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RESUMEN

Ara militaris es un ave carismatica, de gran tamafo y con tendencia a vocalizar, debido a
ello, en México es la cuarta especie de psitacido mas incautada del trafico ilegal. Esta
condicion, y la destruccion de su habitat han provocado la extirpacion de sus poblaciones
en diferentes regiones de su distribucion original. Como consecuencia, en la horma oficial
mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 se encuentra enlistada como en peligro de
extincion. Actualmente, las estrategias de conservacion requieren de la informacion
genética que ayude a priorizar poblaciones para la conservacion de las especies. El
objetivo de este estudio fue analizar la diversidad genética y las relaciones genealdgicas
de A. militaris a través de los marcadores de ADN mitocondrial Cytb, ND2 y RC. Se realizé
el andlisis de un grupo de individuos de Sinaloa y Michoacan, México, y adicionalmente
se incluyeron las secuencias reportadas para la especie en la base de datos internacional
GeneBank-NCBI. Se revisaron los indices de diversidad genética y se estimaron las
relaciones genealdgicas a través de redes de haplotipos y arboles genealdgicos. Los
individuos de A. militaris analizados mostraron una diversidad haplotipica alta para los
tres marcadores. Con Cytb se detect6 una diversidad nucleotidica baja y valores de Dr
negativos, lo cual sugiere que la poblacion paso por un cuello de botella seguido de una
expansion rapida. Sin embargo, con ND2 y RC se observé una diversidad nucleotidica
moderada, sugiriendo una poblacién grande y estable con historia evolutiva antigua,
aunque en este caso, los datos de Dr, no apoyan contundentemente la estabilidad
poblacional. Para los individuos de la vertiente del Pacifico se detecté una diversidad
haplotipica alta y una diversidad nucleotidica baja con los tres marcadores analizados,
sugiriendo que esta poblacion pasé por un cuello de botella seguido de una expansion
rapida. A través de las redes de haplotipos y de los arboles genealdgicos, se detectaron
cuatro grupos genéticos para A. militaris. En México se encontraron dos grupos en la
vertiente del Pacifico y uno en la vertiente del Golfo, y se identificO un cuarto grupo
genético en Bolivia. Se propone que los tres grupos geneéticos de Meéxico sean

considerados como Unidades Evolutivamente Significativas (ESUS).

Palabras clave: ADN mitocondrial, marcadores moleculares, genealogias.



ABSTRACT

Ara militaris is a charismatic bird, large in size and with a tendency to vocalize, due to this,
in México it is the fourth most seized parrot species from illegal traffic. This condition, and
the destruction of their habitat have caused the extirpation of their populations in different
regions of their original distribution. As a consequence, in the official Mexican norm NOM-
059-SEMARNAT-2010 it is listed as in danger of extinction. Currently, conservation
strategies require genetic information to help prioritize populations for the conservation of
species. The objective of this study was to analyze the genetic diversity and genealogical
relationships of A. militaris through the mitochondrial DNA markers Cytb, ND2 and RC.
The analysis of a group of individuals from Sinaloa and Michoacan, México was carried
out, and the sequences reported for the species in the international GeneBank-NCBI
database were also included. Genetic diversity indices were reviewed, and genealogic
relationships were estimated through haplotype networks and genealogic trees. The
individuals of A. militaris analyzed showed high haplotype diversity for the three markers.
With Cytb, low nucleotide diversity and negative Dt values were detected, suggesting that
the population went through a bottleneck followed by rapid expansion. However, with ND2
and CR, a moderate nucleotide diversity was observed, suggesting a large and stable
population with an ancient evolutionary history, although in this case, the Dt data do not
strongly support population stability. For individuals from the Pacific slope, a high
haplotype diversity and a low nucleotide diversity were detected with the three markers
analyzed, suggesting that this population went through a bottleneck followed by a rapid
expansion. Through haplotype networks and genealogic trees, four genetic groups for A.
militaris were detected. In México, two groups were found on the Pacific slope and one
on the Gulf slope, and a fourth genetic group was identified in Bolivia. It is proposed that
the three genetic groups of Mexico be considered as Evolutionarily Significant Units
(ESUs).



INTRODUCCION

En el mundo existen alrededor de 10,500 especies de aves, de las cuales entre 1,123 y
1,150, que corresponde a cerca del 11% del total mundial, habitan en México. Esto coloca
al pais en el onceavo lugar de acuerdo con su riqueza en especies de aves y en el cuarto
lugar en proporcion de endemismo entre los paises megadiversos del mundo (Navarro-
Siglenza et al., 2014).

Un total de entre 194 y 212 especies son endémicas de México, lo que equivale a
aproximadamente entre el 18 y 20% del total de especies registradas en el pais, y de
estas entre 298 y 388 especies (26-33%) se encuentran en alguna categoria de amenaza
de acuerdo con las autoridades nacionales o internacionales (Navarro-Siglienza et al.,
2014).

De las diferentes familias de la clase de las Aves, la familia Psittacidae esta compuesta
por aproximadamente 374 especies incluyendo guacamayas, loros y pericos, los cuales
se distribuyen en las regiones tropicales del hemisferio sur y el hemisferio norte,
encontrandose la mayor diversidad principalmente entre los dos trépicos (el Tropico de
Cancer y el Tropico de Capricornio). Este grupo, se caracteriza por tener un pico robusto
y curvado hacia abajo, garras prensiles con dos dedos dirigidos hacia delante y dos hacia
atras, a este tipo de patas en aves se le conoce como “zigodactilas”, son comunes los
colores llamativos y existe poco dimorfismo sexual (Ibafiez et al., 2014).
Lamentablemente, hoy en dia el 26% de las especies del planeta se consideran
amenazadas con la extincion y el 11% estan bajo la categoria de casi amenazadas
(Collar, 1997). En este caso la pérdida de habitat en combinacion con el saqueo de
individuos para el comercio ilegal son las amenazas mas significativas para las especies
de este grupo de aves.

De acuerdo con Joseph et al. (2012), en la subfamilia Arinae se encuentran todos los
psitacidos neotropicales. Esta subfamilia se ha subdividido en tres tribus, Arini, Incertae
Sedis y Androglossini, y dentro de la tribu Arini esta el género Ara que forma un grupo
morfol6égicamente diverso denominado guacamayas, donde se incluyen ocho especies
(Ara ararauna, Ara glaucogularis, Ara macao, Ara chloropterus, Ara militaris, Ara
ambiguus, Ara rubrogenys y ara severus) y dos especies extintas (Ara autocthones y Ara

tricolor). Seis especies del género Ara se clasifican como guacamayas grandes.



La guacamaya verde, Ara militaris, tiene una distribucion geogréafica fragmentada; se
encuentra tanto en México como en América del Sur en Venezuela y Argentina (Howell y
Webb, 1995). Dentro de cada uno de estos paises, la especie tiene una distribucion muy
irregular que coincide aproximadamente con la de los bosques secos tropicales (Collar,
1997). Anteriormente, el tamafio de la poblacion se calculaba en alrededor de 10,000-
19,999 individuos, sin embargo, las estimaciones recientes calculan una poblacién de
apenas 3,000 a 10,000 individuos de los cuales equivalen de 2,000 a 6,600 en la etapa
madura (Bird Life international, 2020). Sin embargo, esta poblacion presenta una
tendencia claramente decreciente (Collar et al., 1992, Snyder et al., 2000, Bird Life
Internacional, 2020). Actualmente, en México las estimaciones indican un tamafio de
poblacion de 1,563 y 3,263 individuos (Monterrubio-Rico et al., 2021).

En México, las poblaciones de A. militaris han sido severamente saqueadas en los Gltimos
70 afos. Cantu et al. (2007) estiman que los traficantes ilegales capturan entre 65,000 y
78,500 psitacidos anualmente, incluyendo més de 500 guacamayas verdes, con una tasa
de mortalidad del 77%. Muchas de las especies de psitacidos incluyendo a A. militaris
existen en habitats altamente degradados, por lo que sus poblaciones se encuentran en
declive (Fogel et al., 2016). Por lo anterior, seria de gran valor estimar la diversidad
genética de las poblaciones para que a través de ella se pueda proponer el
establecimiento de unidades para la conservacion de la especie.

En la actualidad, a través de la secuenciacion de ADN se puede observar la variacion de
caracteres presentes en el ADN nuclear (ADNnu) y mitocondrial (ADNmt). Estos datos,
permiten, por ejemplo, determinar si una poblacibn esta evolucionando
independientemente, si se intercambian individuos entre poblaciones o si hay un estado
intermedio de aislamiento. En el area de la biologia de la conservacion pueden ayudar a
identificar prioridades en los planes de manejo y conservacion dentro de las especies
(Zink, 2004; Phillimore and Owens, 2006). Bajo este marco la filogenia y la conservacion
se unen en el concepto de Unidades Evolutivamente Significativas (ESU), esta idea
basicamente propone que se debe tomar en cuenta la informacion histérica que reflejan
los caracteres moleculares para disefiar estrategias de manejo y conservacion de las

especies (Moritz, 1994).



