienza,
2009; Rivera-Ortiz et al., 2013). Sin embargo, los modelos de distribucién potenciales
basados en habitat pueden sobreestimar o subestimar la distribucién actual de los
psitacidos, ya que no se toma en cuenta que ciertas especies pueden ser extirpadas en una
region debido a la fuerte captura y saqueo de nidos para el trafico ilegal (Marin-Togo et al.,
2012; Monterrubio-Rico et al., 2010). Algunas poblaciones de psitacidos en México han sido
extirpadas de areas en donde el habitat se conserva, como ocurre en las costas del Pacifico
con Amazona oratrix, Amazona finschi y la endémica Forpus cyanopygius, las cuales han
disminuido su distribucién original principalmente por la captura para el comercio ilegal

(Cantd et al., 2007; Marin-Togo et al., 2012).
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1.1 Trafico ilegal una amenaza para los psitacidos

Los psitacidos han sido el grupo de aves tropicales mas directamente explotados por
los humanos por cientos de afios, debido a su belleza, carisma y habilidad para imitar la voz
humana (Ifiigo y Ramos, 1991; Macias et al., 2000).

La captura ha tenido efectos perjudiciales en las poblaciones debido a varias
razones: disminuye las poblaciones, inhibe reproducciones futuras, causa la mortalidad de
pollos y huevos abandonados, provoca la pérdida de sitios de anidacién y la captura
constante puede detener el crecimiento poblacional e incluso llevar a extirpaciones locales
(Cantq et al., 2007).

En México el trafico ilegal ha afectado negativamente a 19 de las 22 especies que
hay en el pais (Macias et al., 2000). Sin embargo, existen pocos estudios que arrojen datos
sobre la cantidad de individuos capturados anualmente. La primer evaluacién documentada
por Cantt et al. (2007) estima que se captura un rango de 65,000 a 78,000 individuos al
aflo para el trafico ilegal. De estos individuos se calcula que hay una tasa de mortalidad
acumulativa del 77% que se traduce en 50,000 a 60,000 ejemplares muertos anualmente,
donde la pérdida es mayor durante el confinamiento debido a la mala alimentacién, estrés
y hacinamiento (Cantt et al., 2007; Ifiigo y Ramos, 1991), y solo el 2% de estos individuos
son decomisados por la Procuraduria Federal de Protecciéon al Ambiente (PROFEPA) (Canta

et al., 2007).

1.2 Acciones de conservacion de psitacidos en México

Hasta hace mas de 30 afios el gobierno permitia la captura de diferentes especies de
psitacidos, fue hasta el afio 2003 que se prohibieron las capturas para todas las especies de
psitacidos que presentan distribucién en el pais (Canta et al., 2007). Actualmente la Ley
General de Vida Silvestre (LGVS) en el Articulo 60 Bis 2, prohibe la extracciéon de
ejemplares de psitacidos que se distribuyen en el pais, y solo otorga permisos con fines de
conservacion o investigacion cientifica (LGEEPA SEMARNAT, 2016).

En el afio 2000 se desarrolld el “Proyecto para la Conservacién, Manejo y
Aprovechamiento Sustentable de los Psitacidos en México” (PREP), en la que se evalda el
estado de amenaza de todas las especies y se proponen estrategias de conservacién como

en la guacamaya roja (Ara macao) que es una de las especies prioritarias de conservacién y
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recuperacion, ya que su distribucién se habia reducido a la selva Lacandona y era la altima
poblacién viable de esta especie (Ifiigo, 1999). Con este proyecto se ha logrado la
reintroduccién de 45 ejemplares en Los Tuxtlas, Veracruz, llevada a cabo desde el 2014 a
partir de una poblacién criada en cautiverio en los aviarios de Xcaret en Quintana Roo
(Ortiz-Pulido et al., 2016).

Por otro lado, los decomisos a partir del comercio ilegal realizados por la PROFEPA
y otras instituciones del gobierno son resguardados en los Centros para la Conservacion e
Investigacién de la Vida Silvestre (CIVS) donde esperan la decisién sobre su destino legal:
investigacion, cria en cautiverio en las Unidades de Manejo para la Conservaciéon de Vida
Silvestre (UMA) y exhibiciéon en Zooldgicos. Algunos ejemplares son reintroducidos a la
vida silvestre, y aproximadamente el 45% muere en manos de la PROFEPA y dentro de los
CIVS (Cantu et al., 2007).

De acuerdo a la LGVS las UMA tienen como objetivo general la conservaciéon del
habitat natural, poblaciones y ejemplares de especies silvestres. De manera especifica, las
UMA podran encaminar esfuerzos de recuperacién, reproduccién, reintroduccion,
investigacién, entre otras practicas de manejo (Moya et al., 2011). Sin embargo,
considerando que la procedencia exacta de la mayoria de los individuos decomisados es
desconocida, debido a que la captura pudo haber sido en diferentes sitios de origen, la
liberacién de los individuos incautados al medio natural debe ser llevada con precaucion,
ya que en algunos casos la mezcla entre diferentes poblaciones puede inducir a una
depresién por exogamia en la poblaciéon local (Edmands, 2007; Fernandes y Caparroz,
2013; Lynch, 1991).

La depresién exogamica es una reduccién de la aptitud reproductiva, es decir, una
reduccién de la capacidad de aparearse, producir descendencia, fertilizar e incluso
sobrevivir en las primeras o posteriores generaciones después de la cruza entre
poblaciones (Edmands, 2007; Frankham et al., 2011). Esta pérdida de la aptitud puede ser
debido a una disrupciéon en la adaptaciéon local (interacciones entre individuos y el medio
ambiente); sobredominancia o interacciones epistémicas (Edmands, 1999; 2007) que
potencialmente pueden tener efectos nocivos (Edmands, 2007).

Edmands y Timmerman (2002), sugieren que, ademdas de la distancia genética,

otros factores como el tamarfio de poblacién, la tasa de mutacidn, la tasa de recombinacion,
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entre otros, pueden ser importantes y aumentar el riesgo de una depresiéon exogamica en
las poblaciones. El problema con la hibridaciéon es que las amenazas y los beneficios
potenciales son tan dificiles de predecir (Edmands, 2015), ya que en algunos taxa, la
hibridacién a largo plazo resulta en una reduccién de la aptitud fisica seguida de una
recuperacién, mientras que otros taxa aparentemente nunca se recuperan (Edmands,
2015).

Para evitar la depresiéon exogémica, los individuos incautados se deben liberar en
poblaciones locales que son genéticamente y adaptativamente similares (Fernandes y

Caparroz, 2013; Frankham et al., 2011; Presti et al., 2015).

1.3 Genética de la Conservacién

Durante las ultimas dos décadas el papel de la genética en biologia de la
conservacion y ecologia en general ha hecho hincapié en gran medida (Pertoldi et al.,
2007), estableciendo una nueva disciplina: la genética de la conservaciéon cuyo principal
objetivo es preservar las especies en peligro de extincién como entidades dindmicas
capaces de enfrentar los cambios ambientales a largo plazo (Frankham et al., 2010).

Algunos de los enfoques en los que se centra la genética de la conservacién son la
pérdida de la diversidad genética, los efectos de la endogamia y en algunas ocasiones
efectos de la exogamia, asi como definir incertidumbres taxonémicas y definir unidades de
manejo dentro de las especies (Allendorf et al., 2012; Frankham et al., 2010) entre otros.

