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1. RESUMEN

El concepto actual de subespecie reconoce las diferencias fenotipicas que existen
entre las poblaciones naturales y otorga un peso a su distribucion geogréfica, en base a
ello se han propuesto la mayoria de las subespecies en aves, muchas de estas
determinaciones son controversiales por lo que se deben realizar revisiones
taxonomicas subespecificas caso por caso donde la inclusion de caracteres
moleculares son indispensables. Los primeros analisis de este tipo deben dirigirse a
especies bajo alguna categoria de riesgo o en peligro de extincion, ya que en biologia
de la conservacion el concepto de subespecie se ha aplicado con éxito para definir
poblaciones prioritarias. En Michoacan habitan tres especies de psitacidos que ocupan
los primeros lugares de explotacion a nivel nacional con fines de trafico ilegal, tales son
Aratinga canicularis, Amazona albifrons y Amazona finschi, en el presente trabajo se
evalué la monofilia reciproca de cada subespecie basada en caracteres del ADN
mitocondrial con ejemplares colectados en campo con la finalidad de encontrar y
proponer Unidades Evolutivamente Significativas (ESU) que auxilien en las propuestas
de conservacion para diferentes poblaciones.

Con secuencias mitocondriales (Citocromo Oxidasa |, NADH Deshidrogenasa 2 y
Region Control) y software especializado se contruyeron arboles filogenéticos y redes
de haplotipos para cada especie. En la especie Aratiga canicularis se observaron tres
grupos que corresponden a las subespecies descritas en base a caracteres
morfolégicos y a su distribucién, en base a ello se propone que las tres sean manejadas
como ESU’s por separado para fines de conservacion.

En Amazona albifrons se forman dos clados, uno monofilético que corresponde a
la subespecie A. a. nana y otro parafilético con individuos de la subespecie A. a.
albifrons y A. a. saltuensis, lo que puede ser atribuido a una transicion hacia la
monofilia, en el area de la conservacion con base en estos resultados se propone la
subespecie A. a. nana como una ESU independiente, mientras que para las
subespecies A. a. albifrons y A. a. saltuensis se deberan iniciar analisis de poblaciones

para determinar Unidades de Manejo (MU’s).



En Amazona finschi se presenta una diversidad genética baja o nula con los
marcadores Citocromo Oxidasa | y NADH Deshidrogenasa 2 en los individuos de las
dos regiones analizadas, los arboles filogenéticos muestran parafilia en individuos de
Michoacan y Sinaloa que puede ser debida un proceso de transcicion entre la polifilia y
monofilia reciproca. Aunque en la red de haplotipos se observa la formacién de un
grupo integrado por secuencias de individuos Michoacanos y otro donde se incluyen las
muestras de Sinaloa en dos ramas divergentes. Tomando en cuenta el riesgo de
extincion que enfrentan las poblaciones de A. finschi y los resultados obtenidos se

propone una ESU en Michoacan y la evaluacién posterior como MU’s en Sinaloa.



2. INTRODUCCION

Una vez reconocida la variacion fenotipica de las poblaciones naturales, los
taxdnomos sistematicos se han enfrentado a la tarea ardua de la caracterizacion de la
variacion infraespecifica, en el siglo XIX una subespecie era considerada una entidad
bien definida y constante de rango inferior a la especie, con base en esto, cualquier
poblacion natural considerada no suficientemente distinta para ser catalogada como
especie era determinada como una subespecie. El concepto dominante de subespecie
en el siglo XX es el de Mayr y Ashlock (1991), quienes la definen como “un grupo de
poblaciones fenotipicamente similares pertenecientes a una especie habitando en una
subdivision geogréfica del area de distribucion de la especie, y que difiere
taxondmicamente de otras poblaciones de la misma especie”. En las ultimas décadas el
concepto ha estado involucrado en polémicas por varias razones, algunas de las
principales giran alrededor de que no refleja la complejidad de los patrones de variacion
de las poblaciones naturales y que actualmente no existe un acuerdo en la metodologia

para designar una nueva especie.

A pesar de ello, algunos defensores del concepto argumentan que no se le debe
abandonar, por el contrario proponen redefinirlo y evaluar las subespecies ya
nombradas con estandares mas rigurosos para confirmar o modificar su estatus. La via
para hacerlo es ampliando las colectas e incluyendo otras herramientas de
determinacién taxondémica, solo entonces y si el concepto es aplicado correctamente,
este puede obtener informacion importante que contribuya al entendimiento y a la
discusion de la variacion infraespecifica en areas como la morfologia, la distribucion, la

etologia, conservacion, etc. (Wiens, 1982).

