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RESUMEN

El loro corona blanca (Pionus senilis) se distribuye desde el norte de Panama hasta el
noreste de México, se encuentra catalogado como especie en peligro de extincién en la
NOM-ECOL-059 (SEMARNAT, 2010), mientras que en la lista roja de la UICN se registra como
especie en riesgo menor, a pesar de que no se conocen las tendencias de sus poblaciones,
aunque algunos indicadores evidencian que la gran mayoria se encuentra en descenso. Este
trabajo se enfocd en desarrollar un modelo geografico de centroide de nicho para la
especie, asi como un estudio filogeografico que abarco desde el sur de Tamaulipas (México)
hasta Alajuela (Costa Rica), usando genes mitocondriales para identificar los linajes de las
poblaciones de loro corona blanca, por Uultimo, se identific6 genéticamente Ila
correspondencia geografica de ejemplares en cautiverio para determinar cudles son las
poblaciones que estan siendo saqueadas para el mercado ilegal.

Se estimaron las densidades de las poblaciones del loro corona blanca para comprender
los problemas presentes y futuros que enfrenta esta especie, ademas se utilizé el modelo
de nicho ecoldgico para identificar la zona de distribucidon de la especie en los escenarios
actual y hacia el futuro. Los resultados muestran que la distribucién geografica potencial es
de 585,034 km?, ademds las poblaciones mexicanas se ajustan al patrén de densidad
poblacional del centroide de nicho sugerido por los modelos. Se estima que para el 2050,
en el escenario con menor concentracién de gases invernadero (RCP 2.6), se conservaran
496,972 Km? (84.9%) mientras que en un escenario con mayor concentracion de gases de
efecto invernadero (RCP 8.5) solo quedarian 315,038 km? la tendencia a la reduccién del
habitat sera mas drastica para el 2070, ya que en el escenario de RPC 2.6 se conservaria solo
359,332 Km?, mientras que en el de RCP 8.5 quedaran solo 286,920 Km? (46.9%), siendo
posiblemente las zonas serranas, la Sierra Madre del Sur (México), la Selva Maya
(Guatemala) y la Cordillera Centroamericana como las areas de refugio de las poblaciones
del loro corona blanca.

Recolectamos 55 ejemplares de loro corona blanca desde el sur de Tamaulipas hasta
Costa Rica para realizar un estudio genético con datos mitocondriales (COI, ND2 y ND4) para

inferir relaciones filogenéticas y analizamos la estructura filogeografica, asi como la



diversidad genética; encontramos tres linajes divergentes: dos separados geograficamente
por el Istmo de Tehuantepec y el tercero en Costa Rica mantenido por la Depresién de
Nicaragua. El analisis de varianza molecular y los analisis estadisticos fueron consistentes
con poblaciones genéticamente distintas; esta estructuracion genética es concordante con
los patrones observados en otros vertebrados mesoamericanos, también realizamos un
analisis filogenético de las secuencias de organismos silvestres y ejemplares en cautiverio
para inferir el origen geografico de estos Ultimos. Los resultados basados en estos genes
indican que los cinco ejemplares de cautiverio analizados corresponden al linaje norte, el

cual corresponde a las poblaciones de noreste de México



ABSTRACT

The White-crowned parrot (Pionus senilis) is distributed from the north of Panama to the
northeast of Mexico, it is listed as an endangered species in the NOM-ECOL-059
(SEMARNAT, 2010), while on the red list of the IUCN registers it as a species at lower risk
despite the fact that the trend of its populations is not known, although some analysis show
that the vast majority of its populations are in decline This work focused on developing a
geographic model of niche centroid for the species, as well as a phylogeographic study that
covers from the south of Tamaulipas (Mexico) to Alajuela (Costa Rica), based on
mitochondrial genes to identify the lineages of the white-crowned parrot populations,
finally, the geographic correspondence of specimens was genetically identified. In captivity

to determine which populations are being looted for the illegal market,

The densities of the populations of the White-crowned parrot were estimated to
understand the present and future problems that this species faces, in addition the
ecological niche model was used to identify the distribution area of the species in the
current and future scenarios. The results show that the potential geographical distribution
is 585 034 km?, in addition, the Mexican populations conform to the population density
pattern of the niche centroid suggested by the models, agreeing with the northern
populations that presented the highest densities with the most suitable environmental
conditions. It is estimated that by 2050, in the scenario with the lowest concentration of
greenhouse gases (RCP 2.6), 496,972 km? (84.9%) will be conserved, while in a scenario with
the highest concentration of greenhouse gases (RCP 8.5), only 315,038 km?; the habitat
reduction trend will be more drastic by 2070, since in the RPC 2.6 scenario only 359,332 km?
would be conserved, while in the RCP 8.5 scenario only 286,920 km? would remain. Possibly
being the mountainous areas, the Sierra Madre del Sur (Mexico), the Selva Maya
(Guatemala) and the Central American Cordillera as refuge areas for the populations of

White-crowned parrot.

We collected 55 specimens of White-crowned parrot from southern Tamaulipas to Costa

Rica to carry out a genetic study with mitochondrial data (COI, ND2 and ND4) to infer



phylogenetic relationships and we analyzed the phylogeographic structure as well as
genetic diversity, we found three divergent lineages: two geographically separated by the
Isthmus of Tehuantepec and the third in Costa Rica maintained by the Nicaraguan
Depression. The analysis of molecular variance and the statistical analyzes were consistent
with genetically distinct populations, this genetic structuring is consistent with the patterns
observed in other Mesoamerican vertebrates, we also performed a phylogenetic analysis of
the sequences of wild organisms and captive specimens to infer the geographic origin. Of
the latter, the results based on these genes indicate that the five captive specimens
analyzed correspond to the northern lineage, which corresponds to the populations of

northeastern Mexico.



INTRODUCCION GENERAL

Para considerar a la biodiversidad en su sentido mas amplio, no sélo debe analizarse
la variabilidad ecoldgica (nUmero de especies en una comunidad y sus interacciones), sino
también la variabilidad genética, que es esencial para la persistencia y continuo evolutivo
de las especies o linajes. Debido a ello, la Unidn Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN) reconoce la diversidad genética como una de las tres prioridades
mundiales de conservacién (Estrategia Mundial de Conservacién, UICN-PNUMA-WWF
1980). Puesto que la variacidén genética es la materia prima de la evolucién (Frankham et al.
2002), los estudios genéticos deberian ser una herramienta fundamental para cualquier
programa de conservacién, tomando en cuenta los actuales procesos de extincién
(Frankham et al 2002; Avise 2001). La Genética siempre ha contribuido a la conservacion,
pero a partir de la década de 1980 se hace imprescindible para la proteccion y la

restauracion de la biodiversidad (Frankham et al. 2002).

Los estudios genéticos aplicados a la conservacién integran una disciplina que se
denomina Genética de la Conservacioén, la cual implica como base tedrica a la Genética de
Poblaciones en conjunto con diferentes métodos genéticos para preservar a las especies
como entidades dinamicas, capaces de prevalecer ante condiciones ambientales
cambiantes y reducir su riesgo de extincién (Frankham et al. 2010). La Genética de la
Conservacion se enfoca en el analisis de la variacion de marcadores neutrales, las cuales son
dificiles de identificar y caracterizar; sin embargo, la capacidad de predecir el alcance de
esta variacion podria ser mas exitosa y aplicarse en futuros esfuerzos de conservacion
(Ryder 1986; Rocha y Gasca, 2007).

La Genética de la Conservacion tiene como objetivo estudiar la diversidad genética
para evitar los problemas relacionados con la endogamia, la reduccion del flujo genético y
la fragmentacion del habitat (Frankham et al. 2010; Rocha y Gasca, 2007). El potencial de la
Genética para establecer planes de conservacion se sugirié formalmente por primera vez

hace mas de 40 afios (Frankel, 1974), pero es a partir de la década de 1980 cuando se hace



imprescindible para la proteccién y la restauracién de la biodiversidad (Frankham et al.

2002, Frankham et al. 2010, Allendorf et al. 2013).

La Genética de la Conservacidon analiza con particular cuidado la pérdida de
diversidad genética que produce una menor capacidad fisica individual y poca adaptabilidad
principalmente en poblaciones pequefias (Lande, 1987), debido a que la endogamia
disminuye la diversidad genética y reduce las tasas reproductivas y de supervivencia, lo cual
conduce a un mayor riesgo de extincion (Land y Lacy 2000; Westemeier et al. 1998). Como
parte de estos analisis, las variantes neutrales se pueden usar para identificar variaciones
adaptativas, pero la superposiciéon de diferentes procesos mutacionales y regimenes
selectivos sugiere que se debe tener extrema precaucién al hacer tales identificaciones

(Hedrick, 2001).

La Genética de la Conservacion ha utilizado distintos marcadores moleculares y
métodos que resuelven diferentes aspectos del patron evolutivo. Las aloenzimas
permitieron inferir patrones demograficos de las poblaciones, hibridacién y sistemas de
apareamiento; sin embargo, estos estudios fueron cuestionados por la evolucién no neutra
de algunos de los marcadores utilizados (Hudson et al. 2002). La implementacion de las
técnicas de manipulacion de ADN sustituyd a los marcadores basados en enzimas,
permitiendo estudiar la variacién dentro de las secuencias y cuantificar las mutaciones
entre los diferentes alelos. Los marcadores moleculares de amplificacién aleatoria de ADN
polimdrfico (RADP) permitieron estudiar la diversidad genética y la diferenciacién entre
poblaciones; los polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP) sirvieron
para determinar la diversidad genética, coeficientes de consanguineidad y endogamia, asi
como huella genética. Los microsatélites permitieron contestar preguntas evolutivas muy
puntuales relacionadas con el monitoreo del flujo genético, introgresion (Vendramin et al.
2000) y andlisis de paternidad (McCracken et al. 1999), hacer inferencias de pardmetros
demograficos y determinar patrones evolutivos de los procesos histéricos del origen de

especies. Las secuencias de ADN abordaron patrones de distribucion biogeografica e



historia evolutiva de los linajes (filogeografia), identificacion y delimitacidn de especies. La
principal limitacién de la mayoria de los métodos radica en que sélo abordan una pequeia

fraccién del genoma, por lo que es necesario el uso de herramientas gendmicas.

Los enfoques de agrupamiento bayesiano se derivan de las pruebas de asignacion
gue usan genotipos individuales multilocus, para asignar en primer lugar a los individuos en
grupos (poblaciones) de individuos para que los organismos de origen desconocido puedan
asignarse a poblaciones potenciales de origen, teniendo en cuenta la probabilidad de que
pertenezcan a cada poblacién muestreada, sin suponer poblaciones predefinidas. Los
programas mas utilizados para estos analisis son Structure (Pritchard et al. 2000) y BAPS
(Corander et al. 2004). Structure asigna a los individuos a un determinado numero de
poblaciones (K) tomando en cuenta sus genotipos, estimando las frecuencias alélicas de
forma aleatoria y utilizando cadenas de Marcov tipo Monte Carlo (MCMM) (Pritchard et al.
2010; Gaspari et al. 2013; Peacock et al. 2015). Mientras que BAPS usa datos de secuencias
para determinar la estructura genética y permite obtener la asignacion de individuos a
grupos, donde el numero de grupos esta dado desde el supuesto de admixia; esta

asignacion a grupos se estima usando maxima verosimilitud (Corander et al. 2004)

Se han desarrollado estrategias que permiten inferir las discontinuidades genéticas
entre poblaciones a partir de los genotipos individuales; esta estrategia funciona para
resolver los vacios que dejan el enfoque de aislamiento por distancia y los agrupamientos
genéticos, los cuales no toman en cuenta el papel que tiene el ambiente en la estructura
genética de las poblaciones, llamado autocorrelacion espacial. Su fundamento se basa en
que la probabilidad de las frecuencias alélicas de un sitio geografico especifico esté
relacionada con frecuencias alélicas de sitios mas cercanos que de sitios mas alejados;
también se puede estimar el nimero de poblaciones, asignar individuos a la poblacién de
origen y detectar individuos migrantes (Tensen et al 2016). Este tipo de método puede

detectar estructuras en una fina escala espacial, incluso se pueden detectar el drea de



contacto entre estas dos unidades genéticas, en contraste que no se estructuraron

genéticamente sin la aplicacién de datos espaciales (Colson et al. 2016).

Los estudios sobre Genética de la Conservacidon conforman una disciplina
importante cuya evolucidon ha ido en aumento con la finalidad de contrarrestar la actual
pérdida masiva de especies propiciada por rapido aumento de la poblacién humana y los
niveles de desarrollo resultado en una marcada degradacion ambiental, particularmente en
las ultimas décadas, aumentando la extincion de especies cien o incluso mil veces en
comparacion con procesos naturales de extincidn, precipitando asi una nueva extincion
masiva (Mendoza et al. 2007; Shivanna 2020). Este actual proceso de extinciéon inicid en
1500 y ha afectado de forma particular a los vertebrados de los cuales se tiene
documentada la extincion definitiva de 338 especies y otras 279 que se extinguieron en
estado silvestre o estan posiblemente extintas (Ceballos et al. 2015). Se estima que el 42 %
de las 3,623 especies de invertebrados terrestres y el 25 % de las 1,306 especies de
invertebrados marinos evaluadas en la UICN estan clasificadas como amenazadas de
extincion (Ceballos et al 2017). En el caso de los vertebrados terrestres de las 29,400
especies examinadas determind que hay 515 especies al borde de la extincion (17% de los
vertebrados evaluados) porque tienen menos de 1,000 individuos (Ceballos et al. 2020); los
anfibios tienen a 41% de las especies estan en peligro, en igual condicion se encuentra 38%
de los reptiles (Hoffman et al. 2010), se tiene catalogadas al 60% de las especies de primates

dentro de alguna categoria de riesgo (Estrada et al. 2017).

El problema no radica sélo en la extincidon de especies, ademas existe un enorme
episodio de declives y extirpacién de poblaciones lo cual se debe principalmente a la
eliminacion de poblaciones locales; esto tiene consecuencias negativas en el
funcionamiento de los ecosistemas (Ceballos y Elrlich 2002; Ceballos et al. 2015); los
vertebrados han experimentado una diminucién en sus poblaciones de las 27,000 especies
estudiadas el 32% tienen tendencias declive (Ceballos et al 2017), como ejemplo de esta

defaunacion se sabe que para 177 especies de mamiferos estudiados, todos han perdido el



30 % o mas de sus rangos geograficos y mas del 40 % de las especies han experimentado
disminuciones severas de poblacién (Ceballos et al 2017), en el caso de los primates se tiene
documentado que el 75% tienen poblaciones en declive (Estrada et al. 2017). Las
actividades humanas no solo estan afectado a las poblaciones terrestres, pues hay
evidencias de que los vertebrados marinos (peces, aves marinas, tortugas y mamiferos
marinos) han disminuido en promedio de 22%, los peces marinos en 38% y las ballenas de

80 a 90% (McCauley et al. 2015)

Si bien solo 13% de especies de aves se encuentran en peligro de extincién los loros
(psitaciformes) se encuentran entre los érdenes de aves mas amenazados con el 28 % (111
de 398) de las especies existentes clasificadas como amenazadas segun los criterios de la
UICN (Berkunsky et al. 2014; Ola et al 2016). También las poblaciones de loros estan
disminuyendo omo parte de este panorama se sabe que 56% de las especies de psitacidos
presentan un declive en los tamafos de sus poblaciones (Berkunsky et al. 2014); como el
caso de las poblaciones silvestres de loros grises africanos Psittacus erithacus que han
disminuido en mas del 50 % en muchas areas debido a la sobreexplotacién y la destruccion
del habitat (Dasgupta 2016), si bien se aprecia que la mayoria de las poblaciones de
psitacidos estan disminuyendo es necesario realizar estudios cientificos para la gran

mayoria de las especies que permitan corroborar estas apreciaciones (obs. Pers).

Los psitacidos

El encuentro entre el hombre y el loro durante la historia no fue necesariamente
desastroso. La figura del loro se conoce desde hace miles de afios. En la cultura Moche de
Peru (siglos I-VII dC) fueron adorados. En la cultura occidental, son mencionados tanto en
la literatura griega como latina por Aesopus y Ovidio respectivamente. En todas las épocas
y durante siglos, el interés humano en los loros ha surgido de su capacidad para imitar
sonidos, pero también de su notable inteligencia y colores Unicos. Siendo la propensién por

reproducir nuestro lenguaje lo que despierta mas interés y asombro. Actualmente son



capturados para alimento, adorno o trofeo de caza; también, para obtener sus plumas de
vistosos colores y para tenerlos como mascotas, razén por lo cual se encuentran en peligro

de extincién (Tejera y Artemis, 2001).

Al dia de hoy se han identificado 390 especies de psitacidos en el mundo distribuidas
en 86 géneros que incluye a loros, guacamayos, cacatlas, papagayos, periquitos, cotorrasy
loris. Sus dimensiones varian desde los 10 g (loros pigmeos, Micropsitta spp.) hasta los 1.5
kg (Guacamayos). Las caracteristicas morfoldgicas distintivas de este grupo de aves son un
pico superior bruscamente curvado y coronado por una cera carnosa, lengua musculosa
prensil, cabeza relativamente grande, cuerpo robusto y pies zigodactilos, es decir, con dos

dedos apuntando hacia adelante y dos apuntando hacia atras (Tejera y Artemis, 2001).

Los loros son generalistas lo que representa una alta densidad y biomasa, en muchos
ecosistemas tropicales y subtropicales (Terborgh et al. 1990; Collar 1997). Pueden emplear
estrategias de cambio de dieta, provocando cambios de habitat y movimientos para rastrear
los recursos alimenticios. Presentan comportamientos de alimentacién frugivoro que
implica una gran diversidad de plantas incluyendo flores, frutas y semillas que son mordidas
y en gran medida desperdiciadas (Collar 1997; Juniper y Parr 2010). Se han encontrado
varios patrones, sugiriendo que las especies mas grandes tienden a alimentarse en mayor
proporciéon de semillas, mientras que las especies mas pequefias tienden a una
alimentacion mas frugivora (Matuzak et al. 2008), y algunos loros también se alimentan de
invertebrados (Collar 1997; Juniper y Parr 2010). Esta plasticidad en la dieta y la estrategia
de alimentacién puede influir en la medida en que los loros pueden responder a presiones
humanas. Los loros tienen una funcidn importante en los ecosistemas, aunque se les
consideran como dispersores ineficientes ya que dafian las semillas; los loris (Loriinae)
actuan como los principales polinizadores de la region de Australasia (Haugaasen 2008). Sin
embargo, es muy poco lo que se sabe de las interacciones planta animal de los loros o el

impacto de las poblaciones de loros en la dinamica de los bosques (Renton et al. 2015). Los
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loros se agrupan en tres superfamilias (figura 1): Strigopoidea, Cacatuoidea y Psittacoidea

(Joseph et al. 2011).
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Figura 1. Arbol consenso de Inferencia Bayesiana del orden Psittaciformes, con la

anotacion de los nombres para cada clado (Schweizar et al. 2010).
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Problematica de los psitacidos

De las 390 especies de psitacidos existentes en el mundo, 111 (28 %) han sido
catalogadas en riesgo de extincidon y 56% presentan un declive en los tamanos de sus
poblaciones, lo que significa que es la familia de aves mas amenazada a nivel mundial (Pires,
2012). En América Latina y el Caribe, 44 de las 140 especies que existen estan consideradas
en riesgo de extincidén; mientras que en México de las 22 especies 11 se encuentran en
peligro de extincion; siete estdn amenazadas y cuatro bajo proteccién especial (Semarnat,
2010). La captura para el comercio local de mascotas se considera como la amenaza mas
critica, otras amenazas importantes son la agricultura, la presiéon de la poblacion rural, la
destruccién de los nidos por los cazadores furtivos y el pastoreo agroindustrial (Berkunsky

et al. 2014).