La diversidad genética es el conjunto de variaciones heredables (alelos y genotipos)
que se producen en cada organismo, entre los individuos de una poblacién y entre las
poblaciones dentro de una especie (Hartl y Clark, 1997). Esta diversidad genética es
necesaria para que las poblaciones o especies respondan a cambios ambientales
importantes (Frankham et al., 2010; Pertoldi et al., 2007), y proporciona una visién
retrospectiva de los linajes evolutivos de los taxa, la estructura actual dentro y entre
poblaciones, y una visiéon hacia el futuro potencial evolutivo de las poblaciones y especies
(Allendorf et al., 2012).

En pequeias poblaciones la pérdida de la variabilidad genética aumenta la

probabilidad de sufrir una serie de efectos genéticos deletéreos como la depresion por
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endogamia (apareamiento entre congéneres), la depresion por exogamia (e. g. polinizacién
cruzada) y la pérdida del potencial evolutivo (Hedrick, 2011; Primack, 2014).

En la genética de la conservacién el uso de marcadores genéticos nos permiten
identificar poblaciones con diversidad genética reducida y generalmente mas vulnerables a
un posible cambio ambiental, asi como distinguir subpoblaciones genéticamente
diferenciadas del resto para dirigir los esfuerzos de conservacién hacia ellas, también
permiten descubrir genealogias génicas y conocer el grado de parentesco entre individuos
(Gonzalez, 2003).

Uno de los marcadores mas utilizados son los microsatélites o secuencias repetidas
cortas (SSR por sus iniciales en inglés), estos son, como lo dice su nombre, secuencias
repetidas en tandem (1 a 6 pb), se encuentran en regiones codificantes (aunque con baja
frecuencia) y no codificantes (Schlétterer, 2004; Zane et al., 2002). Algunas caracteristicas
de estos marcadores que son considerados como importantes ventajas son: que presentan
un elevado grado de polimorfismo, su herencia es mendeliana simple y son codominantes
(Aranguren-Méndez et al., 2005; Gonzalez, 2003).

Debido a estas particulares ventajas, el uso de microsatélites permite abordar
problemas como pruebas de paternidad (Fridolfsson et al.,, 1997), estructura genética
poblacional (Leite et al., 2008), distancias genéticas entre poblaciones o entre individuos
(Paetkau et al., 1997), asi como definir unidades de conservacién (Frankham et al., 2010) lo
que demuestra que su uso resulta muy adecuado tanto a nivel especifico como individual y
su aplicacién en conservacion es amplia (Gonzalez, 2003).

De esta forma la genética de la conservaciéon y el uso de marcadores genéticos
ayudan a los gestores a proteger la biodiversidad mediante la identificacién de unidades de
conservacion que son: Unidades Evolutivamente Significativas (ESUS), Manejo de Unidades
(MUs), Unidades de Accién (AUs) y Redes Familiares (FRs) (Qiu-Hong et al., 2004).

Toda la informacién expuesta sirve como marco teérico para entender el caso de un
individuo de guacamaya verde que es parte de un programa de reproducciéon y
reintroducciéon en una UMA ubicada en Querétaro. Siguiendo el concepto de Unidades de
Accién, donde la diversidad genética tanto de poblaciones silvestres candidatas para la
reintroduccién y poblaciones cautivas deben ser investigadas para definir sitios apropiados

en las que la variabilidad genética es similar en ambas poblaciones (Qiu-Hong et al., 2004).
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1.4 Sistema de estudio

1.4.1 Clasificaciéon

De acuerdo a Joseph et al. (2012) ponen el orden Psitaciforme como un grupo
monofilético que se divide en tres familias: i) Cacatuidae (cacatiias) con seis géneros y 21
especies, ii) Strigopidae (loros de Nueva Zelanda) con dos géneros y tres especies, y iii)
Pittacidae (loros y guacamayas verdaderas) que incluye 78 géneros y 330 especies
distribuidas en los trépicos y subtrépicos de América, Africa. Asia y Australia (Forshaw,
19809; Joseph et al., 2012).

La familia Psittacidae estd conformada por cinco subfamilias, la subfamilia Arinae
estd constituida por 30 géneros con 148 especies, siendo uno de los mas representativos el
género Ara (guacamayas) (Collar, 1997; Forshaw, 1989), dentro de esta gran familia se
encuentra la especie Ara militaris que tiene una distribucién fragmentada en las regiones
tropicales y subtropicales desde el norte de México hasta el noroeste de Venezuela,
noroeste de Bolivia, este-sur de Colombia, este de Ecuador, noroeste de Pert1 y noroeste de
Argentina (Forshaw, 1989; Ifligo, 1999; Strewe y Navarro, 2003).

Actualmente el ITIS (Integrated Taxonomic Information System, consultado el 22 de
diciembre del 2016), reconoce tres subespecies: A. m. militaris (Linnaeus, 1766); A. m.
bolivianus (Reichenow, 1908) y A. m. mexicanus (Ridgway, 1915).

La subespecie A. m. mexicanus solo se distribuye en México de forma fragmentada
en colonias aparentemente aisladas en dos areas separadas (Howell y Webb, 1995), la
primera en la vertiente del Pacifico en regiones tropicales secas, desde el sureste de Sonora
pasando por Chihuahua hasta Chiapas (Howell y Webb, 1995; Peterson y Chaliff, 1989), y la
segunda en la vertiente del Golfo donde se ha reportado en Tamaulipas, San Luis Potosi y
Querétaro (Arizmendi y Marquez, 2000; Ifigo, 1999; Howell y Webb, 1995; Peterson y
Chaliff, 1989). En el interior del pais se localiza en el S6tano del Barro en Querétaro y en la
Carfiada Cuicateca en Oaxaca (Contreras-Gonzalez et al., 2009; Gaucin, 2000; Rivera-Ortiz

et al., 2008) (Figura 1).
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bl GOLFO DE MEXICO

OCEANO PACIFICO

Figura 1. Distribuciéon potencial de la guacamaya verde (Ara militaris) en México. Tomado y
modificado de CONABIO (2011). Fichas de especies prioritarias.

1.4.2 Ciclo reproductivo

La guacamaya verde en México se reproduce en bosques tropicales caducifolios y
subcaducifolios que se localizan entre los 200 y 2200 msnm (Collar y Juniper, 1992;
Forshaw, 1989; Howell y Webb, 1995), aunque Nocedal et al. (2006), reportan una
poblacién de guacamaya verde que anida en arboles de pino en la sierra de Durango a mas
de 2200 msnm. Presenta dos formas de anidacién; en el bosque tropical seco se le observa
anidar en agujeros de riscos de roca caliza y en el bosque tropical subcaducifolio y de pino-
encino anida en agujeros de arboles vivos y muertos con un Didmetro a la altura del pecho
(D.A.P) mayor a los 60 cm, lo que podria significar que prefieren arboles mas altos y
longevos (Carreén, 1997; GOmez, 2004; Nocedal et al., 2006; Rivera-Ortiz et al., 2008;
Rivera Ortiz et al., 2013).

El inicio de la reproduccién varia de acuerdo a la zona de distribucién, Carreén
(1997) reporta que la reproduccién inicia en octubre con el cortejo y termina en marzo con

el vuelo de los primeros volantones en la zona de la vertiente del Pacifico, y en algunos
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lugares de la Sierra Madre Occidental se reproducen de abril a noviembre (Nocedal et al.,
2006). En la zona del centro del pais y en la vertiente del Golfo de México, Gaucin (2000) y
Rivera- Ortiz et al. (2008) reportan que el inicio de la reproduccién empieza en diciembre-
enero con el cortejo y termina en julio-septiembre con el vuelo de los volantones.