Los analisis de la variacién en la secuencia de ADN mitocondrial (ADNmt) son de
relativa nueva inclusién al problema de la determinacion taxondémica subespecifica.
Estos revelan datos dificiles de ver con otras técnicas, por ejemplo, permiten determinar
si una subespecie esta evolucionando independientemente, si intercambian individuos o
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si hay un estado intermedio de aislamiento. Con el desarrollo y la aplicacion de estas
herramientas se ha propuesto que una subespecie puede ser definida bajo el concepto
de monofilia reciproca, una idea que toma como herramienta principal a los arboles de
genes construidos con secuencias de ADNmt y que ha demostrado su utilidad en la

evaluacion de monofilia a nivel subespecifico (Avise, 2000).

En el area de la biologia de la conservacion el nivel taxonomico de subespecie se
ha aplicado con éxito ya que ha permitido identificar prioridades en los planes de
manejo y conservacion dentro de las especies (Zink, 2004; Philimore and Owens,
2006). Bajo este marco la filogenia y la conservaciéon 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 disefar estrategias de manejo y conservacion de las especies (Moritz, 1994).

Las aves son el grupo taxonémico mejor estudiado, muchas de sus especies estan
subdivididas en multiples subespecies y en promedio existen dos subespecies
reconocidas por cada especie de ave. El revisar su estatus con técnicas moleculares
representa una tarea dificil que requerirA una inversion de recursos humanos y
econdémicos altos, y para acercarnos a esa meta es necesario fragmentar la labor y se
debe comenzar por especies catalogadas bajo algin grado de amenaza o
vulnerabilidad.

El grupo de los psitacidos donde se incluyen loros, pericos, guacamayas y afines
comprenden unos 84 géneros con 332 especies, por su variedad persisten
controversias sin resolver en diferentes niveles taxonémicos. En Michoacén, habitan
tres especies que llaman la atencién por su condicion de vulnerable o en peligro de
extincion, Aratinga canicularis, Amazona albifrons y Amazona finschi, de las cuales con
base en los caracteres morfolégicos y la distribucion de sus poblaciones a nivel
infraespecifico se han identificado variantes propuestas como subespecies: A.

canicularis tiene tres subespecies reconocidas, A. c. canicularis, A. c. eburnirostrum y



A. c. clarae, en la especie A. albifrons también se han identificado tres, A. a. albifrons,
A. a. nana y A. a. saltuensis, y finalmente en A. finschi se han determinado dos
subespecies A. f. fisnchi y A. f. woodi (Forshaw, 1989). Las dultimas revisiones
taxonomicas para estas subespecies datan de 1937 cuando Moore propone a A. c.
clarae y A. f. woodi como subespecies (Moore, 1937a; Moore, 1937b). Al reevaluar
estas subespecies bajo el concepto de monofilia reciproca se espera que exista una
congruencia entre los caracteres morfolégicos y los moleculares, con lo que ademas de
realizar un primer acercamiento a su taxonomia molecular se pueden identificar
poblaciones con prioridad para su conservacion bajo la consideracion de unidades

evolutivamente significativas (ESU).



3. ANTECEDENTES

Hasta la aparicion de las técnicas moleculares, la identificacion y determinacion de
las subespecies estaba basada en caracteres morfologicos y en la distribucion
geografica de las poblaciones naturales, algunos taxénomos también incluyen el
comportamiento, principalmente el reproductivo, y basandose en estos los sistematicos

determinaron las subdivisiones de las tres especies que nos ocupan:

3.1. Aratinga canicularis (Linnaeus, 1758).

Es una especie distribuida desde el sur de de Sonora (México) hasta el noreste de
Costa Rica (Howell and Webb, 1995). Es una especie no migratoria, la distribucion
actual en México de A. canicularis abarca desde el sur de Sonora hasta Chiapas por la
vertiente del Pacifico (Marin-Togo et al., 2012) (Fig. 1).
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Figura 1. Area de distribucion actual de A. canicularis en México (Tomado de Marin-Togo et al.,
2012). En gris obscuro se muestra la presencia de la especie en diferentes estados de la
republica.



Aunque es la especie de mayor explotacion en nuestro pais, a nivel internacional
es de preocupacion menor (IUCN, 2011) y en la NOM-059 esta catalogada como
proteccion especial (Cantu, 2007), posiblemente debido a que su poblacion no se ha
visto gravemente mermada ya que tiene un éxito reproductivo alto y es capaz de anidar
en termiteros ubicados en areas modificadas (Sanchez-Martinez and Renton 2009).
Sus caracteristicas sobresalientes son, longitud y masa promedio de 24 cm y 74 g,
plumaje verde, una banda de plumas color naranja en la frente y en la corona, y las
plumas de la nuca son de color azul-mate. Las subespecies en las que se divide tienen

las siguientes caracteristicas (de a cuerdo a la clasificacion de Forshaw, 1989):

1. A. c. canicularis (Linnaeus, 1758). Los machos tienen una longitud de ala de 130
a 142 mm, la cola va desde 95 hasta 112 mm, la longitud del pico tomado como
culmen expuesto de 17 a 19 mm vy el tarso de 13 hasta 15 mm; las hembras
tienen una longitud del ala de 129 a 139 mm, la cola de 97 a 103 mm, culmen
expuesto de 17 a 19 mm y el tarso mide de 13 a 15 mm. Esta subespecie en
nuestro pais solo se encuentra en el estado de Chiapas, y desde ahi se

distribuye hasta Costa Rica.