ANTECEDENTES

Distribucion de psitacidos en México

En México, la familia Psittacidae esta representada por 21 especies (American
Ornithologists’ Union, 1998; Howell y Webb, 1995), todas pertenecientes a la tribu
monofilética Arini, con una presencia exclusiva en el continente americano, y cuya
distribucion mas septentrional se encuentra en México. En nuestro pais, se puede
encontrar a estas especies en bosques tropicales perenifolios, bosque tropical seco,
bosques de pino y manglares, principalmente en los estados de la vertiente del Pacifico
desde Sonora hasta Chiapas, y por la vertiente del Golfo desde Tamaulipas hasta la
Peninsula de Yucatan (Forshaw, 1989; HBW, 2018; Howell y Webb, 1995, Joseph et al.,
2012).

De las 21 especies registradas para nuestro pais, el 100% se encuentran en alguna
categoria de riesgo debido principalmente a dos razones, una es la fuerte problemética
de explotacion local y regional para el comercio ilegal de mascotas, y la otra, son las altas
tasas de deforestacion tanto de bosques templados como de bosques tropicales. Ambas
tienen un impacto negativo reduciendo la distribucién de las poblaciones de las diferentes
especies (Cantu et al., 2007).

La norma oficial mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 incluye 10 especies de psitacidos
en peligro de extincion; Amazona auropalliata, Amazona farinosa, Amazona finschi,
Amazona oratrix, Amazona viridigenalis, Ara macao, Ara militaris, Pyrilia haematotis,
Rhynchopsitta pachyrhyncha y Rhynchopsitta terrisi. Adicionalmente, tres subespecies
endémicas: Psittacara holochlorus brevipes, P. h. brewsteri y Forpus cyanopygius
insularis. Ademas, otras cuatro especies se encuentran bajo la categoria de proteccion
especial (Amazona albifrons, Eupsittula canicularis, Eupsittula nana y Forpus
cyanopygius) y seis especies se encuentran bajo la categoria de amenazadas (Amazona
xantholora, Psittacara holochlora, Psittacara strenuus, Bolborhynchus lineola, Brotogeris
jugularis y Pionus senilis) (Semarnat, 2010), y para Amazona autumnalis no hay datos.
En el caso de los psitacidos, como una consecuencia del saqueo y la venta para el
mercado de mascotas, una especie puede ser extirpada de una regién aun en presencia
de habitat primario. Un ejemplo de este caso se documento para el loro cabeza amarilla

(Amazona oratrix) en la costa de Michoacan, donde se estim6 que la tercera parte de
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pérdida de distribucion de la especie no se debio a la reduccién del habitat, sino al fuerte
comercio ilegal y saqueo de nidos, ya que en areas donde fue extirpada todavia
presentaba habitat para su presencia, representando hasta un 38% de la pérdida de
distribucion para una region (Monterrubio-Rico et al., 2007).

Las especies de psitacidos carisméticos, de mayor tamafio y que ademas tienden a
vocalizar, son las mas vulnerables al saqueo de nidos como es el caso de la guacamaya
verde, que fue extirpada de la costa de Michoacan en los afios ochenta (Monterrubio-
Rico et al., 2011).

La actividad de captura de aves con fines de ornato o compafiia se remonta a tiempos
prehispanicos y es una de las actividades de mayor presencia en la sociedad mexicana.
Las personas que practican esta actividad reciben la denominacion de pajareros, y mas
de la mitad de los pajareros del pais tiene origenes indigenas, es un oficio familiar que
se transmite de una generacion a otra. Segun datos oficiales de la Direccion General de
Vida Silvestre (DGVS) del Ministerio de Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT), en 2016 habia 568 pajareros con permisos para capturar aves silvestres
(Roldan-Clara, 2017).

Clasificacion y caracteristicas morfolégicas de Ara militaris
La clasificacion taxondémica de A. militaris se describe a continuacion:
Reino: Animalia
Phylum: Chordata
Clase: Aves
Orden: Psittaciformes
Familia: Psittacidae

Género: Ara
Especie: Ara militaris

La guacamaya verde, es un ave de aproximadamente 70 cm de longitud, de color verde
lima oscuro con frente roja y area facial desnuda de color blanco con lineas negras. Las
plumas de vuelo son de color azul en la parte superior y amarillo en la parte inferior,

espalda baja color azul, y la cola es de color azul con parte intermedia roja. El pico es



grueso, curvado hacia abajo y completamente negro. Tiene una voz ruidosa similar a un
cr-aaak ademas de gritos aulladores (CITES, 2018).

Adicionalmente, con base en algunas diferencias morfolégicas y a su distribucion en el
continente americano, Forshaw (1989), Howell y Webb (1995) y Collar et al., (2017) han
propuesto tres subespecies; A. m. militaris, A. m. mexicanus y A. m. bolivianus. Las
caracteristicas distintivas de cada subespecie propuesta son:

Ara m. militaris: cara desnuda con plumas a modo de lineas por delante y debajo de
los ojos, la garganta se presenta ligeramente impregnada de un color castafio oliva, la
cola es de color rojo oscuro con la punta azul. Se le encuentra desde Santa Maria, Sierra
de Perijay la Cordillera de la Costa norte en Venezuela hacia el sur a través de los Andes
de Colombia, este de Ecuador, Pera y oeste de Bolivia.

Ara m. mexicanus: es mas grande que A. m. militaris, presenta cola larga, verde y
azul en general, la parte inferior de las plumas de vuelo son de color metalico amarillento.
Se distribuye desde el oeste y noreste de México por el Pacifico desde el sur de Sonora
hasta el sur de Oaxaca, y al este de Nuevo Ledn hasta el este de San Luis Potosi.

Ara m. bolivianus presenta un color marrén rojizo en la garganta; las plumas que se
encuentran en la base de los oidos presentan un color rojizo, las plumas de la cola son
de color azul mas oscuro. Se distribuye desde el este de los Andes, sur de Bolivia (oeste

de Santa Cruz) y al norte de Argentina.

Habitat y alimentacion

En México, A. militaris vive en bosques tropicales secos y laderas de montafias con
bosques de pino—encino (ifiigo—Elias, 1999; Forshaw, 2006). Se encuentran a alturas que
van desde el nivel del mar hasta los 3,100 metros sobre el nivel del mar (msnm). Sin
embargo, la mayor abundancia de individuos se correlaciona con ambientes donde la
precipitacion anual es superior a 1,100 mm y la extension de bosque es de alrededor de
1,800 km2, con presencia de bosques tropicales semicaducifolios y de pino-encino
(Monterrubio-Rico et al., 2021). Las guacamayas verdes anidan principalmente en
colonias dentro de cavidades tanto en arboles como en paredes verticales y acantilados
(I”igo-Elias, 1999). La alimentacion de la especie depende principalmente de las plantas,

incluyendo en su dieta frutos, semillas, hojas, brotes, tallos y algunas veces insectos. Las



principales familias de plantas que componen su dieta son Anacardiaceae,
Apocyanaceae, Cactaceae, Leguminosae, Mimosaceae, Leguminosae, Malpighiaseae,
Ulmaceae, Palmaceae, Burseraceae, Moraceae, Sapotaceae, Euphorbiaceae,
Bromeliaceae y Orchidaceae, entre otras (Ifigo-Elias, 1999; Contreras-Gonzalez et al.
2009). Sin embargo, se le puede considerar como una especie con una dieta muy
especializada ya que solo consume entre el 10 y 23% de los recursos vegetales que se

encuentran disponibles en su habitat (Ifigo-Elias, 1999).

Distribucion de Ara militaris en México

A. militaris es la especie de guacamaya que presenta la distribucion mas al norte en el
continente americano. La distribucion histérica se estima en un area de 464,161 Km?y la
distribucion contemporanea en un area de 263,919 Km2, aunque la ocupacién actual es
de 29% (75,899 Km?) (Fig. 1) (Monterrubio-Rico et al., 2016; Monterrubio-Rico et al.,
2021). En la vertiente del Pacifico, la distribucion ocurre desde el sur de Sonora a lo largo
de la Sierra Madre Occidental y Sierra Madre del Sur, algunas zonas costeras, llegando
hasta los estados de Oaxaca y Chiapas, donde se estima que fue extirpada a inicios del
siglo pasado. En el golfo la distribucion incluye la Sierra Madre Oriental desde el este de
Nuevo Ledn hasta el noreste de Querétaro (Fig. 1) (Monterrubio-Rico et al., 2016). La
distribucion potencial de guacamaya verde en México sugiere la existencia de 226 000
km? de area climatica adecuada sin considerar ninglin impacto causado por el cambio en
el uso del suelo (Monterrubio-Rico et al., 2016). Se estima una reduccion del 29 al 43%
en la distribucién potencial de la especie en areas con habitat primario, debido
principalmente al saqueo de nidos y la tala selectiva de arboles maduros (Snyder et al.,
2000; Monterrubio-Rico et al., 2016). Recientemente se ha reportado la presencia de 35
poblaciones en cuatro regiones de 16 estados con un estimado de 1,563-3,263
guacamayas, lo cual es menor a lo requerido para una viabilidad a largo plazo. Se
considera que adicionalmente puede haber pequefias poblaciones de 40 individuos o
mas, que no se han detectado (Monterrubio-Rico et al., 2021).