El comportamiento de anidacién de la guacamaya verde es muy parecido a otras
especies de psitacidos (e. g. Monterrubio-Rico et al.,, 2002; Fernandes-Seixas y Mourao,
2002). El ciclo reproductivo estd representado por seis periodos: i) cortejo y formacion de
parejas, ii) seleccién de cavidades, iii) copulacién, iv) incubacién, v) crianza de pollos y vi)
vuelos de los juveniles (Carreén, 1997; Gaucin, 2000; Gémez, 2004; Loza, 1997; Rivera-
Ortiz et al., 2008). El éxito reproductivo es bajo, alrededor del 8.5% al 23.3% de los pollos
alcanzan a ser juveniles (Gaucin, 2000; Rivera-Ortiz et al., 2008) y solo en una poblacién
se ha reportado un éxito reproductivo del 66% (Carreén, 1997), de los cuales se estima que

no alcanzan la madurez sexual hasta los tres o cuatro afios (Ifligo, 1999).

1.4.3 Alimentacion

La guacamaya verde realiza migraciones altitudinales hacia diferentes tipos de
vegetacion que se encuentran entre los 60 a 2300 msnm. Durante estos movimientos
migratorios utilizan el bosque tropical caducifolio, bosque tropical subcaducifolio y bosques
de encino de tierras bajas (Contreras-Gonzalez et al., 2009; Gaucin, 2000). El cambio en la
abundancia de los recursos alimenticios es el factor que se ha propuesto como la causa de
los desplazamientos altitudinales en Ara militaris como en otras especies de aves frugivoras
(Codensido y Bilenca, 2004; Contreras-Gonzalez et al., 2009; Karubian et al., 2005; Symes
y Perrin, 2003).

Se alimentan principalmente de semillas y frutos aunque pueden complementar su
dieta con vainas, hojas e insectos (Contreras-Gonzalez et al., 2009; Iiigo, 1999). Se
considera que la guacamaya verde presenta una dieta especializada ya que solo consume
del 10 al 23% de los recursos disponibles (Contreras-Gonzalez et al., 2009; Iiigo, 1999).
Las especies arbéreas que forman parte de su dieta presentan una marcada estacionalidad
entre las cuales se destacan: Cyrtocarpa, Bursera, Celtis, Brosimum, Plumeria, Querqus,

Lysuloma, Bunchosnsia y Pseudobimbax, las cuales presentan una gran cantidad de
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proteinas y lipidos, que son indispensables en la época reproductiva (Carreén, 1997;

Contreras-Gonzalez et al., 2009; Gaucin, 2000; Ifiigo, 1999).

1.4.4 Problematica de la guacamaya verde

Se estima que la guacamaya verde tiene una poblacién mundial en un rango que va
de los 10,000 a los 20,000 individuos (Birdlife International, 2016). En los altimos 70 afios
las poblaciones de esta especie han disminuido drasticamente en el pais, poniendo en
riesgo su viabilidad biolégica (Ifiigo, 1999). Esta especie es considerada amenazada a nivel
mundial en el Apéndice I de la CITES, vulnerable por la UICN en la redList y bajo riesgo en
peligro de extincién en la NOM-059-SEMARNAT-2010 en México.

Se ha propuesto que la fragmentacién del habitat y el cambio de uso de suelo son
una de las principales amenazas para sus poblaciones que la han llevado al declive
poblacional (Rios-Mufioz y Navarro-Sigiienza, 2009; Rivera-Ortiz et al., 2013). Otro factor
que amenaza sus poblaciones es el saqueo de individuos en los sitios de reproduccién para
el comercio ilegal (Ifigo, 1999). Sin embargo, ain no hay un estudio donde evaltien la
magnitud de este saqueo sobre las poblaciones silvestres.

En conjunto estos factores (fragmentacion, pérdida de habitat y el saqueo de nidos)
han colocado a la guacamaya verde, una de las especies mas carismaticas del continente

americano, en un estado de conservacién amenazado pero poco documentado (Ifiigo, 1999).

1.4.5 Genética de la guacamaya verde

En el caso de las guacamayas, los estudios de los niveles de diversidad genética han
sido principalmente en América del Sur (Faria et al., 2008; Caparroz et al., 2003), donde se
ha encontrado cierta correlacion entre la diversidad genética y el nivel de amenaza (Rivera-

Ortiz et al., 2017). En México existen pocos estudios de diversidad genética en psitacidos.

Para la guacamaya verde, Eberhard et al. (2015) reportan mediante el analisis
filogeografico de secuencias mitocondriales una clara diferenciacién genética que separa
las poblaciones de Suramérica de las poblaciones de México, dando un soporte genético a la
division de subespecies que anteriormente se basaban principalmente en caracteres

morfolégicos.
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Por otro lado Rivera-Ortiz et al. (2017) en un estudio sobre la diversidad y
estructura genética que presentan las poblaciones remanentes de la guacamaya verde en
México mediante andalisis de datos de secuencias de microsatélites (ADN nuclear), se
encontrd que las poblaciones muestreadas presentan niveles moderados de riqueza alélica
y heterocigocidad que son similares a otras especies del género Ara, aunque la diversidad
de Ara militaris en México fue menor que la encontrada para otras guacamayas del mismo

género en América del sur.

Por otro lado tanto los analisis con ADN mitocondrial (Eberhard et al., 2015) y de
ADN nuclear (Rivera-Ortiz et al., 2017) de poblaciones en México muestran una estructura
genética con una concordancia geografica, que diferencia las poblaciones de la Sierra

Madre Oriental de las poblaciones de la Sierra Madre Occidental y la Sierra Madre del Sur.

Estos resultados proponen que el aislamiento geografico es aparentemente
responsable del aislamiento evolutivo debido a la presencia de barreras geograficas como
las cadenas montaifiosas que hay en el pais (Eberhard et al., 2015; Rivera-Ortiz et al., 2017).
De esta forma Rivera-Ortiz et al. (2017) propone la proteccién de dos grupos genéticos
encontrados en las tres regiones fisiograficas como unidades de conservacién prioritarias

independientes (MUs) (Figura 2y 3).

Sierra Madre Occidental / Sierra Madre del Sur Sierra Madre
1.00 Oriental

0.80
0.60

0.40
0.20
0.00

Figura 2. Estructura genética de Ara militaris en México.Cada color representa un grupo genético.
Cada linea vertical representa a un individuo donde los segmentos de color representan la
proporcion de su pertenencia a un grupo. Las lineas negras separa a las diferentes poblaciones de la
Sierra Madre Occidental/Sierra Madre del Sur (1=Sonora, 2=Sinaloa, 3=Nayarit, 4=Jalisco y
5=0axaca) y de la Sierra Madre Oriental (6=Querétaro y 7=Tamaulipas) (Rivera-Ortiz et al. 2017).
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Con base en la informacién presentada y disponible, la presente investigaciéon tuvo
como objetivo estudiar el origen probable de un individuo de guacamaya verde que es un
ejemplar criado en cautiverio y cuyos progenitores son ejemplares donados por pobladores
de Santa Maria de Cocos, Querétaro. Este individuo fue seleccionado para una posible
liberacién en esta zona. Los procedimientos aprobados por la Ley General de Vida Silvestre
en el Capitulo 10 sobre la liberacién de ejemplares al habitat natural por la CONANP
(Comisién Nacional de Areas Naturales Protegidas), incluye una evaluacién genética previa
de los ejemplares, para determinar el origen de los individuos, que muestre que sus

caracteristicas genéticas son viables para una posible liberacion.