2. A. c. eburnirostrum (Lesson 1842). Son iguales a A. c. canicularis, pero con la
banda frontal naranja reducida, el torso inferior verde brillante, menos amarillento
y una mancha café a cada lado de la base de la mandibula inferior. Los machos
tienen una longitud del ala de 130 a 140 mm, la cola va desde los 95 a los 106
mm, culmen expuesto de 18 a 20 mm y el tarso mide desde 14 hasta 15 mm; en
las hembras el ala mide de 126 a 139 mm, la cola va de 95 a 112 mm, el culmen
expuesto de 17 a 19 mm, y el tarso mide de 13 a 15 mm. Habita exclusivamente

en Michoacan, Guerrero y Oaxaca.

3. A. c. clarae (Moore 1937). Similares a A. c. eburnirostrum, solo que la mancha
frontal estd muy restringida y el azul de la corona se extiende en la frente desde

los ojos hasta el lores, la garganta y el pecho son verdosos, menos amarillentos,



las manchas de la mandibula inferior son de color café oscuro o casi negro. En
los machos el ala mide de entre 130 hasta 141 mm, la cola de 102 a 114 mm,
culmen expuesto de 18 a 20 mm, y el tarso de 13 a 15 mm; en las hembras el ala
mide de 130 a 142 mm, la cola de 100 a 118 mm, el culmen expuesto de 17 a 19
mm Yy el tarso de 13 a 16 mm. Esta subespecie se encuentra desde el Sur de

Sinaloa hasta Michoacan.

3.2. Amazona albifrons (Sparrman, 1788).

Es un loro que habita la costa del Pacifico desde el Sur de Sonora en México
hasta Costa Rica, por el lado del golfo de México se encuentra en el sur de Veracruz,
en Tabasco y en la peninsula de Yucatan (Howell and Webb, 1995). En el Pacifico
mexicano existe una discontinuidad de su distribucion, no se encuentra en los estados
de Jalisco y Colima, y recientemente se registré en la cuenca del Bajo Balsas y la costa
de Michoacan donde no existian reportes de su presencia, actualmente la especie ha
reducido su distribucién en Nayarit y Sur de Sinaloa (Marin-Togo et al., 2012) (Fig. 2).

Es una especie residente no migrante con mediana dependencia al habitat, en la
NOM-059, esta bajo proteccion especial y ocupa el segundo sitio de explotacién a nivel
nacional (Cantu et al., 2007). Algunas de sus caracteristicas distintivas son, longitud de
26 cm, masa de 191 g, color verde, las plumas de la cabeza, garganta, pecho y el borde
del dorso son oscuras, frente y corona blanco, algunas veces con tonos en amarillo, el
lores y la region perioftadlmica en rojo, la corona y la nuca azul, el alula en rojo, la
plumas primarias verdes hacia la base y cada vez mas azules hacia las puntas, las

secundarias en azul, las plumas de la cola verde con puntas verde amarillento.
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Figura. 2. Area de distribucion actual de Amazona albifrons (Tomado de Marin-Togo et al.,
2012. En gris obscuro muestran la presencia y en gris claro las areas de ausencia de la
especie).

Las subespecies en las que se divide segun la clasificacion de Forshaw (1989)

tienen las siguientes caracteristicas:

1.

2.

A. a. albifrons (Sparrman 1788). Esta subespecie habita en México desde
Michoacan, centro y occidente del pais hasta Chiapas. Las medidas de los
machos son las siguientes: ala de 178 a 190 mm, cola de 82 a 101 mm, culmen
expuesto de 25 a 28 mm y el tarso de 19 a 22 mm; y las medidas de las hembras
son ala de 170 a 178 mm, la cola de 81 a 95 mm, culmen expuesto de 23 a 25

mm y el tarso mide de 18 a 21 mm.

A. a. saltuensis (Nelson 1899). Similares a A. a. albifrons pero su plumaje en
general es mas verde particularmente en la espalda, los costados y el cuello, la
corona azul se extiende hasta la nuca. Los machos tienen alas que miden desde
175 hasta 190 mm, la cola de 81 a 96 mm, culmen expuesto de 24 a 27 mmy el
tarso va desde 19 hasta 22 mm; en las hembras el ala mide de 176 a 185 mm, la

cola de 87 a 95 mm, culmen expuesto de 23 a 25 mm y el tarso es de 20 a 21
11



mm. Su distribucion se limita al norte de México en los estados de Sinaloa,

occidente de Durango y sur de Sonora.