La eliminacion, fragmentacién y degradacion de la cubierta vegetal natural afecta
negativamente a las especies de psitacidos de diversas formas. La tala de selvas himedas y
secas, los incendios forestales y la tala selectiva de arboles que son ocupados como sitios
de anidacién afectan a la mayoria de sus poblaciones. Se calcula que esto ha contribuido a
la degradacidon de mas de 38 % del territorio nacional, con una pérdida de habitat para 19
de las 22 especies, y de hasta 85% en los casos mas drasticos (Snyder et al. 2000, Junipery
Parr 1998, Monterrubio-Rico et al. 2016). En este escenario de disminucién progresiva y
posible fragmentacion de las poblaciones, es importante tener un plan de conservacion

para el grupo, que permita mantener la identidad genética de las poblaciones (Ryder, 1986).

En México, la captura de psitacidos con propdsitos comerciales se ha intentado
regular desde la década de 1970 (liiigo-Elias y Ramos 1991). Se estima que se capturaban
entre 65,000 y 78,500 pericos cada afio. La tasa de mortalidad general para pericos
capturados del medio silvestre excede 75% antes de llegar al consumidor final, lo que se
traduce entre 50,000 y 60,000 pericos muertos (Cantu et al. 2007). En 2008, se establecid

una veda total en la comercializacidén de psitdcidos en México. Antes de esto, las especies
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en aprovechamiento y las cuotas de captura todavia se autorizaban sin contar con
conocimiento de la situacion de las diferentes especies a lo largo de sus rangos de
distribucién y sin considerar la dinamica de las poblaciones en los diferentes habitats,

regiones o estados de la republica.

Ante esta problematica, queda claro que los esfuerzos de conservacion de habitat y
especies de psitacidos deben estar orientados a implementar estrategias que permitan una
planeacion sistemdatica de su biodiversidad, no obstante, para que esto sea eficiente es
imprescindible contar con el conocimiento taxondmico, ecoldgico, reproductivo vy
geografico (patrones de distribucion) de este grupo. En el escenario de disminucién
progresiva y posible fragmentacion de las poblaciones, es importante tener un plan de
conservacién para las especies, que permita mantener las poblaciones que formen

unidades evolutivas, y que éstas tengan alta prioridad de conservacion (Ryder, 1986).

Genética de la conservacion aplicada en psitacidos

Se han identificado 28 publicaciones en los Uultimos 22 afios (desde 2000)
concernientes a la Genética de la Conservacion basadas en marcadores de microsatélites y
secuencias mitocondriales y nucleares sobre genética de la conservacion en psitacidos, que
incluyen 23 especies. Si se tiene en cuenta que hay cerca de 390 especies de loros y
cacatuas, el nimero de publicaciones concernientes a la genética de su conservacién abarca
una cantidad muy reducida de especies. Estd claro que aun faltan muchas especies por
atender y muchas de ellas deben tener una alta prioridad puesto como se ha manifestado

existe una pérdida de las poblaciones de la mayoria de las especies de esta familia.

Strigopoidea
La familia de loros Strigopoidea esta integrada por tres especies: kaka (Nestor
meridionales), kea (Nestor notabilis) y kakapo (Strigops habroptilus), todas endémicas de

Nueva Zelanda y en peligro de extincidn. Se han realizado estudios genéticos enfocados a
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la conservacién de estas especies (Wood et al. 2014). La propuesta de dos subespecies de
kaka (N. meridionales), en las islas norte y sur de Nueva Zelanda, no obtuvo respaldo; sin
embargo, si se identificod un asilamiento genético entre las islas Norte y Sur a partir de nueve
loci de microsatélites. Con base en estos resultados, se propone considerar a las dos
poblaciones como dos Unidades de Manejo (MUs) y el traslado de kakas de la isla norte al
sur simulando la dispersion natural (Dussex et al. 2015 a). Para el kea (N. notabilis), los datos
de microsatélites indicaron la presencia de un cuello de botella antes de la llegada de los
europeos a Nueva Zelanda, aproximadamente en un periodo de tiempo de 6,000 a 300
afos, y no se observd una pérdida significativa de diversidad genética de los kea en los
ultimos 100 a 150 aios, ya que no hay pérdida de haplotipos mitocondriales durante este
periodo y los datos de los 15 loci de microsatélites no indican un cambio en la estructura
poblacional al evaluar muestreos a través del tiempo, no obstante, es necesario conocer los

actuales niveles de endogamia (Dussex et al. 2015 b).

El kakapo (Strigops habroptilus) es un loro nocturno que no vuelay en peligro critico,
pues ha desaparecido en casi todas las islas de Nueva Zelanda debido a la introduccién de
depredadores exéticos; actualmente tiene tres poblaciones en islas libres de predadores.
La poblacién actual de 126 individuos enfrenta un cuello de botella, ya que de los 51
individuos fundadores todos, excepto uno, vienen de la misma poblacién, lo que los hace
particularmente susceptibles a la depresion por endogamia (Bergner et al. 2014). La baja
tasa de eclosion en los kakapo (62%) indica que la depresion por endogamia puede ser un

factor que contribuye a la lenta recuperacién de la poblacion.

A partir de 25 microsatélites se establecieron las relaciones de parentesco de 94
individuos con la finalidad de mejorar los programas de conservacién del Kakapo (Bergner
et al. 2014). Con los mismos microsatélites se ha encontrado evidencia de depresion por
endogamia asociada con la homocigosidad materna que afecté la fecundidad de la hembra
y el éxito de eclosién, en los machos homdcigos se detectd mas esperma anormal. El

impacto deletéreo de la endogamia particularmente en el éxito de eclosién tiene el

14



potencial de disminuir las tasas de crecimiento de la poblacién, prolongando asi el lapso de
recuperacién de esta especie (White et al. 2015). Con informacién de microsatélites y ADN
mitocondrial, se caracterizd la historia genética y demografica del kakapo, del que se
analizaron 49 individuos vivos y 54 provenientes de museo. Con ello, se detecté una
disminucion significativa de la diversidad genética: el promedio de alelos de microsatélites
disminuyd de 6.15 a 3.08 y la reduccién de 17 a 3 haplotipos, de los cuales sélo se compartio
uno entre las poblaciones histdrica y contemporanea, evidencié un cuello de botella
concordante con la llegada de los colonizadores europeos y el efecto de los depredares

introducidos a este ecosistema insular (Bergner et al. 2016).

Cacatuoidea

Para la cacatua negra de Carnaby (Calyptorhynchus latirostris), se documentd una
dréstica reduccidon de 50% de sus poblaciones a partir de la década de 1960, debido a los
efectos combinados de la caza furtiva ilegal, pérdida de habitat, competencia por huecos
de nidos y recursos alimenticios. Para aumentar el conocimiento y facilitar la toma de
decisiones se describié la variabilidad genética con 20 microsatélites altamente
polimdrficos. Estos marcadores demostraron ser adecuados para detectar el comercio ilegal
y proporcionaron una resolucidn genética extremadamente util para contribuir a la
conservacién de sus poblaciones (White et al. 2009). Se examinaron a las especies cacatua
funebre (Calyptorhynchus baudinii) y cacatia negra de Carnaby (Calyptorhynchus
latirostris), ambas endémicas del sudoeste de Australia Occidental, por medio de 19
microsatélites; no se detectd disminucién en la diversidad genética, pero si cambios de
alelos en las poblaciones de la regién oriental, principalmente para la cacatia negra de
Carnaby, atribuido a la imposibilidad de que se formen parejas entre las poblaciones
occidentales y orientales por eliminacién de la vegetacidn nativa, estableciéndose tres
Unidades de Manejo, dos para C. latirostris (occidente y oriente) y una para C. baudinii

(White et al. 2014).
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Para determinar cudles fueron los efectos histéricos de las fluctuaciones del nivel
del mar en estructura genética de las cacatuas de las palmas (Probosciger aterrimus) y
examinar las implicaciones en su conservacion se examind la estructura genética de mtDNA
(dominio ll, regién de control) de 71 cacatias de 17 sitios se obtuvieron 20 sitios
polimdrficos para 12 haplotipos agrupandose en seis clados de un paso. La mitad se
vincularon en un clado que incluia aves del este de Nueva Guinea, Australia, y la otra mitad
incluye aves del oeste de Nueva Guinea, con una divergencia entre el este y el oeste de
3.3%. Se observo una distancia genética de 0.39% entre los haplotipos del clado oriental,
sugiriendo un ancestro comun reciente. Los resultados indican que el aislamiento genético
del este y oeste sucedid en algin momento durante el Pleistoceno, mantenidos por una
barrera montafiosa en la época en que se formaron extensos puentes terrestres en otras
partes del drea de distribucidn de la especie, y que esto ha mantenido su distintiva genética.
Los linajes oriental y occidental son endémicos de cada drea y deberian, por lo tanto, ser

considerados para el estado de conservacion independiente (Murphy et al. 2007).

Psittacoidea

Para la especie en peligro critico periquito vientre naranja (Neophema chrysogaster),
de Australia y el sudeste de Tasmania, se analizaron catorce loci de microsatélites y el
genoma completo de la mitocondria para 40 individuos, mostrando niveles moderados a
bajos de variacion genética, usando las estimaciones de heterocigosidad y riqueza alélica.
El tamafio estimado de la poblacién ha descendido de 150 pericos en 2004 a menos de 50
actualmente; por lo tanto, estos marcadores se pueden usar para determinar cambios en
variacion genética, parentesco, endogamia, flujo de genes, estructura genética y tamafio
efectivo de la poblacién tanto en las poblaciones silvestre como en la cautiva (Miller et al.

2013).

Se examinaron las secuencias del citocromo b para resolver la taxonomia de los

pericos terrestres Pezoporus wallicus. La especie se distribuye de forma fragmentada en los
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matorrales costeros del sudeste y sudoeste de Australia y la isla de Tasmania. Las
divergencias dentro de las poblaciones orientales y Tasmania fueron muy bajas (0.0-0.6%);
sin encontrarse una estructura genética entre ellas, evidenciando la existencia de flujo
genético. Por el contrario, la divergencia entre las poblaciones orientales y occidentales fue
alta (4.4-5.1%) (Murphy et al. 2011); esta magnitud de divergencia corresponde a la
existente entre especies. Partiendo de este trabajo, la especie se dividié en dos: perico
terrestre oriental (Pezoporus wallicus) y perico terrestre occidental (Pezoporus flaviventris).
El perico terrestre occidental es una de las especies mas amenazadas del mundo con
aproximadamente 110 individuos, la mayoria de sus individuos se restringen al Parque

Nacional Cabo Arido (Joseph et al. 2011).

El perico de Chatham (Cyanoramphus forbesi) es endémico de las islas Chatham de
Nueva Zelanda. Se sabe que hibridan con el perico maori cabecirrojo de Chatham
(Cyanoramphus novaezelandiae chathamensis). A partir de un estudio con la regién de
control del ADN mitocondrial, se dividié el perico de Chatham en tres grupos de haplotipos;
las principales diferencias entre los tres haplogrupos se encontraron dentro de los primeros
300 pb. El haplogrupo 3 incluyé loros genéticamente distintos a otras especies del género
Cyanoramphus, mientras que los haplogrupos 1y 2 estuvieron estrechamente relacionados
con el perico maori cabecirrojo de Chatham (Boon et al. 2001). Para medir la varianza
genética en las poblaciones de periquitos de Chatham y detectar hibridacién, se
desarrollaron seis loci de microsatélites especificos de especie para el perico de Forbes
(Chan et al. 2005). Los datos de microsatélites permitieron verificar la introgresion de alelos
de C. navazelandiae chathamensis, representando un problema para la conservacién del
raro perico de Chatham, detectando una extensa historia de hibridacién en la poblacién,
puesto que no menos de 81% de todos los loros son hibridos. Sélo una pequena proporciéon
de aves con el morfotipo de perico de Chatham fueron genéticamente distintas del perico
maori cabecirrojo de Chatham, usando pruebas de asignacion de ADN mitocondrial y

microsatélites, por lo que la supervivencia del perico de Chatham dependera de un
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monitoreo cuidadoso y control genético de la poblacién como una Unidad Evolutiva

Significativa (ESU) para la conservacion (Chan et al. 2006).

El Perico de Mauricio (Psittacula eques) es una de las especies insulares que habitan
el océano indico, las otras especies cotorra de las Seychelles (Psittacula wardi), loro de las
Mascarefias (Mascarinus mascarinus), cotorra de Rodrigues (Psittacula exsul) ya estan
extintas. Los loros del género Psittacula se expandieron de la India a las islas del océano
Indico donde divergieron y especiaron, de las cuales la tnica especie viva es Psittacula eques
y de ahi colonizaron Asia y Africa (Kundu et al. 2012). El Perico de Mauricio pasé por un
evento de cuello de botella; la actual poblacién pasé de 20 individuos en 1980 a 500 en
2011, presentd relativamente niveles altos de heterozigocidad en los 16 microsatélites,
presentando tres subpoblaciones, las cuales estdan bajo un efecto de homogeneizacién
genética, derivada de las acciones de conservacion (Tollington et al. 2013). Por medio de
cuatro loci de microsatélites se detectd copula extra-pareja de 70 crias; solo seis coinciden
con los perfiles genéticos de sus padres. Este comportamiento aumenta la variabilidad
genética de la especie, permitiendo retener mayor variacion genética (Tiawanna et al.

2009).

El loro gris africano (Psittacus erithacus) se extiende por el cinturén forestal de Africa
Central y Occidental y es una de las especies mds explotadas; de acuerdo con las cuentas
recientes sobre el estado de esta especie en Camerun (Tamungang y Cheke 2012), se
reconocen dos subespecies de loro gris africano (P. e. erithacus y P. e. timneh). La poblacién
de la isla Principe se describié originalmente como especie separada (P. princeps), pero
actualmente se incluye en la especie nominal. Posteriormente se utilizaron 1,932 pb del
genoma mitocondrial para aclarar las relaciones entre las dos subespecies reconocidas y la
poblacién de Principe. El muestreo incluyd 20 individuos de Principe, 17 de P. e. erithacus,
y 13 de P. e. timneh. Encontramos que las dos subespecies continentales forman dos linajes
independientes, que se separaron hace 2.4 millones de afios (Ma), y que la poblacién de

Principe esta compuesta por dos linajes que divergieron en alopatria. El linaje mas comun
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desciende de los primeros loros colonizadores y evolucioné de forma aislada hasta 1.4 Ma;
este linaje estd mds estrechamente relacionado con el P. e. timneh que con la subespecie
P. e erithacus. El segundo linaje consiste en ejemplares de P. e. erithacus del continente

cercano que colonizaron la isla en tiempos mas recientes (Melo y O'Ryan, 2007).

El lorito robusto del cabo (Poicephalus robustus) especie en peligro de extincién, se
encuentra en los bosques de niebla de Sudafrica, con menos de 1,600 individuos en libertad
sobrevive bajo gran presién, debido a la fragmentacion del habitat, la recoleccion ilegal de

aves silvestres y huevos para el comercio de mascotas (Downs et al. 2014

Tribu Arinni

El estudio de Russello y Amato (2004) fue la base para el desarrollo de mas
investigaciones para las especies del género Amazona. Utilizando secuencias de ADN
mitocondrial, todas las subespecies del complejo Amazona ochrocephala estan
estrechamente relacionadas entre si, separadas por distancias menores que las distancias
entre miembros del complejo y otras especies de Amazona, y la divisidon del complejo en
tres especies (A. ochrocephala, A. auropalliata, y A. oratrix) no estuvo apoyada (Eberhard y
Bermingham, 2004). No se detectd correlaciéon entre la variacion geografica de las
frecuencias de los alelos de microsatélites y los dialectos regionales del loro nuca amarilla
(Amazona auropalliata); si se detectd alta dispersidon entre los machos de las poblaciones,
en cambio existe un flujo de genes sesgado por las hembras. La fragmentacion del habitat
no ha contribuido a la estructura de la poblacidn, sin embargo, se espera que
potencialmente exista una reduccién en el flujo de genes y la diversidad genética dentro de
las proximas generaciones (Wright et al. 2005). Se recuperd la division del complejo A.
ochrocephala en las tres especies A. ochrocephala, A. auropalliata y A. oratrix (Ribas et al.

2007a).

En el andlisis filogeografico del loro de frente azul (Amazona aestiva), basado en tres

genes mitocondriales de 13 ejemplares, se soportaron dos clados, aunque con distancias
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genéticas muy pequenas (Ribas et al. 2007a). Se analiz6 la estructura genética de Amazona
aestiva para identificar unidades de manejo y apoyar la planificacion de conservacion,
analizando seis loci de microsatélites en 74 individuos, incluidas muestras de las dos
subespecies (A. a.estiva y A. a xanthopteryx), sélo se detectd una diferenciacién genética
entre las poblaciones mas distantes (Tocantis y Argentina), sin evidencia de endogamia
dentro o entre poblaciones, lo que sugiere un apareamiento aleatorio entre individuos;
tampoco se detectd una reducciéon reciente en el tamafio de las poblaciones (Leite et al.
2008). El andlisis del fragmento de COI de 78 ejemplares de la especie recupera los dos
grupos genéticos previamente identificados, el primero compuesto por las poblaciones
nororientales correspondiente a la subespecie A. aestiva y el segundo en las localidades del
suroeste que engloba a la subespecie A. aestiva xanthopteryx. Se detecté que ambas
poblaciones han experimentado una expansion reciente probablemente debido a la

expansion de la sabana, con bajo flujo de genes entre ellas (Caparroz et al. 2009a).

Se desarrollaron loci de microsatélites para el loro de San Vicente (Amazona
guildinguii). Esta especie se considera vulnerable y los microsatélites se utilizaron para
estimar la relacién entre los individuos cautivos para ayudar en los programas de mejora
genética que maximizan la diversidad genética y minimizan la endogamia (Rusello et al.
2005). La evaluacion de siete loci de microsatélites detecté que los cazadores furtivos
retiran las nidadas completas para las especies Amazona collaria y Amazona agilis (Ringler

et al. 2012).