1 10°(l)'0'0 105°9'0'O 100"9'0"0 95°Ol'0"0

30°0'0"N

25°0'0"N

20°0'0"N

0 Military Macaw potential distribution

|} I | 1

Figura 3. Mapa de las muestras de referencia: Localidades muestreadas por Rivera-Ortiz et al.
(2017) (1=Sonora, 2=Sinaloa, 3=Nayarit, 4=Jalisco, 5=0axaca, 6=Querétaro y 7=Tamaulipas). Los
nameros romanos indican barreras genéticas y/o geograficas entre las localidades: las lineas
delgadas indican barreras débiles (20%) y las lineas gruesas indican barreras fuertes (95%)
(Rivera-Ortiz et al. 2017), estas tltimas corresponden a las principales cadenas montafiosas del pais.
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2. JUSTIFICACION

El creciente interés cientifico por conservar las especies en peligro de extincién
como la guacamaya verde (Ara militaris), exige estrategias de conservacién que integren
métodos genéticos que permitan identificar el origen de ejemplares en cautiverio o
provenientes de decomisos del trafico ilegal. La importancia de realizar estos andlisis
genéticos es primordial para evitar una contaminaciéon genética a las poblaciones locales

que tengan efectos graves (e.g. depresion exogamica).

3. HIPOTESIS

El individuo en -cautiverio estara mas relacionado genéticamente con las
poblaciones de la vertiente del Golfo y especificamente a la poblacién silvestre en
Querétaro, debido a los antecedentes de los progenitores, ya que posiblemente estos fueron

extraidos de este lugar y mantenidos en cautiverio.
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4. OBJETIVOS

GENERAL
Determinar el origen geografico y poblacional de un individuo en cautiverio de
guacamaya verde (Ara militaris) como una herramienta para futuros programas de

reintroduccion.

PARTICULARES
Determinar las relaciones genéticas de un individuo en cautiverio de guacamaya
verde (Ara militaris) con las poblaciones caracterizadas genéticamente por Rivera-Ortiz et

al. (2017).
Proponer estrategias de conservaciéon para la guacamaya verde (Ara miliatris)

mediante herramientas genéticas que guien posibles programas de reintroduccién y

liberacion.
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5. METODOS

5.1 Trabajo de gabinete

El trabajo de gabinete consisti6 en la seleccién de plumas que anteriormente fueron
colectadas por personal especializado en el manejo de individuos de guacamaya verde, las
plumas fueron donadas por la UMA Fundacién AFP OCEAN A. C. Una vez seleccionadas las
plumas para realizar los andlisis genéticos, se procedi6 a limpiar el raquis de cada pluma
con alcohol al 70% y agua destilada para eliminar posibles contaminantes en la extraccion
del ADN, posteriormente se cortaron 2 mm de raquis que fueron debidamente separados y

etiquetados en tubos de microcentrifuga de 1ml.

5.2 Extraccion de ADN

El ADN total se extrajo a partir de 2 mm de raquis de la pluma utilizando el método
de digestién estandar de proteinasa K/SDS: se colocd en un tubo de microcentrifuga de 1 ml
con 400 pl de buffer de lisis (10 mM Tris HCl; 2 mM EDTA; 10 mM NacCl; pH 8.0), 40 ul de SDS al
10% y 30 pl de proteinasa K (la digestion se llevd a cabo durante 24 a 48 hrs a 37°C),
seguido de purificacién por fenol : cloroformo como describe Leeton y Christidis (1993). El
ADN obtenido se visualizé por electroforesis en geles de agarosa (0.8%), tefiidos con
bromuro de etidio y revelados con luz ultravioleta, cada muestra se almaceno a -20°C para

las siguientes reacciones.

5.3 Amplificacion de secuencias de microsatélites

Se amplificaron ocho loci de microsatélites que ya habian sido utilizados por Rivera-
Ortiz et al. (2017) para la guacamaya verde. Se utilizaron estos ocho loci, para facilitar la
comparacién genética entre los individuos silvestres y el individuo en cautiverio. De éstos
loci: cinco fueron designados para el guacamayo azul y amarillo (Ara ararauna) (Caparroz
et al,, 2003), y tres para la amazona de san Vicente (Amazona guildinguii) (Russello et al.,
2001; Russello et al., 2005) (Tabla 1).

Los ocho loci se prepararon en reacciones de PCR individuales, cada reaccién con 5

Ml de Multiplex PCR kit (QUIAGEN), incluyendo master Mix (HotStarTaq ADN Polymerase,
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Buffer de PCR Multiplex, 3 mM de MgCl 2 y dNTPs), 1 ul de primer F, 1 i de primer Ry 3 pl
de ADN gendmico total. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador
Mastercycler® (Eppendorf, EUA). Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes:
etapa de activacién inicial de 95° durante 15 min. Posteriormente, cada ciclo de PCR
consistié en 30 s de desnaturalizaciéon a 94°C, seguido de 90 s de alineacién de primers a
temperaturas especificas (Tm= temperatura de alineamiento de los primers, Tabla 1) y 60 s
de extension a 72°C. Después de 30 ciclos, se dio una extension final de 7 min a 72°C.

Los productos de amplificacién de PCR se visualizaron con luz ultravioleta en geles
de agarosa al 1.2 %, tefiidos con bromuro de etidio. El gel se dej6 correr durante 40 min a

9oV.

Tabla 1. Locus de microsatélites que se amplificaron.

Locus Secuencia (5°-3%) Tm (°C)
UnaCT21* CTTTCCATACTTAGCCATA 58
UnaCT32* TCTTGCTTATTCTTCCCCAG 56
UnaCT43* TCATCCTATCACCAGAAGG 60
UnaCT74* CTGGACTGCTGCTCTTAAA 60
UnaGTs55* TCTGCCCTCTGTCTTATGCC 58

AgGT17y” CCTGGATGTGCTCTGTGAG 56
AgGT19* CCTGCCTCCCAAAAGAACT 58
AgGT32* ACCCAGCTTAGGTTTGTA 60

Caparroz et al. 2003* Russello et al. 2001” Russello et al. 2005%

5.4 Secuenciacion de microsatélites

Los andlisis electroforéticos se llevaron a cabo en el secuenciador ABI PRISM 3100-
Avant (Applied Biosystems), los productos de PCR se mezclaron con formamida y Gen Scan
LIZ-500 para determinar el tamafio del fragmento y se desnaturalizo durante 5 min a 95°C
para analizarlos en el secuenciador. Los andlisis de los fragmentos y su tamafo final se
determinaron utilizando el software Gene Maper 4.0 (Applied Biosystems). Dado que el

programa determina el tamafio de los alelos, se comprobé visualmente los
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electroferogramas de microsatélites para corroborar el tamafio y su nimero. Se repitieron
las secuencias de PCR para las muestras que mostraron electroferogramas poco claros y

resolver estas ambigiiedades (Morin et al., 2001).