3. A. a. nana (Miller 1905). Similares a A. a. albifrons pero de menor tamafio, en los
machos el ala mide de 164 a 172 mm, la cola de 73 a 86 mm, culmen expuesto
de 25 a 27 mm y el tarso va desde los 19 hasta los 21 mm; en las hembras el ala
mide de 155 a 175 mm, la cola de 73 a 91 mm, el culmen expuesto de 23 a 25
mm y el tarso mide de entre 18 hasta los 21 mm. En México esta distribuido
desde el sur-oriente de Veracruz peninsula de Yucatdn y nor-occidente de

Chiapas.

3.3. Amazona finschi (Sclater, 1864)

Amazona finschi es endémica de México, la distribucion historica la ubicaba a lo
largo de la vertiente del Pacifico desde el sur de Sonora y suroeste de Chihuahua hasta
Oaxaca (Forshaw 1989, Howell and Webb 1995). Algunos reportes recientes indican
que la especie mantiene una distribuciébn continua desde el Sur de Sonora hasta
Michoacan y Guerrero, y que ha sido practicamente extirpada de zonas costeras de
baja elevacion en Nayarit y Guerrero, aunque en este Ultimo estado permanecen en
zonas montafiosas y en los limites con Michoacan particularmente en la cuenca de
Balsas. También ha sido eliminada de casi toda la costa oaxaquefia (Marin-Togo et al.,
2012) (Fig. 3), existen reportes que mencionan a los estados de Jalisco, Michoacan y
Sinaloa como los que cuentan con una mayor abundancia y area de distribucion de la
especie (Renton and Iiigo-Elias, 2003). Este loro presenta un bajo éxito de nidacion,
altas fluctuaciones en productividad reproductiva, con requerimientos especificos de
habitat y realiza grandes movimientos estacionales (Renton 1998, 2001, 2002, Renton
and Salinas-Melgoza 1999, Salinas-Melgoza 1999). Por todo lo anterior, se encuentra

en la lista roja bajo la categoria de vulnerable (IUCN, 2011), en CITES esta en el
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apéndice | y en la NOM-059 en peligro de extincidbn y ocupa el cuarto lugar en

explotacion ilegal en México (Cantu, 2007).
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Figura 3. Zonas de distribucion geogréfica actual de A. finschi en México (Tomado de Marin-
Togo et al., 2012) Las areas en gris obscuro indican la presencia de la especie y las areas en
gris claro son de ausencia.

Esta ave tiene un tamafio de unos 33 cm y su masa de 292 g, con plumaje verde
brillante, frente marrén o roja, corona, nuca y cuello lila, mejillas y coberteras de los
canales auditivos verde amarillento, primarias azul-violeta, especulum en rojo,
secundarias verde-azules alrededor de las puntas, cola verde con puntas amarillentas.

Las subespecies en las que se divide tienen las siguientes caracteristicas:

1. A f. finschi (Sclater, 1864). En los machos el ala mide de 191 a 208 mm, la cola
de 100 a 120 mm, culmen expuesto de 29 a 30 mm y el tarso de 21 a 23 mm; en
las hembras el ala mide de 185 a 202 mm, la cola de 108 a 124 mm, el culmen
expuesto desde 27 hasta 30 mm y el tarso de 21 a 23 mm. Habita desde el Sur

de Sinaloa y Durango hasta el Sur de Oaxaca (Friedmann et al., 1950).
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2. A. f. woodi (Moore, 1937). Similares a A. f. finschi, pero el plumaje verde menos
amarillo, el marron de la corona y frente restringido y palido. Su talla es
ligeramente mayor que la de A. f. finschi, los machos tienen una longitud del ala
de 198 a 215 mm, la cola va de 109 a 124 mm, culmen expuesto de 29 a 32 mm
y el tarso mide de 21 a 24 mm; en las hembras el ala mide de 193 a 208 mm, la
cola de 104 a 124 mm, el culmen expuesto de 27 a 31 mm y el tarso de 22 a 23

mm. Sureste de Sonora y Suroeste de Chihuahua, centro-este de Sinaloa.