La filogenia reconstruida del complejo Amazona leucocephala a partir de ADN
mitocondrial reveld grupos monofiléticos bien soportados que corresponden a las tres
subespecies descritas formalmente (A. leucocephala bahamensis, A. leucocephala
caymanensis y A. leucocephala hesterna); no se recuperaron dos subespecies (A. I
leucocephala, A. leucocephala palmarum). Para el perico de Bahamas (A. leucocephala
bahamensis) se recuperaron tres unidades de conservacioén: las poblaciones de las islas

Abaco, Inagua y Acklins. La identificacion de la diversidad criptica en loros Bahamas tiene
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implicaciones inmediatas para la conservacién. Esta divisién implica que la poblacién de
Abaco requiere de un manejo inmediato debido al pequefio tamafo de su poblacién (70
loros) y la destruccién de su habitat. La poblacién de Inagua es mas grande (4,450 loros) y
con una alta variacidon genética, ademds de que su habitat no estd siendo modificado;

mientras que la poblacidon de la isla Acklins se encuentra extinta (Rusello et al. 2010).

Se analizaron secuencias de la region control y seis loci de microsatélites de
individuos Ara ararauna muestreados a través de la distribucién de la especie en Brasil. Los
analisis de la estructura genética basados en ADNm mostraron evidencia de la existencia de
dos poblaciones principales en el oeste y este de Brasil, que comparten algunos haplotipos
de baja frecuencia. Este patron filogeografico parece haberse originado tras el aislamiento
geografico de poblaciones de A. ararauna hace aproximadamente 374,000 aios y ha sido
mantenido por el flujo génico restringido y la filopatria de las hembras. En contraste, la
variacion en los microsatélites no estuvo estructurada geograficamente. Debido a que las
hembras se dispersan menos que los machos, las dos poblaciones regionales con
haplogrupos de mtDNA bien diferenciados deberian considerarse como dos unidades de

manejo diferentes para propdsitos de conservacion (Caparroz et al. 2009b).

Se realizé un analisis con dos genes mitocondriales (COl y ND2) de las especies de
guacamaya verde (Ara militaris) y guacamaya verde limén (Ara ambiguus), especies
cercanas, relacién que se refleja por su similitud morfolégica: la guacamaya verde tiene una
distribucidn disjunta en México, asi como en varias areas de América del Sur; mientras que
las guacamayas verdes limon tienen dos poblaciones mas disyuntas desde Honduras hasta
el este. Los datos apoyan el reconocimiento de las dos especies como linajes evolutivos
distintos y se encontré estructura filogeografica dentro de A. militaris entre las poblaciones
recolectadas en el este y oeste de México; no se detectd divergencia de linaje entre A.
ambiguus de Costa Rica y Ecuador (Eberhard et al. 2015). Se analizaron las poblaciones con
nueve microsatélites, se usaron para analizar 86 muestras en siete localidades de

guacamaya verde a lo largo de la Sierra Madre Occidental, la Sierra Madre del Sury la Sierra
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Madre Oriental en México. Se detectaron niveles moderados de diversidad genética, una
alta estructura genética con una ruptura genética entre localidades separadas por la Meseta
Central y el eje Volcanico Transmexicano, que sirven como barreras geograficas. Se observd
que en tres localizaciones hay exceso de homocigotos, lo que podria indicar un pequefio
tamafio efectivo de la poblacién y en combinacién con el aislamiento genético podria
aumentar el riesgo de extincién de la especie, con dos grupos genéticos. Para el primero,
comprende localidades en la Sierra Madre Occidental y la Sierra Madre del Sur el segundo,
localidades de la Sierra Madre Oriental (Rivera-Ortiz et al. 2016). Los dos grupos deben
considerarse como unidades de conservacién independientes (Eberhard et al. 2015 vy

Rivera-Ortiz et al. 2016).

Modelo de estudio

El género Pionus comprende ocho especies de loros que se distribuyen
principalmente en los bosques de montafia y desde el norte de México hasta Sudamérica
(Junipery Parr 1998). Las especies del género Pionus presentan una distribucidn alopatrica,
consistente con patrones de especiacién por vicarianza, limitados por barreras que afectan
a otros grupos de montafia, como la accidentada topografia que aisla los bosques de
montafia que se encuentran rodeados por tierras bajas mas cdlidas (Ribas et at. 2007b). La
diversificacion del género Pionus se dio durante el Pleistoceno aproximadamente hace 4.7

y 5.8 millones de afios (Ribas et al. 2007b).

El loro corona blanca (Pionus senilis) (figura 2) es la Unica especie del género que se
distribuye hasta el norte de Mesoamérica. Se observa desde el sur de Tamaulipas,
cubriendo la costa de la vertiente del Golfo de México, adentrandose a la peninsula de
Yucatan y Chiapas hasta el oeste del Istmo de Panama. Las leyes mexicanas la catalogan
como especie Amenazada (SEMARNAT, 2010), mientras que la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza las cataloga como en preocupacién menor (IUCN, 2016), se

encuentra en el apéndice Il de CITES, donde figuran especies que no estan necesariamente
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amenazadas de extincion, pero que podrian llegar a estarlo a menos que se controle

estrictamente su comercio (CITES, 2016).

Figura 2. Loro corona blanca (Pionus senilis)

En México, la especie sufre disminuciéon de sus poblaciones e incluso ha sido
extirpada al oeste de Quintana Roo y algunas zonas del Golfo de México (Salinas-Melgoza,
y Renton, 2008), principalmente debido al impacto de las actividades humanas sobre su
habitat que incluye el bosque tropical perennifolio, bosque de encino y bosque bajo de
montafia, el cual ha presentado una alta tasa de deforestacidn, principalmente para realizar
actividades agropecuarias (Cantu et al. 2007). Como consecuencia de estas practicas, de los
365,235 km? que comprendia la distribucion histérica de la especie, actualmente sélo se
extiende a 175,798 km? perdiendo casi 51.8% de su rango de distribucion y sélo 16.2% de
esta superficie se encuentra protegida (Monterrubio-Rico et al, 2016). Esta especie también
es comercializada en el mercado de mascotas: entre 1979 y 2005 se otorgaron permisos
durante siete afios de capturar ejemplares de forma legal con un promedio anual de 500

loros cabeza blanca, entre 2000 y 2001 se aseguraron 849 ejemplares de esta especie,
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ademas se estima que al menos entre 2001-2006 se vendieron 89 ejemplares (Cantu et al.

2007). Los datos de la especie en los paises de Centroamérica son escasos.

Ante esta problematica, queda claro que los esfuerzos de conservacién del habitat
y del loro corona blanca deben poner especial énfasis en la pérdida de las poblaciones como
el indicador mas sensible de la pérdida de diversidad genética de esta especie. Al ser la
pérdida de las poblaciones el anuncio de una probable extincién de la especie, es
indispensable generar informacién que estime su situacidon actual y la estructura de las
poblaciones remantes, incluyendo informacién genética sobre flujo génico y efectos de la
fragmentacion de los habitats, con la finalidad de integrarla en planes de conservacién en
los cuales se mantenga la mayor variacién genética y que permita mantener la identidad
genética de las poblaciones que formen unidades evolutivas, ademas, que éstas tengan alta
prioridad de conservacion (Ryder, 1986). Este trabajo se enfocd en desarrollar un modelo
geografico del area potencial disponible para la especie, con el propdsito de identificar los
sitios adecuados para la supervivencia de las poblaciones. Estos resultados nos permiten
hacer predicciones de las condiciones presentes en las zonas de distribucidn de la especie y
el comportamiento que tendrdn ante los cambios ambientales provocados por el cambio
climdtico (Martinez-Meyer et al. 2012), de esta forma se identificard el estado, numero y
tamafio de las poblaciones de Pionus senilis. También se realizé un estudio filogeografico
con base en genes mitocondriales para identificar los principales eventos histoéricos,
climaticos y geoldgicos, que dieron forma a la actual distribucién y diversificaciéon de los
linajes de Pionus senilis. Por ultimo, se identific6 por medio de genes mitocondriales la
correspondencia geografica de ejemplares en cautiverio con la finalidad de saber de donde
provienen los ejemplares que se encuentran cautivos e identificar cuales son las

poblaciones que estan abasteciendo este mercado ilegal.
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OBIJETIVOS

General

Realizar un modelo de centrodide de nicho actual que nos permita evaluar la pérdida y
las caracteristicas del habitat del loro corona blanca, asi como analizar la diversidad y
estructura genética contempordnea de esta especie, para generar estrategias de

conservacion.

Particulares

1. Determinar el impacto provocado por el cambio de uso de suelo sobre el area de
distribucién potencial de la especie y caracterizar el centroide de nicho actual y desde los
diferentes escenarios de cambio climatico.

2. Analizar la diversidad y estructura genética dentro y entre poblaciones del loro corona
blanca, identificar los principales eventos histdricos y geoldgicos en México y Centro

Ameérica, que dieron forma a la distribucién y diversificacidon de Pionus senilis.

3. Identificar la correspondencia geografica de ejemplares cautivos en México de Pionus

senilis a partir de tres genes mitocondriales (COI, ND2 y ND4).
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PRESENTACION DE LA INVESTIGACION

Esta tesis se conforma por tres capitulos. En el Capitulo I, se desarrollé6 un modelo
geografico del drea potencial disponible para la especie con el propdsito de identificar los
sitios adecuados para la supervivencia de la especie. Estos resultados nos permitieron
realizar un modelo de centroide de nicho tanto para el periodo actual como para
predicciones futuras en diferentes escenarios de cambio climatico. También se estimd la
pérdida de la cobertura forestal en la distribucion potencial del loro corona blanca (Pionus
senilis).

En el Capitulo Il, se presenta un estudio filogeografico de las poblaciones de Pionus
senilis, que permite evaluar los procesos historicos que determinaron la actual estructura
de los linajes genéticos identificados; este capitulo fue publicado en la revista Biota Tropical.

En el Capitulo lll, se identificd que los ejemplares en cautiverio en la zona del valle de
México se agrupan en el linaje norte de la especie, esto tiene implicaciones importantes en
la conservacion de estas poblaciones, puesto que ser las poblaciones mds cercanas a la
Ciudad de México las hace las mas saqueadas y cazadas ilegalmente para abastecer el
mercado ilicito de mascotas, ya que ninguna de las especies de pericos que se distribuyen
de forma natural en territorio nacional pueden ser comercializadas de forma legal a partir
de la modificacion que se realizé a la Ley General de Vida Silvestre en 2018.

Finalmente, en la discusidn general de la tesis se atienden de manera integral los
diferentes temas.
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Abstract:

The White-capped parrot (Pionus senilis) is the only species of this genus distributed throughout Mesoamerica and lives in
tropical rain and cloud forests. Although its populations are considered abundant, habitat loss and the capture of individuals
for the pet trade are causing a decline in their populations. However, this species has not been included in any risk category
by the IUCN. Population densities were estimated based on three-month fieldwork to understand the present and future
problems that this species faces. Ecological niche modeling was used to identify the most suitable areas for the species for
today and future scenarios.

The results show that the potential geographic distribution of the White-capped parrot is of 585,034 km?, of which one-
third is located in Mexico (190.656 km?) and two-thirds in Central America (394,171 km?). Population densities of the
Mexican populations adjust to the niche centroid population density pattern suggested by the models agreeing with the
northern populations that had the highest densities with the most suitable environmental conditions. It is estimated that by
2050, under the least drastic scenario of climate change (RCP 2.6) they will conserve 496,972 Km? (84.9%) of the potential
geographic distribution of the species. In contrast, in the most drastic scenario (RCP 8.5) the reduction implies that only
315,038 km (54.5%) of the current distribution would remain. The potential geographic distribution decrease in 2070
for the less drastic scenario (RPC 2.6) projects that 359,332 Km? (61.4%) will be conserved, while the decrease in RCP 8.5
values would conserve 286,920 Km? (46.9%) of the current distribution. These scenarios show the importance of the Natural
Protected Areas in the Sierra Madre Oriental (Mexico), the Sierra Madre del Sur (Mexico), the Selva Maya (Guatemala),
and the Central American Mountains as the areas with the highest probability for the conservation of this species.

Keywords: niche centroid, population density, climate change, potential distribution, Psittacidae species.

1. Introduction

To study extinction processes, it is important to know the abundance and
distribution of a species since these variables are used to evaluate the conservation
status and develop a management plan. An episode of population decline and
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extirpation often precedes species extinction. These changes also have negative
consequences for ecosystem functions [1]. The populations of 56% of psittacine
species are currently declining [2].

The white-crowned parrot is threatened the most by the capture of individuals
for the pet trade, habitat destruction and degradation, and climate change [3].
However, it is difficult to document population dynamics in the entire distribution
area of a species, given the high-related expenditures and the small number of
available financial supports [4].

Ecological niche modeling is a tool that analyses the ecological factors that limit
species distribution by projecting them in potential geographic distribution [5,6,7].
Algorithms use climatic variables to estimate the potential distribution of a species
based on presence-only records [8]. Results have allowed the prediction of the
distribution and abundance of a species when the conditions that determine its
structure change due to anthropogenic or natural factors [7]. In climate change
prediction models, these climate changes (represented by climatic variables such as
temperature and precipitation) can modify the distribution and abundance of a
species. It is therefore necessary to analyze how climatic variables change species'
occurrence patterns to understand their conservation possibilities under different
change scenarios [9].

Climatic and topographic variables have also been used to generate potential
distribution models that show that temperature, precipitation, and topography
affect a species' habitat selection and demographic rates [10,11]. Additionally, the
niche centroid distance concept suggests that the abundance of a species decreases
as the distance to its optimal point (niche centroid) increases within an ecological
space [12,13]. Currently, niche centroid studies, together with potential distribution
models, help us in the conservation of species in different geographical contexts and
at different scales. [14,15,16].

The white-crowned parrot (Pionus senilis) is classified as of Least Concern by the
International Union for Conservation of Nature [17]. It is included in CITES
Appendix II [18] due to pressures from the pet trade that affect its populations. In
Mexico, the species is considered as threatened [19]. Its distribution encompasses
the south of Tamaulipas, the Gulf of Mexico coast, the Yucatan Peninsula, Chiapas,
Guatemala, the Caribbean coast of Belize, Honduras, Nicaragua, and the west of the
Isthmus of Panama [20]. The species is mainly found in lowlands up to 1,500 m
above sea level [121,22]. Its main habitat is tropical rainforest, pine-oak forest,
savannah, and lower montane forest. It can also be found in disturbed areas,
secondary forests, or crop areas [23] and in maize and mango plantations (personal
observation). In Mexico, populations of this species have declined to the extent that
populations in the west of Quintana Roo and some areas in the Gulf of Mexico have
even been removed [20], mainly due to the impact of human activities on its habitat.
It is well known that the deforestation rates in tropical rain, oak, and lower montane
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forests are high, mostly because the land is cultivated to carry out farming activities
[24].

Considering the conservation problems faced by the white-crowned parrot
species and the need to improve conservation actions, the objectives of our study
were to estimate the Pionus senilis population densities in Mexico; to evaluate the
contribution of the current records (2008-2018); to predict the potential geographic
distribution, the relationship between the density and the climatic niche by means
of the distance to the niche centroid of the species; to assess the impact caused in
Mexico by land cover change (understood as the transformation of the original
vegetation cover by anthropogenic factors); and to determine how much of the
potential geographic distribution is protected by the natural reserve systems in
Mexico and Central America.

2. Materials and Methods

2.1. Population densities of Pionus senilis

The fieldwork was carried out during the breeding season of 2018 (between
March and May) in 17 localities in Mexico (Table 1; Figure 1) that were previously
selected from the evidence of species present in the last ten years (2008- 2018).). To see
how populations behaved in different habitats, four different types of habitats were
selected to see how the populations behaved in each: primary forest, patches of
secondary forest, agricultural areas, and semi-urban areas, which differ markedly in
their structural and floristic composition. Primary forests are typically extensive
masses of more than 500 ha of continuous forest, mainly within a Protected Natural
Area (PNA). Secondary forest patches are small remnants (generally <20 ha) that
were selectively felled in the past but retained a closed canopy and an important
floristic composition. Agricultural areas are large expanses of agroforestry systems
with a variable shade canopy of remnant forest trees, naturally regenerated species,
and planted fruit and timber trees. Semi-urban areas are populated areas associated
with forest masses larger than 100 ha.

Table 1. Localities studied in Mexico for the white-crowned parrot, with number of transects and type of
habitat.

Location Number of transects Type of habitat
Armando Zebadua 5 Forest patch
Brefia Torres Viejo 5 Forest patch

Calakmul 5 Primary Forest

Candelaria 5 Agriculture
Catazaja 5 Agriculture
Chalchijapa 5 Primary Forest
Chavarillo 5 Semi-urban area

El Cielo 6 Semi-urban area
El Naranjo 5 Semi-urban area
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Naha 6 Primary Forest
Palenque 5 Semi-urban area
Tamarindos 4 Agriculture
Tanchanaco 4 Agriculture
Tecpatan 5 Agriculture
Tenosique 5 Agriculture
Totomoxtle 4 Agriculture
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Figure 1. Sampling locations for the white-crowned Parrot (Pionus senilis).

Surveys were conducted using linear transects because they are considered

more efficient and possibly less biased than point counts [25,26,27], assuming that
line transects tend to produce higher encounter rates per unit of effort than point
counts [28]. It can be highly advantageous to use this method to search for rare
species, since the transect routes are important for such species and they can be
traveled, especially if the terrain is very uneven. A disadvantage to counting points
is that errors when estimating distance to subjects are squared in density
calculations, which means that distance estimates must be especially precise [29].
There may be a problem if the routes are too close to each other because a parrot
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may very likely be observed near the next sampling route, causing a serious bias
that is usually greater in transect counts than in point counts. Therefore, it is better
to ensure that routes are spaced out by two kilometers [30].

We surveyed 83 transects. Each transect measured 800 m long with no fixed width
[31,32]. Most of the localities were found in altitudes between 0 and 900 meters above
sea level, although some were at 1,350 meters above sea level. Transects were
separated by 2000 meters to increase their independence [30]. The same person took
all transects, and the count along each transect was performed only once. The method
consisted of walking in a straight line to count individuals and measuring the
perpendicular distance to everyone using a laser range finder and the observation
angle [31]. Observations were made considering the following aspects: all
individuals were counted, all individuals were registered in their initial position
(never in movement), and all measurements were exact; therefore, possible auditory
records were not considered [28]. Counts were made from sunrise to 11 am since the
parrots are the most active at this time of day [20], and individuals can be seen
clearly in the morning daylight.