5.5 Analisis de los datos

Las pruebas de asignaci6én permiten determinar a qué poblacién pertenece un
individuo o individuos y se divide en dos tipos de métodos: de clasificacién y de asignaciéon

(Garrido-Gardufio y Vazquez-Dominguez, 2013).

Métodos de clasificaciéon: Se caracterizan por asignar los individuos a categorias
predefinidas, dentro de estos métodos se incluyen los analisis de componentes principales y

los analisis de discriminantes (Garrido-Gardufio y Vazquez-Dominguez, 2013).

Métodos de asignacion: Con los métodos de asignaciéon genética es posible
determinar qué tan indicativo es el genotipo de un individuo de la poblacién en la que cual
fue muestreado, es decir, permite asignar o excluir las poblaciones referencia como
posibles origenes de los individuos sobre la base de genotipos multilocus y dada la
frecuencia alélica de los loci de todos los individuos en diferentes poblaciones (Dawson y

Belkhir, 2001; Piry et al., 2004).

Se utilizaron tanto métodos de clasificacion como el Andlisis Factorial de
Correspondencias y métodos de asignaciéon genéticos para evaluar si el individuo de
guacamaya verde en cautiverio pertenecia a cualquiera de las dos grandes metapoblaciones

o alguna de las siete subpoblaciones identificadas por Rivera-Ortiz et al. (2017).

5.5.1 Analisis Factorial de Correspondencias (AFC)

El Analisis Factorial de Correspondencias (AFC) es un método estadistico
multivariable de interdependencia (ninguna variable es definida como independiente o
dependiente) bien adaptado para describir asociaciones entre variables cualitativas (Hair et
al., 1999). El objetivo del AFC es encontrar una estructura mas simple reduciendo la
dimensién de las variables sin perder informacién (Valiente, 2007). Este andlisis esta

adaptado para el uso con datos genéticos diploides que permite investigar la
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correspondencia entre filas (individuos, poblaciones) y columnas (alelos) en una tabla de
contingencia. Como resultado esté método permite visualizar graficamente el claster de
cada poblacién en una nube de puntos, sin suposiciones a priori sobre la agrupaciéon

utilizando cada alelo como variable independiente (Valiente, 2007; Li et al., 2005).

El AFC se realiz6 con el software GENETIX 4.05.4 (Belkhir, 2004) para visualizar la
relaciéon genética entre el individuo en cautiverio y los individuos pertenecientes a las
referencias poblacionales tomadas de Rivera-Ortiz et al. (2017), se realizaron tres
combinaciones de datos: i) individuo en cautiverio + la metapoblacién de la Sierra Madre
Oriental + la metapoblaciéon de la Sierra Madre Occidental/Sierra Madre del Sur, ii)
individuo en cautiverio + metapoblaciéon de la Sierra Madre Oriental, iii) individuo en
cautiverio + la metapoblacién de la Sierra Madre Occidental/Sierra Madre del Sur; estas
combinaciones se hicieron con la finalidad de determinar si existen distinciones entre el

individuo en cautiverio y cada una de las poblaciones.
5.5.2 Asignacién genética

Se emplearon cuatro métodos de asignacién genética con genotipos multilocus; el
primer enfoque fue propuesto por Pritchard et al. (2000), el cual se basa en una agrupaciéon
completamente bayesiana, estd se basa en la informacién genética para asignar a qué
poblacién pertenece un individuo, sin suponer poblaciones predefinidas (Garrido-Gardufio
y Vazquez-Dominguez, 2013). Produce un valor de probabilidad posterior que puede ser
interpretada directamente como la probabilidad de origen de cada individuo de cada
poblacién muestreada y compara la probabilidad posterior del individuo de originarse en

una poblacién a un umbral elegido (Manel et al., 2002).

Para asignar el individuo en cautiverio a cualquiera de las siete poblaciones y/o a
las dos metapoblaciones se utilizé el programa STRUCTURE 2.3.1 que asigna a los
individuos a un numero especifico de poblaciones (K) a partir de sus genotipos y
simultaneamente, estima las frecuencias alélicas de los individuos de las poblaciones por
medio de simulaciones de Cadenas de Markov de Monte Carlo (MCMC) con el método de
Gibbs sampling, el cual consiste en un algoritmo de MCMC para obtener una secuencia de
muestras al azar a partir de una distribucién de probabilidades multivariada, y que es

adecuada cuando se trata de agrupacion de datos (Pritchard et al., 2000). El modelo puede
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asumir admixtur (asume que el individuo puede provenir de varias poblaciones K); o bien
puede asumir sin-admixtur (asume que el origen de cada individuo es a partir de una Gnica
poblacién K) (Falush et al., 2003; Garrido-Gardufio y Vazquez-Dominguez, 2013; Pritchard

et al., 2000).

STRUCTURE 2.3.1 (Falush et al., 2003; Pritchard et al., 2000) fue empleado para
agrupar al individuo en cautiverio usando de referencia las siete poblaciones y los dos
grupos genéticos definidos por Rivera-Ortiz et al. (2017). El programa se ejecutd 10 veces
con un valor de K= 2, este valor de K se definié de acuerdo a la estructura poblacional
descrita por Rivera-Ortiz et al. (2017). Todos los ensayos tuvieron una duracién de
quemado de 500,000 pasos, seguido de 10° interacciones bajo el supuesto de no-admixture
y sin considerar locapriori (asumiendo que el individuo en cautiverio no proviene de
ninguna poblacién muestreada). A continuacién se estimd el coeficiente de pertenencia a
las agrupaciones (Q) con el software CLUMPP 1.1.2 (Jakobsson y Rosenberg, 2007),
utilizando el algoritmo de LargeKGredy con 1,000 6rdenes de entrada aleatoria. Estos
valores se visualizaron con diagramas de barras construidos con el software DISTRUCT
(Rosenberg, 2004) lo que permitié visualizar a que poblacién de referencia y a que grupo

genético se agrupo el individuo en cautiverio.

Para los siguientes enfoques, se realizaron pruebas de asignacién/exclusiéon con el
software GENECLASS 2.0 (Piry et al., 2004). Este software utiliza tres criterios para
asignar o excluir un individuo a una poblacién que son: i) basados en frecuencias alélicas
(Paetkau et al., 1995), ii) un enfoque bayesiano (Rannala y Mountain, 1997) y por ultimo

iii) basado en distancias genéticas (Cornuet et al., 1999).

Criterio de frecuencias: Este criterio estd basado en frecuencias alélicas,
presentado por primera vez por Paetkau et al. (1995). Este método asigna un individuo a la
poblacién donde su frecuencia de genotipo esperada es mas alta, y se puede utilizar para
cualquier nivel de ploidia o para grupos de individuos (Paetkau et al., 1995; Piry et al.,
2004). El método implica tres etapas: i) calcular las frecuencias alélicas en todas las
poblaciones de candidatos, ii) calcular las probabilidades de que el genotipo multilocus del

individuo en cautiverio ocurra en cada poblacién, y iii) asignar el individuo en cautiverio a
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la poblacién donde la probabilidad de ocurra su genotipo sea la mas alta (Paetkau et al.,

1995).

Paetkau et al. (1995) sefiala que cuando un individuo tiene un alelo raro que no esta
presente en una poblacién candidata, puede ocasionar que el calculo de la frecuencia alélica
del individuo en una poblacién dada sea igual a cero, lo que lleva a la eliminacién del alelo
en esta poblaciéon. Para evitar este inconveniente Paetkau et al. (1995) sugiere afadir
sistematicamente al individuo a todas las muestras de poblacién, lo que evita las

frecuencias de alelos nulos.

