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Resumen

Los estudios filogeograficos en aves neotropicales son esenciales para explicar los patrones
de flujo de genes, hibridacion, fragmentaciéon y especiacién. Las Unidades Evolutivas
Significativas (ESUs) y Unidades de Manejo (MUs) permiten desarrollar estrategias de
proteccion y conservacion de poblaciones de especies amenazadas. Sin embargo, los
estudios filogeograficos de psitacidos mexicanos son muy escasos y este conocimiento aun
no se ha aprovechado para generar estrategias de conservacion. En esta tesis se describe la
diversidad genética y los patrones filogeograficos de la guacamaya verde en México, para
proponer estrategias de conservacion. De las muestras de plumas y tejidos obtenidas se
extrajo el ADN gendmico total, se amplificaron y secuenciaron los fragmentos del gen
mitocondrial Cytocromo-b, las secuencias se analizaron, alinearon y tradujeron para
obtener la diversidad haplotipica, nucleotidica, realizar pruebas de neutralidad Tajima’s Dy
Fu’s, asi como realizar el AMOVA, SAMOVA vy elaborar una red de haplotipos. Se
identificaron niveles altos de diversidad haplotipica y niveles bajos de la diversidad
nucleotidica, asi como valores negativos y significativos en las pruebas de neutralidad en las
localidades de Coésala, Sinaloa y Mirador del Aguila, Nayarit, sugiriendo que en estas
localidades hay una expansién poblacional. Se detect6 estructura filogeografica entre las
poblaciones de guacamaya verde en México. Se reconoce la existencia de tres grupos
genéticos, uno en la Sierra Madre Oriental, el otro en la porcidn del norte de la Sierra Madre
Occidental/Sierra Madre del Sur y por la porcion central y sur de la Sierra Madre Occidental
y la /Sierra Madre del Sur. Se identificaron dos Unidades Evolutivamente Significativas
(ESU). La primera en la Sierra Madre Oriental, la segunda en la Sierra Madre Occidental/
Sierra Madre del Sur. Dentro de esta segunda ESU, se pueden identificar dos Unidades de
Manejo (UM) distintas: la primera en el norte de la Sierra Madre Occidental/Sierra Madre
del Sur, y la segunda en el centro y sur de la Sierra Madre Occidental y la Sierra Madre del
Sur. Se propone la implementacién de medidas de protecciéon y restauracion del habitat en
las areas identificadas como Unidades de Conservacidn, asi como establecer colaboraciones

con las comunidades locales.



1. Introduccion.

México es ampliamente reconocido a nivel mundial por su riqueza bioldgica, y se encuentra
entre los 12 paises designados como "megadiversos", los cuales albergan aproximadamente
el 70% de todas las especies conocidas en la actualidad (Mittermeier y Goettsch 1992).
México ocupa el cuarto lugar en esta lista y se estima que alberga entre el 10% y el 12% de
la diversidad bioldgica a nivel global (Rodriguez-Pérez et al. 2019; Sarukhdn et al. 2009). La
megadiversidad de México se debe a varias razones, siendo una de ellas su ubicacién
geografica. En el territorio mexicano, confluyen dos regiones biogeograficas: la region
Neartica que engloba las zonas templadas y frias en el centro y norte de México, asi como
las dreas montanosas de la Sierra Madre Oriental, Occidental y el Eje Volcanico (Halffter
1987; Halffter y Morrone 2017). Por otro lado, la region Neotropical comprende las zonas
tropicales presentes en el centro y sur del pais (Halffter y Morrone 2017). Esta combinacién
de diferentes regiones biogeograficas ha dado lugar a una gran diversidad de flora y fauna,
cada una con historias biogeograficas Unicas que se entrelazan en México (Flores y Gerez

1999; Rodriguez-Pérez et al. 2019; Sarukhan et al. 2009).

Los procesos geoldgicos, como la meteorizacion o la erosién, desempefian un papel
fundamental en la modificacion de la fisiografia, el clima y, por ende, la vegetacion en
México. Estos cambios fueron de importancia critica para el desarrollo de la biodiversidad
gue conocemos en la actualidad. Algunos estudios relacionados con el periodo Cuaternario
(hace 2 millones de afios) han revelado cambios significativos en las comunidades biolégicas
del pasado que influenciaron la biodiversidad actual en respuesta a los cambios climaticos

asociados a los ciclos glaciales e interglaciares (Cevallos-Ferriz et al. 2012).

Los periodos glaciales mas frios llevaron a la expansion de climas templados y frios en
territorio mexicano, lo que tuvo como resultado la extincidn de muchas especies que
originalmente habitaban climas tropicales y relegando a las especies sobrevivientes a dreas
conocidas como "refugios pleistocénicos". De esta forma, se abrid la puerta para la

colonizacidn de especies adaptadas a climas frios (Bonatelli et al. 2014; Toledo 1976).



La filogeografia estudia los procesos y factores que influyen en la distribucion geografica de
los linajes genéticos dentro y entre especies estrechamente relacionadas, examinando
también las variaciones genéticas presentes en estas poblaciones (Avise y Walker 1998;
Zinck 1996). Esta disciplina busca arrojar luz sobre eventos histdricos que pudieron afectar
la distribucién de la variacidon genética en las poblaciones de las especies, tales como la
fragmentacion de hdbitats, la expansion de dreas de distribucién, migraciones y la
desaparicion de linajes genéticos (Avise 2000). De esta manera, esta disciplina pretende
identificar las posibles causas detrds de estos eventos, ya sean de origen geoldgico,
ecoldgico o etoldgico (Hardy et al. 2002). Ademas, la filogeografia es una herramienta
valiosa para inferir procesos demograficos pasados, delimitar fronteras entre especies y
sefalar dreas de importancia para la conservacién de la biodiversidad (Avise 2000; Vazquez-
Dominguez 2002). Los estudios filogeograficos han proporcionado informacién importante
para comprender los efectos de las glaciaciones del Pleistoceno en los taxones (Knowles

2000; Joseph et al. 1995; Hewitt 1996; Roy et al. 1996)

En los estudios de filogeografia, se emplean secuencias de ADN tanto nuclear como
mitocondrial (Avise 2000). EI ADN mitocondrial (ADNmt) se destaca como el marcador
molecular mas comunmente utilizado en filogeografia (Lanteri y Confalonieri 2003). Esto se
debe a varias razones, como su baja tasa de recombinacion, tasas de mutacién mas elevadas
en comparacion con el ADN nuclear y su herencia materna, lo que facilita el rastreo de las
lineas de herencia y el flujo de genes entre varios individuos de diferentes poblaciones de
la misma especie. Esto permite reconstruir las relaciones histéricas entre estas poblaciones

y comprender su distribucién geografica (Avise 2000; Harrison 1989; Wayne et al. 1992).

1.1. Estudios filogeograficos en aves neotropicales.

Los estudios filogeograficos en aves neotropicales tienen una importancia significativa en la
explicacion de patrones relacionados con el flujo de genes, la hibridacion, la fragmentacidn
y la especiacidn en numerosas especies de este grupo. (e.g., Avise 2000; Gascon et al. 2000;
Moritz et al. 2000; Newton 2003; Caparroz et al. 2009a). Estos estudios ayudan a
comprender la diversidad presente en la regidon neotropical. Desde una perspectiva

6



filogeografica, las aves han sido un grupo de vertebrados que ha sido objeto de un aumento

significativo en investigaciones a nivel global (Beheregaray 2008, Cadena 2007).

La filogeografia ofrece la posibilidad de identificar patrones y proponer procesos
relacionados con la aparicion de la diversidad en regiones con una gran cantidad de especies
de aves, como es el caso del Neotrépico (Solomédn et al. 2008; Carnaval et al. 2009). Esto es
especialmente relevante en el estudio de aves, ya que se ha observado que presentan
linajes con historias naturales muy variadas (Burney y Brumfield 2009; Weir 2009). Aunque
los estudios filogeograficos en aves son limitados, han revelado patrones que ilustran la
ocurrencia de diversos procesos evolutivos en su historia reciente, lo que ayuda a

comprender la diversidad de aves en el Neotrdpico (Cadena 2007; Mila et al. 2009).