En el estado de Michoacén, la presencia de la guacamaya verde esta confirmada en dos
regiones, utilizando potencialmente una superficie relativamente extensa en dos de las

tres regiones de su presencia historica. Sin embargo, la distribucion confirmada solo



equivale al 29% de la superficie con el ambiente primario y que cuenta con las

condiciones aptas para la especie (Monterrubio-Rico et al., 2011).

Distribucion de
Ara militaris en México.
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Figura 1. Distribucion geogréafica de Ara militaris en México. El area en azul representa la
distribucion actual estimada de la especie. Mapa modificado de Howell y Webb (1995) y
Monterrubio-Rico et al. (2016), tomado de Rodriguez-Gonzalez (2019).

Como se observa en la figura 2, la especie no se registra actualmente en la costa de
Michoacan. La distribucion histérica de A. militaris sugiere que existid en esta region la
cual aun cuenta con el ambiente primario necesario para la existencia de la guacamaya.
Por lo tanto, su exterminacién en esta zona no se debié a la pérdida del habitad por
cambio de uso de suelo ni la destruccion de estos sitios, sino a la fuerte actividad de

saqueo de individuos para comercio ilegal (Monterrubio-Rico et al., 2011).
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Figura 2. Distribucion de la guacamaya verde en Michoacéan. Se indican las areas de distribucion
confirmada, distribucion potencial y las areas de extirpacion (Monterrubio-Rico et al., 2011).



Estatus de conservacion

A. militaris es un psitacido que esta considerado en peligro de extincion en México bajo
la norma oficial mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010) y en el
mundo esta catalogada como especie vulnerable (IUCN, 2011). Ademas, esté listada en
el apéndice | de la Convencion Sobre el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES, 1998). Esta legalmente protegida en
Venezuela, Pera y la provincia de Salta en Argentina (Bird Life international, 2016). En
México, esta especie sigue siendo una de las mas buscadas para el comercio ilegal; entre
1995 y 2005, fue la quinta especie de psitdcidos mas incautada por la Agencia de
Ejecucion Ambiental de USA, y para el periodo de 2007 a 2010 se convirtio en la cuarta
especie mas incautada (Bird Life International, 2018).

Adicionalmente, la poblacién va en descenso debido a la destruccién o fragmentacion del
hébitat. La tasa anual de deforestacion de los bosques es de alrededor del 3.27% al
5.21% donde se incluye el habitat de la guacamaya verde en México (lfiigo-Elias, 1999).
Se estima que, en un periodo de 30 afios, del 29% al 32% del area de distribucion de
guacamaya verde ha sido deforestada y se han producido extinciones locales a lo largo
de la vertiente del Pacifico (Marin-Togo et al., 2012). Sin embargo, la especie esta
principalmente amenazada por su baja abundancia total, distribucion fragmentada y la
pérdida del bosque alrededor de las poblaciones con mayor abundancia (Monterrubio-
Rico et al., 2021).

Estudios genéticos en Ara militaris

Los estudios moleculares comenzaron a tener gran auge cuando se identifico la pérdida
de potencial adaptativo asociado a la pérdida de diversidad genética, y la disminucién de
eficacia promedio, resultante de la acumulacién de endogamia y de alelos deletéreos
(Loo, 2011). Las poblaciones endogamicas tienen por consecuencia el incremento de la
susceptibilidad a patégenos y disminuye la capacidad de sobrevivir frente a cambios
ambientales (Loo, 2011). De ahi la importancia de que la diversidad genética presente en
una poblacion sea considerada en planes de conservacion para evitar su extinciéon
(Pifero et al., 2008).
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La diversidad genética es necesaria para mantener la variabilidad de las poblaciones, ya
que les otorga la capacidad de adaptacién ante distintos ambientes. Ademas, con la
conservacion de las especies se preserva el patrimonio genético de una region, y el
estudio de variedades particulares permite detectar genes unicos con posible utilidad
para estas poblaciones (Aranguren-Méndez y Jordana, 2001).

Los estudios genéticos a través de los marcadores moleculares no han dejado de crecer
en las ultimas décadas. La evaluacién del estado genético de las poblaciones y la
propuesta de medidas para preservar la diversidad genética y prevenir los riesgos de
naturaleza genética para la persistencia de las poblaciones, han sido los objetivos
centrales fundamentales de la genética de la conservacion, donde los marcadores
moleculares han resultado enormemente Utiles. Por otro lado, la aplicacion de los
marcadores moleculares, también pueden contribuir de manera fundamental al
entendimiento de la historia evolutiva, la demografia y la ecologia de las especies en
peligro, la ecologia y el comportamiento de las especies que pueden ayudar a la
evaluacion de riesgos, la asignacion de prioridades, la delimitacién de unidades y el
disefio de estrategias de conservacion eficaces (Godoy, 2009).

Con el respaldo de la informacion almacenada en las secuencias de ADN, la filogenia
molecular ha permitido documentar la diversidad evolutiva dentro de las especies y ha
otorgado pistas sobre los procesos historicos de las poblaciones. Estos son
fundamentales en el disefio de estrategias de conservacion cuya finalidad sea conservar
los procesos que garanticen al sistema la capacidad de mantenerse y evolucionar. Un
concepto que cumple con este fin es el de Unidad Evolutivamente Significativa (ESU) que
se define como “un grupo de poblaciones histéricamente aisladas, que deben ser
monofiléticas reciprocas para secuencias de ADNmt y también diferir significativamente
para las frecuencias de alelos de loci nucleares” (Moritz, 1994). Esta idea busca que se
reconozca y proteja la herencia evolutiva y que el potencial evolutivo inherente sea
mantenido a través de ellas. El concepto de ESU ayuda en la decision de priorizar
unidades intraespecificas en manejo y conservaciéon y provee un marco filogenético para
decidir qué unidad poblacional es mas distintiva (Avise, 2000).

Los genomas de ADN mitocondrial (ADNmt), proveen abundante informacion en cuanto

a estudios evolutivos de diferentes taxones y como fuente de marcadores moleculares
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en los estudios de conservacion de especies en peligro de extincién (Urantowka, 2013).
El genoma de ADN mitocondrial se diferencia del genoma nuclear en caracteristicas
como un mayor numero de copias, la ausencia de recombinacién e intrones, un menor
tamafo, organizacion similar a la del genoma de los procariontes, de herencia materna y
diferencias en el cédigo genético (Bejarano, 2001).

Sin embargo, se han realizado pocos estudios que estiman la diversidad genética y
estructura en poblaciones de psitacidos en México. Actualmente, solo se cuenta con el
estudio de la historia demogréfica del periquito atolero (Eupsittula canicularis) en México
a través de marcadores mitocondriales. Los resultados del estudio mostraron tres grupos
genéticos con alta diversidad de haplotipos (Hd = 0.8) y baja diversidad nucleotidica (Pi
= 0.00198) que sugieren un cuello de botella seguido de una rapida expansion (Padilla-
Jacobo et al., 2018).

Hasta ahora, se han publicado las secuencias de pocos genomas de especies del género
Ara; por ejemplo, el de A. macao (No. acceso: CM002021) (Seabury et al., 2013), el de
A. glaucogularis (No. acceso: JQ782215) (Urantowka, 2014), y el de A. militaris (16.988
pb) (No. acceso: JX524613) (Urantowka, 2015). Las secuencias de estos genomas, se
ha utilizado en estudios de sistematica molecular y diversidad genética dentro del género.
Para A. militaris existen dos publicaciones donde se analizan algunos aspectos que tocan
la diversidad genética de la especie. En uno de estos estudios, Eberhard et al. (2015)
reportaron el andlisis de las relaciones entre algunos individuos de A. militaris y de A.
ambiguus. Los resultados del andlisis realizado a través de secuencias de los genes
mitocondriales ATPasa6 y ATPasa8, citocromo oxidasa | (COI) y NADH Deshidrogenasa
2 (ND2), mostraron que las dos especies son monofiléticas, es decir con linajes evolutivos
distintos. Por otro lado, para A. militaris se detectd una estructura genética con dos
grupos, uno en el Este y otro Oeste de México.