Se calcularon las frecuencias alélicas de las siete poblaciones candidatas incluyendo
al individuo en cautiverio en cada una de las poblaciones de referencia, con la finalidad de
evitar obtener alelos nulos en los resultados. Se calcul6 la probabilidad de que ocurra el
genotipo del individuo en cautiverio en cada una de las siete poblaciones candidatas;
posteriormente se utilizé el algoritmo de simulacién propuesto por Paetkau et al. (2004)
para asignar al individuo en cautiverio a una de las siete poblaciones candidatas con un

remuestreo de Monte Carlo de 10,000 y un umbral de probabilidad de 0.05.

Criterio bayesiano: este segundo criterio basado principalmente en Rannala y
Mountain (1997), es una prueba parciamente bayesiana que utiliza el enfoque bayesiano
para estimar las frecuencias de alelos de una poblacién y un enfoque de frecuencias para
estimar la significacién estadistica de las asignaciones individuales (Manel et al., 2002).
Con el programa GENECLASS 2.0 se utiliz6 el método bayesiano propuesto por Rannala y
Mountain (1997) y el algoritmo de simulacién de Paetkau et al. (2004), con un remuestreo

de 10,000 individuos simulados y un umbral de probabilidad de 0.05.

Criterio de distancias: los indices de distancia genética se calculan entre el
individuo o el grupo de individuos a asignar y cada poblacién de referencia (Cornuet et al.,
1999). Con el software GENECLASS 2.0 se implementaron las siguientes distancias:

distancia minima de Nei (Nei, 1973) y la distancia DA de Nei (Nei et al., 1983).

Se evalu6 el desempefio de los cuatro criterios de asignacién implementados en el
software Geneclass 2.0 mediante ensayos de re-asignacién con un umbral de probabilidad

0.05 utilizando el procedimiento “leave one out” (Piry et al., 2004). La poblacién de origen
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se definié como aquella a la cual el individuo fue muestreado, y se evaluaron el niimero de

asignaciones correctas (Larrain et al., 2014).

5.5.3 Maximizar el éxito de asignacion

Los estudios tedricos han considerado cuantos loci y cuantos alelos podrian ser
necesarios para maximizar el éxito de la asignacién, la proporcién de asignaciones
correctas sobre todas las decisiones (es decir, asignaciones correctas e incorrectas mas no

asignaciones) (Banks et al., 2003).

WHICHLOCI es un programa que selecciona la mejor combinacién de loci para la
asignacién de la poblacién y/o individuos a través del andlisis de datos extraidos de
poblaciones candidatas (Banks et al., 2003), en general determina el poder discriminatorio
relativo de loci alternativo y combinaciones de loci para la asignacion de los individuos a la
poblacién con el fin de evaluar qué combinaciéon contiene el nimero minimo de loci

necesarios para alcanzar un nivel especifico de éxito de asignacion (Banks et al., 2003).

Las asignaciones de prueba con un loci a la vez permiten clasificar los loci en
términos de su eficiencia para una correcta asignacién de los individuos a la poblacién, y
por el contrario, su propensiéon a causar falsas asignaciones (Banks et al., 2003). Se
realizaron ensayos con numeros crecientes de loci para determinar que combinacion
contiene el minimo de loci para alcanzar un nivel definido de éxito de asignacién (Banks et

al., 2003, Yue et al., 2012).

Se examiné la puntuaciéon de cada marcador y sus combinaciones para determinar
cudles son las mejores combinaciones de microsatélites para la correcta asignaciéon del
individuo en cautiverio con el software WHICHLOCI. Se combinaron de 2-8 microsatélites
(del marcador con la puntuacién de asignacién mas alta al mas bajo) para probar la

potencia de las combinaciones de los marcadores (Yue et al., 2012).
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6. RESULTADOS

6.1 Analisis Factorial de Correspondencias (AFC).

El AFC arrojo una nube de puntos donde se observa la posicién en el espacio
bidimensional que adoptan los 86 individuos de siete poblaciones candidatas y el individuo
en cautiverio en dos grupos genéticos claramente separados: i) poblaciones candidatas de
la Sierra Madre Occidental/Sierra Madre del Sur (vertiente del Pacifico) y ii) poblaciones
candidatas de la Sierra Madre Oriental (vertiente del Golfo de México). Las tres pruebas de
AFC realizadas en GENETIX 4.05.4 sugieren que el individuo en cautiverio se ubica dentro
de la metapoblacién de la Sierra Madre Oriental, donde se puede observar que el individuo
en cautiverio se encuentra mas préximo a individuos de la poblacién de Querétaro (Figura
4 y 5). Por otro lado, el individuo en cautiverio se muestra bastante alejada de la

metapoblacion de la Sierra Madre Occidental/Sierra Madre del Sur (Figura 6).

3500 - \$\
Metapoblacién / s
2500 Sierra Madre Occidental/Sierra Madre del Sur \\
S |
2 |
S 1500 |
) Metapoblacién |
S Sierra Madre Oriental |
N 500
S |
N [ |
-500 .\
N
Individuo en cautiverio
-1500 —_—
-3000 -2000 -1000 (0] 1000
Axe 1 (6.26%)
® Sonora @ Sinaloa © Nayarit © Jalisco ® Oaxaca B Querétaro E Tamaulipas A IP

Figura 4. AFC bidimensional. Prueba 1 para observar el comportamiento de todas las poblaciones
candidatas con respecto al individuo en cautiverio (IP).
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Figura 5. AFC bidimensional. Prueba 2para analizar el comportamiento de las poblaciones
candidatas de la Sierra Madre Oriental con respecto al individuo en cautiverio (IP).
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Figura 6. AFC bidimensional. Prueba 3 para analizar el comportamiento todas las poblaciones
candidatas de la Sierra Madre Occidental/Sierra Madre del Sur con respecto al individuo en

cautiverio (IP).
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6.2  Asignacién genética

El andlisis de asignacién completamente bayesiano realizado con STRUCTURE 2.3.4,
muestra la proporcién de ascendencia de cada uno de los individuos candidatos, asi como
del individuo en cautiverio en dos grupos genéticos (K=2) que se muestran en verde y rojo
(Figura 7). Las poblaciones candidatas de Sonora, Sinaloa, Nayarit, Jalisco y Oaxaca
representan el grupo I: Sierra Madre Occidental/de la Sierra Madre del Sur (verde); Las
poblaciones candidatas de Querétaro y Tamaulipas y el individuo en cautiverio representan
el grupo II: Sierra Madre Oriental (rojo), lo que indica que el posible origen del individuo
en cautiverio se encuentra dentro de este grupo genético. La proporcién de membresia de

cada individuo a un grupo se estableci6 en 0.80 (Figura 7).

Sierra Madre Occidental/Sierra Madre del Sur Sierra Madre
Oriental

Sonora Sinaloa Jahsco Oaxaca
Tamaulipas

Figura 7. Proporcién de ascendencia en STRUCTURE. Ascendencia de 86 individuos silvestres de
guacamaya verde de siete poblaciones candidatas, asi como del individuo en cautiverio. Cada barra
representa el genotipo de cada individuo; los colores verde y rojo indican la proporcién de ancestria

a cada uno de los dos grupos genéticos detectables. Las lineas negras verticales forman los limites de
los lugares de muestreo originales.