Los estudios filogeograficos de aves neotropicales que hacen uso del ADN mitocondrial
indican que gran parte de los linajes dentro de una misma especie divergieron en los ultimos
dos millones de afios (Eberhard y Bermingham 2004; Tavares et al. 2006; Caparroz et al.
2009b; Ribas et al. 2009). En investigaciones filogeograficas que incorporan datos de otros
marcadores moleculares, asi como informacién fenotipica y ambiental, se han identificado
diversos procesos que han contribuido a la historia evolutiva de estas aves. Entre estos
procesos se incluyen la seleccién natural y diferencias en el flujo génico entre machos y
hembras (Tavares et al. 2006; Caparroz et al. 2009a; 2009b; Ribas et al. 2009). Ademas, se
ha encontrado evidencia de un crecimiento demografico reciente como respuesta a

condiciones ambientales favorables (Caparroz et al. 2009b; Ribas et al. 2009).

1.2. Estudios filogeograficos en psitacidos neotropicales.

Los psitdcidos neotropicales han sido objeto de varios andlisis filogeograficos recientes
(Ribas y Miyaki 2004; Russello y Amato 2004; Eberhard y Bermingham 2004; Tavares et al.
2006; Caparroz et al. 2009a; 2009b; Ribas et al. 2007; 2009). Estos estudios han encontrado
relaciones fuertemente sustentadas a nivel de género dentro de los psitacidos

neotropicales (tribu Arini) y han proporcionado informacién para comprender la influencia



de los eventos histdricos, como los cambios climaticos del Pleistoceno, en la variacidon

genética y fenotipica de las especies.

La mayoria de estos estudios sugieren que los psitdcidos neotropicales experimentaron su
proceso de diversificacion en el Plioceno o Pleistoceno temprano resultado de los ciclos
glaciales, seguidos de una rdpida expansion poblacional a lo largo de Mesoamérica debido
a la preferencia de habitats de estas aves (Ribas y Miyaki 2004; Russello y Amato 2004).
Ademas, factores geograficos como el rio Amazonas y la cordillera de los Andes, han servido
como barreras que han afectado a la distribucién y diversificacion de la biota neotropical
(Tavares et al. 2006; Ribas et al. 2007). La informacién obtenida de estos estudios es de gran
utilidad para la conservacién de las especies de psitacidos neotropicales, ya que arroja luz
sobre su historia evolutiva y los factores que han influido en su diversidad y distribucién.
Los resultados de estas investigaciones pueden ser aplicados en estrategias de conservacién
y manejo de estas aves (Eberhard y Bermingham 2004; Caparroz et al. 2009a; 2009b; Ribas
et al. 2009; Rivera-Ortiz et al. 2023).

Ribas y Miyaki (2004), usaron ADN mitocondrial y nuclear de individuos de diferentes
poblaciones de las especies Aratinga solstitialis y Nandayus nenday con el objetivo de
evaluar las relaciones evolutivas entre estas especies. Los resultados de la filogenia
molecular sugieren que A. solstitialis deberia dividirse en varias especies. Mientras que N.
nenday que se consideraba una especie monoespecifica de su propio género, esta
estrechamente relacionada con el clado de A. solstitialis, con lo que proponen incluirlas en
el mismo género. Realizaron un analisis de biogeografia histérica para evaluar las rutas
posibles de colonizacidn y diversificacidn, encontrando que el grupo A. solstitialis se origind
en América del Sur y que la colonizacién de Centroamérica y Norteamérica probablemente
ocurrié varias veces en diferentes momentos de la historia evolutiva de las especies

estudiadas.

Russello y Amato (2004), construyeron una filogenia molecular detallada de las especies del
genero Amazona la cual sugiere que el género Amazona se divide en dos clados principales,

uno que incluye las especies del Caribe y Centroamérica y el otro que incluye las especies



de América del Sur. Los autores proponen la separacién de las especies de Amazona del
Caribe y Centroamérica en un género separado Leucocephalon. Se sugiere que la separacion
de los clados pudo haberse producido como resultado de eventos de vicarianza asociados
con la formacién del Istmo de Panama. Los autores sefialan que los patrones de distribucion
de las especies de Amazona estdn relacionados con las areas de diversidad de aves

neotropicales.

Eberhard y Bermingham (2004), examinaron la diversidad genética y la evoluciéon de
Amazona ochrocephala, usando informacion de tres subespecies principalmente: A. o.
ochrocephala, A. o. auropalliata y A. o. panamensis. Concluyendo que estas tres
subespecies deben ser tratadas como especies separadas, los analisis moleculares sugieren
que la separacion ocurrio hace 1.2 y 2.5 millones de afios, durante el Pleistoceno,
probablemente resultado de la dominacién de barreras geograficas que surgieron durante

el Pleistoceno, principalmente a la formacién del Istmo de Panama.

Tavares et al. (2006), analizaron 101 especies de loros neotropicales y construyeron un
arbol filogenético de las especies de la tribu Arini. Los resultados indican que la tribu Arini
es un grupo monofilético, por lo que comparten un ancestro comun. Sugieren que el origen
de Arini ocurrid hace unos 27 millones de afios, cuando Sudamérica se separd del
continente africano. Los autores sefialan que los cambios climaticos y geoldgicos durante
los ultimos diez millones de afos han afectado la distribucidn y diversificacion de las
especies de Arini. La formacién del Istmo de Panamad hace tres millones de afios favorecio

a la separacion de las especies de América del Sur, América Central y del Norte.

Ribas et al. (2007), utilizaron datos de secuenciacion de ADN mitocondrial y nuclear para
reconstruir la filogenia de las especies Amazona ochrocephala y Amazona aestiva,
encontrando que las poblaciones sudamericanas de estas dos especies son genéticamente
distintas a las poblaciones de Centroamérica y del Norte. Las especies sudamericanas de A.
ochrocephala se dividen en tres grupos filogenéticos que corresponden con las regiones
geograficas en las que se encuentran: la Amazonia, el Cerrado y la region costera de Brasil.

Mientras que las poblaciones sudamericanas de A. aestiva se dividen en dos grupos



filogenéticos que corresponden con las regiones de Brasil y Argentina/Uruguay/Paraguay.
Estas diferencias filogenéticas reflejan la historia evolutiva y biogeografica de estas especies

de loros y tienen implicaciones importantes para su conservacion.

Caparroz et al. (2009a), usando marcadores de ADN mitocondrial y microsatélites
examinaron la estructura poblacional y los patrones de dispersién de loros de Ara ararauna,
los resultados mostraron una separacion entre las poblaciones de las regiones del norte y
sur de Brasil, alta diversidad genética en todas las poblaciones y una estructura geografica
significativa, ademads se encontrd una fuerte filopatria femenina, lo que sugiere que las
hembras tienden a permanecer en su drea de origen durante varias temporadas de
reproduccién. Ademas, obtuvieron una estructura poblacional poco marcada, una mayor
conectividad genética entre las poblaciones y una mayor dispersién de machos, lo que
sugiere que los machos se mueven mas entre las poblaciones que las hembras. La filopatria
femenina y la dispersion de machos tienen implicaciones importantes para la gestion y

conservacién de la diversidad genética de esta especie.

Caparroz et al. (2009b), con datos de secuenciacién de ADN mitocondrial y microsatélites
examinaron la estructura genética de las poblaciones de Amazona aestiva y el papel de la
demografia y los eventos climaticos en la filogeografia de esta especie. Los resultados
indican que la diversidad genética esta estructurada en tres grupos principales: uno en el
norte de Sudamérica, otro en el este de Brasil y otro en el sur de Brasil y Argentina. Los
analisis demograficos sugieren que la expansion de la poblacion de A. agestiva se produjo
durante la ultima glaciacién, hace unos 20,000 anos, y que la contraccion de la poblacién

ocurrié durante el periodo mas cdlido del Holoceno hace unos 6.000 afios.

Ribas et al. (2009), utilizaron datos de multiples marcadores moleculares para construir una
filogenia del género Brotogeris. Los resultados indican la presencia de dos clados principales
dentro de este género, ademas de alta diversidad genética dentro de varias especies lo que
sugiere la presencia de diversificacidn criptica. Al analizar las tasas de diversificacion
encontraron que el género Brotogeris experimentd una tasa de diversificacion constante a

lo largo del tiempo sin evidencia de cambios drasticos en la tasa de diversificaciéon. La
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formacion de la cordillera de los Andes y la apertura del Istmo de Panama influyeron en los

eventos de dispersién de dicho género de pericos.