To estimate the density of white-crowned parrots (individuals/km?) in each
surveyed locality using Distance 6.0 software [33] and included all the transects
where the presence of the species was detected. We included the identifier, length,
number of individuals, and distance perpendicular to the transect [34]. An
exploratory analysis to establish the most suitable detectability value (w) using a
semi-normal model (“half-normal”) with cosine adjustment terms (Hnc).

Half-normal, negative exponential, uniform, and hazard-rate with cosine
adjustment (Hnc), polynomials (Hnp), and cosine (Unc) terms were used. Following
the principle of parsimony, the model was selected based on the minimization of the
Akaike Information Criterion (AICc; [26]). Estimation was performed post-
stratifying for the locality variable; the density of each locality was calculated using
the detection function for each model and the size of the cluster.

2.2. Ecological niche models

Models of potential geographic distribution were generated for current and
future projections using MaxEnt software [35] with 1,357 records (figure 2A) that
were obtained from the electronic databases of the National Commission for the
Knowledge and Use of Biodiversity (537 records) [36] and the Global Biodiversity
Information Facility (809 records) [37], and the 11 records the field work of this study
for all known distribution of the species ranging from Mexico to Panama. No
duplicate entries were used, and each was spatially unique in a ~1 km resolution.
All 19 climatic variables available in Worldclim Project 2.1 [38,39,40,41] were used.
Although it has been shown that the application of all the climatic variables can
cause an over-fitting of the model [42], using all the variables is a conservative
approach that is more reliable for estimating the potential geographic distribution
of a species [43], mainly with the uncertainty that is generated when making future
projections [44]. All variables performed best in time projections [45], surely because
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MaxEnt considers environmental variables separately when building models and
provides stable rankings for the importance of variables [46]. All variables had a
resolution of 0.008333° (~1 km) and the models were built and evaluated for the
geographic space where occurrence data were exclusively available for an additional
buffer of 2° [47,48]. We modified the default options in Maxent by assigning ten
replicates of the model that were generated using the bootstrap method. 30% of the
registries was used to validate the model. Options created response curves making
“pictures of predictions,” “do jackknife” measured variable importance, auto-
features were activated in MaxEnt, and “do campling” was deactivated [49]. The
logistic output of the models was selected. The generated models were reclassified
as binary maps (presence/absence) using the minimum training presence threshold
because it has the lowest omission values and the smallest presence area, which
allows for the elimination of commission errors [50].

Models were evaluated under the Partial Receiver Operating Characteristic
(ROC), which weighs omission errors, does not take absences into account, and only
evaluates the range of predicted values [51]. The tool for Partial-ROC version 1.0 [48]
was used. To obtain the adequacy values, the two data subsets were contrasted with
the reclassified model (MaxEnt). Also, the number of objects associated to the
different adequacy values was extracted and divided between the total objects of the
model. 50% of bootstrap points were used, the number of samples with replacement
was 1,000, and the omission threshold was 95%. The radio value of the 1,000
iterations of the data used for training and testing models was averaged, and the
probability that the value would be equal to or less than one was tested using a Z-
test [51]. Models with good performance had radio average values greater than one
and probability values of zero.

Future projections were generated using four scenarios of different greenhouse
gas concentrations. Representative concentration pathways (RCP) of 2.6, 4.5, 6, and
8 were projected in a near future (2046-2065) and in a distant future (2081-2100),
using de MIROC-5 General Circulation Model. The extrapolation area to future
projections includes all countries within the distribution range of the species, namely
Mexico, Guatemala, El Salvador, Belize, Honduras, Costa Rica, and Panama. The
extrapolation area does not include other adjacent countries because the main goal
is to evaluate the role of PNAs in the conservation of Pionus senilis during the climate
change event in the countries responsible for its conservation.

2.3. Niche centroid
To model the spatial distribution of the density of the white-crowned parrot, we
extracted the values of the environmental variables included in the ecological niche
model for all pixels where the binary distribution map obtained in the previous step
predicted the species as "present" in ArcGis v. 10.1 [52]. These data were then
organized into a matrix containing the values of the environmental variables
(columns) in the pixels (rows) where the species was predicted to be "present”. The
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environmental variables were standardized in z to allow direct comparisons
between dimensions; This procedure makes the variables measured at different
scales and units comparable and reduces some problems related to collinearity
[53,13]. As the standardized variables have a zero mean, the multi-dimensional zero
point represents the niche centroid using the Mahalanobis distance [54]. The value
of the niche centroid is where all climatic variables are equal to zero [55]. Using the
best-fit regression, in this case the polynomial regression ( (Figure 2B)—we relate the
current density to the distance niche centroid. To identify the spots with the shortest
distances to the centroid (i.e., greatest expected density) through the entire potential
area, distance values were classified in quartiles [55,13]. We generated a map niche
centroid for current and future models for the white-crowned parrot to observe both
the change in the potential geographic distribution area and the change between the
most favorable climatic conditions in the population density of the species within its
potential geographic distribution.

Figure 2. Presences records (A) and Current potential geographic distribution (B) of the White-crowned Parrot
(Pionus senilis), and population densities (red dots, size = density). Black lines = borders between
countries and Mexican states.

2.4. Changes in land use
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To evaluate change in vegetation cover, we used two databases that allow
evaluating land use in Mexico only, since for the rest of the distribution area,
and there are no complete databases that allow this analysis. These were series
IT and V of land use change in Mexico [56,57], ). Using a link in the database
allowed identifying the loss of the White-crowned parrot habitat. By using
ArcGis 10.1 [52], both databases were reclassified, and non-suitable areas were
considered, including urban, agricultural, livestock farming, and pastures.

3. Results

3.1. Population densities of Pionus senilis

In total, we obtained 32 records from our transects and sighted 221 white-
crowned parrots in 11 of the 17 localities sampled. Individuals were not registered in
Palenque, Catazaja, Candelaria, Chavarrillo, Xilitla, and Tamarindos, so they
were not included in the Distance analysis. The recognition of individuals was procured
in an average distance of 47.7 + 28.9 m (range = 17-120 m, n=29). The density model
with the lowest AIC was chosen for each locality (Table 2) It can be observed
that in agricultural areas the densities are small. In the case of Tanchanaco it is
4.3 (individuals/km?) and Totomoxtle 13.3 (individuals/km?); in the forest
patches, different density sizes were observed, 8.68 (individuals/km?) in
Armando Zebadua, Tecpatan of 12 (individuals/km?) and in Brefia Torres Viejo
28.93 (individuals/km?).

Table 2. Models according to the AIC criteria, densities, and deviations in each one of the localities of Pionus

senilis.

Localidad Model Density (ind/km?) DS
Selva El Ocote Uniform/Cosine 8.68 4.68
Brefia Torres Hazard/Cosine 28.93 11.32
Calakmul Uniform/Cosine 26.53 9.64
Chalchijapa Hazard/Cosine 36.22 12.24
El Cielo Half- normal/Hermite 57.20 18.37
El Naranjo Half- normal/Hermite 46.78 28.84
Naha Uniform/Cosine 9.07 8.14
Tanchanaco Uniform/Cosine 4.30 2.58
Tecpatan Uniform/Cosine 12.05 11.57
Tenosique Hazard/Cosine 29.28 9.45

As can be seen, the habitats with higher densities were primary forests:
Calakmul with 26.53 (individuals/km?), Tenosique with 29.28 (individuals/km?),
and Chalchijapa with 36.22 (individuals/km?), although Naha presented a lower
density (9.07 individuals/ km?). Finally, the highest densities were registered in
two localities in the semi-urban area: El Naranjo with 46.78 (individuals/km?)
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and El Cielo 57.2 (individuals/km?); this may be associated with factors such as the
availability of food resources. Habitats with forest in the localities seem to have
optimal conditions for the white-crowned parrot populations, although the density
variations may be associated with the difficulty to perform observations in areas
with a dense forest coverage such as Naha, while in areas with clear areas or with a
vegetation that is not so closed there is more possibility of meeting of parrots (Figure 2).

3.2. Potential geographic distribution and niche centroid

The obtained potential geographic distribution (Figure 2) had better predictions
than would have been expected by chance (X2 test, with all models: p <0.01, DF =1).
Also, the potential geographic distribution of the white-crowned parrot showed low
omission levels (i.e., the model is good for predicting most of the data from the
primary source), indicating a predictive power higher than 85% for presence data.
The current potential geographic distribution predicts that the species is distributed
throughout 585,034 km?, from the south of Tamaulipas to the north of Panama.
Mexico has the most distribution area (190,656 km?), followed by Nicaragua (103,798
km?), Guatemala (94,620 km?), Honduras (94,387 km?), Costa Rica (49,733 km?),
Panama (30,240 km?), and Belize (21,600 km?).

The density relationship with the niche centroid meets the premise that the
populations of a species will be more abundant at the niche centroid. The
polynomial model had the regression with the best fit with R2 = 0.5907 (Figure 3).
The niche centroid modeling also allows us to identify that the best conditions for
the species are found in the foothills of the Sierra Madre Oriental, in addition to the
Maya Forest shared by Belize, Guatemala, and Mexico, the Selva Lacandona and the
jungle in the south of the Yucatan Peninsula. In Honduras and Nicaragua there is
another point where environmental conditions are optimal for this species (Figure
3).
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Figure 3. Prediction of the current potential geographic distribution of the white-crowned parrot (Pionus
senilis) with suitability of the niche centroid within a pixel going from greater suitability (red color) to lower
suitability (dark blue) and relationship between abundance and niche centroid of white-crowned parrot (Pionus
senilis) populations in Mexico.

The potential geographic distribution of the species is protected in a Protected
Natural Area of 165,719 km? which means that only 28.3% of its overall potential
geographic distribution is protected. In Mexico, only 32,973 km? (17%) of the
potential distribution of the species is included in some PNAs (Figure 4). Four study
sites are located inside Biosphere Reserves (El Cielo, Cafion del Usumacinta, Naha,
and Selva El Ocote). The observations in Calakmul were made outside of the reserve
polygon. In the other countries, the area of distribution found within PNAs were
Nicaragua 45,892 km? (44.2%), Guatemala 31,546 km? (37.6%), Honduras 23,718 km?
(25.1%), Costa Rica 12,516 km? (25.2%), Panama 9,523 km? (31.4%), and Belize 8,110
km?(37.5%).
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Figure 4. Protected natural areas in the prediction of the current distribution (green) of the white-crowned
parrot. Black lines = borders between countries and Mexican states.

3.3. Land cover change

According to our analysis of digital vegetation maps of Mexico [53,54], the
parrot’s potential geographic distribution has experienced the loss of primary
vegetation at a high rate, contracting from 112,432 km? (59.3%) in 1991 to 45,565 km?
(13.8%) in 2016. The medium-altitude semi-evergreen forest was reduced from
32,592 km?to 10,721 km?, i.e., 5.6% of the distribution area. The tropical highland
evergreen forest went from 27,122 km? to 12,015 km? (6.3%), while the rain forest
decreased from 10,851 km? to 3,671 km? (1.9%). Over the same period, the oak forest
grew smaller from 2,420 km? (1.35%) to 500 km? (0.26%), and pine forests went from
3,319 km? (1.75%) to 1,032 km? (0.54%). At present, 34.8% of the vegetation in the
potential geographic distribution of the white-crowned parrot is classified as
secondary vegetation and grew from 12,615 km? (6.6%) in 1991 to 66,377 km? in 2016,
of which 18,839 km? correspond to arboreal vegetation in the mid-altitude semi-
evergreen forest, followed by arboreal vegetation in the tropical highland evergreen
forest with 8,315 km?, and shrubby vegetation in the tropical highland evergreen
forest with 7,680 km?2.

The analysis of the changes in use indicated that these areas had been affected
by the land cover change. The potential geographic distribution of the white-
crowned parrot in Mexico indicates that in 1991, 23,807 km? was used for agriculture
and 38,619 km?was induced grassland, which increased to 30,220 km? and 42,768
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km?, respectively, by 2016. Urban areas also grew during this period, going from 780
km?in 1991 to 2,026 km? in 2016.

The potential geographic distribution that the area with optimal conditions for
the development of the white-crowned parrot will shrink, even in the best-case
predictions of the future (2046-2065). The RCP 2.6 model shows that 496,972 km? will
be preserved, i.e., 84.9% of the distribution of the species, whereas according to the
RCP 8.5 model only 315,038 km? will be maintained, i.e., 54.5% of the current
distribution. It is predicted that current suitable areas will contract more strongly in
Mexico, since the Yucatan Peninsula, the south of Tamaulipas, and central Veracruz
will be excluded from the distribution (Figure 5).

2050 2070

RCP 20 [ RCP 2.6

Figure 5. potential geographic distribution (gray) for the near future (2050) and distant future (2070) under
different concentrations of greenhouse gases (RCP), obtained with a white-crowned parrot niche centroid
approach and compared to Protected Natural Areas (green). Black lines = Borders between countries and
Mexican states.
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The decrease in the potential geographic distribution of the white-crowned parrot is
greater for the 2081-2100 period (Figure 5), where the least severe RCP 2.6 model
shows only 359,332 km? with suitable conditions for the species, whereas the RCP
8.5 model predicts a reduction of the distribution area to 286,920 km?2. The strong
decrease in the white-crowned parrot potential geographic distribution will be
greater in Mexico, where it will be restricted to the Sierra Madre Oriental, Selva
Lacandona, and Sierra Madre del Sur. The potential geographic distribution will also
decrease in the north of Guatemala and in large areas in Honduras and Nicaragua.

The projections also show that even the environmental conditions will change
in the Protected Natural Areas. In Mexico, the projections for suitable areas in 2050
and 2070 show that they will go from 2,035 km? to 509 km?, disappearing entirely
from El Cielo (Tamaulipas). In Chiapas, the white-crowned parrot will only be found
in the PNAs in the Selva Lacandona, and it will even decrease in the PNAs of the
Yucatan Peninsula. There will also be a decrease in the coverage of the species in the
Guatemalan PNAs, which will be mostly restricted to the PNAs in the Maya Forest.
In Honduras and Nicaragua, it will be found in the protected areas located in the
western region (Figure 5). In contrast, Panama will tend to increase its geographical
areas with optimal environmental conditions for this species.

4. Discussion

White-crowned parrot populations are vulnerable, and their current and long-
term survival depends on the protection of the areas suitable for their survival that
are currently available to them. Additional reductions in primary vegetation and
degradation due to fire or logging can be devastating for this species, as observed in
2019 when extensive forest fires reduced the coverage of large tracts of primary
vegetation in Chiapas and Campeche. Therefore, the conservation of parrots will
likely require preserving and restoring extensive forest areas that are currently
within potential.

4.1. Population densities of Pionus senilis

Distance sampling methods have been shown to be adequate for estimating the
densities of parrot populations [34,58]. We presented the white-crowned parrot
population densities throughout its distribution, although no individuals were
found in some localities. However, the accumulated records from the localities with
observations were sufficient to reliably estimate their densities, which is
encouraging given this study's time frame and resources. Density estimates
performed in this study follow what has been reported for other species of the genus
[59], and for other species of medium-size parrots [60].

The conditions can influence the variation in density estimates in each locality
because they differ in habitat preservation status. For example, in Palenque,
Catazaja, Candelaria, Chavarrillo, Xilitla, and Tamarindos, the loss of vegetation
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coverage is so high that the habitat is highly fragmented. At the same time, other
areas, such as Calakmul and Selva El Ocote, have large patches of preserved forest.
Another factor that can affect an individual’s detection is whether or not it can be
observed since it is easier to find them in more fragmented areas (Brefia Torres Viejo,
Chalchijalpan, Tecpatan, and Tenosique) than in areas that are well preserved (Naha
and Calakmul), where it is more difficult to detect and identify them. The northern
populations had the highest densities, starting with El Cielo, a Protected Natural
Area with restricted access that holds one of the last patches of tropical deciduous
forest in northern Mexico [61], followed by El Naranjo, which has maintained its
high population density despite the loss of vegetation coverage and the high
fragmentation of the area. These were the only localities with plantations,
particularly mango crops, where white-crowned parrot individuals were observed
to feed. As reported by other studies [62], these results show that the species feeds
on different crops. It has been found that population size in psittacines is related to
habitat quality —the highest densities are found in preserved environments [63] —
although similar population densities can also be found in fragmented areas that
still have some primary vegetation [64]. These observations may explain what is
happening in El Naranjo, which is located 45 km away from El Cielo.

In contrast, results in Naha show a low population density in what is considered
good habitat quality. The habitat characteristics of high tropical forests make it
challenging to detect individuals and encumber a proper individual count, or it may
be that only a small group of individuals was present at that moment. Evidence
shows that some parrot species move long distances locally [65]; therefore, it is
possible that white-crowned parrots were not in the area at our visit.

4.2. Ecological niche models and niche centroid distance

Ecological niche modeling represents a conceptualization of the distribution of
favorable climatic conditions where the species is found [66]. These can be projected
into geography to obtain an adequate hypothesis of the potential geographic
distribution, although environmental projections can differ when represented in a
graphic form. The model developed in this study is consistent with previous models
[67,68,69]. Our results show that the conditions in central Veracruz are not suitable
for the species; this is in line with previous studies that found that the current
conditions in this region are not suitable, even though the historical distribution of
the species included this area. Today, its presence is unlikely in this area due to the
removal of vegetation [67,69].

Our model establishes that the region in Los Tuxtlas is suitable for the species;
however, the white-crowned parrot is considered rare in the area and has yet to be
registered in several years [70]. Although it is considered that the species mainly
inhabits the south of the Yucatan Peninsula, the model includes the northeast as a
suitable area, and there are new records in the northern part [71]. These results
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corroborate the model proposed by [68] where the white-crowned parrot is not
restricted to the south of the Yucatan Peninsula.

The relationship between density and niche centroid was mostly negative
(Figure 3), indicating that there is a higher concentration of organisms of Pionus
senilis in optimal environmental conditions near the niche centroid. The negative
relationship is congruent with other North American birds [13,71]. Knowledge of
the abundance within their distribution range can be used for species conservation
(Urefia-Aranda et al. 2015), regardless of how little it has been used [73,741,75]. In
the case of Pionus senilis, we observed that the areas near the niche centroid (Figure
3, red-orange color), where a higher density of organisms is inferred to Pionus senilis,
will decrease noticeably in the near (Figure 5) and distant future (Figure 5).
Therefore, a greater effort to conserve the species should be made in these areas.

At present, the abundance-distance to niche centroid relationship must be
interpreted very carefully. It is a controversial topic with evidence that not all
organisms have such a relationship between abundance and distance to niche
centroid, which is still under experimentation with virtual species (e.g.
[76,77,78,79]). It is thus necessary to improve several aspects in developing these
methods [80,18,53] and to include other biotic and abiotic variables [82]. Finally,
genetic studies must be considered because it has been observed that genetic
variation is not necessarily related to niche centroid distance [83,84].