En un segundo estudio, Rivera Ortiz et al. (2017) realizaron analisis genéticos en
individuos de A. militaris provenientes de algunas localidades de Sinaloa y Nayarit en la
Sierra Madre Occidental, de Oaxaca en la Sierra Madre del Sur, y de Querétaro y
Tamaulipas en la Sierra Madre Oriental. Su objetivo fue determinar la diversidad genética
de la poblacion a través de analisis a través de marcadores moleculares nucleares tipo

microsatélite. Los resultados del analisis de los individuos con distribucion en la vertiente
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del Pacifico mostraron un grupo genético con un coeficiente de endogamia (Fis) en un
rango de 0.03 a 0.15, que sugiere un exceso significativo de individuos homocigéticos.
Los resultados de los analisis de individuos con distribucion en la Sierra Madre Oriental
mostraron otro grupo genético diferenciado del grupo de la vertiente del Pacifico con un
Fis de 0.08 a 0.12. El analisis de diferenciacion genética entre poblaciones confirmé una
estructura genética en dos grupos separados por la meseta central mexicana. Aunque
los niveles de heterocigocidad de A. militaris en México fue menor (0.62) que la
encontrada para otra especie de guacamayas del género en América del Sur (Ara
ararauna Ho = 0.88), esta muestra niveles de heterocigosidad mayores que las de
especies de guacamayas endémicas como Anodorhynchus hyacinthinus (Ho = 0.40) y
Cyanopsitta spixii (Ho = 0.50) que se encuentran amenazadas en Brasil (Presti et al.,
2011).

Finalmente, existe el antecedente del andlisis de un grupo de individuos de Sinaloa,
México, a través del marcador Cytb, en donde se observo una diversidad haplotipica (Hd
= 0.655) y nucleotidica (Pi = 0.00539) moderadas, lo que sugiere una poblacion grande y
estable con una historia evolutiva antigua (Grant y Bowen, 1998). Ademas, se detecté un
grupo genético con un haplotipo dominante distribuido en todas las localidades
muestreadas (Rodriguez Gonzalez, 2018).
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JUSTIFICACION

Las amenazas que tienen las guacamayas verdes (fragmentacién del habitat y altos
niveles de trafico ilegal) representan una preocupacion importante desde el punto de vista
de la conservacion porque podrian reducir la diversidad genética y como consecuencia
producir deriva genética (endogamia) y riesgo de extincion.

Considerando que la extirpacion de algunas poblaciones de A. militaris de su habitat
natural en diferentes regiones de México pueden haber conducido a la pérdida de
diversidad genética comprometiendo la viabilidad y persistencia de la especie, en este
estudio se propone el analisis de la diversidad y relaciones genéticas de individuos de A.
militaris de localidades de la vertiente del Pacifico en México, a través de marcadores de
ADN mitocondrial. Los resultados de este tipo de analisis serviran como base para

priorizar la conservacion y manejo de la especie.
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HIPOTESIS

Las poblaciones de Ara militaris de la vertiente del Pacifico Mexicano presentan baja

diversidad genética.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Analizar la diversidad genética de individuos de Ara militaris distribuidos en localidades

de la vertiente del Pacifico en México.

Objetivos particulares
e Realizar la tipificacion molecular de muestras biologicas de individuos de A.
militaris a través de marcadores de ADN mitocondrial.
e Establecer métricas de diversidad genética de la poblacién analizada.

e Establecer las relaciones genealdgicas de la especie.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras bioldgicas y secuencias

Se analizaron muestras biologicas de sangre, tejido y plumas de 17 individuos de A.
militaris colectadas en localidades de Sinaloa (Cosala, Badiraguato, Concordia y
Escuinapa) y Michoacan (Reserva de Zicuiran-Infiernillo), que pertenecen a la Coleccion
de Muestras Biologicas de Fauna Silvestre del Centro Multidisciplinario de Estudios en
Biotecnologia (CMEB) de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
(UMSNH). Las muestras estaban conservadas en viales de 2 ml con 0.5 ml de buffer de
conservacion y lisis (Tris 100 mM pH 8.0, EDTA 100mM pH 8.0, NaCl 10 mM y SDS 2%)
(Dutton, 1996), y almacenadas a 4°C.

El analisis se realizo a través de las secuencias de ADNmt Citocromo b (Cytb), NADH
deshidrogenasa subunidad 2 (ND2) y Region Control (RC). Adicionalmente, en los
andlisis se incluyeron las secuencias correspondientes reportadas en base de datos de
GenBank-NCBI.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé a partir de las muestras bioldgicas de sangre o tejido por
el método libre de fenol de Fitzsimmons (1997). En microtubos de 1.5 ml se agregaron
fragmentos de las muestras del tamafio de un arroz y se incubaron con 150 ul de solucion
de extraccion (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 10 mM, SDS 0.1%) y 5 ul de proteinasa K
(20mg/ml), durante 3 horas a 60°C en termomixer, agitandose por inversion cada 20
minutos. Después de la incubacion, se agregd 75 ul de acetato de amonio 7.5 M,
mezclando por inversion y se almaceno6 a -70°C por 20 minutos. Posteriormente, los
microtubos se centrifugaron a 13,000 rpm y 4°C durante 20 minutos. El sobrenadante se
transfirid a un tubo limpio y el ADN se precipité con 500 pl de etanol 95% frio y se
almacend a -70°C por 20 minutos. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a
13,000 rpm y 4°C durante 20 minutos, el sobrenadante se elimind por decantacion y el
excedente de etanol se eliminé dejando secar las pastillas a temperatura ambiente
durante toda la noche. Por ultimo, la pastilla de ADN se resuspendio en 25 pl de agua

grado biologia molecular y se comprobé la presencia e integridad del ADN mediante
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electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con Sybr Safe (Invitrogene), en buffer TAE
1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1mM pH 8), y se utiliz6 el buffer de carga tipo Ill 6X
(Bromofenol 0.25%, xilencianol FF 0.25% vy glicerol 30%) (Sambrook y Rusell 2001). Se
aplicé una corriente de 50 voltios durante 60 minutos y se visualizd6 en un
fotodocumentador (Kodak Gel Logic 200). Finalmente, las muestras de ADN purificado

se almacenaron a 4°C hasta su uso.

Amplificacién de marcadores mitocondriales

Las amplificaciones de fragmentos de Cytb y regién control (RC) se realiz6 mediante el
uso del juego de oligonucleétidos CytbarmiD y CytbarmiR para un producto de
amplificacion de 1100 pb, y RCarmiD y RCarmiR, para un producto de amplificacion de
1400 pb, previamente disefiados por Padilla-Jacobo (2016). Para la amplificacion de ND2
se utilizé el juego de oligonucleétidos L5215 y HTrpC previamente reportados (Hacket,
1996; Smithsonian TR Inst.), para un producto de amplificacion de 1140 pb. Las mezclas
de reaccién para la amplificacion por PCR se prepararon en microtubos de 0.2 ml como
sigue: 200 ng de ADN, 10 picomoles de cada oligonucleétido, 2.5 ul buffer para PCR 1X
(20mM Tris-HCI ph 8.4, 50mM KCI), 1.5 mM MgCl, 200 uM de cada dNTP, Platinum Taq
DNA polimerasa 1.5 U (Invitrogene) en un volumen final de 25 pl completado con H20
grado biologia molecular. Las amplificaciones se realizaron bajo las siguientes
condiciones: 94°C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C
durante 60 segundos, alineamiento a 56°C 6 57°C durante 45 seg. y extension a 72°C
durante 2 minutos, y extension final de 72°C durante 10 minutos, para después
conservarse a 4°C (TECHNE TC-412, FTC41H2D).

La presencia y el tamafio esperado de los productos de PCR se revis6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, tefiido con Sybr Safe (Invitrogene), en buffer
TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1mM pH 8), y se utilizé el buffer de carga tipo Il 6X
(Bromofenol 0.25%, xilencianol FF 0.25% vy glicerol 30%) (Sambrook y Rusell 2001). Se
aplico una corriente de 50 voltios durante 60 minutos y se visualizO en un
fotodocumentador (Kodak Gel Logic 200). La concentracién de las muestras de ADN se

determind en un NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) y posteriormente se secaron en
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ultraconcentrador (DNA-12060-C00, miVac DNA concentrator) a 50°C durante 30

minutos.

Secuenciacion y analisis del ADN

La secuenciacion se realizé en ambos sentidos de la cadena con el método de dideoxy
(Sanger, 1977) a través del servicio comercial Psomagen, USA. Los electroferogramas y
sSus secuencias se analizaron, se editaron y se alinearon con el programa Bioedit 7.09
(Hall, 1999). Para corroborar la identidad de las secuencias, se compararon con la base
de datos internacionales mediante el programa BLAST de NCBI (Zhang et al., 2000). Para
la realizacion de los analisis, se construyd una matriz con las secuencias alineadas
mediante el uso del programa Clustal W (Thompson et al., 1994).

Las métricas de diversidad genética (niumero de haplotipos, sitios polimorficos, diversidad
haplotipica y diversidad nucleotidica) se obtuvieron con el programa DnaSP5.10 (Librado
y Rozas, 2009) para cada marcador por separado.