1.3. Estudios de genética poblacional y filogeograficos para guacamaya verde (Ara militaris).

Existen pocos estudios que se centren en la genética poblacional o los aspectos
filogeograficos de la guacamaya verde (Ara militaris). La falta de investigaciones en este
campo puede deberse a diversas razones, como la limitada disponibilidad de muestras de
ADN, la dificultad para llevar a cabo estudios genéticos en especies que pueden ser dificiles
de capturar o que se encuentran en peligro de extincion (Rivera-Ortiz et al. 2017; Rivera-
Ortiz et al. 2023). Dentro de los estudios que se han realizado para la guacamaya verde se
ha encontrado principalmente una importante estructura filogeografica, definiendo la
existencia de dos poblaciones de A. militaris en México, una ubicada en la Sierra Madre
Occidental / Sierra Madre del Sur y otra en la Sierra Madre Oriental, asi como una alta
diversidad y estructura genética concluyendo que las poblaciones de guacamaya verde en
México han experimentado un cuello de botella y una expansion poblacional reciente
(Soberanes-Gonzalez 2008; Eberhard et al. 2015; Dehasque 2016; Rivera-Ortiz et al. 2017,

Castrejon-Gaona 2021; Rivera-Ortiz et al. 2023)

En un estudio realizado por Soberanes-Gonzalez (2008), se determind la paternidad de
individuos de A. militaris nacidos en cautiverio provenientes de la Unidad de Manejo para
la Conservacién de la Vida Silvestre (UMA) de Africam Safari. En este estudio se confirmé la
paternidad del 70% de los individuos al comparar su informacion genética de uno de sus

supuestos padres.

Eberhard et al. (2015), examinaron las relaciones filogenéticas entre A. militaris y A.
ambiguus empleando secuencias mitocondriales. Los resultados de este trabajo muestran
que los clados de A. militaris y A. ambiguus son linajes evolutivamente independientes. Los
autores encontraron importante estructura filogeografica dentro de A. militaris entre las

muestras recolectadas en las regiones occidentales (Chihuahua y Sinaloa) y orientales
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(Querétaro) de México. Sin embargo, no se obtuvo evidencia de divergencia de linajes entre

A. ambiguus de Costa Rica y Ecuador.

Dehasque (2016), llevé a cabo la reconstruccion filogenética de A. militaris y A. ambiguus
utilizando 40 genomas mitocondriales de muestras de museos. En este estudio, se observd
una estructura genética y filogeografica similar a la reportada por Eberhard et al. (2015), asi
como una alta diversidad genética en las poblaciones de México y Sudamérica, lo que indica
gue esta especie ha experimentado un patrén histérico de aislamiento y expansién de

poblaciones.

Rivera-Ortiz et al. (2017), investigaron la diversidad y estructura genética de la guacamaya
verde en México, utilizando nueve microsatélites y analizando 86 muestras de siete
localidades en la Sierra Madre Occidental, Sierra Madre del Sur y Sierra Madre Oriental. Los
resultados de estos autores revelaron una diversidad genética moderada y una alta
estructura genética. En este estudio también se observd una clara separacién genética
entre las localidades divididas por la meseta central y el Eje Neovolcanico Transversal. Los
autores proponen la existencia de dos grupos genéticos en A. militaris, uno que se
distribuye en la Sierra Madre Occidental/Sierra Madre del Sur y otro en la Sierra Madre

Oriental. Estos grupos se sugieren como unidades de conservaciéon independientes.

Castrején-Gaona (2021), analizé la diversidad genética de A. militaris usando tres
marcadores de ADN mitocondrial (Cytb, ND2 y RC), con individuos de Sinaloa y Michoacdn,
junto con las secuencias obtenidas de la base de datos GeneBank-NCBI. Para los tres
marcadores se observd una alta diversidad haplotipica. Con Cytb obtuvo diversidad
nucleotidica baja lo que indicaria que la poblacién pasé por un cuello de botella. Con ND2 y
RC, se observd diversidad nucleotidica moderada con lo que se infiere una poblacién grande
y estable con historia evolutiva antigua. Los individuos de la Sierra Madre Occidental, Sierra
Madre del Sur presentaron diversidad haplotipica alta y diversidad nucleotidica baja con los
tres marcadores, sugiriendo que la poblacion pasé por un cuello de botella seguido de una

expansion rapida.
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Rivera-Ortiz et al. (2023), exploraron la variabilidad del ADN mitocondrial para determinar
el patron filogeografico del complejo de A. militaris a través de andlisis de modelado
filogenético y ecoldgico. La estructura filogeografica que observaron sugiere la existencia
de dos clados: Uno compuesto de A. m. militaris y A. m. bolivianuus, y otro que consiste
Unicamente en A. m. mexicanus. Reconocen que el clado de A. m. mexicanus se divide en
dos subclados: Sierra Madre Oriental y la parte noreste de la Sierra Madre Occidental. Los
analisis ecoldgicos revelaron que no existe similitud de nicho entre estos linajes. Ademas,
reportan que los dos linajes han habitado diferentes espacios ambientales desde el
Pleistoceno tardio. Esta divergencia puede estar asociada con un gradiente ecoldgico
pronunciado y una barrera geografica contemporanea. Los autores también sugieren que
A. m. mexicanus puede ser reconocido como una especie distinta (Ara mexicanus) separado
de la guacamaya verde en América del Sur, ayudando a mejorar las prioridades de

conservacion para ambos taxones.

1.4. Importancia de la filogeografia en la conservacién.

Comprender la estructura de las poblaciones y su relacion con factores geograficos y
ecoldgicos resulta de gran utilidad para obtener un conocimiento mas profundo sobre la
ecologia y evolucién de las especies, para su conservacion (Avise 2000; Avise y Hamrick
1996). Una mayor comprensién de los procesos evolutivos permite tomar decisiones mas
acertadas en las estrategias de conservacion de un linaje (Delgado y Piflero 2002). La
conservacion a nivel intraespecifico se centra en la identificacién de unidades de manejo,
resaltando la importancia evolutiva de los linajes dentro de las especies, para crear
programas de conservacion efectivos para las especies en riesgo (Avise y Hamrick 1996). De
esta manera, la informacién genética permite analizar el contexto evolutivo a partir del cual
se pueden desarrollar estrategias y definir prioridades de conservacion (Pertoldi et al.
2007). Se consideran tres aspectos principales en este proceso de conservacién: la
viabilidad a largo plazo de las poblaciones, la identificacién de unidades bioldgicas y la
comprension de las relaciones histéricas entre poblaciones (Loeschcke et al. 1994; Moritz

1994; Amato et al. 1995; Avise y Hamrick 1996; Vazquez-Dominguez 2002).
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La diferenciacion genética entre poblaciones puede ser utilizada para proponer Unidades
Evolutivas Significativas (ESUs) o Unidades de Manejo (MUs) (Moritz 1994; Pestano et al.
2003). Las ESUs se definen como poblaciones de una misma especie que muestran
diferenciacién genética significativa, pueden ocupar nichos ecoldgicos distintos y presentar
adaptaciones locales que no se comparten con otras poblaciones de la misma especie, esto
se debe al tiempo de aislamiento que ha conducido a la diferenciacién genética local (Moritz
1994; Fraser y Bernatchez 2001). Por su parte, las Unidades de Manejo (MUs) representan
poblaciones que tienen un intercambio muy limitado de individuos con otras poblaciones,
lo que las hace genéticamente distintas en comparacion con las demas poblaciones (Avise,
2004). La identificacion de haplotipos Unicos que no se comparten con otras poblaciones se
basa en el analisis de las frecuencias haplotipicas y de alelos nucleares, y a menudo se
requiere un numero significativo de muestras para poder identificarlos (Frankham et al.
2010). Ambos tipos de unidades han sido fundamentales para el desarrollo de estrategias
de proteccidn y conservacion en diversas poblaciones de especies amenazadas (Frankham

et al. 2010; Nardelliy Tunez 2017).

1.5. Consideraciones generales del orden Psitaciforme, familia Psittacidae.

El orden de los Psitaciformes estda conformado por cotorros, pericos, loros, cacatuas,
periquitos y guacamayas (Ceballos et al. 2002), se caracterizan por tener pico curvado,
grueso y ganchudo, cuello corto, patas zigodactilas, colores brillantes en su plumaje, lengua
muy carnosa y piel desnuda alrededor de los ojos (Forshaw 2006). Se han identificado 353
especies pertenecientes a tres familias: Strigopidae (Bonaparte 1849), Cacatuidae (Gray
1840) y Psittacidae (Illiger 1811) (Joseph et al. 2011). La familia Cacatuidae cuenta con seis
géneros y 21 especies comunmente llamadas cacatuas, la familia Strigopidae incluye dos
géneros y tres especies conocidos como loros de Nueva Zelanda y la familia Psittacidae con
78 géneros y 330 especies, engloba loros y guacamayas (Forshaw 1989; Joseph et al. 2011).
La familia Psittacidae (loros y guacamayas) incluye cinco subfamilias, una de ellas es la
subfamilia Arinae (Gray 1840), la cual estd constituida por 30 géneros y 148 especies, siendo

el género Ara (Lacépede 1799) uno de los mds representativos conformado por ocho
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especies exclusivas de América, en México se cuenta con dos especies del género Ara, las

cuales son Ara macao (Linnaeus 1758) y Ara militaris (Linnaeus 1766) (Forshaw 2006).