Para los analisis de asignacion/exclusién generados en GENECLASS 2.0 se utilizaron
los ocho loci de microsatélites. La probabilidad de exclusién por el método de Monte Carlo
propuesto por Paetkau et al. (2004) (p<0.05) excluy6 al individuo en cautiverio de todas
las poblaciones de la de la Sierra Madre Occidental/Sierra Madre del Sur en los cuatro
enfoques utilizados. El método bayesiano parcial propuesto por Rannala y Mountain (1997)
y el método de frecuencias propuesto por Paetkau et al. (1995), asigno al individuo en

cautiverio a una unica poblacién silvestre, con una probabilidad del 32.7% y 30.3 %

FZS



Ara militaris

respectivamente a la poblaciéon de Querétaro. El andlisis de distancias genéticas de Nei y
distancia minima de Nei propuestas por Cornuet et al. (1999) arrojaron probabilidades de

asignacién a las poblaciones tanto de Querétaro como de Tamaulipas (Tabla 2).

Tabla 2. Probabilidades de asignacién calculada con GENECLASS 2.0. El individuo es asignado a la
poblacién donde se da la mayor probabilidad de que ocurra su genotipo. La probabilidad de
exclusion calculado con el método de Monte Carlo de Paetkau et al. (2004) es de p<0.05. Los valores
en color rojos fueron donde se obtuvieron mayor probabilidad que ocurra el genotipo del individuo
en cautiverio.

Software Criterio ¢y giv  NAY JAL  0AX QUE TAM ~ umero
Algoritmo de Loci

Geneclass 2.0
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.303 0.068

Paeti;f:f;f‘?fg%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (30.3%)  (6.8%) 8
Genclass 2.0
Bayesiano 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.327 0.034
Rannala & Mountain (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (32.7%) (3.4%)
(1997)
Geneclass 2.0
Distancia genética 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.373 0.224 3
Nei (1983) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (37.3%) (22.4%)
Cornuet et al. (1999)
Geneclass 2.0
Distancia minima 0.028 0.00 0.00 0.00 0.00 0.461 0.418 3
Nei (1973) (2.8%) (0%) (0%) (0%) (0%) (46.1%) (41.85)

Cornuet et al. (1999)
SON: Sonora, SIN: Sinaloa, NAY: Nayarit, JAL: Jalisco, OAX: Oaxaca, QUE: Querétaro, TAM:
Tamaulipas.

Con un umbral de exclusion de 0.05, las pruebas de asignaciéon/ exclusién
implementadas en Geneclass 2.0 presentaron valores de asignaciones correctas mayores al
50%. Sin embargo, como sucedi6 con el individuo en cautiverio pocas muestras de los 86
individuos de referencia fueron asignados a una sola poblacién nativa, por lo que se tomé
como origen de los individuos a la poblacién a la cual presentaron mayor probabilidad de
asignacién. Los criterios de asignacién Bayesiana propuesto por Rannala y Mountain (1997)
y distancia genética de Nei (Cornuet et al., 1999) tuvieron mayores proporciones de
asignaciones correctas con un 74% y un 79% respectivamente (Tabla 3), lo que indica que
posiblemente son los mejores criterios de asignacién para estas poblaciones de guacamaya

verde.
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Tabla 3. Desempefio de los criterios de asignacién implementados en GENECLASS 2.0. Se re-
asignaron los 86 individuos silvestres de las siete poblaciones de referencia.

Software Criterio Asignados correctamente
Algoritmo Nimero de individuos %
Geneclass 2.0
Frecuencias 57 66

Paetkau et al. (1995)

Genclass 2.0

Bayesiano 64 74
Rannala & Mountain (1997)

Geneclass 2.0

Distancia genética Nei (1983) 68 79
Cornuet et al. (1999)

Geneclass 2.0

Distancia minima Nei (1973) 46 53
Cornuet et al. (1999)

6.3  Exito de asignacién

Las combinaciones éptimas de locus proporcionaron asignaciones del individuo en
cautiverio entre las poblaciones candidatas de guacamaya verde. WHICHLOCI indicé que
los ocho loci eran necesarios para una precisiéon de asignacion del individuo en cautiverio a
alguna de las poblaciones candidatas del 83%. Los loci se clasificaron de acuerdo a su
contribucion relativa a la precisién de la asignacién del individuo en cautiverio de acuerdo
a los analisis de las diferencias de frecuencias alélicas entre las poblaciones; la contribuciéon

de todos los loci oscilan entre el 9 % (AgGT32) al 15% (UnaCT21) (Tabla 4).

Tabla 4. Raking de loci realizado por WHICHLOCI con ocho microsatélites.

Locus Score Score (%) A (%)
UnaCT21 139.474 15.556
UnaCT32 118.573 13.225
UnaCT74 116.432 12.986
UnaCT43 114.071 12.723
UnaGT55 110.096 12.279 83%
AgGT17 109.722 12.237
AgGT19 98.694 11.007
AgGT32 89.51 9.983

A = Asignacioén correcta con ocho loci
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7. DISCUSION

Con la disminucién de las poblaciones de vida silvestre, los programas de
reintroduccién que integren métodos genéticos para identificar la poblacién de ascendencia
de individuos de origen desconocido, constituyen un componente importante de estrategias
integradas de conservaciéon especialmente en especies que se encuentren en niveles de
riesgo como la guacamaya verde (Milidn-Garcia et al., 2015; Russello et al., 2007).

El objetivo de este estudio fue determinar el origen geografico y poblacional de un
individuo en cautiverio de guacamaya verde a partir del andlisis de microsatélites y el uso
de diferentes métodos de asignacién y exclusion. Sin embargo, la identificacién del origen
geografico de una muestra depende de nuestra capacidad de asignarla a una poblacién en
particular, que a su vez depende estrechamente del nivel de estructuracién genética
(Larrain et al., 2014; Ogden et al., 2009).

La estructura genética de las poblaciones estd determinada por procesos
microevolutivos (seleccion natural, deriva génica, flujo génico y mutaciéon) y esta reflejada
en los niveles de diferenciacién genética (Fsr). Los valores de diferenciacién para un éxito
razonable de asignacién se citan usualmente como valores de Fsr que van de 0.05-0.2,
donde se reportan del 80-100% de asignaciones correctas (Hauser et al., 2006; Manel et
al., 2002; Ogden y Linacre, 2015). Las poblaciones de referencia citadas por Rivera-Ortiz et
al. (2017) presentan valores de Fsr entre pares de poblaciones que oscilan entre los 0.025
(Nayarit-Sinaloa) hasta 0.253 (Tamaulipas y Sonora) siendo estd ultima la que presenta
mayor diferenciaciéon genética. Cuando se comparan las regiones fisiograficas el valor de
Fsr mas significativo es de 0.65 y se presenta solo entre la Sierra Madre Occidental y la
Sierra Madre Oriental (Rivera-Ortiz et al., 2017).