Andlisis de las relaciones genealdgicas

Las relaciones genealdgicas se estimaron por medio de redes de haplotipos y arboles
genealdgicos. Las relaciones entre haplotipos y sus frecuencias se establecieron
mediante una red de haplotipos, usando el software Network v 4.0.0.0 (Fluxus
Technology, 2017). Los arboles genealdgicos se estimaron bajo el criterio de maxima
verosimilitud (Maximum Likelihood -ML-) e inferencia bayesiana (Bayesian Inference -BI-
). Para ello se utilizaron los programas RaxML (Stamatakis, 2014) y Mr Bayes v 3.1
(Ronquist y Huelsenbeck, 2003) respectivamente. Las matrices de datos utilizadas para
la obtencion de redes de haplotipos incluyeron las secuencias obtenidas en el presente
estudio y las secuencias reportadas para la especie en el banco de datos (GeneBank-
NCBI). Las matrices de datos utilizadas para la obtencién de arboles genealdgicos
incluyeron las secuencias obtenidas en el presente estudio y los haplotipos uUnicos
reportados para la especie en el banco de datos (GeneBank-NCBI).

Para estimar el modelo de evolucion molecular que mejor se adecua a la matriz de datos
para cada marcador, se utilizé el programa jModeltest v2.1.1 (Posada, 2008). EI modelo
de evolucion molecular fue elegido bajo el criterio de Akaike Information Criterion (AICc)
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(Alfaro y Huelsenbeck, 2006). Los soportes de los nodos se estimaron con analisis
bootstrap (PB) de 1000 réplicas y con probabilidades posteriores (PP). Los analisis
bayesianos se corrieron con 1X108 generaciones usando dos Cadenas de Markov de
Montecarlo (MCMC) con las opciones predeterminadas en Mr. Bayes v3.2. Los arboles
se muestrearon cada 1,000 generaciones, descartando el 10% para obtener un arbol de
consenso de mayoria. Los arboles obtenidos fueron revisados con el programa FigTree
v1.4.0 (Rambaut, 2012).
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RESULTADOS

Extraccién de ADN y amplificaciéon de marcadores mitocondriales

Se obtuvo ADN de 17 individuos de A. militaris (Fig. 3, Cuadro 1). Con el ADN obtenido,
se realizaron los ensayos de amplificacion de los marcadores RC, ND2, y Cyth. Se
obtuvieron productos de PCR con el tamafio esperado para cada marcador. En la Figura
4 se muestran como ejemplo dos productos de amplificacion de RC. En el Cuadro 1 se

indica la lista de muestras analizadas y los marcadores obtenidos.

&=

Figura 3. ADN purificado de muestras biologicas de A. militaris. Electroforesis en gel de agarosa
al 1%, con TAE 1X y tefiido con Sybr Safe 1X. Las imagenes muestran la presencia e integridad
del ADN de las muestras.

1650 bp

1000 bp

Figura 4. Productos de amplificacion del marcador Cytb para A. militaris. Electroforesis en gel de
agarosa al 1.5 % en TAE 1X tefido con Sybr Safe 1X. En el carril M, marcador de tamafio
molecular 1Kb Plus DNA Ladder; Carriles 1y 2, productos de amplificacién de RC.
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Cuadro 1. Lista de las muestras analizadas, localidad de colecta y marcadores obtenidos
para cada individuo.

Muestra Localidad ND2 RC Cytb
1 ARMI-05-02 Concordia Sin. 1060 - -
2 ARMI-05-03 Sinaloa 1056 - -
3 ARMI-05-05 Escuinapa, Sin. 1062 - 679
4 ARMI-05-07 Concordia, Sin. - 909 -
5 ARMI-05-08 Sinaloa 1032 - -
6 ARMI-05-09 Concordia, Sin. 1043 - 728
7 ARMI-05-10 Concordia, Sin. 1052 - 1251
8 ARMI-05-23 Badiraguato, Sin. - 1117 528
9 ARMI-05-36 Cosala, Sin. 1051 1355 1249
10 ARMI-05-37 Sinaloa 749 - -
11 ARMI-05-38 Sinaloa 1043 - -
12 ARMI-17-02 Michoacan 970 - -
13 | ARMI-17-04 Michoacan 1061 833 889
14 | ARMI-17-05 Michoacan - - 607
15 | ARMI-18-01 Michoacan 951 - ;
16 ARMI-18-06 Michoacan - - 683
17 ARMI-18-07 Chocolate, Mich. 1004 - 549

Métricas de diversidad genética

Para establecer las métricas de diversidad genética se utiliz6 una matriz con las
secuencias obtenidas en este estudio y las reportadas en la base de datos GenBank-
NCBI (Cuadro 2). Las localidades de procedencia de los individuos de las secuencias en
bases de datos se identificaron a través de las publicaciones de Rivera-Ortiz (2017)
(Sonora, Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Oaxaca, Querétaro y Tamaulipas en México) y
Eberhard et al. (2015) (La Paz, Bolivia; Querétaro, Chihuahua y Sinaloa, México). Se
obtuvieron, el nimero de haplotipos (H), los sitios polimorficos (S), la diversidad
nucleotidica (pi) y la diversidad haplotipica (Hd) para cada marcador por separado. Para
la poblacién total, con el marcador Cytb, se observaron 12 haplotipos en 46 individuos;
para la RC, se detectaron 5 haplotipos en 7 individuos; y para el marcador ND2, se
identificaron 9 haplotipos en 19 individuos (Cuadro 3). El marcador Cytb mostré una alta
diversidad haplotipica (Hd = 0.746) y baja diversidad nucleotidica (pi = 0.00472). ND2

mostro alta diversidad haplotipica (Hd = 0.924) y alta diversidad nucleotidica (pi =
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0.00587). La RC también mostré alta diversidad haplotipica (Hd = 0.905) y alta diversidad

nucleotidica (pi = 0.00561). Por otro lado, con respecto a los valores de D-Tajima (Dr),

aungue ninguno de ellos fue significativo, todos fueron negativos (Cuadro 3).

Cuadro 2. Lista de secuencias de

analisis.

GenBank-NCBI y de este estudio utilizadas en los

Especie

Marcadores

Ara
militaris

Cytb

Cytb

ND2

ND2

RC

RC

No.
acceso

Este
estudio

No. acceso

Este
estudio

No. acceso

Este
estudio

KT957246

ARMI-05-05

JX524613

ARMI-05-02

NC_027839

ARMI-05-07

KT957252

ARMI-05-09

KP411048

ARMI-05-03

KM090851

ARMI-05-23

KT957257

ARMI-05-10

KP411047

ARMI-05-05

JX524613

ARMI-05-36

KT957269

ARMI-05-23

KP411046

ARMI-05-08

ARMI-17-04

KT957275

ARMI-05-36

KP411045

ARMI-05-09

KT957271

ARMI-17-04

KP411044

ARMI-05-10

KT957268

ARMI-17-05

NC_027839

ARMI-05-36

KT957262

ARMI-18-06

ARMI-05-38

KT957264

ARMI-18-07

ARMI-17-02

KT957266

ARMI-17-04

KT957272

ARMI-18-01

KT957263

ARMI-18-07

KT957273

KT957267

KT957274

KT957270

KT957265

KT957249

KT957250

KT957253

KT957254

KT957258

KT957255

KT957256

KT957260

KT957261

KT957247

KT957248

KT957251

KT957259

KT957241

KT957243

KT957242

KT957244

KT957245

Ara macao

MK642237

EU327601

NC_045076
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Cuadro 3. indices de diversidad genética obtenidos para individuos de la especie A.
militaris con los marcadores Cytb, ND2, y RC.
Marcador n pb S H Hd Pi D Tajima’s

Cytb 46 402 15 12 0.746 0.00472 -1.38100 (ns, P>0.1)
ND2 19 940 9 O 0.924 0.00587 -0.47694 (ns, P>0.1)
RC 7 628 5 5 0.905 0.00561 -1.16366 (ns, P>0.10)

pb: pares de bases de cada secuencia. S: sitios polimérficos. H: NUmero de Haplotipos. Hd: Diversidad haplotipica. Pi:
Diversidad nucleotidica.

Adicionalmente, se realizé un analisis de los indices de diversidad genetica del grupo de
individuos de la vertiente del Pacifico, incluyendo unicamente las secuencias de los
individuos pertenecientes a los estados de Sonora, Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Michoacéan
y Oaxaca. En el cuadro 4 se puede onservar que la diversidad haplotipica fue alta para
los tres marcadores (Cytb = 0.694, ND2 = 0.895, RC = 0.867), mientras que la diversidad
nucleotidica fue baja (Cytb = 0.00387, ND2 = 0.00330, RC = 0.00244).

Cuadro 4. indices de diversidad genética obtenidos para los individuos de la vertiente del
Pacifico.