Actualmente en México, la familia Psittacidae incluye a 10 géneros y 22 especies, todas
estas con alguna categoria dentro de la NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT 2010).
Especificamente, 11 especies estan en peligro de extincion (P), seis amenazadas (A) y cinco
en proteccion especial (Pr) (Monterrubio-Rico et al. 2016). Los psitacidos son uno de los
grupos mds amenazados debido a varios factores como la fragmentacién de su habitat por
la deforestacion para la agricultura, ganaderia, e infraestructura y la captura para el

comercio ilegal (Arizmendi 2008; Monterrubio-Rico et al. 2016).

1.6. Consideraciones generales de la guacamaya verde (Ara militaris).

La guacamaya verde, Ara militaris, se caracteriza por ser de gran tamafio y tener una cola
larga, pico grande, piel desnuda en el rostro y plumaje vistoso verde con toques rojos,
amarillos y azules. A. militaris no presenta dimorfismo sexual, puede llegar a medir hasta
79 cm de envergadura. Es un ave diurna, social y ruidosa (Forshaw 2006). La distribucién de
la guacamaya verde es discontinua desde el Norte de México hasta Sudamérica, con
poblaciones en el norte de Venezuela, Colombia, Ecuador, Perd, Bolivia y el Norte de
Argentina (Juniper y Parr 1998). La especie A. militaris se divide en tres subespecies, A. m.
militaris (Linaeus 1766) distribuida en Venezuela y sudeste de Peru; A. m. bolivianus
(Reichenow 1908) se encuentra en Bolivia y norte de Argentina y A. m. mexicanus (Ridgway
1915) localizada en México (Navarro et al. 2008; Desenne y Strahl 1994; Howell y Webb
1995). En México, se han identificado dos poblaciones de guacamaya verde (A. m.
mexicanus) (Rivera-Ortiz 2014). Una poblaciéon en la vertiente del Pacifico, desde Sonora,
Chihuahua, Chiapas. La segunda poblacion localizada en la vertiente del Golfo de México,
en Tamaulipas, San Luis Potosi y Querétaro (Figura 1) (Arizmendi y Marquez 2000; lfiigo-
Elias 2000). Actualmente se tiene registro de la presencia de A. m. mexicanus en los estados
de Guanajuato, Veracruz, Estado de Meéxico, Oaxaca, Puebla, Guerrero y Morelos
(Hernandez et al. 2012; Jiménez-Arcos et al. 2012; Urbina-Torres et al. 2012; Villasefior y
Botello 2012).
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Figura 1. Distribucion histdrica (gris claro) y contemporanea (gris obscuro) de A. m. mexicanus (Tomado de
Monterrubio-Rico et al. 2016)

La guacamaya verde habita avientes de selva baja caducifolia, de selva mediana
subperennifolia y temporalmente en bosques de pino-encino (Salazar 2001; Ifigo-Elias
2000; Gaucin 2000). Esta guacamaya realiza migraciones locales encontrandose en latitudes
desde 60 msnm a 2300 msnm, dependiendo de las necesidades alimenticias y reproductivas
(Contreras-Gonzalez 2007; Contreras-Gonzalez et al. 2009). De acuerdo a diversos estudios,
su alimentacidn se basa principalmente en semillas y frutos de diferentes especies arbdreas
(Loza-Salas 1997; Gaucin-Rios 2000; Bonilla-Ruz et al. 2005; Martinez-Dominguez y Bonilla-
Ruz 2008; Contreras-Gonzalez et al. 2009).

La guacamaya verde anida en colonias dentro de cavidades de arboles grandes, ya sea vivos
o muertos, con diametro a la altura de pecho de 67 cm a 205 cm y en paredes verticales
carsticas (Carredn 1997; Iiigo-Elias 1999; Rivera-Ortiz et al. 2008). En el ciclo reproductivo
de la guacamaya verde se identifican seis etapas: Cortejo, seleccién de cavidades,

copulacion, incubacidn, crianza de pollos y vuelo de los juveniles (Rivera-Ortiz et al. 2008).
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La temporada reproductiva de A. militaris varia de acuerdo con la zona de distribuciéon
(Lindenmayer et al. 1991). Carredn (1997) y Goémez (2004) reportan que, en la Vertiente del
Pacifico mexicano, la reproduccién inicia en octubre y termina en marzo; mientras que en
el centro del pais y la vertiente del Golfo de México el ciclo reproductivo inicia en
diciembre—enero y termina en julio—septiembre (Gaucin 2000 y Rivera-Ortiz et al. 2008). Al
afo se produce una sola puesta, la nidada por lo general es de dos huevos, aunque se
pueden presentar casos en los que se incuban hasta tres huevos, dependiendo del alimento
disponible en las zonas cercanas de reproduccion (Carredn 1997; Rivera-Ortiz et al. 2008).
Se estima que la guacamaya verde alcanza la madurez sexual hasta los cuatro o cinco afios
de edad (IAigo-Elias 1999). El éxito reproductivo de la guacamaya verde es bajo, entre el

8.5% y el 23.3% de los pollos llegan a la etapa juvenil (Gémez 2004; Rivera-Ortiz et al. 2008).

A. militaris se encuentra en el listado del apéndice | de la Convencién Sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres, es considerada
vulnerable de acuerdo a la IUCN (IUCN, 2023) y en peligro de extincidon segin la NOM-059-
SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010), debido a que el tamafio poblacional mundial, asi
como su distribucidn geografica estan en declive (CITES 1998, Collar y Juniper 1997); lo cual
puede ocasionar afectaciones en los patrones de flujo génico entre las poblaciones de esta

especie (Rivera-Ortiz 2014).

Las especies carismaticas y de mayor tamaiio son mas vulnerables a los saqueos de nidos,
tal es el caso de A. militaris extirpada en la década de 1980 en la costa del Pacifico de
México, lo que conllevo al declive y desaparicion de sus poblaciones en estas zonas

(Monterrubio-Rico et al. 2016 y Monterrubio-Rico et al. 2011).

Hace mas de 30 afios, la captura y el comercio de psitacidos mexicanos eran permitidos y
eran regulados por la Ley Federal de Caza (DOF 1952) y los Calendarios de Aprovechamiento
de Aves Canoras y de Ornato (DOF 1997; DOF 1998; DOF 1999), donde solo se mencionaban
las especies de aves autorizadas y cantidades totales por Estado (Cantu et al. 2007). En 2007
se estimd que el trafico ilegal de psitacidos era de 65,000 a 78,500 ejemplares al afio, en

comparacion con el promedio anual de captura legal de psitacidos (3711 ejemplares), es
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decir, el 94.3% al 95.3% de la captura total de psitacidos en México era trafico ilegal (Cantu
et al. 2007). El comercio legal era utilizado para encubrir el trafico ilegal, por lo que en
octubre de 2008 se establece que ningln psitdcido mexicano puede ser aprovechado con
fines de subsistencia o comerciales, asi como importar, exportar y reexportar cualquier
ejemplar de la familia Psittacidae cuya distribucién natural sea dentro del territorio nacional

(DOF 2008).

La fragmentacién del habitat causado por la agricultura, la ganaderia y la urbanizacién, es
otro de los factores que amenazan las poblaciones de las especies de psitacidos (Macias et
al. 2000). Rios-Mufoz y Navarro-Singlienza (2009) realizaron un analisis para evaluar la
pérdida de habitat de psitacidos en México, encontrando que, en el caso de A. militaris, la
pérdida de habitat era del 29% del total del area potencial obtenida al momento de realizar
el estudio. Monterrubio-Rico et al. (2016) estimaron la distribucion histérica y
contemporanea de la familia Psittacidae en México, encontrando que todas las especies
estudiadas han perdido habitat, especificamente para A. militaris se estima que ha perdido

43.2% de su distribucion.