Los valores de Fsr que presentan las poblaciones de guacamaya verde se ven
reflejados en las graficas obtenidas de las pruebas de AFC y STRUCTURE 2.3.2 (Figuras 4,
5, 6 y 7), donde se observan claramente dos grupos genéticos: i) Sierra Madre Occidental/
Sierra Madre del Sur y ii) Sierra Madre Oriental, anteriormente reportados por Rivera-
Ortiz et al. 2017. Debido a esta estructuracion el individuo se asigné con una alta confianza
a la metapoblaciéon de la Sierra Madre Oriental y subsecuentemente a una de las dos

poblaciones de este grupo genético.
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Por otro lado los analisis de asignacién/exclusion de GENECLASS 2.0 confirman que
el posible origen del individuo en cautiverio se encuentra en alguna de las poblaciones de la
Sierra Madre Oriental. Estadisticamente los cuatro criterios muestran mayor probabilidad
de que este individuo pertenece a la poblaciéon de Querétaro con un rango que oscila entre
el 30-46% de probabilidad; no obstante, dos de estas pruebas no lograron asignar al
individuo en cautiverio a una sola poblacién nativa. Estos bajos porcentajes de probabilidad
y la asignacién a ambas poblaciones es posiblemente un reflejo del tamafio pequefio en
algunas poblaciones de referencia ya que ciertos autores sugieren que es necesario una
muestra de 30-50 individuos por poblacién aunado a los valores de Fsr anteriormente
mencionados para permitir estimaciones precisas (Cornuet et al., 1999; Manel et al., 2002;
Ogden y Linacre, 2015).

No obstante, tomando en cuenta que las especies en peligro de extincién suelen
tener tamafios pequefios de poblacion siendo el caso de la guacamaya verde, de la cual en
México se han reportado desde poblaciones pequeflas con tan solo 14-20 individuos
(Jalisco), hasta poblaciones donde alcanzan aproximadamente los 70 individuos (Sierra
Gorda de Querétaro), vuelve dificil obtener suficiente material de referencia (Gaucin, 2000;
Ogden y Linacre, 2015; Palomera-Garcia et al., 1994; Rivera-Ortiz et al., 2013).

El desempefio de los criterios de asignacion utilizados en GENECLASS 2.0 fueron
buenos (56-79% de asignaciones correctas) al compararlos con un estudio donde reportan
que los métodos de frecuencia de alelos y distancias DA de Nei apenas alcanzan el 50% de
asignaciones correctas utilizando nueve microsatélites y un tamafio de muestras de
referencia necesarios para tener estimaciones precisas (N=50 por cada poblacién) del
mejillon Mytilus chilensis; sin embargo el Fsr global es de 0.046 (Larrain et al., 2014). Los
resultados en este trabajo posiblemente son atribuibles a que la diferenciacién genética de
las poblaciones de guacamaya verde cumplen con valores suficientes de diferenciacion
genética para lograr una correcta asignacion, lo que demuestra que se puede lograr un alto
éxito de asignaciones usando pocos loci y tamafios de muestra pequerios si las poblaciones
estan fuertemente estructuradas y diferenciadas genéticamente (Cornuet et al., 1999).

Para realizar eficientemente el proceso de asignacién es necesario analizar el poder
de asignacién de los marcadores, el uso del software WHICHLOCI permitié determinar el

namero minimo de combinaciones de marcadores de microsatélites para alcanzar un nivel
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especifico de éxito de asignacidn, el cual demuestra que es necesario utilizar los ocho loci
de microsatélites para tener un éxito de asignaciones correctas del 83%. A pesar de que
este porcentaje parece favorable, los porcentajes de asignaciones correctas en el analisis
del desempefio de los métodos de asignacién de GENECLASS 2.0 utilizando los ocho
microsatélites no alcanzan el 80% lo que sugiere que para obtener una asignacién
individual altamente precisa requeriria de loci adicionales o en algunos casos aumentar el
nimero de muestras de referencia en algunas poblaciones, algunos autores como
Kalinowski (2005) mencionan que cuando la FST es superior a 0.05, 20 individuos
deberian de ser suficientes, también se sugiere que un nimero relativamente bajo de
marcadores de microsatélites (n=10) proporciona suficiente poder de asignacién para
identificar el origen de la poblacién como se han realizado en otros estudios en diferentes

especies (Mateus y Almeida, 2015; Tonteri et al., 2009: Yue et al., 2012).
8. IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION

El uso de herramientas moleculares para identificar el origen de individuos con
fines de conservacion es cada vez mas utilizada para identificar sitios de trafico ilegal y
como herramienta en planes de reintroduccién, asi lo demuestran algunos estudios en
diferentes especies como la guacamaya Jacinto (Anodorhynchus hyacinthinus), la
guacamaya azul y amarillo (Ara ararauna) y la tortuga de estanque europea (Emys
orbicularis) (Fernandes y Caparroz, 2013; Presti et al., 2015; Velo-Ant6n et al., 2007).

Para una especie que se encuentra en peligro de extincién como la guacamaya
verde, donde las principales amenazas son la fragmentacién del habitat y el trafico ilegal,
entender y conocer la estructura genética de poblaciones silvestres es una herramienta
importante para diseflar estrategias de manejo adecuadas (O’Biren, 1994; Rivera-Ortiz et
al., 2017). La significativa diferenciacién genética que existe entre las poblaciones de la
Sierra Madre Occidental/Sierra Madre del Sur de las poblaciones de la Sierra Madre
Oriental permite determinar el origen de individuos criados en cautiverio o confiscados del
trafico ilegal para asignarlo a poblaciones donde son genéticamente similares.

La reintroduccién de ejemplares de guacamaya verde a la vida silvestre es parte de

planes de manejo de UMA’s como FUNDACION AFP OCEAN A.C. que deben cumplir con
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todos los protocolos que establece la Ley General de Vida Silvestre para evitar dafiar
ecoldgica y genéticamente las poblaciones locales que las puedan llevar a una extinciéon
local.

Para lograr obtener un mayor éxito de asignaciéon de individuos de origen
desconocido, es importante continuar con estudios genéticos de poblaciones silvestres que
atn no estan incluidas en los estudios de estructura genética e incluso un aumento del
namero de marcadores en las poblaciones de referencia utilizadas en este trabajo mejoraria
los resultados obtenidos en este estudio.

Es importante que las estrategias de conservacién enfocados a restauraciones
demograficas o translocaciones para reducir niveles de endogamia (e.g Nayarit, Sinaloa y
Querétaro) deben integrar esfuerzos en identificar el origen de individuos criados en
cautiverio o decomisados del trafico ilegal que seran liberados, con el fin de evitar en el
proceso una depresiéon exogamica (Frankham et al. 2011) y asegurar la viabilidad y salud
genética de cada poblacién, reduciendo el riesgo de una extincién local.

Por ultimo es necesario identificar sitios donde la captura ilegal es intensa
utilizando métodos de asignacién genética, enfocando esfuerzos y recursos en los sitios
identificados de individuos incautados para planificar acciones y disminuir esta practica

ilegal con la ayuda de las comunidades locales.
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CONCLUSIONES

Los estudios genéticos enfocados en la guacamaya verde permiten identificar y
determinar el origen desconocido de individuos criados en cautiverio o
provenientes de decomisos del trafico ilegal.

A pesar de obtener probabilidades menores al 50%, el individuo en cautiverio es
compatible genéticamente con la poblacién de Querétaro y lo convierte en un
potencial candidato para ser liberado en esta area.

Es posible mejorar los éxitos de asignacion aumentando ya sea el tamafio de
muestras de referencia o el nimero de loci de microsatélites en cada poblacion.

Los métodos de asignacién son herramientas importantes en estrategias de
conservacion de la guacamaya verde que en el futuro seran indispensables en los

planes de manejo.
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