Marcador | n | pb | S
Cytb 40 | 402 | 11
ND2 15 | 952
RC 6 1628 | 4

Hd Pi D Tajima’s
0.694 | 0.00387 | -1.21120 (ns P>0.10)
0.895 | 0.00330 | 0.50796 (ns, P>0.10)
0.867 | 0.00244 | -0.67613 (ns, P>0.10)

M N ©f I

Relaciones genealdgicas

Marcador Cytb

La red de haplotipos para el marcador Cytb se construy6 con una matriz de 46 secuencias
de 402 pb, 9 de este estudio y 37 reportadas en GenBank-NCBI (Cuadro 1). La topologia
de la red mostré una separacion entre los haplotipos por uno o dos pasos mutacionales
(Fig. 5). Se observaron dos haplotipos dominantes por su alta frecuencia, H2 (n = 20) y
H11 (n = 12). A partir del haplotipo H2 se derivan 5 haplotipos periféricos constituyendo
un haplogrupo que se denominé HGI. A partir del haplotipo H11 se derivan 3 haplotipos
periféricos constituyendo un haplogrupo denominado HGII. El haplotipo dominante H2,
se encontré ampliamente distribuido en ejemplares procedentes de Oaxaca, Michoacén,
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Jalisco, Nayarit, y Sinaloa. Los haplotipos H7, H12 y H8 corresponden a individuos con
distribucion en Oaxaca, Michoacan y Nayarit, respectivamente. Los individuos con los
haplotipos H5 y H4 derivados de H2 mostraron una distribucion en Tamaulipas y
Querétaro. Finalmente, los haplotipos H1 y H3 correspondieron a individuos de Bolivia
(Fig. 5).
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Figura 5. Red de haplotipos Median-joining. Muestra las relaciones entre 12 haplotipos de Cytb,
en 46 individuos. El tamafio de los circulos es proporcional a la frecuencia de los haplotipos; la
longitud de las lineas no es proporcional al nimero de mutaciones. Las lineas transversales
representan las mutaciones entre los haplotipos. HGI, y HGII corresponden a los haplogrupos | 'y
I, respectivamente.

Los arboles genealdgicos bajo IB y ML se construyeron con el analisis de 402 caracteres
de todas las secuencias obtenidas en el presente estudio y los haplotipos Unicos
reportados para la especie en banco de datos (GeneBank-NCBI). Adicionalmente, se
incluyé una secuencia de A. macao como grupo externo. Como se puede observar en la
figura 6, la topologia del arbol de IB muestra una politomia suave en donde se encuentran

las secuencias de individuos de Sinaloa, Nayarit, Michoacan y Oaxaca. Adicionalmente,
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se observan tres clados, C1, C2 y C3. El clado C1 incluyé individuos de Querétaro y
Tamaulipas. El clado C2 estda conformado por individuos provenientes de Sonora y
Sinaloa. Mientras que en el clado C3 se incluyeron individuos provenientes de Bolivia
(Fig. 6).

En el &rbol de ML se presentd la misma topologia observada en al arbol de IB, con una
politomia suave y tres clados. De igual manera la politomia incluy6 individuos de Sinaloa,
Nayarit, Michoacan y Oaxaca. El clado C1 incluye individuos de Querétaro y Tamaulipas,
el clado C2 incluy6 individuos de Sonora y Sinaloa, y el clado C3 integré los individuos
de Bolivia (Figs. 6y 7).
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Figura 6. Arbol consenso construido bajo 1B, que muestra las relaciones genealdgicas entre los
haplotipos de A. militaris. Las estimaciones fueron realizadas con 402 caracteres de 12 haplotipos
del marcador Cytb, en 46 individuos. Los valores sobre las ramas representan los valores de las
probabilidades posteriores (PP). (*) Valor inferior a PP = 0.5.
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Figura 7. Arbol consenso construido bajo ML, que muestra las relaciones genealdgicas entre
haplotipos de A. militaris. Las estimaciones fueron realizadas con 402 caracteres de 12 haplotipos
del marcador Cytb, en 46 individuos. Los valores sobre las ramas representan los valores
Bootstrap de 1000 réplicas.

Marcador ND2

La red de haplotipos para el marcador ND2 se construy6 con una matriz de 19 secuencias
de 940 pb, de las cuales 12 corresponden a las obtenidas en el presente estudio y 7 estan
reportadas en bases de datos. En el centro de la red destaca la prediccion de los
haplotipos hipotéticos mvl y mv2 que conectan a los haplotipos identificados en el
analisis (Fig. 8). Los haplotipos H5, H7, H8 y H9 derivan del haplotipo hipotético ancestral
mvl, y cada uno esta diferenciado y separado por un solo paso mutacional. Los
haplotipos H5, H7 y H9 estan compartidos por individuos de Michoacan y Sinaloa (dos
individuos para cada haplotipo), y el haplotipo H8 se encuentra exclusivamente en dos
individuos de Michoacéan. A partir del haplotipo H5 se deriva el haplotipo H6 que mostro

la mayor frecuencia con cuatro individuos procedentes de Sinaloa. A partir del haplotipo
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H7 se deriva el haplotipo H4 compartido por un individuo de Sinaloa y otro de Chihuahua.
Adicionalmente, a partir del haplotipo H4 se deriva el haplotipo H3 identificado en un
individuo de Sinaloa. Por otro lado, los haplotipos H1 y H2 derivan del haplotipo hipotetico
mv2. El haplotipo H1 se identificd en dos individuos de Bolivia y esta separado de mv2
por diez pasos mutacionales. En la relacion entre mv2 y el haplotipo H2 localizado en dos
individuos de Querétaro, se pudieron observar tres mutaciones (Fig. 8).

H_SG \ \H"O \ A .
@ ) A
X T Y |
\ ol \ 2@ | | I H"Z. fﬂ'lrl:il:)):(:én
H‘O “‘ Qqeretaro ®
O Canns
O e ﬁclal .

Figura 8. Red de haplotipos Median-joining. Muestra las relaciones entre 9 haplotipos de ND2 en
19 individuos de A. militaris. El tamafio de los circulos es proporcional a la frecuencia de los
haplotipos; la longitud de lineas no es proporcional al nUmero de mutaciones. Las lineas
transversales representan las mutaciones entre los haplotipos.

Los arboles genealégicos bajo IB y ML se construyeron con 19 secuencias de 940
caracteres y una secuencia de A. macao como grupo externo. En el arbol de IB, la
topologia muetra dos clados principales C1 y C2 (Fig. 9). En el clado C1 se agrupan
secuencias de individuos de Sinaloa y la secuencia de un individuo reportado en bases
de datos, de procedencia desconocida. En el clado C2 se observan cinco subclados, el
subclado 1 (SC1) se encuentra conformado por individuos de Querétaro. En el subclado
2 (SC2) se encuentran individuos de Michoacén, Sinaloa y Chihuahua. El subclado 3
(SC3) lo forman individuos de Michoacan, mientras que en el subclado 4 (SC4) se
encuentran individuos de Michoacan y Sinaloa. Finalmente, en el subclado 5 (SC5) se

encuentran los individuos de Bolivia (Fig. 9).
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Figura 9. Arbol consenso construido bajo IB, que muestra las relaciones genealdgicas entre
haplotipos de A. militaris. Las estimaciones fueron realizadas con 940 caracteres de 9 haplotipos
del marcador ND2, en 20 individuos. Los valores sobre las ramas representan los valores de las
probabilidades posteriores (PP). (*) Valor inferior a PP = 0.5.

En la topologia del arbol construido bajo ML un individuo de Sinaloa y un individuo de la
base de datos GeneBank-NCBI de origen desconocido son basales con un valor de
soporte bajo (PB = 27) (Fig. 10). Adicionalmente, el arbol muestra dos clados, C1y C2.
El clado C1 incluyé individuos de Sinaloa y el clado C2 incluy6 cuatro subclados, donde
se repite la misma relacion observada en los analisis de IB entre los individuos que
integran a los subclados SC1, SC2, SC3 y SC4 (Fig.10).
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Figura 10. Arbol consenso construido bajo ML, que muestra las relaciones genealdgicas entre
haplotipos de A. militaris. Las estimaciones fueron realizadas con 940 caracteres de 9 haplotipos
del marcador ND2, en 20 individuos. Los valores sobre las ramas representan los valores
Bootstrap de 1000 réplicas.

Marcador RC

La red de haplotipos para el marcador RC se construyé con una matriz de siete
secuencias de 628 pb, de las cuales cuatro corresponden a individuos de este estudio y
tres de bases de datos. La topologia de la red mostré un haplotipo hipotético (mvl) a
partir del cual derivan los haplotipos H2, H4 y H5. El haplotipo H2 de individuos de Bolivia
se separa del haplotipo hipotético mvl por siete pasos mutacionales. Los haplotipos H4
y H5 detectados en individuos de Sinaloa y Michoacan derivan de mvl por un solo paso
mutacional. A partir del haplotipo H4 de Sinaloa, derivan con un paso mutacional el
haplotipo H1 detectado en dos individuos de origen desconocido y H3 de un individuo de
Sinaloa (Fig. 11).
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Figura 11. Red de haplotipos Median-joining. Muestra las relaciones entre cinco haplotipos de
RC, en siete individuos. El tamafio de los circulos es proporcional a la frecuencia de los
haplotipos; la longitud de lineas no es proporcional al numero de mutaciones. Las lineas
transversales representan las mutaciones entre los haplotipos.