Se estima que las poblaciones de A. militaris presentes en la Sierra Madre Oriental-Sierra
Madre del Sur, y en la Sierra Madre Oriental cuentan con alrededor de 20 a 78 individuos
(Gaucin 2000). Sin embargo, para que una poblacidon de guacamayas sea viable, debe contar

con un minimo de 50 parejas con capacidad reproductiva (Chassot y Monge 2002).

Estos factores de amenazas aumentan la competencia intra e inter especifica, afectando las
tasas de natalidad y mortalidad de la guacamaya verde, ocasionando que las poblaciones
se encuentren fragmentadas, disminuyendo el flujo génico entre las poblaciones y por ende
hay un incremento en la endogamia, generando una reduccion notable en la diversidad

genética (Rivera-Ortiz 2017).
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2. Justificacion.

Los estudios filogeograficos son una herramienta valiosa para investigar los eventos
histéricos que han influido en la evolucién y la diversidad genética de las especies. Estos
estudios son fundamentales para establecer unidades de conservacidon efectivas. Sin
embargo, en el caso de los psitdcidos mexicanos, la investigacién es escasa. Hay una
carencia de estudios de genética poblacional para la guacamaya verde, aunque algunos
trabajos se han centrado en el analisis filogeografico de Ara militaris, no se ha empleado

esta informacion para desarrollar estrategias de conservacion especificas y concretas.

3. Hipétesis.

La distribucidn actual, la estructura y diversidad genética de A. m. mexicanus ha sido
influenciada por diversos factores a lo largo del tiempo, incluyendo principalmente las
fluctuaciones climaticas del Pleistoceno. Se espera que la estructura filogeografica muestre
una diferenciacién pronunciada entre las poblaciones de la vertiente del Golfo y del Pacifico

mexicano debido a las barreras geograficas que restringen el flujo genético entre ellas.
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4. Objetivo General.

o Analizar la diversidad genética y patrones filogeograficos de la guacamaya verde
(Ara militaris mexicanus) en Meéxico, para proponer medidas de manejo y

conservacion.

4.1 Objetivos Particulares.

o Estimar los niveles de diversidad y diferenciacion genética entre las poblaciones de
guacamaya verde en México mediante el uso de secuencias mitocondriales, para
describir los niveles de polimorfismo, cambios en los tamafios poblacionales y la
estructura genética poblacional.

o ldentificar los factores que determinan la distribucion actual de los linajes genéticos
de la guacamaya verde en México, para inferir su historia evolutiva.

o Generar informacién que permita contribuir al desarrollo de estrategias de
conservaciéon de la guacamaya verde en México, para establecer unidades de

conservacion.
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5. Metodologia.

5.1 Muestreo

Este estudio se realizo tratando de cubrir toda el drea de distribucién de la guacamaya verde
en México (13 localidades: 11 de la vertiente del Pacifico y 2 de la vertiente del Golfo de
México). Se colectaron plumas de A. m. mexicanus de seis localidades de su distribucién
geografica en México, recolectdndolas de la base de arboles de los sitios de anidacién,
alimentacion y descanso durante la temporada de reproduccion. En localidades donde fue
posible, se obtuvieron plumas directamente de los nidos. Colectando Unicamente una
pluma por arbol o por nido como unico individuo por localidad. Las plumas se limpiaron con
etanol al 90% y se guardaron en bolsas de papel para su transporte al laboratorio.
Adicionalmente, se obtuvieron muestras de siete localidades diferentes que se encuentran
en el Museo Americano de Historia Natural (Manhattan, USA), diseccionando de 20 a 30
mm de tejido de la almohadilla del dedo. Cada muestra se conservé en etanol al 70% para

transportar al laboratorio (Tabla 1).

Tabla 1. Sitios de muestreo de A. m. mexicanus. La letra A hace referencia a las muestras obtenidas de
coleccidn de museo. La letra P hace referencia a muestra obtenida directamente en campo.

Indivi
Estado Localidad nleld.uos Coordenadas Altitud (msnm)
secuenciados

1 26°52'48" N 108

A Sonora La Sierrita ©34'12" O 800-1200
P Sinaloa Cosald 16 247 251',4242",,%1060 500-1800
A Colima Volcan de Colima 6 197 258(;,115;,,'\101030 700-2200
A Jalisco Bahia Balderas 3 20° 313(;,147;,,%1050 10-600
P Jalisco El Tuito 4 20° 12;', Zi'L'uNOIO? 0-400
A Jalisco Los Mazos 2 197 333(;,5275",,“‘01030 1400-1800
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19°41' 58" N 103°

A Jalisco Las Pefias 26'41" O 1500-1800
A Jalisco Barranca del Oro 21 5007',543:,,’\2)1050 600-800
A Nayarit Quimichis 22° 1354%:;,2 105° 100-300
P Nayarit Mirador del Aguila 21 350;,2487",,%1040 600-1200
oo S TSN s
P Querétaro Sétano del Barro 2 21 180',3;7,,"0'\1 9 700-1800
P Tamaulipas El Cielo 3 237 83'3121:: g 9 700-1400

5.2 Extraccion de ADN, PCR (Polymerase Chain Reaction) y secuenciacion.

El ADN gendmico total se extrajo de las plumas colectadas usando la digestién
estandarizada de proteinasa K/SDS, y siguiendo el protocolo de purificacién con cloroformo:
etanol descrito por Leeton et al. (1993). Para las muestras de tejido, se utilizé el kit de
extracciéon Dneasy® (Qiagen) de acuerdo al protocolo del fabricante. Sin embargo, las
muestras de tejido antiguas de museos suelen producir pequenas cantidades de ADN
degradado y son mas vulnerables a la contaminacién por ADN extraifio (Murphy et al. 2007).
Por lo tanto, seguimos las recomendaciones de Murphy et al. (2007) para incrementar la

calidad, el rendimiento del ADN y reducir el riesgo de contaminacion.

Se amplificaron y secuenciaron los fragmentos del gen mitocondrial Cytocromo-b (Cyt-b).
Usando los primers estandar Cyt-b L14996 (5'-ATCTCHGCHTGATGAAAYTTYGG-3') y H15646
(5'-GGGGTGAAGTTTTCTGGGTC-3') disefiados por Sorenson et al. (1999) para amplificar
fragmentos de 600 pb de longitud. Para muestras de piel, pudimos amplificar solo
fragmentos de Cyt-b mas cortos (300 pb de largo) utilizando un primer interno L15413 (5'-
GAATGAGCATGAGGCGGATTCTCA-3') en combinacidn con el primer H15646 (Murphy et al.
2007). Los primers se prepararon en reacciones de PCR usando el kit QIAGEN Multiplex PCR
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(QIAGEN), con un volumen final de 5 plL incluyendo el master Mix (contiene HotStarTagq DNA
Polymerase, Multiplex PCR buffer, 3 mM MgClI2, y dNTPs), primers (5 pmol / L), UV-agua
destilada esterilizada, y plantilla (ADN gendmico total, 20-50 ng/uL). EI PCR se ejecutd con
las siguientes condiciones: 94°C por 10 minutos, seguido por 35 ciclos de 30 segundos a
94°C, 30 segundos a 53 °C y 1 minuto a 72°C, y un final de 10 minutos a 72°C. El producto
del PCR se purificé siguiendo el protocolo de limpieza mediante columnas Sephadex
(Invitrogen). Las secuencias ADNmt se liofilizaron y resuspendieron en 10 pul de formamida
(Hi-Di formamide AB Applied Biosystems). Las secuencias de ADNmt del producto de PCR
purificado se obtuvieron usando el secuenciador automatizado 3100-Avant Genetic

Analyzer.

5.3 Analisis de datos.

5.3.1 Alineacidn de las secuencias.

Las secuencias de cada producto de PCR se analizaron usando el programa Sequencher 4.2
(Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI) y alinedndolos con el programa Muscle (Edgar
2004). Las secuencias alineadas fueron traducidas usando el programa Mega 6.0.6 (Tamura

et al. 2013) para descartar la presencia de codones de termino.

5.3.2 Diversidad y estructura poblacional genética.

Se construyé una matriz de datos genéticos que comprendio todas las secuencias obtenidas
ajustando su longitud a 300 pb. En esta matriz se contabilizé el nimero total de haplotipos,
asi como su frecuencia relativa y el nimero de sustituciones entre haplotipos (transicion y
transversion). También se estimo la diversidad de haplotipos (h) y diversidad nucleétidica
(), para las poblaciones (localidades muestreadas dentro de diferentes regiones

geograficas) usando el programa DNASP 5.10.01 (Rozas et al. 2003).