3.4. Marcadores, Filogenia y conservacion.

Actualmente la secuenciacion de ADN es la técnica mas utilizada en analisis
taxondmicos de subespecies ya que permite observar la variacibn de caracteres
presentes en el ADN nuclear y mitocondrial (ADNmt). Para distinguir el rango de
subespecie a partir de caracteres moleculares se han hecho varias propuestas, bajo el
concepto filogenético de especie se busca formar grupos monofiléticamente reciprocos,
que son un grupo de secuencias que comparten una secuencia comun ancestral no
encontrada en individuos de cualquier otra especie (Avise, 2000). EI ADNmt ofrece una
prueba molecular sensible del proceso evolutivo intraespecifico, su principal ventaja
como marcador es que tiene una tasa de evolucién mayor que la del ADN nuclear, por
lo que se han encontrado diferencias entre poblaciones que no son posibles de detectar
con otros métodos (Ball and Avise, 1992). En las revisiones taxondmicas de psitacidos
se han utilizado tipicamente marcadores mitocondriales como las secuencias de la
region control (RC), NADH Deshidrogenasa 2 y 6 (ND2, ND6), ATP sintasa proteinas 8
y 6 (ATP8, ATP6), Citocromo oxidasa | (COIl), Citocromo b (cytb), los genes de ARN

ribosomal 12S y 16S y algunas secuencias nucleares aunque en menor proporcion.

En el campo de la biologia de la conservacién, las subespecies son de
considerable utilidad en el establecimiento de las estrategias de conservacion (Avise

and Nelson, 1988; Solérzano et al., 2004; Zink, 2004; Johnson et al., 2005; Zink et al.,
14



2005; Phillimore and Owens, 2006). 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 histéricos de
las poblaciones. Estos son fundamentales en el disefio de estrategias de conservacion
cuya finalidad sea conservar los procesos que garantizan que el sistema tenga la
capacidad de mantenerse y evolucionar. Un concepto que cumple con este fin, es el de
Unidades Evolutivamente Significativas (ESU) propuesto por Moritz (1994), quien
propone que una ESU se puede definir 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 la herencia evolutiva sea reconocida y protegida 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 conservacion y provee un

marco filogenético para decidir qué unidad poblacional es més distintiva (Avise, 2000).

A pesar de la importancia del concepto en el auxilio de la designacion de
poblaciones propuestas para conservacion, en la actual legislacion mexicana no es
considerado para establecer areas naturales protegidas o para designar subespecies
bajo alguna categoria de riesgo, la Comision Nacional de Areas Naturales Protegidas
(CONANP) tiene 6 categorias de injerencia federal en el establecimiento de un area
protegida, de estas solo la categoria de Santuarios considera establecerlos en base a la
riqgueza de flora y/o fauna o por la presencia de especies o0 subespecies o habitats de

distribucion restringida.

Existen varios trabajos publicados donde ha sido posible identificar una
subespecie como ESU en aves, donde el uso de diferentes marcadores moleculares ha
permitido determinar diferentes grados de diferenciacion entre poblaciones, lo cual es
basico en la determinacion y propuesta de una ESU. Por otro lado, se ha reafirmado la
idea de Ball y Avise (1992), de que las aves exhiben una amplia variedad de historias
demograficas y filogenéticas, por lo cual la genética de poblaciones y la significancia
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evolutiva de las subespecies debe ser reevaluado caso por caso. En un marco en el
que los resultados abarcan diferentes escenarios mencionamos los siguientes

ejemplos:

Wu, et al. (2012) encontraron en Garrulax chinensis (Timaliidae) monofilia en la
subespecie islefia G. c¢c. monachus y lo proponen como ESU mientras otras 2

subespecies continentales G. c. chinensis y G. c. lochmius son parafiléticas.

Hackett (1996) realizé un analisis molecular en dos subespecies de Ramphocelus
passerinii (R. p. passerinii y R. p. costaricensis) y propone tratarlas como especies
separadas con base en el grado de diferenciacion genética entre ellas, en la ausencia

de evidencia de hibridacion y en el apoyo de datos morfolégicos.

En un estudio de la subespecie Falcipennis canadensis isleibi se demuestra que
existe independencia demografica y genética en sus poblaciones con respecto a
poblaciones de F. c. canadensis y F. c. franklinii que requiere atencion especial en el

manejo para mantener ese linaje evolutivo (Barry and Tallmon, 2010).

Draheim et al. (2010) al analizar la estructura genética entre tres subespecies de
Sternula antillarum (S. a. browni, S. a. athalassos y S. a. antillarum) encuentran poca
evidencia de estructura genética y poca subdivision poblacional entre ellas, por lo que
sugieren una reevaluacion de las subespecies de S. antillarum y eliminar las

denominaciones de subespecie.

En el grupo de los psitacidos existen pocos trabajos bajo este tipo de analisis, la
mayoria se enfocan en estudios de areas como la filogenética y biogeografia en
diferentes niveles taxondmicos (Tavares 2004; Astuti et al., 2006; Ribas 2005, 2009;
Tavares et al., 2006; Wright et al., 2008; Mayr, 2010; Kirchman, 2012). Sin embargo, se
pueden citar algunos trabajos donde se realizan analisis moleculares con un sentido de
conservacion, como el publicado por Faria et al. (2008) donde realizan un analisis de

variacion genética y conservacion en tres poblaciones de Anodorhynchus hyacinthinus.
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Ellos encuentran dos grupos diferenciados genéticamente y destacan la aplicacion de
sus analisis en el campo de la biologia de la conservacién cuando logran la asignacion

de individuos de sustraccion desconocida a su poblacion de origen.