4.3. Land cover change

Psittacine populations are associated with areas dominated by forests, which
they use as feeding and nesting areas. However, these populations are threatened
by overexploitation by the pet trade and habitat destruction [85]. Given these factors,
areas without anthropogenic alterations are necessary for the populations to prevail.
Habitat loss for this species is mainly caused by changes in land use, especially in
tropical highland evergreen forests, which are used for farming areas. The most
substantial change in land use is in the coastal plains of the Gulf of Mexico, which
has caused almost the entire plant coverage to be lost, with some surviving patches
in Los Tuxtlas and in a few municipalities, such as Huimanguillo and Cardenas
(Tabasco). [67] reported that in 2000 there was a 49% decrease in the species' original
distribution, the equivalent of 109,000 km?2. [66] reported a 52% loss comprising a
current distribution of 175,798 km?2. Our model estimates that the white-crowned
parrot's potential geographic distribution area covers 111,942 km? of forests, of
which 45,565 km? are primary vegetation, and 66,377 km? is secondary vegetation
[57]. Habitat fragmentation is still ongoing in the area, and some forest areas (such
as Tecpatan, Naha, and Tenosique) have been eliminated (personal observation).

Although it was not possible to establish how the habitat of this species has been
modified in Central America, it is known that the processes of change in land use
have altered this region. Central America has a surface of approximately 528,026
km?, of which 400,000 km? (75%) still had forest coverage in 1950 [86]. In 2000, forests
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occupied 60% and other vegetation types 13%, while farming systems covered 8%
(42,242 km?). Over the last 20 years, this area has undergone an important
transformation. By 2010, farming systems were predominant with 279,853 km?
(53%), and the surface with original vegetation was reduced to 232,331 km? (44%),
of which 40% corresponded to forests [87]. These changes imply that the white-
crowned parrot’s habitat has also been reduced in Central America.

4.4. Implications for conservation

All the different climate change scenarios imply a reduction in the white-
crowned parrot distribution area. It is essential to mention that in any scenario, a
decrease in the potential geographic distribution area implies a decline in the
population of this species: in Mexico, populations of the white-crowned parrot will
be displaced to the mountain areas in the Sierra Madre Oriental and Sierra Madre
del Sur; in Central America, the reduction will be slightly less drastic. Potential
geographic distribution of the change in the white-crowned parrot’s distribution
with a correlative approach based solely on climatic variables is only a rough
forecast of the future changes in the potential geographic distribution. It is also likely
that the species' response to climate change is not only mediated by these factors.
Biological mechanisms, such as physiological traits, phenotypic plasticity, local
adaptations, species interactions, dispersal capacities, or food availability, must be
considered for future changes in the distribution area [88]. Another important factor
is that the pet trade in psittacines must be halted. The biological parameters may be
able to mitigate or improve the speed of the distribution change caused by
temperature [89]. Most data for this species have not been generated, so in this study,
we only analyzed the trends in habitat change that have caused the reduction of
potential geographic distribution that were inhabited, that have been converted, or
that are at risk of turning into areas that are not suitable for the survival of the
species.

In light of our results, we hypothesize that climate change can be a significant
causal factor in the decline in populations of the white-crowned parrot, but it is not
the only main cause. It is probable that climate change, combined with known
impacts, such as increased fires, habitat loss, and illegal hunting, contribute to
population loss. Conservation of the white-crowned parrot will only be possible if
all these factors are considered. A viable management plan must try to decrease
pressures that are generated due to climate change and direct factors.

Modeling has fundamental implications for understanding biodiversity and
decision-making for conservation management [14,15,90]. As well as the density
data, they also provide valuable reference information to evaluate future changes
that help to reduce the bias in the projections of future distribution by integrating
demographic data with the distribution dynamics [91], thus allowing the aspects
timing of species distribution, including future density trends and species
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persistence. Assuming that local density is an indicator of habitat quality, the
relative suitability of habitats can be more accurately modeled using density data
[92]. In addition, this information was combined with the changes in land use and
vegetation caused in the last 31 years [56,57] and the distribution area of the species
that is found within some of the protected natural areas [93] (Jonas Geldmann et al
2018.)
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Abstract: The white-crowned parrot Pionus senilis (von Spix, 1824) is distributed throughout Middle America,
inhabiting the Gulf of Mexico coastal area from Tamaulipas (Mexico) to northern Panama. We used mitochondrial
data (COI, ND2 and ND4) from 55 specimens to infer phylogenetic relationships, and analyzed the
phylogeographic structure, genetic diversity, divergence periods, and historical demography to explore
phylogeographic patterns. We found three divergent lineages: two geographically separated by the Isthmus of
Tehuantepec, and the third, in Costa Rica by the Nicaragua Depression. The analysis of molecular variance and
statistical analyses were consistent with genetically distinct populations. The Central American lineage diverged
1.33 million years ago, whereas the other two lines branched off 1.19 million years ago. This phylogenetic pattern
has been reported in other species of Middle American birds.

Keywords: Psittacidae; genetic structure; conservation genetics.

Filogeografia do maitaca-de-testa-branca (Pionus senilis)

Resumo: A curica-de-testa-branca Pionus senilis (von Spix, 1824) esta distribuida por toda a América Central,
habitando a area costeira do Golfo do México de Tamaulipas (México) ao norte do Panama. Usamos dados
mitocondriais (COI, ND2 e ND4) de 55 espécimes para inferir relagdes filogenéticas e analisamos a estrutura
filogeografica, diversidade genética, periodos de divergéncia e demografia historica para explorar padrdes
filogeograficos. Encontramos trés linhagens divergentes: duas geograficamente separadas pelo Istmo de
Tehuantepec, e a terceira, na Costa Rica pela Depressdo da Nicaragua. A andlise de variancia molecular e as
analises estatisticas foram consistentes com populagfes geneticamente distintas. A linhagem da América Central
divergiu ha 1.33 milho de anos, enquanto as outras duas linhas se ramificaram ha 1.19 milh&o de anos. Este
padrao filogenético foi relatado em outras espécies de aves da América Central.

Palavras-chave: Psittacidae; estrutura genética; genética da conservagao.

Introduction

A comprehensive study of biodiversity must not only include
ecological variability, but genetic variability as well, since it is
essential for the persistence and evolutionary continuum of a species
or lineage (Frankham et al. 2002). The International Union for
Conservation of Nature places genetic diversity as one of the three
global priorities for conservation (IUCN 1980). The order
Psittaciformes has the highest number of endangered species among
groups of birds, with 111 (28%) of the 360 species listed as in danger
of extinction and shrinking population sizes in 56% of its species
(Berkunsky et al. 2017). Given the current extinction processes, the
genetic studies needed to support conservation programs are of

utmost importance (Avise 2002, Frankham et al. 2002, Olah et al.
2022).

Phylogeography can be considered a theoretical bridge between
population genetics and phylogenetic biology. Ever since
phylogeography was conceived and has been applied, it has made
valuable contributions to the comprehension and protection of
biodiversity (Avise et al. 2016). Information thus obtained may be
useful to determine possible evolutionarily significant units (ESUs),
which are needed to apply conservation plans. Phylogeographic studies
have been applied to solve the existence of several cryptic Psittacidae
taxa (Russello and Amato 2004; Joseph et al. 2011; Murphy et al. 2011).
They have made it possible to observe the effect of fragmentation and
bottlenecks on population structure (Ringler et al. 2012; Miller et al.
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2013; Bergner et al. 2016), as well as elucidate how evolutionary
history has woven the current diversity patterns in the species (Murphy
et al. 2007; Caparroz et al. 2009; Murphy et al. 2011). These studies
have fostered awareness of how important the preservation of a species’
evolutionary potential is for it to persist, thus improving our
understanding of factors associated with habitat fragmentation, the
effect of endogamy, and loss of populations. Since species lacking
robust information are in particular need of such studies, it is
fundamental that genetic data be obtained to distinguish their
phylogeographic patterns.

The genus Pionus has eight species of parrots, four of which are
allopatrically distributed in mountain forests from northern Mexico to
South America, and four others are in the lowlands (Juniper & Parr
1998, Ribas et al. 2007). This is consistent with speciation patterns
caused by vicariance, since mountain groups are limited by boundaries
related to topographic diversity isolating the mountain forests
surrounded by lower, warmer lands (Ribas et al. 2007). The genus
Pionus diversified in the late Miocene and early Pliocene,
approximately 4.7 to 5.8 million years ago (Ribas et al. 2007). The
white-crowned parrot is the only species in the genus that is distributed
in northern Middle America, and it expands from Mexico (from
southern Tamaulipas along the Gulf of Mexico coastline to the Yucatan
Peninsula and Chiapas) to the west of the Isthmus of Panama. Mexican
laws have cataloged it as a Threatened species (NOM-059,
SEMARNAT 2010), whereas the International Union for Conservation
of Nature has it listed as of Least Concern (IUCN 2016).

Spix described the species Pionus senilis in 1824 from a specimen
that was later determined to have been obtained from Veracruz,
Mexico. The species was considered monotypic until Griscom (1929)
described P. s. decoloratus from the populations in southern Quintana
Roo (Mexico), Guatemala, Honduras, and western Panama. The latter
is distinguished by the darker purple, less blue, plumage on the chest
and throat; the abdomen and sides are an olive green instead of a bright
green, and the primary feathers are mostly bright blue with little green.
The typical P. senilis is greener and has a green stripe between the blue
and dark areas of the inner vanes of the external primary feathers. The
above description explains that the southern populations (southeastern
Nicaragua, Costa Rica and Panama) are differentiated by these
characteristics, and that those in Quintana Roo (Mexico), Belize,
Honduras, and northern Nicaragua are intermediate.

This species’ populations have dwindled in Mexico and have even
vanished from western Quintana Roo and several areas along the Gulf
of Mexico (Salinas-Melgoza & Renton 2008). This is mostly due to the
impact that human activity has had on its habitat (evergreen tropical
forest, oak forest, and lower mountain forest), which has been highly
deforested for farming. As a result, it inhabits only 48% of its original
area, and only 16.2% of this surface is protected (Monterrubio-Rico et
al. 2016). Further, this species is illegally sold as a pet (Cantu et al.
2007). There is little data on the species in Central American countries.

Given its progressive depletion and possible population
fragmentation, a conservation plan for the species is important because
it would then be possible to keep the populations comprising
evolutionary units safe and flag them as of high conservation priority
(Ryder 1986). To achieve this goal, we investigate population
differentiation patterns with three mitochondrial markers applied at the

intraspecific level with genealogy analyses. These data would facilitate
the study of population evolution, deductions concerning lineage
colonization, diversification and extinction, and the identification of
geological or ecological causes that influenced the populations (Avise
1998, Dominguez-Dominguez and VazquezDominguez 2009).

Following this need to learn more about the white-crowned parrot
(Pionus senilis [Von Spix 1824]), we decided to perform a
phylogeographic analysis with these main objectives: a) identifying
genetic lineages within the entire distribution area of the species, b)
revealing the likely geological events that allowed the current
distribution of the distinct haplotypes, and c) identifying the
geographic barriers that have influenced the distribution of genetic
lineages.

Material and Methods

1. Biological samples

Blood samples were taken from white-crowned parrot specimens
between 2017 and 2019 using  collection  permit
SGPA/DGVS/05058/17. Each sample was georeferenced. One 0.1-
ml blood sample was taken from each parrot, conserved on an FTA
card, and placed in the National Bird Collection at the Institute of
Biology of the National Autonomous University of Mexico
(Universidad Nacional Auténoma de México, UNAM). We collected
and analyzed samples from 59 individuals from 11 localities ranging
from northern Mexico (state of Tamaulipas) to Costa Rica (Table 1,
Figure 1). The capture of wild samples was unsuccessful because of
the challenge of catching the parrots while foraging, the difficulties
in finding and climbing to their nests, and time constraints. We
resorted to collecting samples of captive individuals in the locations
studied with the certainty that these individuals were captured in the
area. This conclusion was based on the information provided by
owners, and on the fact that many rural people collect nestling’s
locality. They keep them as pets and perhaps sell them to people that
look for them illegally, but they cannot afford to buy them in the
illegal trade, a situation more likely in cities. Additional samples were
facilitated by the Macaw Mountain Bird Park (Honduras), and
Rescate Animal Zoo Ave (Costa Rica). Each sample was
georeferenced. One 0.1-ml blood sample was taken from each parrot,
conserved on an FTA card, and placed in the National Bird Collection
at the Institute of Biology of the National Autonomous University of
Mexico (Universidad Nacional Autonoma de México, UNAM). We
collected and analyzed samples from 59 individuals from 11 localities
ranging from northern Mexico (state of Tamaulipas) to Costa Rica
(Table 1, Figure 1).

2. DNA extraction, PCR amplification and marker sequencing

Genome DNA was obtained using a modified technique to extract
DNA from animal tissue using phenol-chloroform. We amplified
mitochondrial fragments NADH dehydrogenase 11 (ND2), NADH
dehydrogenase 4 (ND4), and cytochrome oxidase | (COI). We were
able to amplify 55 individuals with the three genes. The ND2 gene
was amplified using L5215 (Hackett 1996) and H6313 primers
(Bonaccorso et al. 2010), ND4 and LEU primers were used for ND4
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(Arévalo et al. 1994), and COI was amplified using COlbird F1 and

COlbird R1 primers (Hebert et al. 2004).

The amplification reactions caused by the polymerase chain reaction

(PCR) (12.5 pL) were prepared with 6 pl 10% trehalose,

Table 1. Localities and number of collected the white-crowned parrot (Pionus senilis) samples.

Country State Locality Samples ID Latitude Longitude
Mexico Tamaulipas El Cielo 9 RCRA1 - RCRA3, RCRA25  23.024 -99.148

—RCRA30
Mexico San Luis Potosi El Naranjo 2 RCRA4, RCRA5 22.572 -99.343
Mexico San Luis Potosi Aquismon 1 RCRAG6 21.624 -99.028
Mexico San Luis Potosi Xilitla 2 RCRA7, RCRAS8 21.375 -99.990
Mexico San Luis Potosi Santos 1 RCRA9 21.572 —-99.961
Mexico Oaxaca Chalchijalpan 3 RCRA14 - RCRA16 17.057 —94.656
Mexico Chiapas Tecpatan 3 RCRA17 — RCRA19 17.137 —93.318
Mexico Tabasco Tenosique 5 RCRA20 - RCRA24 17.256 -91.133
Honduras Copén Macaw Mountain 11 Hon-23 — Hon-33 14.851 —-89.154

Nica 13-1, Nica 14-2,

Nica 15-4, Nica 16-3,

Nica 17-5, Nica 18-6,

Nica 19-7, Nica 20-8,
Nicaragua Jinotega Wiwili 10 Nica 21-9, Nica 22-10 13.584 -85.803
Costa Rica Alajuela Zoo Ave 12 Avezool — Avezoo 12 10.012 -88.276
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Figure 1. Sampling areas of the white-crowned parrot (Pionus senilis) along its distribution Centroamerica. A. El Cielo, Tamaulipas; B. El Naranjo SLP; C.
Xilitla SLP; D. Aquismon, SLP; E. Santos, SLP; F. Chalchijalpan, Oaxaca; G. Tecpatan, Chiapas; H. Tenosique, Tabasco; I. Macaw Mountain, Copan; J. Wiwili,
Jinotega and K. Zoo Ave, Alajuela. The colors represent the three unique genetic lineages of this work: Northern (blue), Center (green) and Southern (red).

2 pl distilled water, 10 mM PCR buffer, 0.2 mM of each dNTP, 1.5 mM
MgCI2, 0.3 uM of each primer, 0.5 units of Tag DNA polymerase, and
approximately 50 ng of genome DNA. Both DNA chains were
sequenced using the amplification primers and the dideoxi method
(Sanger et al. 1977). The PCR products were sent for sequencing to the
Biodiversity and Human Health Genome Sequencing Laboratory
(Laboratorio de Secuenciacion de la Biodiversidad y de la Salud) at the
UNAM Institute of Biology and to Macrogen (Maryland, USA).

3. Sequence analysis

Sequences were edited using BioEdit v7.2 software (Hall 1999), and
chromatograms were manually checked using FinchTV v1.4 software.
In addition, each sequence was compared to the information available
at GenBank using the basic local alignment search tool (BLAST),
which made it possible to establish a 96-99% identity in each sequenced
case. MEGA v10 software was used to read sequences (Tamura et al.
2011).

Genetic diversity indicators, such as number of mitochondrial
haplotypes (h), number of polymorphic sites (Sn), genetic diversity (H),
average number of differences between pairs of sequences (x), and
nucleotide diversity (k), were calculated using DNAsp v10 software
(Rozas & Rozas 1999). Different summary statistics were also
implemented to determine whether the markers assume a neutral
evolution model: Tajima’s D (Tajima 1989), Fu (Fu & Li 1993) and Fs
(Fu 1997). We used MEGA v10 software to identify the genetic
distances between groups (Tamura et al. 2011) and individuals were
assembled into groups established by phylogenetic trees using the
Kimura twoparameter substitution model.

An analysis of molecular variance (AMOVA) (Excoffier et al.
2005) was conducted to determine whether genetic variation and
differentiation between the groups had a structured distribution. This
analysis breaks variance down into (a) differences in haplotype
composition among individuals from individual populations (variance
within a population); (b) differences in haplotype composition of
individuals from different populations (variance between populations);
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and (c) differences in haplotype composition between groups of
populations (variance between FST regions). We performed this
analysis using GenAlEXx v6.0 software (Peakall & Smouse 2006) with
9999 permutations. To know whether a species’ gene flow follows an
isolation by distance model (i.e., whether the geographic distances and
genetic distances between different pairs of populations are correlated),
we performed a Mantel test using GenAIEX v6.0 software (Peakall and
Smouse 2012). This analysis assumes that genetic distances increase
with geographic distance. The test computes the correlation between a
geographic distance matrix versus a genetic distance matrix, then
permutes the matrices and computes the same test statistic under each
permutation and compares the original test statistic with the distribution
of the test statistic from the permutation to generate the p-value.

4. Relationships between haplotypes and genealogical analyses

We constructed a haplotype network in POopART v1.7 (Leigh &
Bryant 2015) using the MJN algorithm, to represent the relationships
between haplotypes at each sampling locality. POpART v1.7 software
starts from the number of paired substitutions to introduce medium
vectors that represent the haplotypes the concatenated 55 individuals.
An analysis was also performed with Split Tree v4 software (Huson &
Bryant 2006) using Neighbor Net with the GTR substitution model and
400 bootstrap replicas.