Con el programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al. 2005) se realizé |la prueba de neutralidad
Tajima’s D (Tajima 1989) y Fu’s Fs (Fu 1997) para identificar las firmas genéticas

caracteristicas de un cambio demografico reciente o barridos selectivos basado en el
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modelo de sitios infinitos, asumiendo que no hay recombinacién (Kimura 1969). Con este
mismo programa se analizo la estructura geografica poblacional mediante un analisis de la
varianza molecular (AMOVA) de manera jerarquica, primero en general para la subespecie
y segundo entre las vertientes poblacionales (vertiente del Pacifico y vertiente del Golfo de
México), la significacion estadistica de Fsr se probd con 10,0000 permutaciones (Excoffier

et al. 2005).

Por otra parte, para determinar la estructura filogeografica se realizé un analisis espacial de
varianza molecular (SAMOVA). Este andlisis usa simulaciones para definir grupos de
poblaciones (k) que son geograficamente homogéneos y que maximizan las diferencias
entre los grupos, permitiendo la variacién entre grupos (Fcr), entre localidades dentro de
cada grupo (Fsc), y entre localidades con respecto a la muestra (Fsr) (Raymond y Rousset
1995). EI SAMOVA se realizé con 10,000 interacciones para k = {2,...,10} grupos en el
programa SPADS 1.0 (Dellicour y Mardulyn 2004). También se estimé la diferenciacion
genética por pares (Fsr) entre las vertientes y las poblaciones a través de comparaciones
pareadas (Raymond y Rousset 1995) basadas en frecuencias de haplotipos realizadas con
10.000 pasos de la cadena de Markov. La significancia de los valores de Fsr se evalud

después de una correccién de Bonferroni para comparaciones multiples (Klicka et al. 2011).

Ademas, se analizaron las relaciones evolutivas entre los haplotipos identificados, utilizando
el criterio de parsimonia implementado en POPART 1.7 (Leigh y Bryant 2015) para construir

una red de haplotipos.
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6. Resultados

6.1 Variacion genética y distribucidén de haplotipos

Se identificé un total de 29 haplotipos de CytB en los 53 individuos de guacamaya verde
analizados provenientes de 13 localidades a lo largo de la distribucidn en México. Ademas,
dentro de cada vertiente, la mayoria de los haplotipos identificados fueron locales
(presentes en una sola localidad) y aunque también se detectaron haplotipos compartidos
entre localidades, estos solo ocurrieron entre sitios de colecta geograficamente préximos
entre si. En particular se identificaron cuatro haplotipos ampliamente distribuidos (Hap 3,
Hap 17, Hap 18 y Hap 23), dentro de la vertiente del Pacifico los Hap 17, Hap 18 y Hap 23
estan geograficamente restringidos. El Hap 17 se comparte con las localidades del Volcan
de Colima, Bahia Balderas, y Las Peias; el Hap 18 se restringe a las localidades del Volcan
de Colima y Los Mazos, mientras que el Hap 23 se comparte con las localidades de El Tuito,
Quimichis, Santa Maria Tecomavaca y Cosala. El Hap 3 se restringié geograficamente a la
vertiente del Golfo de México, a las localidades de El Sétano del Barro y El Cielo (Tabla 2,

Figura 2).

De acuerdo con las estimaciones de diversidad genética, en A. m. mexicanus la diversidad
de haplotipos (h) fue de 0.8517 vy la diversidad nuleotidica (1) de 0.0069. Los valore de hy
7t para las localidades de la vertiente del Pacifico fue de 0.8256 y 0.075 respectivamente, y
para las localidades de la vertiente del Golfo de México la h fue de 0.9822 y i de 0.0042
(Tabla 2). Cabe resaltar que de las 13 localidades, cinco de ellas no se pudo determinar los

valores de diversidad genética, debido a que solo se obtuvo un haplotipo en cada localidad.

En la mayoria de las localidades no se detectaron desviaciones significativas de la
neutralidad con las pruebas de neutralidad de FS de Fu y D de Tajima (Tabla 2). Las
excepciones fueron las localidades de Césala y la de Mirador del Aguila, donde se observan
valores negativos y significativos en ambas pruebas de neutralidad, lo que indica una

expansion poblacional reciente para estas localidades (Tabla 2).
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Tabla 2. indices de diversidad genética de ADN mitocondrial para poblaciones de A. m. mexicanus, incluidas
la diversidad nuleotidica (rt) y diversidad haplotipica (h), pruebas de neutralidad de Tajima’s Dy Fu’s FS (los

haplotipos compartidos.

valores en negritas son significativos p < 0.05 y p < 0.02 respectivamente). Se expresa en negritas los

Vertientes Estado Localidad Haplotipos i h D Fs
Sonora La Sierrita Hap 5 (1) - - 0 0
Hap 15 (1), Hap 23 (1),
. , Hap 24 (1), Hap 25 (1),
Sinaloa Cosala Hap 26 (1), Hap 27 (1), 0.0022 0.6438 1.62384 4.50298
Hap 28 (1), Hap 29 (9)
. Volcdn de Hap 17(2), Hap 18 (2),
Colima Colima Hap 20 (1), Hap 22 (1) 0.0224 0.8667 0 1.20393
Jalisco Bahia Balderas Hap 17(2) - - 0 0
Jalisco El Tuito Hap 23 (4) - - 0 0
Pacifico Jalisco Los Mazos Hap 6 (1), Hap 18 (1) 0.0183 0.9731 0 1.38629
Hap 7 (1), Hap 9 (1), Hap
Jalisco Las Pefias 17 (1), Hap 19 (1), Hap21 0.0212  0.9324  1.22474  -1.41093
(1)
Nayarit Barranca del Oro Hap 17 (1) - - 0 0
. Mirador del Hap 12 (1), Hap 13 (1),
Nayarit Aguila Hap 16 (2), Hap 23 (1) 0.0024 0.9333 0.17475 1.64826
Nayarit Quimichis Hap 8 (2) - - 0 0
Santa Maria Hap 10 (1), Hap 11 (1),
Oaxaca Tecomavaca Hap 14 (1), Hap 23 (1) 0.0040 0.9736 0.6501 1.62218
Total - - 25 haplotipos 0.0117 0.8871 - -
Querétaro  Soétano del Barro Hap 1 (1), Hap 3 (1) 0.0051 0.9843 0 1.09861
Golfo de
México  tamaulipas El Cielo Hap 2 (1), :'?53 (1. Hap 0034 0.9801 0 -0.69315
Total - ; 4 haplotipos 00042  0.9822 . .
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Figura 2. Distribucidn geografica de los 29 haplotipos en 13 localidades muestreadas de guacamaya verde.
Los nimeros representan el numero de cada haplotipo.

6.2 Estructura genética (AMOVA-SAMOVA)

En el analisis de varianza molecular (AMOVA) la mayor parte de la variacion genética (73%)
se observé entre poblaciones con valores significativos de Fsr = 0.2190 (P < 0.05). Este
analisis también revel6 diferencias significativas entre las localidades de las dos vertientes
(FsT=0.0803, P < 0.05) indicando que la mayor parte de la variacion genética (96%) fue entre

poblaciones dentro de los grupos.

El SAMOVA indicé que la maxima diferenciacién genética entre grupos de poblaciones se
alcanzé con K=3 (FCT=0.6818), con una variacion del 45.11% entre los grupos (Figura 3);
indicando la existencia de tres grupos geograficos genéticamente diferenciados. El primer
grupo estuvo conformado por las localidades de la vertiente del Golfo de México (Sétano
del Barro Querétaro y El Cielo Tamaulipas), mientras que en la vertiente del Pacifico se
reconocieron dos grupos, uno al nor-occidente con las localidades de Sonora (La Sierrita) y

Sinaloa (Cosald), otro grupo en la planicie costera conformado por las localidades de Nayarit
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(Mirador del Aguila y Quimichis), Colima (Volcan de Colima), Jalisco (Barranca del Oro, Los

Mazos, Las Pefias, Bahia Balderas y El Tuito) y Oaxaca (Santa Maria Tecomavaca) (Figura 4).
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Figura 3. Grafico de los indices de fijacion (FCT y FST) obtenidos del SAMOVA, la linea negra sefala la
interseccion de estos indices, indicando el nimero de grupos genéticos (K=3).