Otro estudio con mayor cercania al tema que nos ocupa es el realizado por
Rusello et al. (2010), quienes con un analisis filogenético de 5 subespecies
controversiales en A. leucocephala demostraron que se forman 3 grupos monofiléticos,
uno de ellos integrado por las subespecies A. I. leucocephala y A. I. palmrum y el
subclado monofilético A. | hesterna, por otro lado, en el clado de la subespecie A. I.
bahamensis encuentran suficiente diferenciacion genética como para proponerlos como

grupos separados que merecen conservacion.

Destaca también el estudio publicado por Rusello y Amato (2004) donde se
incluyen las 3 subespecies de Amazona albifrons, donde se realizaron analisis
filogenéticos con marcadores mitocondriales (COIl, 12S y 16S) y nucleares (b-fibrint7,
RP40 y TROP) a nivel de Género. Incluyendo un ejemplar por subespecie de A.
albifrons, encuentran monofilia para la especie pero aclaran que se requiere de estudios
adicionales y la ampliacion de la muestra a nivel subespecifico para la designacion de

unidades de conservacion.

Un trabajo que destaca por la similitud que tiene con el presente estudio es el
realizado por Wenner et al, (2012), ellos revisaron secuencias nucleares vy
mitocondriales de las 5 subespecies de Amazona farinosa, donde encontraron amplias
diferencias entre las subespecies distribuidas en Centroamérica y Sudamérica.
Mediante andlisis filogenéticos demostraron que existen dos clados monofiléticos, uno
donde se agrupan las subespecies centroamericanas y otro con las sudamericanas. Las
distancias genéticas medias de las secuencias de cytb fueron de 3.5-5.4% entre estos
dos clados, y con base en estos datos sugieren que las amazonas centroamericanas
(subespecies A. f. guatemalae y A. f. virenticeps) y sudamericanas (A. f. farinosa, A. f.

inorata y a. f. chapmani) se deben considerar como especies filogenéticamente
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distintas, lo que soporta fuertemente su idea de que deben ser consideradas como

unidades de conservacion separadas.
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4. JUSTIFICACION

Aratinga canicularis, Amazona albifrons y Amazona finschi son especies con
poblaciones vulnerables en sus habitat naturales por esta razdn son necesarios los
analisis que auxilien en el establecimiento de estrategias de conservacion, en este
campo de la biologia la taxonomia molecular juega un papel determinante ya que
permite identificar diferencias entre subespecies imposibles de detectar con métodos

tradicionales.
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5. HIPOTESIS

Se plantean las siguientes hipétesis por separado de acuerdo a las especies en
cuestion:

Las subespecies Aratinga canicularis canicularis, Aratinga canicularis clarae y

Aratinga canicularis eburnirostrum forman tres clados monofiléticos.

Las subespecies Amazona albifrons albifrons, Amazona albifrons nana y Amazona

albifrons saltuensis son monofiléticas reciprocas.

Amazona finschi finschi y Amazona finschi woodi conforman dos clados
monofiléticos.
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6. OBJETIVOS

General

o Analizar la filogenia a nivel subespecifico de Aratinga canicularis, Amazona
albifrons y Amazona finschi.

Especificos

o Realizar un analisis de haplotipos a nivel subespecifico para cada especie.

o Determinar si existen monofilias reciprocas en Aratinga canicularis, Amazona
albifrons y Amazona finschi, con el uso de secuencias de ADN mitocondrial.

o Identificar unidades evolutivamente significativas para cada especie basadas en
monofilia reciproca.
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7. MATERIALES Y METODOS.
7.1. Muestras bioldgicas.

Se conté con muestras de ejemplares depositadas en 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) y
provienen de dos proyectos de colaboracion (Ecologia y situacion actual de las
especies prioritarias de psitacidos de la vertiente del Pacifico mexicano a cargo de Dr.
T. Monterrubio Rico y Diagnéstico y propuestas sobre el potencial de manejo
sustentable de la fauna silvestre en el bajo Balsas Michoacan a cargo del Dr. Alejandro
Pérez Arteaga). Adicionalmente, se conté con muestras de A. a. hana provenientes de
una donacion del santuario de aves Xaman Ha en Quintana Roo a cargo del Biol. Javier
Gonzalez Vazquez. Los individuos muestreados se asignaron a una de las subespecies
con base en los datos morfométricos, la localidad de captura y distribuciones publicadas

para las subespecies (Forshaw, 1989).

Las localidades de colecta y numero de individuos analizados por subespecie se
reportan en la tabla 1 y en la figura 4. A todos los individuos se les asigné una clave de

identificacion para su registro en catalogo (Tabla 2).