We reconstructed genealogical relationships using Bayesian
inference (BI) and maximum likelihood (ML). The matrix for these
analyses included 55 sequences of COIl, ND2 and ND4 from the
samples collected in the field, in addition to sequences belonging to
Pionus chalcopterus (GenBank Access: MF784450.1) that we
included as an external group. Molecular evolution models were
estimated with jModelTest v2.1.1 (Posadas 2008), using the corrected
Akaike’s Information Criterion (AICc) (Alfaro and Huelsenbeck
2006). TN93 was the best model for ND2 (Tamura and Nei 1993 + 3
rates), TIM1 for ND4 (Posada, 2008), and HKY for COIl (Hasegawa
et al. 1985). The best model for the concatenated sequences (COI +
ND2 + ND4) was TIM3 (Posada 2008). We used MrBayes v3.2
(Ronquist and Huelsenbeck 2003) and RAXML v7.8 software
(Stamatakis 2014), respectively, to reconstruct Bayesian inference
and maximum likelihood. MrBayes made two independent runs of
30,000,000 generations and four Markov chains (Markov Chain
Monte Carlo), testing a tree every 2,000 generations at a temperature
of 0.3 and burning 30% of the generated data. The remaining trees
were summarized as majority consensus. In RAXML, the ML+
through bootstrap search was performed with 10 searches and 10,000
replicas. Trees were displayed in FigTree v1.4.0 (Rambaut 2014).

5. Molecular clock

We analyzed the molecular clock by implementing the BEAST
v.1.6.1 program (Drummond & Rambaut 2007) to estimate the
divergence time in a tree of species. We used the 55 concatenated
sequences of the three-mitochondrial markers, calibrating with
Pionus chalcopterus to 2.2 million years in the past when the two
species branched off (Ribas et al. 2007). We ran a simulation to
determine when the three white-crowned parrot lineages separated,
using GTR as the substitution rate, with estimated base frequencies,
gamma shape distribution (with 4 categories), proportion of invariant
sites, a relaxed molecular clock with uncorrelated lognormal

distribution and a Yule tree prior. We performed the BEAST analysis
three times with 100 million generations each time and took a sample
every 1000 steps using the Yules speciation tree, an uncorrelated
relaxed clock model with log-normal distribution. After running the
analyses through BEAST, we used TRACER v.1.6 to observe the
parameters of the results. We then combined the tree files (.tree) using
LOGCOMBINER and summarized them as a maximum clade
credibility tree produced by TREEANNOTATOR (Drummond &
Rambaut 2007) after burning 30%. This tree was displayed in Figtree.

6. Historical demography

To evaluate whether the data were consistent with the occurrence
of selection at a molecular level or with past demographic expansion,
we calculated the observed distribution of the number of differences
between pairs of haplotypes using DnaSP v5.10 software to
distinguish whether the populations, Northern (14), Central (30), and
Southern (11) were in demographic equilibrium (Librado & Rozas
20009).

Results

1. Analysis of genetic diversity and differentiation

We obtained amplification products with the COI gene from 59
individuals, with the ND2 gene from 55 individuals, and with the
ND4 gene from 58 individuals, though only 55 individuals
simultaneously exhibited all three fragments. No insertions or
deletions were found, and the start and stop codons were at the
expected sites. Base composition patterns were those expected for
avian mtDNA. No compositional bias was found in the bases. The
three genes were concatenated in 55 individuals, resulting in a total
dataset of 2222 base pairs. Seventeen variable sites,16 informative
sites and five haplotypes were found. General haplotype diversity (h)
was 0.706 and nucleotide diversity (r) was 0.00254. Tajima’s D was
D =1.412 (P > 0.10). Statistical data Fu and Li’s F = 1.64 and Fu’s
Fs 1.65 (P > 0.10) were not significant (Table 2).

We detected four haplotypes with COIl and ND2, three with ND4,
and five with the concatenated sequences when all of the samples
were analyzed as a single group. Almost every population exhibited
a single haplotype, even those with a larger sample size (Nicaragua,
Costa Rica, and Honduras). Nucleotide diversity was also low (Pi =
0.00254) (Table 2). The genetic distances between groups were less
than 1%:

0.23% between populations in northern Mexico and Central
America, 0.58% between northern Mexico and Costa Rica, and
finally 0.54% between Central America and Costa Rica.

The comparison by pairs of the FST values showed high
differentiation between the population groups (Table 3). The
comparison of central populations (southern Mexico, Honduras, and
Nicaragua) with those from the south (Costa Rica) had the highest
FST value (0.992), while the comparison of populations from the
north (northeastern Mexico) with those from the south had an FST
value of 0.956. The lowest FST value was obtained when the
populations from the north were compared with those from the center
(0.904). AMOVA results showed that the greatest genetic difference
occurs between the population groups with 99.5% of differences,
whereas the difference within the populations is 0.18%. The
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correlation between the geographic distance matrix and the genetic
distance matrix was moderately significant (r = 0.568, p < 0.05,
Figure 2), indicating that partly a process of isolation by distance
undergone by this species’ populations (Table 4).

2. Relationships between haplotypes and their geographic
distribution

The haplotype network showed the relationships of the three
haplogroups and their frequencies found in the 55 individuals (Figure
3). In the network, the green haplogroups of the Costa Rican specimens
are separated by 12 mutations from the other two groups (Hap 1,
southern group). All of the specimens from the populations in
northeastern Mexico are included in a single haplogroup (blue) (Hap 5,
northern group). The populations in southern Mexico, Honduras and
Nicaragua are in the pink-cherry-purple haplogroup and are widely
distributed (Haps 2-4, central group). The latter group has three
haplotypes: haplotype 2, which is common, haplotype 4 in three

individuals from Tenosique, and haplotype 3 in a specimen from
Nicaragua (Figures 3 and 4).

The Red Split Tree analysis also produced three groups (Figure 5),
which are similar to those reported by prior analyses. The first southern
group included individuals from Costa Rica, the second central group
had individuals from southern Mexico (Tecpatan, Tenosique, and
Chalchijalpal localities) and northern Central America (Honduras and
Nicaragua), and specimens from northeastern Mexico (states of
Tamaulipas and San Luis Potosi) comprised the third northern group.

3. Genealogical analysis

Phylogenetic analyses were performed to estimate the genealogical
relationships between the detected groups (Figure 6). The tree
constructed from Bayesian inference coincides with the topology
obtained by maximum likelihood. The analyzed samples were grouped
into three clades: the first with 11 specimens from Costa Rica; the
second

Table 2. Genetic diversity indices obtained for the white-crowned parrot (Pionus senilis).

Gene fragment N Nt H S Hd Pi Dt Fuy Li Fs fu
Col 60 677 4 12 0.655 0.00297 0.90837 1.23 1.53
ND2 56 767 4 12 0.674 0.00222 0.90837 1.04 1.23
ND4 58 778 3 10 0.627 0.00283 2.488 1.14 1,21
Concatenated 55 2222 5 34 0.706 0.00254 1.412 1.64 1.65

N = sample size, Nt = base pairs, H = haplotypes, S = polymorphic sites, Hd = haplotype diversity, Pi = nucleotide diversity, Dt = D Tajima significant at p < 0.10.

Table 3. Genetic differentiation for the white-crowned parrot (Pionus senilis) groups.

%
Fsr Gsr Nsr
Northern Southern 0.4% 0.956 0.785 0.956
Northern Central 0.3% 0.904 0.793 0.904
Southern Central 0.5% 0.992 0.894 0.992

% genetic distance Fsr, genetic differentiation between populations; Gsr, genetic differentiation between populations; Nsr nucleotide diversity between populations.
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Figure 2. Concatenated Mantel test for all populations of the white-crowned parrot (Pionus senilis). The AMOVA test produced genetic diversity distribution
values of 99.5% between the groups; the rest is distributed among the populations.

Table 4. AMOVA summary for the white-crowned parrot (Pionus senilis) populations using concatenated mitochondrial gene sequences.

Source df SS Components variation % variation
Among groups 2 1687.759 45.610 99.5
Among populations within groups 8 4.136 0.085 0.32
Within groups 49 6.889 0.14 0.18
Total 59 1698.78 45.835 100%
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Figure 3.Concatenated haplotype network of the white-crowned parrotRionus
senilis) for populations in Mexico, Honduras, Nicaragua, and Costa Rica using
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The BEAST analyses produced a high effective sample size (ESS) concatenated haplotypes of white-crowned parrot (Pionus senilis) overlaid
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(200) for all parameters, indicating that the posterior distribution on a map of Centro America. Pie charts represent haplotypes found in each
sampling locality.
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Figure 7. Estimates of divergence time in years shown by lineages of the white-crowned parrot (Pionus senilis) populations based on the concatenated 2222 bp
data from mtDNA sequences. Blue bars on the tree correspond to the 95% credibility intervals of the estimated node ages. The colors represent the three outstanding
genetic lineages of this work: Northern (blue), Central (green) and Southern (purple).

was adequately sampled. This result concurred with the Bayesian
inference and maximum likelihood analyses. The tree from BEAST
(Figure 7) with mtDNA data strongly supported (PP = 1.0) a division
between the Costa Rican (Southern) lineage and the other two
lineages that occurred 1.33 Mya (95% highest posterior density
[HPD]), as well as the differentiation between the other two lineages
(PP =0.53) at 1.19 Mya (95% HPD). The Central lineage was dated
at 840,000 years and the Northern lineage at 700,000 years. Results
from the mitochondrial data suggest that both lineages branched
away during the Pleistocene.

5. Historical demography

Distribution analysis of concatenated paired differences (Figure
8) showed a distribution that would be expected of a constant

population size. This result fits the population expansion of the global
sample analyzed for populations of the white-crowned parrot.
Specifically, for haplogroups only the central group fits a stable
distribution model.

Discussion

We conducted the first complete phylogeographic study for a
charismatic, but least studied, parrot in Middle America. Our mtDNA
data revealed three genetic groups. The first group corresponded to
individuals from the states of Tamaulipas and San Luis Potosi in
northern Mexico (Northern), the second to populations in southern
Mexico, Honduras, and Guatemala (Central), and the third exclusively
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to specimens from Costa Rica (Southern). These white-crowned parrot
groups are separated by a short genetic distance (0.5-0.3%, Table 3).
P. senilis branched away from P. cyanescens/P. chalcopterus about
2.2 — 1.2 million years ago (Ribas et al. 2007). This finding, and the

et al. 2015; Presti et al. 2015; Astuti 2020; Ewart et al. 2021). Low
nucleotide diversity values (m < 0.0025) and a small number of
haplotypes are characteristic of the effects of population demographic
expansion over a relatively recent period (Hamilton 2009). This has
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Figure 8. Mismatch distributions of the white-crowned parrot (Pionus senilis) populations: concatenated (A), Northern (b), Central (C), Southern (D). Dashes lines
indicates the observed distribution of pairwise differences (red and solid lines show the expected distribution (green) under a model of sudden expansion.

fact that P. senilis is mostly distributed in lowlands at present, strongly
implies an ancestral distribution across Central American lowlands
(Ribas et al. 2007).

White-crowned parrots have a wide geographic distribution, yet no
studies have been made of the connectivity between its populations. Our
mtDNA data show consistent levels of phylogeographic structure
among the three population groups, though it must be determined
whether this result stems from their historical biogeography (i.e., it is
caused by geographic boundaries) or from gaps in sampling. We
discovered that the genetic structure in all three groups was consistent,
even when the isolation by distance analysis was taken into
consideration. Moreover, the highest Fst values point to a greater
genetic differentiation between the Central and Southern groups
(0.992), which are geographically closer to each other, and the Fst
values (0.956) for the Northern-Southern and Northern-Central groups
are extremely high compared to any other species (Table 3).

Although the Northern and the Southern groups each presented a
unique haplotype, three unique haplotypes were found in the Central
populations, indicating high haplotype diversity (Hd) in total (h =
0.706). These data are similar to those reported by other studies on
Psittacidae, such as Cyanoliseus patagonus with a haplotype diversity
of 0.943, Eolophus roseicapilla with Hd: 0.817, Anodorhynchus
hyacinthinus with Hd: 0.604, Eclectus roratus with Hd: 0.500 and
Lophochroa leadbeateri with Hd: 0.602 (Masello et al. 2011; Engelhard

been attributed to expansion following a small effective size period in
the population, since rapid growth in a population increases its retention
of new mutations (Avise et al. 1984, Watterson 1984).

Tajima’s D and Fu’s Fs neutrality tests were performed to measure
the effect of the population’s demographic changes on sequences of
mtDNA. The Fs test is more powerful at detecting recent or selected
population growth and demographic expansion than Tajima’s D
(Tajima 1989), and it usually produces high negative values. The
analyses showed that both Fu’s, Fs, and Tajima’s D tests had non-
significant values (Table 2), indicating that the mutations neither favor
nor hinder the organism and thus do not exert selection pressure
(Ramos-Onsins and Rozas 2002).

We recovered a clear phylogeographic structure even though the
genetic groups are separated by few mutations. The geographic
distribution of genetic variation is not entirely random (as indicated
by the AMOVA and Fsr values), suggesting a scenario in which the
groups have been diverging in isolation and then expanding their
distribution range. Furthermore, the low nucleotide diversity but high
haplotype diversity we found in P. senilis is consistent with
populations with small effective sizes that undergo rapid population
growth (Grant and Bowen 1998). Although they are similar, the
different haplotypes in the populations suggest that there is no
detectable gene flow between the three P. senilis population groups.
This is also supported by the AMOVA results, which indicate that the
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largest percentage of genetic variation is spread throughout the
population groups (99.5). There is little variation within lineages.

The Fsr and Rsr values (Table 2) and the haplotype networks
(Figure 3) show that the populations of P. senilis are separated into
three lineages with geographic distributions that do not overlap. In
this study, the pattern observed in the haplotype network and the
results from molecular dating point to the diversification of the
different haplotype groups 1.3 million years ago, even when a small
number of haplotypes exist in the geographically distant groups (e.g.,
samples from southern Mexico and Nicaragua) with low levels of
nucleotide diversity. Since the displacement range of this species has
not been studied, it would be interesting to determine the
displacement range of the populations throughout their territory,
showing how dispersion capacity affects the genetic structure of their
populations.

An analysis of endemism using four different groups of fauna
found that after the Trans-Mexican Volcanic Belt separates the
highest amount of biota between N and S Mexico and Central
America, the Isthmus of Tehuantepec and the Nicaraguan depression
are the following marked barriers (Miguez-Gutierrez et al. 2013).
Correlating geologic and genetic studies to elucidate the patterns of
biogeographic and evolutionary history in Central America, four
tectonic blocks appear, Maya, Chortis, Chorotega, and Chocd, and
three evolutionary groups separated by the barriers between these
tectonic blocks emerge, the Mayan, Mid-CA, and Panamian. After the
Great American Biotic Interchange (3.1 to 2.5 Ma) after the formation
of the Isthmus of Panama, new migrations or colonizations prompted
by the Pleistocene climatic fluctuations and local volcanic activity
followed (Gutiérrez-Garcia and VazquezDominguez, 2013).

Prior studies based on mMtDNA have revealed a strong
differentiation between the populations of different vertebrates
inhabiting Middle America. In the case of the glass frog
Hyalinobatrachium fleischmanni six concordant genetic lineages
have been described with geographical barriers of the Sierra Madre
del Sur, the Tehuantepec isthmus, Motagua—Polochic—Jocotan fault
system, Hess escarpment, and the Panama Isthmus (Mendoza et al.
2019). Regarding some clades of snakes, genetic divergences
correspond to the depression of Nicaragua, the Chortis block, the
Maya block, and the Isthmus of Tehuantepec. (Daza et al. 2010).

The Isthmus of Tehuantepec is undoubtedly an important barrier
in the distribution of genetic lineages, as is the case of rodents of the
genus Reithrodontomys (Sullivan et al. 2000), Peromyscus with 5.7%
of divergence between its different groups (Kilpatrick et al. 2021),
salamanders (Rovito et al. 2012; Rovito and Parra-Olea 2016), the
toad Incilus valliceps (Mulcahy et al. 2006) and bats
(GuevaraChumacero et al. 2013, Hernandez-Canchola and Ledn-
Paniagua 2017). Even the genetic structure of mammals with a higher
dispersion capacity has been influenced by the Isthmus of
Tehuantepec, as is the case of the coati Nasua narica (Nigenda-
Morales et al. 2019).

Geological information (Barrier et al. 1998; Manea and Manea
2006) suggests that a highland corridor spanned the Isthmus of
Tehuantepec during the Miocene, then collapsed due to extreme
Pliocene tectonic activity (about 3.5 million years ago). This event
separated the mountain ranges on either side of the isthmus. The
genetic differences between the white-crowned parrot individuals on

both sides of the isthmus match a more recent divergence after the
geological events causing lowlands to form in the Isthmus of
Tehuantepec; as observed in local mountain species (Gonzalez et al.
2011; Ortiz-Ramirez et al. 2016).

The Nicaragua Depression determines a site that marks significant
changes in the communities of Middle American birds (Patten and
Smith-Patten 2008; Sanchez-Gonzalez et al. 2008), acting as a barrier
for other taxa that inhabit Central American rainforests. This pattern
suggests that the dispersion and vicariance of lineages due to this
barrier have occurred numerous times, even after the Pliocene
(Bonaccorso et al. 2010; Gutiérrez-Garcia and Vazquez-Dominguez
2012). This area also holds sway over vicariant events in Central
America, being proposed as a region of numerous changes in the
distribution patterns of many groups that it bars from the Middle
American highlands (Marshall and Liebherr 2000). The Nicaragua
Depression has also played a relevant role in the distribution of the
bat Sturnira hondurensis, separating the continuous Mexico-
Nicaragua area from another ideal habitat in the mountain regions of
Costa Rica and Panama (Torres-Morales 2019). This pattern is
evident in the rodent Ototylomys phyllotis since the depression acted
as a barrier that influenced the rodent’s phylogeographic pattern
(GutiérrezGarcia and Vazquez-Dominguez 2012). Daza et al. (2010)
propose that hypotheses be generated and tested by combining
phylogeographic studies with geological-tectonic data.

Throughout the distribution area of the white-crowned parrot, its
phylogeographic structure matches that of other species of birds in this
area of Middle America (Barber and Klicka 2010; BarreraGuzman et
al. 2012; Rocha-Méndez et al. 2018; Castillo-Chora et al. 2021). The
Middle American Turdus assimilis populations bared low genetic
differentiation with a difference of 0.03 between individuals from
northern Mexico and Central America, including the state of Chiapas,
Mexico; this indicates that the Isthmus of Tehuantepec may be the
boundary between these populations (Nufiez-Zapata et al. 2016).
However, many examples of similarly distributed bird species exhibit a
more pronounced genetic differentiation in almost the same range. The
magnificent hummingbird Eugenes fulgens, whose phylogeographic
pattern associated with Middle American highlands revealed three
principal lineages: E. f. fulgens to the west of the Isthmus of
Tehuantepec, and two groups of E. f. viridiceps to the east of the
Isthmus, isolated from each other by the Motagua-Polochic-Jocotan
fault system (Zamudio-Beltran et al. 2020).