Los arboles genealdgicos bajo IB y ML se construyeron con una matriz de siete
secuencias de 628 caracteres, de las cuales cuatro son de este estudio, y tres de bases
de datos. Tambien se incluyé una secuencia de A. macao como grupo externo. La
topologia del arbol bajo IB muestra al individuo de Bolivia basal al resto de secuencias.
Ademas, se puede observar un clado (C1) en el cual se agrupan los individuos de Sinaloa
y Michoacan. También, se observa la presencia de un subclado (SC1) donde se
incluyeron individuos de la base de datos de origen desconocido (Fig. 12).

El &rbol construido bajo ML, también muestra una topologia donde el individuo de Bolivia
es basal al resto de secuencias. Enseguida, se separa el individuo ARMI-17-04-RC de
Michoacan. Ademas, se observa un clado (C1) en el que se agrupan los individuos de

Sinaloa y los de bases de datos de origen desconocido (Fig.13).
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Figura 12. Arbol consenso construido bajo IB, que muestra las relaciones genealdgicas entre
haplotipos de A. militaris. Las estimaciones fueron realizadas con 628 caracteres de cinco
haplotipos del marcador RC, en siete indviduos. Los valores sobre las ramas representan los
valores de las probabilidades posteriores (PP). (*) Valor inferior a PP = 0.5.
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Figura 13. Arbol consenso construido bajo ML, que muestra las relaciones genealdgicas entre
haplotipos de A. militaris. Las estimaciones fueron realizadas con 628 caracteres de cinco

haplotipos del marcador RC, en siete individuos. Los valores sobre las ramas representan los
valores Bootstrap de 1000 réplicas.
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DISCUSION

Diversidad genética

Existe un amplio reconocimiento de la utilidad de la informacidén genética, y cuando es
evaluada a nivel intraespecifico se puede conocer la variacion genética, flujo de genes,
subdivision de la poblacion e historia evolutiva de los organismos. Los programas de
conservacion de especies requieren de la evaluacion de niveles de diversidad
intraespecificos, que ayuden en la decision de priorizar poblaciones para su conservacion
desde un punto de vista filogenético. En el caso de A. militaris, solo existen los
antecedentes de los trabajos de Eberhard et al. (2015), Rivera Ortiz et al. (2016) y
Rodriguez-Gonzalez (2018) donde se reportan datos genéticos sobre la especie.

En el presente estudio, se realizd el analisis de la diversidad genética y relaciones
genealdgicas de un grupo de individuos de A. militaris pertenecientes a diferentes
localidades de México, a través del analisis con marcadores de ADN mitocondrial.

Los resultados del estudio de la diversidad genética de los individuos analizados
mostraron una diversidad haplotipica alta con el andlisis de las secuencias de ADN de
Cytb (Hd = 0.746), ND2 (Hd = 0.924) y RC (Hd = 0.905). Por otro lado, los resultados de
la diversidad nucleotidica fueron diferentes entre los tres marcadores, destacando
particularmente la de Cytb (pi = 0.00472) que fue baja, mientras que las detectadas en
ND2 (pi = 0.00587) y RC (pi = 0.00561) fueron moderadas (Grant y Bowen, 1998). Los
resultados obtenidos con Cytb sugieren un cuello de botella seguido de una expansion
rapida, donde el crecimiento promueve la retencion de mutaciones nuevas (Grant y
Bowen, 1998). Adicionalmente, aunque los resultados D Tajima’s no fueron significativos,
al ser negativos sugieren un exceso de haplotipos raros 6 crecimiento poblacional a partir
de un tamafio efectivo de la poblacion pequefio (Hedrick, 2011); lo cual, en particular para
este marcador (Dt = -1.38100), coincide con el cuello de botella y posterior expansion
sugeridos. En cambio, los resultados de ND2 y RC sugieren una poblacion grande y
estable con historia evolutiva antigua (Grant y Bowen, 1998). Sin embargo, en este caso,
los valores de Dt también sugieren un crecimiento poblacional, y no necesariamente

apoyan estabilidad poblacional. Aunado a ello, el tamafio de muestra no es proporcional
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al analizado para el caso del marcador Cytb, por lo que estos resultados deben ser
tomados con precaucion.

Por otro lado, el analisis del grupo de individuos de la vertiente del Pacifico mostro alta
diversidad haplotipica (Cytb Hd = 0.694, ND2 Hd = 0.895 y RC Hd = 0.867) y baja
diversidad nucleotidica (Cytb pi = 0.00387, ND2 pi = 0.00330 y RC = 0.00244) para los
tres marcadores. Por lo anterior, similar a lo detectado en el total de la poblacion
analizada a través de Cytb, los resultados sugieren que la poblacién de A. militaris de la
vertiente del Pacifico pas6 por un cuello de botella seguido de una expansion rapida,
donde el crecimiento promueve la retencion de mutaciones nuevas (Grant y Bowen,
1998). De acuerdo con estos resultados, ya que las poblaciones de A. militaris de la
vertiente del Pacifico presentan alta diversidad haplotipica, se rechaza la hipdtesis
planteada en este estudio.

De acuerdo con los resultados de Rivera-Ortiz et al. (2016), el analisis de diversidad
genética de A. militaris a través de microsatélites, mostr6 un valor moderado de
heterocigosidad (Ho = 0.5885) para la poblacién total analizada. Debido a los coeficientes
de endogamia encontrados (Fis = 0.03, 0.15 y 0.11), los autores proponen un cuello de
botella en las poblaciones de Sonora, Sinaloa y Nayarit. Sin embargo, ellos mismos
sefalan que el tamafo de las poblaciones analizadas afecta a los resultados, por lo cual
no pudieron concluir la existencia de un cuello de botella en poblaciones de A. militaris.
Por otro lado, el analisis de la diversidad genética a través de microsatélites de la
guacamaya lapa verde (Ara ambiguus) distribuida en el caribe de Costa Rica, sugieren
que la especie paso por un cuello de botella (Ho = 0.548), sin embargo, similar a lo
encontrado para A. militaris no se encontraron evidencias de endogamia (Fis = 0.058)
(Ramirez-Molina, 2018).

Los resultados obtenidos para A. militaris fueron similares a los encontrados en el
periquito frente naranja (Eupsitula canicularis), el psitacido que sufre el mayor saqueo en
México (Padilla-Jacobo et al., 2018). Para E. canicularis, los analisis a través de Cytb
muestran que la diversidad haplotipica es alta (Hd = 0.878) mientras que la diversidad
nucleotidica es baja (pi = 0.00206), sugiriendo un cuello de botella seguido de una
expansion rapida, donde el crecimiento promueve la retencion de mutaciones nuevas

(Grant y Bowen, 1998; Padilla-Jacobo et al., 2016). Lo anterior sugiere que estas dos
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especies de psitacidos comparten historias evolutivas similares en su distribucion de la
vertiente del Pacifico.

Relaciones genealdgicas

Como resultado del andlisis de la red de haplotipos a través de Cytb, destaca el haplotipo
H2 compartido entre individuos de Oaxaca, Michoacéan, Jalisco, Nayarit y Sinaloa, que se
encuentra relacionado con los haplotipos de Bolivia (Fig. 5), y en la topologia de los
arboles genealdgicos es basal, sugiriendo que es ancestral al resto de los haplotipos
detectados en México. En la red, H2 es dominante dentro del haplogrupo (HGI) con tres
haplotipos periféricos, H7, H12, H8, cada uno exclusivo de Oaxaca, Michoacén y Nayarit,
respectivamente, son un grupo geneético que se observan como una politomia suave en
los arboles genealodgicos (Figs. 6 y 7). A partir de H2 se deriva el haplotipo H11,
dominante dentro de un segundo haplogrupo (HGII) (Fig. 5), que corresponde al grupo
genético del clado C2 en los arboles genealdgicos (Figs. 6 y 7), exclusivo de Sinaloa y
Sonora. Por otro lado, los haplotipos H5 y H4 derivados de H2, y que corresponden al
clado C1 en los arboles genealdgicos (Figs. 6 y 7), se localizan exclusivamente en
Querétaro y Tamaulipas. Destaca que el haplotipo H5 es compartido por individuos de
Querétaro y Tamaulipas, es decir, que esta linea materna esta distribuida en estos dos
estados.

En cuanto a los otros marcadores analizados, a pesar de que en la red de haplotipos con
ND2 solo se incluyeron individuos de Michoacan, Querétaro, Sinaloa, Chihuahua y
Bolivia, similar a lo observado con Cytb, se detectd la presencia de haplotipos
compartidos por individuos de Michoacan y Sinaloa (H7 y H9), un haplotipo compartido
por Sinaloa y Chihuahua (H4), un haplotipo exclusivo de Michoacan (H8), uno exclusivo
para Querétaro (H2) y tres exclusivos de Sinaloa (H3, H5 y H6) (Fig. 7).

La topologia de los arboles (Figs. 9 y 10) corrobor6 la presencia de un clado (C2) con
haplotipos que se distribuyen entre Querétaro, Michoacan, Sinaloa y Chihuahua, y otro
clado (C1) con haplotipos exclusivos de Sinaloa, sugiriendo de nuevo la presencia de un
grupo genético en el norte de la vertiente del Pacifico, otro grupo entre el centro y sur de
la vertiente del Pacifico mexicano y otro grupo genético en la Sierra Oriental. Sin

embargo, ya que en los arboles no se resolvio la posicion del haplotipo de Bolivia como
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basal en congruencia con el origen neotropical de la especie, esto refleja una falta de
datos para obtener una mejor resolucion.