Vertiente del Vertiente del Pacifico

Golfo de México Nor-occidente Planicie costera

Querétaro  Tamaulipas Sonora Sinaloa Nayarit Colima Jalisco  Oaxaca

(1) (1) (1) (1) (3) (1) (4) (1)

Figura 4. Distribucion de los grupos genéticos de guacamaya verde con haplotipos del Cyt-b, SAMOVA
grupos para K = 3. Los nimeros entre paréntesis indican el nimero de localidades en los estados.
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6.3 Diferenciacion genética pareada (FST).

Los valores de diferenciaciéon genética obtenidos mediante el método Kimura dos pasos

oscilaron entre cero y 0.99099. Los valores resaltados en negrita representan nivel de

significancia P < 0.05 (Tabla 3). La localidad de Sinaloa, Cdsala presenta valores de cero con

las localidades de Nayarit, Jalisco, Colima, Oaxaca, Tamaulipas. Entre Oaxaca y Tamaulipas

se obtuvo cero. Se encontraron niveles altos de diferenciacidn en la poblacién de Nayarit,

Barranca del Oro con el resto de las poblaciones (Tabla 3).

con diferenciacidn significativa estan en negrita (P < 0.05)

Tabla 3. Valores de diferenciacién genética pareada (Fst) entre poblaciones de A. m. mexicanus. * Valores

Sonora, Sinaloa, Nayarit, Nayarit, Ne‘1yar|t, Jalisco, . Colln}a, Jalisco, Jalisco, Santa Maria El Cielo, El Sotano
Mirador . Jalisco, Volcan
la Barranca del Bahia Tuito de Los Las Tecomavaca, del Barro,
L Cosald  Quimichis del Oro PR Balderas ) Mazos  Pefias Oaxaca Tamaulipas Querétaro
Sierrita Aguila Colima
Sonora,
La Sierrita
Sinaloa, 0.09009 —
Cosala
Nayarit, 0.15315 0 —
Quimichis
Nayarit, 0.99099 0.99099 0.99099 -
Barranca del
Oro
Nayarit, 0.25225 0.27027 0.45946 0.99099 —
Mirador del
Aguila
Jalisco, Bahia  0.2973  0.04505 0.99099 0.99099 0.35135 —
Balderas
Jalisco, Tuito  0.17117 0 0.3964  0.99099 0.01802 0.99099 —
Colima,Volcan 0.18018 0 0.99099 0.99099 0.04505 0.99099 0.99099 —
de Colima
Jalisco, Los  0.69369 0.07207 0.99099 0.99099 0.3964 0.99099 0.99099 0.17117 —
Mazos
Jaslisco, Las 0.13514 0.00901 0.99099 0.99099 0.28829 0.3964 0.99099 0.10811 0.56757 —
Pefias
Santa Maria  0.20721 0 0.51351 0.99099 0.62162 0.99099 0.11712 0.99099 0.99099 0.99099 —
Tecomavaca,
Oaxaca
El Cielo, 0.24324 0 0.02703  0.99099 0.20721 0.79279 0.06306 0.0991 0.90991 0.94595 0 —
Tamaulipas
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Sétano del
Barro,
Querétaro

0.35135 0.03604 0.07207 0.99099 0.2973 0.99099 0.0991 0.4955 0.99099 0.99099 0.09009 0.58559

6.4 Red de haplotipos

En la red de haplotipos hay consistencia en los resultados obtenidos con el andlisis del
SAMOVA y AMOVA, se observa una correspondencia geografica para A. militaris. Se
encontrd un total de 29 haplotipos de los cuales el 86% fueron exclusivos de una localidad.
En esta red, reconocemos dos linajes principales de haplotipos separados por multiples
pasos mutacionales (Figura 5). El analisis de parsimonia estadistica dio como resultado una
red no resuelta entre los haplotipos de CytB incluidos. Sin embargo, en esta red se reconoce
cierto grado de estructura filogeografica que es consistente con los resultados del SAMOVA.
En general, se observa que haplotipos de localidades geograficamente cercanas estan mas
estrechamente relacionados entre si que con haplotipos de regiones mds distantes. La red
de haplotipos posee forma de estrella, pueden reconocerse dos agrupaciones principales
de haplotipos, la primera integrada por los haplotipos 1, 2, 3 y 4 de la vertiente del Pacifico
y la segunda por los haplotipos 5, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 23, 24, 25, 26, 27,28 y 29 de la
vertiente del Golfo y estos dos grupos estan separados por el mayor nimero de mutaciones
entre haplotipos. Dentro del segundo grupo (vertiente del Pacifico) también se reconocen
al menos dos agrupaciones, la primera incluye los haplotipos del norte y la segunda los del
sur. Ademas, dentro de cada una de estas dos agrupaciones se observa que los haplotipos
mas raros, estdn escasamente diferenciados de los mdas frecuentes y ampliamente

distribuidos (haplotipos 23 y 29) (Figura 5).
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Figura 5. Red de haplotipos generada con POPART derivadas de las secuencias del gen mitocondrial
Cytocromo-b en la guacamaya verde (A. m. mexicanus). Se observan las poblaciones de la vertiente del Golfo
(abajo) y la vertiente del Pacifico (arriba) esta Gltima a su vez se subdivide en dos grupos.
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7. Discusion

Se encontré que la guacamaya verde en México exhibe niveles relativamente altos de
diversidad haplotipica, lo que sugiere que hay una variedad de haplotipos privados en sus
poblaciones en México (Murcacci et al. 2017). Sin embargo, también se encontré una baja
diversidad nucleotidica, sugiriendo una diferenciacion genética limitada (Rodriguez-Robles
et al. 2008; Castrejon-Gaona 2021). Este patrén de variabilidad genética se asemeja a los
resultados de la investigacién realizada por Rivera-Ortiz et al. (2023), y guarda similitudes
con lo observado en otras especies de guacamayas. Por ejemplo, el guacamayo jacinto
(Anodorhynchus hyacinthinus), que se encuentra en peligro de extincidon de acuerdo a Faria
et al. (2008), presenta una diversidad genética semejante. Ademads, se asimila a la
diversidad genética hallada en especies de psitacidos clasificadas con un nivel de
preocupacion menor, como la guacamaya roja (Ara macao) y el periquito excavador

(Cyanoliseus patagonus) (Garcia 2009; Masello et al. 2011).

La alta diversidad haplotipica acompafiada de una baja diversidad nucleotidica indica que
los haplotipos difieren muy poco entre si (Hamilton 2009). Este patrén es caracteristico de
poblaciones que experimentaron una reduccién poblacional seguida de un rapido y
relativamente reciente aumento en su tamafio poblacional (Hartl 1999; Hamilton 2009).
Estos resultados son consistentes con las pruebas de neutralidad, ya que al menos dos
localidades mostraron valores negativos y significativos en ambas pruebas de neutralidad
(Cosald, Sinaloa y Mirador del Aguila, Nayarit). Un estudio previo realizado por Rivera-Ortiz
et al. (2017) con marcadores nucleares, también encontraron evidencia de un cuello de

botella en las poblaciones de Sonora, Sinaloa y Nayarit, respaldando esta interpretacion.

Se encontré diferenciacién genética entre las poblaciones de guacamaya verde que habitan
en la vertiente del Golfo de México (Sierra Madre Oriental) y la vertiente del Pacifico (Sierra
Madre Occidental) /centro de México (Sierra Madre del Sur), la diferenciacidén genética esta
relacionada con el grado de aislamiento o flujo de genes, de esta manera un reducido flujo
de genes favoreceria la diferenciacién entre poblaciones, aumentando su homogeneidad
(Bessega et al. 2018). Investigaciones anteriores realizadas en las mismas areas de México

utilizando marcadores nucleares y mitocondriales (Rivera-Ortiz et al. 2017; Eberhard et al.
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2015; Rivera-Ortiz et al. 2023) encontraron un flujo genético limitado entre estas regiones.
Estos estudios han sugerido que las localidades a lo largo de la Sierra Madre Oriental estan
estrechamente relacionadas, al igual que las poblaciones a lo largo de la Sierra Madre
Occidental y la Sierra Madre del Sur, probablemente atribuido a barreras geograficas como
las cadenas montafnosas (Cinturdn Volcdnico Transmexicano, Sierra Madre Occidental y la
Sierra Madre Oriental, asi como |la Meseta Central de México (Eberhard et al. 2015; Rivera-

Ortiz et al. 2017; Rivera-Ortiz et al. 2023).