Not only geographical barriers can determine the population
structure of Central American birds but also foraging ecology. Species
that depend on seasonally variable plant reproductive parts present less
geographic genetic differentiation compared to those that rely primarily
on insectivorous diets (Miller et al. 2021). However, for the
whitecrowned parrot, being a seedeater mainly, they still exhibit a
divergence pattern in these areas. We can also see a division between
the whitecrowned parrot individuals from Costa Rica and the other
populations, which coincides with the lowlands of the Nicaragua
Depression.

The evolutionary impact of the Nicaragua Depression on birds is
also evident in several sets of taxa found on either side of the region.
Such is the case of Lepidocolaptes affinis, whose phylogeographic
pattern indicates that the Nicaragua Depression has prevented gene
flow, even though the populations on both sides of the Isthmus of
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Tehuantepec did not show high genetic differentiation (Arbelaez-Cortés
et al. 2010). On the other hand, Catharus frantzii at the Isthmus of
Tehuantepec and populations on either side of the Nicaragua
Depression presented a phylogeographic pattern (Ortiz-Ramirez et al.
2016). Another case is Habia fuscicauda, which has two clades: one
that genetically corresponds to the region from southeastern Mexico to
the Nicaragua Depression, and the other from the Nicaragua Depression
to Central Panama (Castillo-Chora et al. 2021).

The estimated mean divergence time produced by BEAST analysis
indicates that white-crowned parrot branched away from
P. chalcopterus 1.33 Mya and that the other two clades differentiated
1.19 Mya. The Central lineage idated at 840,000 years, and the Northern
at 700,000 ys. Results from mitochondrial data suggest that these
lineages parted during the Pleistocene, whose paleoclimatic dynamics
and geological events were the main cause for swift, recent
diversification in neotropical biota (Hackett and Lehn 1997; Haffer
1997).

Our work enabled us to reconstruct the phylogeographic pattern and
evolutionary history of the white-crowned parrot, whose populations
form into three distinct lineages. The Southern lineage is located to the
south of the Nicaragua Depression, a geographic barrier for different
species of birds. Comparison of the genetic variation in the populations
from southern Mexico to Nicaragua against those from northern Mexico
leads us to infer that the Isthmus of Tehuantepec is the barrier that keeps
these two lineages apart. Our results prove that even though this
divergence occurred during the Pleistocene, geographic barriers play an
active role in the genetic structuring of a species.

Given the differences in plumage detected when the subspecies
were named, and the marked genetic structure found with an absence of
gene flow in the last 0.7-1.7 million years between the three
metapopulations, it would be relevant to complete a study that included
the vocalizations, morphology, and nuclear sequences of these three
groups to determine whether they must continue to be treated as one
species.

The strong genetic differentiation of the white.crowned parrot
populations in three genetic lineages at the mitochondrial level requires
the need to use independent conservation status for each. It is critical
considering that the Northern and Central groups have decreased to the
point of being eliminated in western Quintana Roo and some areas in
the Gulf of Mexico (Salinas-Melgoza and Renton 2002). It is well-
known that deforestation rates in tropical moist forests, oak groves, and
lower montane forests are high, mainly because of the land
transformation into agricultural activities (Rosete-Verges et al. 2014).
In addition, it is unknown how biological mechanisms, physiological
traits, phenotypic plasticity, local adaptations, interactions between
species, dispersal capabilities, or food availability influence the
permanence of populations (Hoffmann and Sgro 2011).

The three genetic groups detected in this study have a geographic
concordance, which indicates that each group can be considered an
Evolutionarily Significant Unit (ESU). ESUs are based on sequence
marker-based phylogeographic analyses, defining ESUs as reciprocally
monophyletic mitochondrial DNA (mtDNA) clusters with divergence
(Moritz 1994). They can also be explained as intraspecific lineages with
highly restricted gene flow between them, allowing the delimitation of
the ESUs without reciprocal monophyly (Fraser y Bernatchez 2001).
Our results on the genetic structure of the populations of the

whitecrowned parrot have implications for conservation since most of
the sites we studied represent very isolated and small populations,
which need efficient protection actions at the regional level to preserve
them, along with their habitats, and its genetic heritage. We propose that
these three groups be considered a reference for the conservation
programs of the white-crowned parrot in the countries where they are
distributed including the maintenance of genetic connectivity between
different populations with its effects on sustaining gene flow, to
preserve this ESUs. It is also necessary to carry out a study in which the
impact of habitat fragmentation is evaluated and that allows the
establishment of more natural protected areas.
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Correspondencia geografica de ejemplares cautivos de loro
corona blanca (Pionus senilis) a partir de datos

mitocondriales

Rivera-Arroyo C, Escalante-Pliego P, Alonso-Morales R, Aguilar-Torres D,
Ubeda-Olivas M.

RESUMEN

El trafico ilegal amenaza la supervivencia de muchas especies silvestres y la ciencia
forense molecular puede esclarecer diversas preguntas planteadas durante la investigacion de
casos de comercio ilegal. La incautacion de ejemplares de loros es frecuente y su impacto en
la poblacion no se puede cuantificar debido a las dificultades para identificar de qué lugares
provienen los ejemplares. La identificacion morfologica de las poblaciones de loros es
practicamente imposible de realizar. En este contexto, la identificacién genética puede ser
una alternativa para la identificacion de las poblaciones en los linajes genéticos de
determinada especie. En 2018, el laboratorio de Genética y Bioestadistica de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM obtuvo seis extracciones de ADN del loro
corona blanca (Pionus senilis) de cautiverio, que fueron enviados para la identificacion
sexual de los ejemplares, y se procedid a realizar una identificacion de sus linajes genéticos.
Se secuenciaron usando los marcadores mitocondriales ND2, ND4 y COl y los resultados se
compararon con las secuencias depositadas en GenBank. Realizamos analisis filogenéticos
junto con las secuencias de organismos silvestres previamente analizados para inferir el
origen geografico de los ejemplares en cautiverio. Los resultados, basados en los genes,
indican que los cinco ejemplares analizados corresponden al linaje norte, el cual corresponde
a las poblaciones de noreste de México. Este tipo de datos puede ser utilizado para construir
un caso legal, para disefiar estrategias de lucha contra la caza furtiva de especies especificas
y también demostrar que el analisis de secuencias de ADN para la identificacién de linajes

genéticos/poblaciones comercializadas es una herramienta poderosa de conservacion.

66



Palabras claves: Pionus senilis, conservacion, huella genética, analisis forense comercio

ilegal de fauna

ABSTRACT

Illegal trade threatens the survival of many wildlife species, and molecular forensics can
illuminate several questions raised while investigating illegal trade cases. The seizure of
parrot specimens is frequent and its impact on the population cannot be quantified due to the
difficulties in identifying where the specimens come from. Morphological identification of
parrot populations is almost impossible. In this context, genetic identification could be an
alternative for the identification of populations in the genetic lineages of a certain species. In
2018, the Genetics and Biostatistics Laboratory of the Faculty of Veterinary Medicine and
Zootechnics of the Universidad Nacional Autonoma de México provided us with six DNA
extractions of captive Pionus senilis, which were sent for the sexual identification of the
specimens. We carried out an identification of their lineages by sequencing three
mitochondrial genes: ND2, ND4 and COIl. The results were compared with the sequences
deposited in GenBank from a previous study. We performed phylogenetic analyzes together
with the sequences of previously analyzed wild organisms to infer population of origin. The
results indicated that the five specimens analyzed correspond to the northern lineage, which
corresponds to the populations of North Eastern Mexico. This type of data can be used to
build anti-poaching strategies for specific species and demonstrate that DNA sequence
analysis is a useful tool to identify the extraction location of illegally commercialized

specimens.

Keywords: Pionus senilis, Conservation, genetic fingerprint, forensic analysis, wildlife

illegal trade

INTRODUCCION

El comercio ilegal de vida silvestre puede afectar la supervivencia de las especies por

la sobreexplotacion y por la introduccion de patogenos y especies invasoras (Rosen y Smith
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2010). La pérdida de habitat es la amenaza mas importante para la extincion de las especies.
En el caso de los psitécidos, de las 390 especies clasificadas a nivel mundial, 101 se
consideran amenazadas de extincion (UICN, 2019). Ademas, existe un comercio ilegal de
psitacidos que implica tanto el contrabando de huevos y animales vivos de la naturaleza como
la falsificacion de documentos para acreditar la legal procedencia de los ejemplares (Setiyani
y Ahmadi, 2020). El problema no radica sélo en la extincion de especies, ademas existe un
enorme episodio de declives y extirpaciones de poblaciones a nivel local (Ceballos et al.
2015), teniendo como consecuencia que 56% de las especies de psitacidos presentan un

declive en los tamarfios de sus poblaciones (Berkunsky et al. 2014).

Se han empleado andlisis genéticos para inferir el origen geogréfico de las muestras
en la investigacion (Chambers et al. 2014; Ogden y Linacre, 2015; Coetzer et al 2017;
Willows-Munro y Kleinhans, 2020). Identificar la poblacion o la region geografica de origen
de los individuos incautados podria facilitar la deteccion de rutas comerciales y de
recoleccion ilegal y, por lo tanto, ayudar a concentrar los esfuerzos para reducir o eliminar la
captura furtiva, asi como apoyar en las acciones encaminadas a reintroducir los ejemplares
incautados (Wasser et al; 2008; Roewer, 2013; Onyia et al 2019).

Se han aplicado marcadores moleculares en varios casos para dar resolucion a
incertidumbres de linajes genéticos entre poblaciones. Por ejemplo, se encontré que las
poblaciones de Pezoporus wallicus presentan alta divergencia genética sin compartir
haplotipos, con una diferenciacion fenotipica menor, pero consistente y una separacion
geogréafica muy amplia. Por lo tanto, las poblaciones occidentales de esta especie se
reconocieron como una especie criptica separada P. flaviventris (Murphy et al. 2011). En el
caso del perico de Barnad (Barnardius zonarius), se mostrd la existencia de dos clados
usando el gen ND2, el primero integrado por la mayoria de las muestras de la subespecie B.
z. barnardi y el segundo integrado por las subespecies B. z. zonarius, B. z semitorquatus y B.
z. macgillivrayi (Joseph y Wilke 2005). Los analisis genéticos y filogenéticos de la poblacion
de loro de las Bahamas (Amazona leucocephala bahamensis), basados en ADN mitocondrial,
revelaron el caracter distintivo de las poblaciones de Abaco, Inagua y ahora extirpadas de
Acklins, detectando el apoyo del caracter diagnostico y la monofilia reciproca indicativa de

tres linajes (Rusello et al. 2010).
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A pesar del potencial del analisis forense del ADN en la vida silvestre para determinar
con evidencia concluyente el comercio ilegal o la recoleccion en la naturaleza, la
implementacién de tales andlisis en loros ha sido muy limitada hasta la fecha por diferentes
razones. En primer lugar, el nimero de marcadores genéticos desarrollados especificamente
para la especie de interés es bajo, lo que restringe el uso de marcadores desarrollados en otras
especies (amplificacion cruzada), con una pérdida frecuente de especificidad y resolucion en
el caso de microsatélites (Presti y Wasko, 2014). También, debido a la dificultad para obtener
muestras con origen geografico conocido es posible que se requiera la compilacion de mas
muestras que permitan tener la mayoria de las poblaciones representada (Fernandes y
Carrapoz, 2012); sin embargo, es necesaria una estrategia que permita disminuir el comercio
ilegal, determinando donde se esta eliminando la vida silvestre, y dirigir la aplicacion las
politicas pertinentes en estas localidades. Es necesaria la aplicacion de la ley en areas en las
que existe la captura ilegal con el objetivo de erradicar el comercio antes de que entre a la
cadena comercial de actividad delictiva, que es extraordinariamente compleja y dificil de
rastrear. Este enfoque también puede evitar que los paises nieguen sus problemas de saqueo
ilegal en el pais y, en ultima instancia, puede detener el comercio antes de que se eliminen

las poblaciones de vida silvestre.

Un estudio filogeogréfico reciente del loro corona blanca (Pionus senlils) (Rivera-
Arroyo et al. 2023) describe la estructura filogeogréfica a partir de genes mitocondriales,
distinguiendo basicamente tres poblaciones genéticas con sus haplotipos correspondientes:
el grupo norte compuesto por las poblaciones al norte del Istmo de Tehuantepec hasta el sur
de Tamaulipas; el grupo centro integrado por individuos al sur del Istmo de Tehuantepec
hasta el sur de Nicaragua; el grupo sur compuesto por los ejemplares de Costa Rica (Rivera-
Arroyo et al. 2022). Aun se carece de datos de los loci nucleares, los cuales nos podrian dar
un patron de estructura genética mas completo a nivel geografico en estas especies, no
obstante, a partir de los datos mitocondriales es posible identificar la afinidad genética de
ejemplares en cautiverio con poblaciones silvestres y de esta manera identificar qué

poblaciones estan teniendo una alta incidencia de captura y saqueo ilegal.

Ante la captura y comercializacion del loro corona blanca en toda el area de

distribucion, incluso en zonas naturales protegidas, y la dificultad de una identificacién
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morfologica y las dificultades naturales encontradas para distinguir la correspondencia
geogréfica de los individuos, el presente estudio tuvo como objetivo utilizar los marcadores
mitocondriales (ND2, ND4 y COI) para identificar las posibles regiones de extraccion de los
ejemplares comercializados principalmente en la region centro México; para ello, analizamos
cinco ejemplares de loro corona blanca proporcionados por el laboratorio de Genética y
Bioestadistica de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM los cuales
eran animales en cautiverio fuera del area de distribucion y se ignoraba su lugar de

procedencia
MATERIALES Y METODOS
Muestras bioldgicas

Se obtuvieron seis extracciones del loro corona blanca del Laboratorio de Genética
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM. Para corroborar su viabilidad,
fueron verificadas mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa (0,01 g de agarosa/1
ml de tampon TAE 1X) y visualizadas en un transiluminador UV. Para determinar su
concentracion de ADN, se utilizd espectrofotometria con un NanoDroop (Thermo Fisher
Scientific Inc, Wilmington DE, USA).

Se hicieron las amplificaciones de ADN mitocondrial por medio de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) (12.5 uL) preparando con 6 pl de trehalosa al 10%, 2 ul de
agua destilada, 10 mM de buffer de PCR; 0.2 mM de cada dNTP; 1.5 mM MgCI2; 0.3 uM
de cada primer; 0.5 unidades de Tag ADN polimerasa y aproximadamente 50 ng de ADN
gendmico. Para la amplificacion del fragmento del gen COl, se probaron los primers COlbird
F1 (TTCTCCAACCACAAAGACATTGGCACQC) y COlbir R1
(ACGTGGGAGATAATTCCAAA-TCCTG) (Hebert et al. 2004), realizando gradientes de
alineacion de 50 a 65 °C, y se obtuvo como mejor temperatura de alineamiento a 50 °C. En
el caso de ND4 se usaron los primers ND4 (CAC CTA TGA CTA CCA AAA GCT CAT
GTA) y LEU (CAT TAC TTT TACT TGG ATT TGC ACC A); se realiz6 un gradiente de
temperaturas de entre 55 y 65 °C, obteniendo una temperatura de alineamiento optima a 52
°C. Para las reacciones de amplificacion para el gen ND2, se usaron los primers L5215
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(TATCGGGCCCATACCCCGAAAAT) (Hackett, 1996) y H6313
(ACTCTTRTTTAAGGCTTTGAAGGC) con una temperatura de alineamiento de 54 °C.
Los productos de PCR se enviaron a secuenciar al Laboratorio de Biologia Molecular y de la
Salud del Instituto de Biologia de la UNAM y a Macrogen (Maryland, USA).

Andlisis de secuencias

Las secuencias se editaron con el software BioEdit v7.2 (Hall 1999); los
cromatogramas se verificaron manualmente con el software FinchTV v1.4. Ademas, cada
secuencia se comparo6 con la informacién disponible en GenBank mediante la herramienta
basica de busqueda de alineacién local (BLAST), lo que permiti6 establecer una identidad
de 96-99% en cada caso secuenciado. Se utilizé el software MEGA v10 para leer las
secuencias (Tamura et al. 2011).

A partir de estos analisis agregamos la informacion de 55 individuos silvestres
previamente analizados (Rivera-Arroyo et al 2023) con los genes COI, ND2 y ND4.
Utilizamos el software MEGA v10 para identificar las distancias genéticas entre grupos
(Tamura et al. 2011) y los individuos se ensamblaron en grupos establecidos por arboles
filogenéticos, usando el modelo de sustitucion de dos parametros de Kimura.

Para representar las relaciones entre todos los individuos del loro corona blanca y
poder determinar como se agruparon los individuos de cautiverio se realizaron
reconstrucciones genealdgicas de inferencia bayesiana con el software MrBayes v3.2
(Ronquist y Huelsenbeck 2003) y maxima verosimilitud en RAXML v7.8 (Stamatakis 2014).
De igual manera, se construyd una red de haplotipos en POpART v1.7 (Leigh y Bryant 2015).

RESULTADOS
Analisis de la diversidad y diferenciacion genética

Obtuvimos productos de amplificacion de cinco de las muestras proporcionadas por
la Facultad de Veterinaria mas los 55 individuos silvestres previamente obtenidos. No se
encontraron inserciones ni deleciones y los codones de inicio y parada estaban en los sitios

esperados. Los patrones de composicion de bases fueron los esperados para el ADNm aviar.
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No se encontraron sesgos de composicion en las bases. Lo que resulté en un conjunto de
datos total de 2,222 pares de bases. Se encontraron 18 sitios variables, 16 sitios informativos

y seis haplotipos.

Relaciones entre haplotipos y su distribucion geogréfica

La red de haplotipos mostré que los cinco ejemplares de cautiverio se agrupan con el
linaje del Norte de México (Figura 1). Incluso se obtuvo un nuevo haplotipo que no se habia
encontrado previamente; este nuevo haplotipo estd separado por dos cambios nucleotidicos
e integrado por dos ejemplares de cautiverio, mientras que los otros tres ejemplares de
cautiverio se agruparon al haplotipo 5 que incluye a las aves del noreste de México, también
se recuperaron los otros linajes genéticos de las poblaciones de Pionus senilis (Rivera-Arroyo
et al. 2022) (Haps 2-4, grupo central).

Los resultados de Inferencia bayesiana y maxima verosimilitud generaron topologias
altamente concordantes (Figura 1). Las muestras analizadas se agruparon en tres clados. Los
cinco ejemplares de cautiverio se agruparon en el clado norte integrado por 20 individuos,

que incluye a los ejemplares El Cielo, EI Naranjo, Xilitlay Santos.
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Figura 1. Arbol concatenado (ND4, ND2 y COI Se recuperaron los clados Sur
(morado), centro (verde) y norte (azul), los individuos de veterinaria (rojo) se agrupan en el
grupo correspondiente al clado norte. Los nimeros indican el valor soporte de bootstrap/ la

probabilidad posterior.
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Redes de haplotipos

Las secuencias obtenidas de los cinco ejemplares de cautiverio se agruparan en el
clado norte; éstos son ejemplares distribuidos al norte de México, ademéas en dos de los
ejemplares reportamos un nuevo haplotipo que no ha sido reportado en aves silvestres, lo que

evidencia que adn queda informacion genetica por descubrir.