Tabla 1. Numero de muestras (N) consideradas por subespecie y localidad.

Subespecie N Localidad Subespecie N Localidad

A.c. Palos Marias y Agua Playa del Carmen
5 _ y, 9 A.a. nana 4 y

eburnirostrum Cola (Michoacan) (Quintana Roo)

) Palos Marias, Los Pozos,
Badiraguato, Imala 'y

A. c. clarae 4 _ A. f. finschi 4 sanJuan de Alimay San

Cosala (Sinaloa) ) i
Telmo (Michoacan)
. Lazaro Céardenas y Los .

A. a. albifrons 3 _ ,y A. f. woodi 4 Imala, y Cosal4 (Sinaloa)

Pozos (Michoacan)
. Mocorito y Cosala
A. a.saltuensis 4 Y

(Sinaloa)
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® Sb = Badiraguato, Sinaloa.
® Si = Imala, Sinaloa.
® Sc = Cosala, Sinaloa.

Aratinga canicularis
0 185 370 740
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Kilometers

® Mpm = Palos Marias, Michoacan.
® Mac = Agua Cola, Michoacan.

110 104 98 92

® Si =Imala, Sinaloa.
® Sc = Cosala, Sinaloa.
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® Mpm = Palos Marias, Michoacan.
@ Mip = Los Pozos, Michoacan.

] . , ® Msj = San Juan de Alima, Michoacan.
Kilometers : ® Mst = San Telmo, Michoacan.

110 108 -100 -95
110 104 98 92

18
18

® Sm = Mocorito, Sinaloa.
® Sc = Cosala, Sinaloa.

0 230 460 920 1,380

Kilometers

110 104 98 92
Figura 4. Mapas donde se muestran los sitios de colecta de las muestras (Tomados de Marin-
Togo et al., 2012). Las muestras de diferentes localidades de Sinaloa se indican con circulos
verdes y las muestras provenientes de Michoacan se indican con circulos en rosa.

@ Mip = Los Pozos, Michoacan.
® Mic = Lazaro Cardenas, Michoacan.
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Tabla 2. Claves de identificacion de los individuos analizados en este estudio.

Especie Clave Subespecie/ Municipio de colecta, Estado/ No. muestra.
A. canicularis | AceMac10 A. c. eburnirostrum. Agua Cola, Michoacan. Muestra 10.
AceMpm53 A. c. eburnirostrum. Palos Marias, Michoacan. Muestra 53.
AceMpm58 A. c. eburnirostrum. Palos Marias, Michoacan. Muestra 58.
AceMpm60 A. c. eburnirostrum. Palos Marias, Michoacan. Muestra 60.
AceMpm62 A. c. eburnirostrum. Palos Marias, Michoacan. Muestra 62.
AccSh14 A. c. clarae. Badiraguato, Sinaloa. Muestra 14.
AccSi27 A. c. clarae. Imala, Sinaloa. Muestra 27.
AccSc48 A. c. clarae. Cosala, Sinaloa. Muestra 48.
AccSc49 A. c. clarae. Cosala, Sinaloa. Muestra 49.
A. albifrons AanQpcl A. a. nana. Playa del Carmen, Quintana Roo. Muestra 1.
AanQpc2 A. a. nana. Playa del Carmen, Quintana Roo. Muestra 2.
AanQpc3 A. a. nana. Playa del Carmen, Quintana Roo. Muestra 3.
AanQpc4 A. a. nana. Playa del Carmen, Quintana Roo. Muestra 4.
AasSm1l1l A. a. saltuensis. Mocorito, Sinaloa. Muestra 11.
AasSm13 A. a. saltuensis. Mocorito, Sinaloa. Muestra 13.
AasSc30 A. a. saltuensis. Cosal4, Sinaloa. Muestra 30.
AasSc42 A. a. saltuensis. Cosala, Sinaloa. Muestra 42.
AaaMIp15 A. a. albifrons. Los pozos, Michoacan. Muestra 15.
AaaMIc89 A. a. albifrons. Lazaro Cardenas, Michoacan. Muestra 89.
AaaMIc90 A. a. albifrons. Lazaro Cardenas, Michoacan. Muestra 90.
A. finschi AfwSi32 A. f. woodi. Imala, Sinaloa. Muestra 32.
AfwSi33 A. f. woodi. Imala, Sinaloa. Muestra 33.
AfwSc39 A. f. woodi. Cosala, Sinaloa. Muestra 39.
AfwSc40 A. f. woodi. Cosala, Sinaloa. Muestra 40.
AffMIp14 A. f. finschi. Los pozos, Michoacan. Muestra 14.
AffMsj23 A. f. finschi. San Juan de Alima, Michoacén. Muestra 23.
AffMpm50 A. f. finschi. Palos Marias, Michoacan. Muestra 50.
AffMst88 A. f. finschi. San Telmo, Michoacan. Muestra 88.