En este estudio también se observé una mayor sub-estructuracion entre las poblaciones en
la regidn noroeste de la Sierra Madre Occidental/Sierra Madre del Sur. Este patrén no fue
identificado con datos previos de microsatélites (Rivera-Ortiz et al. 2017), pero puede
explicarse por la dispersidn sesgada por el sexo (Irwin 2002; Ribas et al. 2007), por ejemplo,
si la dispersion es predominantemente sesgada por los machos mientras que las hembras
tienden a exhibir filopatria, los marcadores nucleares son mds probables para detectar
niveles mads altos de flujo de genes entre poblaciones en comparacién con los marcadores
mitocondriales (Caparroz et al. 2003; Rivera-Ortiz et al. 2023). Ademas, en tal escenario, se
puede esperar una proporcion significativa de haplotipos mitocondriales localizados (Perrin

et al. 2000), reflejando lo observado en este presente estudio.

El andlisis SAMOVA sugiere la existencia de tres grupos genéticos de A. militaris en México.
Uno de los grupos se encuentra en el noroeste de México, especificamente en la Sierra
Madre Oriental, mientras que el otro grupo genético este confinado a la porcién noroeste
de la Sierra Madre Occidental / Sierra Madre del Sur. Estos resultados son coherentes con
estudios anteriores sobre la especie que utilizaron marcadores mitocondriales y nucleares
(Eberhard et al. 2015; Rivera-Ortiz et al. 2017; Rivera-Ortiz et al. 2023). Estos resultados
también sugieren que existe una estructura genética adicional entre las poblaciones en el
oeste de México. Esta estructura filogeografica y genética sugiere que ha habido un
aislamiento histdrico entre las poblaciones en esta porcion de México. Este aislamiento
podria atribuirse tanto a barreras geograficas como a las respuestas de la guacamaya verde
a las fluctuaciones climdticas que ocurrieron durante el Cuaternario (Rivera-Ortiz et al.

2023).
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Durante los periodos glaciales, es posible que el bioma del selva baja caducifolia se haya
reducido en tamaio debido a condiciones mas hiumedas (Cordova 2022), lo que limitaria su
distribucién geografica. Por otro lado, durante los periodos interglaciares, cuando las
condiciones eran mas secas, es probable que el bioma del bosque seco haya experimentado
una expansion, lo que le habria permitido extenderse a dreas geograficas mas amplias
(Sirkin 1985; Cordova 2022). Las poblaciones de guacamaya verde en México podrian haber
experimentado una contraccidon durante los periodos glaciales y una posterior expansion
desde refugios durante los periodos interglaciares. Esto se refleja en las pruebas de
neutralidad que indican una expansion demogréfica reciente en al menos dos poblaciones
mexicanas (Rivera-Ortiz et al. 2023). Ademas, las relaciones en forma de estrella observadas
en el andlisis de la red de haplotipos son consistentes con patrones observados en otros
taxones que han experimentado expansiones demograficas recientes (Perini et al. 2022;
Luo y Li 2023). Estos hallazgos sugieren que la especie pudo haber enfrentado cambios en
su distribucién geogréfica a lo largo del tiempo en respuesta a fluctuaciones climaticas

pasadas (Rivera-Ortiz et al. 2023).

La respuesta de la guacamaya verde a las condiciones climaticas del Cuaternario, se asemeja
a los patrones observados en otras especies del bosque seco. Por ejemplo, se han
identificado patrones similares en el ermitafio de pico largo (Phaethornis longirostris)
(Arbeldez-Cortés et al. 2013) y el cuco ardilla (Piaya cayana) (Sanchez-Gonzélez et al. 2023).
Estos patrones sugieren que muchas especies del bosque seco han respondido de manera
similar a las fluctuaciones climaticas pasadas, experimentando contracciones y expansiones
en su distribucidn geografica en respuesta a las condiciones climaticas cambiantes durante

el Cuaternario.

7. 1 Implicaciones para la conservacion.

La guacamaya verde ha experimentado una disminucion significativa en sus poblaciones
debido a la destruccién y fragmentacion de los bosques naturales, principalmente debido a
la actividad humana (Arizmendi 2008; Monterrubio-Rico et al. 2016). Ademas, la capturay

el comercio ilegal de guacamayas silvestres también han contribuido a la reduccién de sus
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poblaciones (Collar y Juniper 1992). En este contexto, la genética de la conservacién
desempeiia un papel fundamental en el desarrollo de estrategias efectivas para la

conservacion y gestion de las especies (Moritz, 1994).

Una de las aproximaciones en genética de la conservacién es la identificacion de Unidades
de Conservacién, como las Unidades Evolutivamente Significativas (ESU) y las Unidades de
Gestion (MU) (Moritz, 1994, Frankham et al. 2010; Avise y Ball 1990). Estas unidades ayudan
a comprender patrones en la variacion genética que resultan de la historia evolutiva de la
especie. Esto permite tomar decisiones informadas para la conservacién de la diversidad
genética dentro de la especie (Frankham et al. 2010). Los patrones filogeograficos que se
han identificado en la guacamaya verde en este estudio podrian contribuir a la definicién
de estas Unidades de Conservacién, especialmente considerando que la mayoria de los

individuos muestreados provienen de poblaciones reproductoras.

Se han identificado dos Unidades Evolutivamente Significativas (ESU) para la guacamaya
verde en este estudio; la primera ESU corresponde a las poblaciones que habitan en la Sierra
Madre Oriental, ya que han mostrado una consistente diferenciacion genética en
investigaciones previas, utilizando tanto marcadores mitocondriales como nucleares
(Eberhard et al. 2004; Dehasque 2016; Rivera-Ortiz et al. 2017; Rivera-Ortiz et al. 2023). Y
la segunda ESU comprende las poblaciones de la Sierra Madre Occidental y la Sierra Madre
del Sur. Dentro de esta ultima ESU, se pueden identificar dos Unidades de Manejo (MU)
distintas: la primera abarca la porcion norte de la Sierra Madre Occidental, mientras que la
segunda engloba la porcidn central y sur de la Sierra Madre Occidental y la Sierra Madre del
Sur, al igual que lo encontrado en Rivera-Ortiz et al. (2023). Es relevante destacar que un
estudio anterior realizado por Rivera-Ortiz et al. (2017) considerd a las poblaciones del

noroeste de México como una sola Unidad de Manejo.

Nuestro estudio enfatiza la necesidad de adoptar un enfoque centrado en unidades de
conservacion para asegurar la proteccion y manejo eficiente de la guacamaya verde. Es
esencial llevar a cabo acciones de conservacién especificas en cada region con el fin de

preservar la diversidad genética en estas poblaciones de gran relevancia evolutiva.
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Proponemos la implementacién de medidas de proteccidn y restauracion del habitat en las
areas identificadas como Unidades de Manejo, con el objetivo de mejorar la conectividad
genética a nivel local y proporcionar entornos adecuados para la guacamaya verde. Es
fundamental establecer colaboraciones con las comunidades locales, involucrandolas en
iniciativas de conservacidn que promuevan la conciencia acerca de la importancia de

proteger los habitats naturales y reducir las actividades de caza ilegal.
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8. Conclusiones

La diversidad genética limitada de la guacamaya verde coincide con su clasificacion en la
gue se encuentra dentro de las leyes mexicanas, como en peligro de extincidn. Se encontrd
evidencia de que las poblaciones han experimentado un cuello de botella, seguidos de una

expansion poblacional durante los periodos interglaciares.

Los niveles de diferenciacién genética indican que existe limitado flujo genético entre las
poblaciones de la vertiente del Golfo de México y la vertiente del Pacifico debido a la
existencia de barreras geograficas, de igual forma, con el SAMOVA se identificaron tres
grupos genéticos, uno en el noroeste de México en la Sierra Madre Oriental, el otro en el
noroeste de la Sierra Madre Occidental / Sierra Madre del Sur. Y una estructura genética

adicional entre las poblaciones en el oeste de México.

Se identificaron dos Unidades Evolutivamente Significativas (ESU). La primera en la Sierra
Madre Oriental, la segunda comprende en la Sierra Madre Occidental y la Sierra Madre del
Sur. Dentro de esta segunda ESU, se pueden identificar dos Unidades de Manejo (UM)
distintas: la primera abarca la porcion norte de la Sierra Madre Occidental, mientras que la
segunda engloba la porcidn central y sur de la Sierra Madre Occidental y la Sierra Madre del

Sur.

Se propone la implementacién de medidas de proteccién y restauracion del habitat en las
areas identificadas como Unidades de Manejo, asi como establecer colaboraciones con las
comunidades locales, involucrandolas en iniciativas de conservaciéon que promuevan la
conciencia acerca de la importancia de proteger los habitats naturales y reducir las

actividades de caza ilegal.
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