@
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Figura 2. Red de haplotipos construida mediante secuencias concatenadas de las
regiones ND4, ND2 y COI del ADN mitcondrial para 55 individuos de loro corona blanca.
Las lineas negras representan las mutaciones entre haplotipos. El color morado representa
los individuos del linaje Sur, el color verde del linaje Central, el color azul del linaje Norte

donde se agrupan los individuos de las muestras de veterinaria (Negro).

DISCUSION

Las poblaciones de pericos siguen siendo traficadas de forma intensa, poniendo en

peligro la supervivencia de la mayoria de las especies, en particular en México, pese a que
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en 2008 entro en vigencia una modificacion en la Ley General de Vida Silvestre, que en su
Articulo 60 Bis 2 establece que “Ningun ejemplar de ave correspondiente a la familia
Psittacidae o psitacido, cuya distribucion natural sea dentro del territorio nacional, podra
ser sujeto de aprovechamiento extractivo con fines de subsistencia o comerciales”
(SEMARNAP, 2000). Aunque la extraccion ha disminuido (Cantd et al. 2007), no ha
detenido la extraccion de ninguna de las 22 especies; esto lo constatamos durante el trabajo
de campo (2017-2018), en donde observamos ejemplares destinados a la venta de las especies
Amazona albifrons, Amazona viridigenalis, Amazona xantholora, Amazona autumnalis,
Amazona oratrix, Eupsittula nana y Pionus senilis. Incluso, apreciamos nidos que acaban de
ser saqueados para extraer las crias recién nacidas para incorporarlas al mercado ilegal de

mascotas (obs/pers).

Se realizo un blast en GenBank para determinar que las cinco secuencias pertenezcan
a la especie. A pesar de longitud las secuencias de ADN mitocondrial, los anélisis dieron
como resultado la misma identidad de los ejemplares loro corona blanca obtenidos en
veterinaria cada una de las cinco muestras. Las cinco pertenecian al linaje norte recuperado

el haplotipo de este grupo (Rivera-Arroyo et al 2022).

Una critica valida con respecto este enfoque de asignacion a la identificacion de
poblaciones es que es posible que no pueda distinguir de forma precisa las zonas de
procedencia de los ejemplares, debido a la poca variacion genética existente entre las
poblaciones (Moritz y Cicero 2004). Nos permitio, no obstante, identificar que son las
poblaciones del linaje norte las que abastecen el mercado ilegal de mascotas en el centro de
México, lo cual parece l6gico, ya que los estados de Veracruz y San Luis Potosi estan mas
préximos a la Ciudad de México, mientras que las poblaciones del sur de México estan mas
retiradas de esta capital, lugar en el que vimos a la venta, en un mercado conocido, dos
ejemplares de loro corona blanca por el precio de $2,500, por lo cual es evidente que adn se
comercializa la especie (obs/pers). Hacemos hincapié en que la eficacia del método de
identificacion que utilizamos (relacionar la secuencia de una muestra no identificada con una
base de datos de secuencias) depende de tener una base de datos completa con otros
individuos representados, reduce en gran medida la posibilidad de una identificacion de

localidades precisas para asignar individuos, pero si permite identificar un area geografica
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mas extensa de correspondencia a los linajes, por lo tanto, actualmente estos tres marcadores
mitocondriales parecen ser una buena opcion para la identificacion geogréfica de los

individuos.

La caza furtiva es una de las principales amenazas para las especies en todo el
mundo. Los loros son especialmente susceptibles a esta actividad ilegal; son uno de los
grupos mas explotados entre los érdenes de aves (Berkunsky et al. 2014). Lamentablemente,
los marcadores de nivel de poblacion aun no estan disponibles, por lo cual séolo se puede
hacer uso de los marcadores que nos dan variabilidad entre linajes genéticos; es imposible
inferir, por tanto, de cuél poblacién pudieron haber sido capturados los animales.
Desafortunadamente, y en general, los casos de trafico, saqueo y venta ilegal de fauna
silvestre no son tratados con tanta rigurosidad como, por ejemplo, una aprehension de drogas
ilegalespor ello, es poco probable que esta actividad ilicita se detenga. Debido a esto es muy
factible que siga la disminucién y extirpacién de muchas poblaciones de psitacidos en
México mientras no se tomen medidas legales contundentes para detener esta tendencia.

CONCLUSION

La evaluacién de los marcadores mitocondriales probados en el estudio actual
identificé la totalidad de dos haplotipos en las muestras de cautiverio ligados a las
poblaciones del noreste de México, mostrando que estos analisis se puedan aplicar en aves
cautivas y comercializadas, sospechosas de haber sido capturadas ilegalmente en el medio
silvestre para conocer las regiones donde se comercializan de forma ilegal en el pais.
Recomendamos que las autoridades hagan uso de estos resultados en otras incautaciones para
ver si solo las poblaciones del norte del México estan abasteciendo la demanda del comercio
nacional, mientras que las poblaciones del sur de México solo estan siendo capturadas para
abastecer la demanda local. Los resultados de este estudio pueden ayudar a las autoridades
de conservacion para mejorar la aplicacion de la ley e identificar las zonas donde el trafico
ilegal esté afectando de forma significativa ciertas poblaciones que pongan en riesgo

inminente su sobrevivencia.
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DISCUSION GENERAL

La investigacién nos muestra resultados importantes que son la base para
comprender de mejor manera algunos aspectos importantes de esta especie. Se puede
apreciar que existe una reduccion de las zonas de distribucién potencial de Pionus senilis
influenciada por la fragmentacion y la eliminacidn del habitat, el cual es casi inexistente en
la zona central del Golfo de México. Esto puede tener implicaciones importantes en la
dindmica de los grupos genéticos de la especie; los cuales ya muestran una estructura
filogeografica a nivel mitocondrial, lo cual se podrian profundizar al reducirse las zonas de

contacto.

En este estudio demostramos que la idoneidad de los habitats para el loro corona
blanca abarcan 585,034 km?, de los cuales en México tienen 190,656 km? y Centroamérica
394 171 km?, sin embargo; existe una fuerte modificacion del habitat en esta region, para
el caso de México para 2016 cerca de 30,220 km? se ocupaban para actividades de
agricultura y 42,768 km? eran zonas de pastizal inducido (INEGI, 2016). Estas dreas no son
adecuadas para esta especie, ademds de los 2,026 km? que ocupan las dreas urbanas en la
region, esta especie no ha sido reportada que frecuente o se establezca en alguna area
urbana, en las que si se ha observado el establecimiento de algunas especies de pericos
nacionales como Amazona albifrons e incluso especies invasoras como el perico argentino
(Myiopsitta monachus), la cual puede tener implicaciones en la supervivencia de las
especies nativas (Alvarez-Castillo et al. 2022), por lo que es pertinente decir que las

actividades humanas tienen un impacto negativo en las poblaciones de P. senilis.

Esta especie se encuentra principalmente en bosques hiumedos como el bosque
tropical perennifolio, pero localmente se le puede encontrar en bosques de pino encino, y
bosque bajo de montafia (Forshaw, 1989) y sin embargo, en el rango de distribucién
potencial se ha experimentado una eliminaciéon de la vegetacidon primaria a un ritmo

elevado, contrayéndose a solo 45,565 km? (13.8%) para 2016; el bosque subperennifolio
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ocupd 10,721 km? (5.6%), el bosque perennifolio 12,015 km? (6.3%), mientras que el bosque
himedo disminuyd a 3,671 km? (1.9%), la misma reduccién presenta el bosque de encino
con solo 500 km?, el bosque de pino cuenta con 1,032 km?2. Es evidente que existe una
fragmentacién del habitat puesto que 66,377 km? se consideran como vegetacién
secundaria, de los cuales 18,839 km? corresponden a la vegetacion arbdrea de bosque
subperennifolio y a la vegetacién arbustiva de bosque tropical de altura con 7,680 km?
(INEGI 2016). Aunque no hay datos tan detallados para ver la reduccidn del habitat en los
otros paises se sabe que en los 20 ultimos afos en Centroamérica se ha sufrido una
importante transformacion en el uso de suelo. En 2010 los sistemas de cultivo abarcaban

279,853 km? y la superficie con vegetacién original se redujo a 232,331 km? (van der Zee et

al. 2012).

Las variables estructurales del habitat de esta especie indicaron que el tipo de
vegetacidn influye en las densidades de las poblaciones, se ha encontrado que el tamaio
de la poblacién de psitacidos estd relacionado con la calidad del habitat (Kinnaird et al,
2003), aunque también se pueden encontrar densidades de poblacién similares en areas
fragmentadas que aun tienen algo de vegetacion primaria (Enkerlin-Hoeflich, 1995). En este
estudio, en las zonas donde la pérdida de la cobertura vegetal es extrema (Palenque,
Catazaja, Candelaria, Xilitla y Tamarindos) no se observd ningln ejemplar, a excepcién de
Chavarillo en la cual se observaron en plantaciones de maiz. Los habitats con mayor
densidad fueron los bosques primarios: Calakmul con 26.53 (individuos/km?), Tenosique
con 29.28 (individuos/km?) y Chalchijalpa con 36.22 (individuos/km?), aunque Naha
presentd una menor densidad (9.07 individuos/km?. Finalmente, las mayores densidades se
registraron en dos localidades del drea semiurbana: El Naranjo con 46.78 (individuos/km?)
y El Cielo 57.2 (individuos/km?); ésto puede estar asociado a factores como la disponibilidad
de recursos alimentarios en estas localidades, donde se observd que se alimentaban en los
cultivos de mangos. Estos datos de densidad se ajustan al patrén de densidad poblacional
del centroide de nicho, en donde existan condiciones ambientales mas adecuadas seran

mayores las densidades (Yafiez-Arenas et al 2012).
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Estos hallazgos indican los posibles efectos negativos sobre la supervivencia de la
especie si se contintan produciendo reducciones de habitat disponibles en el futuro. Se
estima que para el 2050 bajo el escenario menos drastico de cambio climdtico (RCP 2.6) se
conservaran 496,972 km? de la distribucion geogréafica potencial mientras que en el
escenario mas drastico (RCP 8.5) la reduccion implica que sélo quedarian 315,038 km?de la
distribucién actual. Hacia el afio 2070, la disminucién de la distribucion geografica potencial
bajo el escenario menos drastico (RPC 2.6) se conservardn 359, 332 km?, y en el escenario
RCP 8.5 se conservarian solo 286,920 km?. Las proyecciones también muestran que incluso
las condiciones ambientales cambiaran en las Areas Naturales Protegidas. En México
existird una reduccién en las ANPs que pasaran de 2,035 km? a 509 km?, desapareciendo
totalmente de El Cielo (Tamaulipas). En Chiapas sdlo se encontrara en las ANP de la Selva
Lacandona, e incluso disminuira en las ANPs de la Peninsula de Yucatan. Lo mismo ocurriria
en Guatemala donde solo se podria observar en las ANPs de la Selva Maya, en Honduras y
Nicaragua se encontrard en las areas protegidas ubicadas en la regién occidental, siendo
solo Panamad donde se incrementaria el drea de distribucién potencial.

La Genética siempre ha contribuido para la conservacién, y se hace imprescindible
para la proteccién y la restauracioén de la biodiversidad (Frankham et al. 2002). Lo que hace
necesario implementar estudios genéticos que nos permitieran desarrollar programas de
conservacion. En realidad, son poco los estudios bioldgicos que atiendan a esta especie y el
Unico andlisis genético que incluia a esta especie aborda los patrones de especiacién del
género Pionus (Ribas et al. 2007b), por lo que este trabajo contribuye a ampliar o iniciar el
conocimiento de los procesos genéticos de Pionus senilis.

Los resultaros basados en mtDNA (ND4, ND2, COl) indican que las poblaciones del
loro corona blanca presentan tres grupos genéticos correspondientes a individuos del norte
de México (Norte: Tamaulipas y SLP), el segundo grupo compuesto por las poblaciones del
sur de México y los individuos de Honduras y Nicaragua (Centro) y el tercer grupo exclusivo
por las ejemplares del Costa Rica (Sur). Los grupos estdn separados por una distancia

genética baja (0.5-0.3 %). Los grupos Norte y Sur presentan un solo haplotipo, mientras el
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Centro tiene tres haplotipos, teniendo una diversidad haplotipica h =0.706, estos datos son
similares a los reportados en otros estudios de psitacidos (Masello et al. 2011; Engelhard et
al. 2015; Presti et al 2015; Astuti 2020; Ewart et al. 2021).

Se recupera una estructura genética con una separacion de pocas mutaciones la cual
presenta una correspondencia geografica donde no se observd una sobreposicién entre los
diferentes grupos. Esta estructuracion genética es probable que se deba a las condiciones
geograficas de la region que incluyen cuatro bloques tecténicos: Maya, Chortis, Chorotega
y Choclque mantienen en sus margenes barreras orograficas (valles o cadenas montainosas)
que tienen efecto y se correlacionan con los patrones evolutivos obtenidos con estudios
genéticos vy filogeograficos de la flora y fauna de la regién (Guitiérrez-Garcia y Vazquez-
Dominguez, 2013) y estos son concordantes con los patrones observados en otros
vertebrados mesoamericanos (Sullivan et al. 2000, Kilpatrick et al. 2021; Rovito et al. 2012;
Rovito; Mulcahy et al. 2006; Daza et al. 2010; Guevara-Chumacero et al. 2013; Hernandez-
Canchola y Ledn-Paniagua 2017; Mendoza et al. 2019; Nigenda-Morales et al. 2019).

Esto ha llevado a la identificacion de diferentes barreras geograficas en la regién que
pueden ser consideradas como importantes promotoras de eventos de vicarianza (Miguez-
Gutiérrez et al. 2013). Como es el caso del Istmo de Tehuantepec que actia como barrera
geografica significativa para varias especies de alta montaia puesto que el istmo de
Tehuantepec que causo la formacidn de tierras bajas las ha separado (Gonzalez et al. 2011;
Zamudio-Beltrdn et al. 2020; Castillo-Chora et al. 2021). La Depresion de Nicaragua es otro
promotor de los procesos de dispersién y vicariancia de varios linajes de aves que viven en
selvas tropicales de Centroamérica lo cual ha ocurrido en numerosas ocasiones desde el
Plioceno (Marshall y Liebherr 2000; Torres-Morales 2019; Castillo-Chora et al. 2021).

Los tres grupos genéticos detectados en este estudio tienen una concordancia
geografica, lo que indica que cada grupo puede ser considerado como una Unidad Evolutiva
Significativa (ESU), siendo un fuerte aporte en la realizacion de programas para la
conservaciéon independiente de cada linaje, especialmente por el declive que presentan las
poblaciones de esta especie al punto que incluso se han eliminado poblaciones en el

occidente de Quintana Roo y algunas areas en el Golfo de México. (Salinas-Melgoza y
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Renton, 2002), debido al impacto de las actividades humanas en su habitat. Es bien sabido
que las tasas de deforestacion en bosques humedos tropicales, bosques de pino encino y
bosques subperennifolios, principalmente porque la tierra se cultiva para actividades
agricolas (Rosete-Verges et al. 2014).

La caza furtiva es una de las principales amenazas que presentan los psitacidos, los
cuales son el grupo de aves mas explotados en todo el mundo, principalmente para
satisfacer el mercado ilegal del comercio de mascotas (Berkunsky et al. 2014), de tal forma
que hay 111 especies de este orden (28 %) catalogadas en riesgo de extincién y el 56% de
las especies presentan un declive en los tamafios de sus poblaciones, lo que significa que es
la familia de aves mas amenazada a nivel mundial. El problema no radica sélo en la extinciéon
de especies, sino que los episodios de declives y extirpaciones de poblaciones tiene
consecuencias negativas en el funcionamiento de los ecosistemas y es el inicio local hacia
la extincidon total de una especie (Ceballos et al. 2015). Pese a que en 2008 las leyes
mexicanas prohibieron el comercio de las especies nativas de psitacidos, aun se siguen
comercializando, extrayendo y secuestrando ejemplares de muchas especies de loros, es
por ello que nos interesd identificar de donde provienen los ejemplares de loro corona
blanca cautivos del centro de México.

Los andlisis realizados nos permiten identificar que las poblaciones del linaje norte
estan siendo saqueadas para abastecer el mercado ilegal de mascotas en el centro de
México, lo cual parece ldgico ya que los estados de Veracruz y San Luis Potosi estan mas
préximos a la Ciudad de México, mientras que las poblaciones del sur de México estan mas
retiradas e inaccesibles a la capital del pais. En 2021 vimos a la venta en un mercado de la
ciudad de México dos ejemplares de Pionus senilis por el precio de 2,500 pesos. Es muy
preocupante que las poblaciones del norte sean las que estan a mayor alcance de los
comerciantes furtivos pues que en esta regién hay menor cantidad de Areas Naturales
Protegidas en las cuales se pueden asentar las poblaciones. De acuerdo con las
proyecciones de distribucion potencial al futuro del loro corona blanca, las poblaciones mas

nortefias corren mayor riesgo de que las condiciones ambientales cambien y les dificulte su
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sobrevivencia; ademas la estructura de la vegetacion se esta viendo sumamente modificada

para dar pasos las actividades humanas.

RECOMENDACIONES DE CONSERVACION PARA EL LORO CORONA BLANCA

Proteccién de los habitats e identificacion de los sitios de anidacion de la especie que

permitan la supervivencia de las poblaciones.

A)

B)

D)

Es necesario la creacién de mas areas naturales protegidas principalmente para las
poblaciones del grupo Norte, que garanticen la conectividad y un aumento en el
tamafio de sus poblaciones y que sirvan como amortiguadores de los efectos del
cambio climatico.

La estructura genética con ADNm encontrada en las poblaciones del loro corona
blanca nos demuestran tres grupos: Norte (sur de Tamaulipas al centro de Veracruz),
Centro (oeste del Istmo de Tehuantepec a nicaragua) Sur (Costa Rica y posiblemente
Panama), los cuales deben ser considerados como 3 ESUs (Unidad Evolutivamente
Significativa).

Es necesario elaborar planes especificos para cada uno de los grupos genéticos que
garanticen su identidad genética particular y que atienden las amenazas a las que se
enfrentan cada uno de ellos.

Es necesario la aplicacion de las leyes y convenciones ya establecidas en cada uno
de los paises en las que se distribuye esta especie, que, aunque son bastante claras,

no son llevadas a cabo eficientemente por autoridades administrativas y judiciales.
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