Respecto a los resultados con el marcador RC, la red de haplotipos mostré dos haplotipos
exclusivos de Sinaloa (H3 y H4) y uno exclusivo de Michoacan (H5) (Fig. 11). También,
la relacion del haplotipo de NCBI (con origen desconocido) como derivado del haplotipo
H4 exclusivo de Sinaloa, sugiere su distribucion en esta region. Adicionalmente, en
congruencia con el origen neotropical de la especie, en los arboles genealdgicos el
haplotipo de Bolivia es basal para resto de los haplotipos. En contraste, en el arbol ML el
haplotipo H5 de Michoacén es ancestral a los haplotipos de Sinaloa (Fig. 13), mientras
que en el arbol de IB todos los haplotipos de México se agruparon en un clado (C1) con
una politomia suave (Fig. 12), sugiriendo falta de datos para una mejor resolucion. A
pesar de no contar con los marcadores de individuos distribuidos en diferentes regiones
como en el caso de Cytb y de la inclusiéon Gnicamente de una secuencia para Michoacan,
similar a Cytb y ND2, se pudo observar haplotipos exclusivos para Sinaloa y Michoacan,
corroborando la presencia de un grupo genético exclusivo en el norte de la vertiente del
Pacifico (Fig. 14).

Estos resultados contrastan con lo reportado por Rodriguez-Gonzalez (2018), quien
describe la presencia de un solo grupo genético en Sinaloa. Sin embargo, el estudio solo
incluydé secuencias de Cytb de individuos de Sinaloa, de manera que no se identificé al
haplotipo compartido con individuos de otras localidades de la distribucion en la vertiente
del Pacifico. En general, los resultados sugieren la presencia de cuatro grupos genéticos
en la poblacion analizada. Para México se pudieron identificar dos grupos en la vertiente
del Pacifico y otro grupo en la vertiente del Golfo, y para Sudamérica, un grupo en Bolivia,
al menos hasta que se rellnan mas datos para su distribucion al Sur del continente (Fig.
14). En el estudio de Rivera-Ortiz et al. (2017) a través de analisis con microsatélites se
proponen dos grupos genéticos, uno en la Sierra Madre Occidental y Sierra Madre del
Sur, y otro grupo en la Sierra Madre Oriental. Existen reportes en algunas especies de
aves en donde se mencionan patrones similares, es decir, los datos mitocondriales y
nucleares no necesariamente reflejan la misma historia. Los autores de esos analisis lo
atribuyen a fenomenos como el flujo de genes mediado por los machos. Es decir, se

propone que las hembras son altamente filopatricas (otorgando estructura para el
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ADNmt), en contraste con los machos que regulan el flujo de genes (lo cual se observaria
como un grupo sin estructura) (Phylloscopus collybita, Helbig et al., 2001; Somateria
mollissima, Tiedemann et al., 2004; Amazona auropalliata, Wright et al., 2005).

Se ha propuesto que a nivel de region las guacamayas operan como un gran conjunto de
metapoblaciones (Hanski et al., 1996). En cada region hay pocas poblaciones con alta
abundancia y muchas poblaciones satélite pequefias cercanas (< 40) que probablemente
estdn en contacto para el intercambio de pareja. Esta estructura geogréafica de la
poblacién hace que un sistema complejo sea viable, siempre que las “poblaciones de
origen” no disminuyan (Monterrubio-Rico et al., 2021). En términos de genética de
poblaciones, en A. militaris el flujo genético dentro del grupo de la vertiente del Pacifico
detectado a través de microsatélites por Rivera-Ortiz et al. (2016), sugiere el movimiento
de los individuos para el intercambio de pareja. Mientras que, en la misma poblacion de
la vertiente del Pacifico, la presencia de los dos grupos genéticos detectados en este
estudio a través de marcadores mitocondriales, que son de herencia materna, sugiere el

retorno de los individuos (hembras filopatricas) a las “poblaciones origen”.
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Figura 14. Mapa que muestra la relacion entre haplotipos utilizando el marcador Cytb y ubicados
en el espacio geografico. Los circulos en color azul rey representan el haplogrupo Il de la red de
haplotipos, mientras que, los circulos en color amarillo representan el haplotipo H2, los colores
morado, rosa, azul y rojo corresponden a haplotipos Unicos para cada region. Los circulos en
verde y azul claro representan el grupo genético de la vertiente del golfo.
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Otra posibilidad para explicar las diferencias entre los resultados con microsatélites y con
ADNmt, es atribuirlo a una reciente especiacion (como lo reportado para Larus sp.,
Liebers et al., 2001). En este ejemplo, debido a que ambos marcadores tienen diferentes
tiempos de coalescencia, no se espera recuperar exactamente la misma division de los
linajes, en estos casos, uno de los dos marcadores no resulta suficiente para detectar las
mismas divisiones propuestas (Zink & Barrowclough, 2008). Adicionalmente, para tratar
de resolver estas inconsistencias, se ha propuesto incrementar el niumero de loci
utilizados en los andlisis del ADNnu (Zink & Barrowclough, 2008), asumiendo que los
datos de los microsatélites son poco informativos para este analisis en particular.

Por otro lado, en algunas especies de psitcidos americanos, se han realizado
propuestas de conservacion de diferentes poblaciones basadas en el reconocimiento de
la formacion de clados monofiléticos. Por ejemplo, dentro de las especies: Amazona
leucocephala (Rusello et al., 2010), y Amazona farinosa (Wenner et al., 2012), se han
observado grupos monofiléticos que fueron designados como ESUs. Cabe recordar que
la intencion de designar ESUs es otorgar el reconocimiento a la historia evolutiva de los
grupos monofiléticos y conservarlos (Moritz, 1994). Dado que en este estudio se
identificaron tres grupos genéticos en nuestro pais, se propone que estos sean
considerados como unidades de conservacion por separado, ya que forman grupos
monofiléticos, indicando que estos clados histéricamente han estado bajo procesos

evolutivos Unicos y que actualmente representan poblaciones en divergencia.

Propuestas de conservacion

Se debe destacar la necesidad de este tipo de trabajos en especies bajo alguna categoria
de riesgo. Para A. militaris, el andlisis de diversidad y relaciones genealdgicas de la
especie a lo largo de su distribucion en México permitié definir la existencia de tres
Unidades Evolutivamente Significativas (ESUs), una exclusiva en el norte del Pacifico,
otra desde el sur hasta el norte de la vertiente del Pacifico y la tercera en la Sierra Madre
Oriental. Estas poblaciones tienen cierta independencia evolutiva y pueden ser usadas
para el aumento de la diversidad genética y contribuir en la conservacién de la especie.

En particular, se ha reportado que las poblaciones del Pacifico Norte se encuentran en

una situacion mas critica, ya que, a pesar de presentar la mayor abundancia respecto al
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resto de la distribucién de la especie, solo el 3.2% de las guacamayas estan protegidas.
Nuestros resultados y los reportados por Monterrubio-Rico et al. (2021) indican que se
requiere el establecimiento de nuevas areas de proteccion para las regiones del Pacifico
central y norte donde se encuentran las ESUs con una diversidad genética, cuya
conservacion es clave para la viabilidad de la especie, ademés de su posible uso en la
planeacion de estrategias de reproduccion en cautiverio, liberaciones para reintroduccion

y enriguecimiento genético de poblaciones.
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CONCLUSIONES

Los individuos de A. militaris analizados mostraron una diversidad haplotipica alta para
los tres marcadores considerados en el presente estudio.

Con el marcador Cytb se detecté una diversidad nucleotidica baja, y valores de Dt
negativos, lo cual sugiere que la poblacién pasé por un cuello de botella seguido de una
expansion rapida.

Sin embargo, con los marcadores ND2 y RC, se observé una diversidad nucleotidica
moderada, sugiriendo una poblacién grande y estable con historia evolutiva antigua,
aunque en este caso, los datos de Dr, no apoyan contundentemente la estabilidad
poblacional por lo cual los resultados deberan ser corroborados en posteriores andlisis.
Para los individuos de la vertiente del Pacifico se detect6é una diversidad haplotipica alta,
y una diversidad nucleotidica baja con los tres marcadores analizados, lo que sugiere que
la poblacion de la vertiente del Pacifico pas6 por un cuello de botella seguido de una
expansion rapida.

En general, se detectaron cuatro grupos genéticos para A. militaris. En México se
encontraron dos grupos en la vertiente del Pacifico y uno en la vertiente del Golfo, y en
Bolivia se identificé un cuarto grupo genético.

Se propone que los tres grupos genéticos de México se consideren tres ESUs, cuyas
caracteristicas deben ser consideradas en la planeacion de estrategias de proteccion,
reproduccion en cautiverio, liberaciones para reintroduccion y enriquecimiento genético

de poblaciones en riesgo.
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