7.2. Extraccién de ADN de muestras de plumay sangre.

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de pluma y sangre por el método libre de
fenol de Fitz-Simmons (1997). En microtubos de 1.5 ml se colocaron 30 ul de sangre 6
una fraccion del cafion de la pluma de 4 por 2 mm, se incubaron con 400 pl de buffer de
lisis (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 10 mM, SDS 1%) y 10 ul de proteinasa K
(10mg/ml) (Sigma), por un periodo de 3 horas en caso de sangre y de 4 a 6 horas para

pluma a 60°C en un termomixer (Eppendorf), se agitaron por inversion ocasionalmente.
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Finalizado el tiempo de incubacion, se adicionaron 170 yl de acetato de amonio 7.5 M
mezclando por inversion y se congelé a -70°C durante 20 minutos. Se centrifugé a
13,000 rpm por 25 minutos en una microcentrifuga (Sorvall). El sobrenadante se
transfirid a un microtubo nuevo y se mezclé con 800 ul de isopropanol frio (-20°C), se
almacend a -70°C toda la noche. La muestra se centrifugd a 13,000 rpm por 25
minutos, se elimindé el sobrenadante y se enjuagé con etanol al 70% frio (-20°C). Se
eliminé el exceso de etanol, se secOd la pastilla a temperatura ambiente y se

resuspendio en 25 ml agua destilada desionizada estéril (H,Og44e). Se almacenoé a 4°C.

La presencia e integridad del ADN se reviso por electroforesis en gel de agarosa al
1% con buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8), buffer de carga tipo Il
6X (Bromofenol 0.25%, xilencianol FF 0.25% y glicerol 30%) (Sambrook y Rusell, 2001)
tefiido con Syber Safe 1X (Invitrogene), se aplicd una corriente de 80 voltios durante 30

minutos y se visualizé en un fotodocumentador (Kodak Gel Logic 200).

7.3. Amplificacion por reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR).

Para la especie A. canicularis se realiz6 la amplificacion de tres secuencias por
PCR: RC, COIl y ND2. Los oligonucledtidos RCqurcap (5"-CATAAACTGTGGGCTGGTC-
3) ¥ RCarear (5"-GGCTTGATAGAACGGAGAGTAAAA-3) que amplifican un fragmento
aproximado de 560 pb de la RC de A. canicularis fueron disefiados en este trabajo
mediante el programa DNASTAR Lasergene LG10VC (Kumar and Blaxter, 2010) con
base en una secuencia de la RC reportada en GenBank para A. pertinax (No. de
acceso EU621597.1) (Tabla 3), la reacciébn de amplificaciéon se realizé con las
siguientes condiciones: 94°C por 3 minutos seguido de 35 ciclos de 95°C durante 40
segundos, 56°C durante 40 segundos y 72°C durante 1 minuto, y extension final de
72°C durante 3 min (GeneAmp PCR System 2700/Applied Biosystems). La
amplificacion de un fragmento de 590 pb de COI se realizé con los oligos COlgrcap (5-
CTACCACGCGGGCAAAAA-3) y COlgear (5-CCCAATGGAGGATAAAGTGTT-3")
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disefiados de la misma manera que para la RC pero con base en una secuencia de COI
reportada en GenBank para A. canicularis (No. de acceso HQ629753.1) y otras
especies del género (Tabla 3), las condiciones de amplificacién fueron las siguientes:
94°C por 3 minutos seguido de 35 ciclos de 95°C durante 40 segundos, 55°C durante
40 segundos y 72°C durante 1 minuto, y extension final de 72°C durante 3 min
(GeneAmp PCR System 2700/Applied Biosystems). Finalmente para la especie se
realiz6 la amplificacion del gen ND2 de aproximadamente 1140 pb con los
oligonucledtidos L5215 (5-TATCGGGCCCATACCCCGAATA-3") (Hacket, 1996) y
HTrpC (5-CGGACTTTAGCA GAAACTAAGAG-3") (Smithsonian TR Inst.) (Tabla 3)
bajo las siguientes condiciones: 94°C durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacién a una temperatura de 94°C durante 40 segundos, alineamiento a
56°C durante 40 segundos y extension a 72°C durante 2 minutos, y una extension final

de 72°C durante 5 minutos.

Para la especie A. albifrons se realizaron las amplificaciones de los marcadores
COl y ND2 y en A. finschi los marcadores RC, COIl y ND2. La amplificacion de un
fragmento de 650 pares de bases (pb) de la secuencia del gen de la Citocromo Oxidasa
| (COI) de las muestras de A. albifrons y de A. finschi se realiz6 con los oligonucle6tidos
reportados por Palumbi et al., (2002): COIF-L (5"-CCTGCAGGAGGAGGAGAYCC-3) y
COla-H (5-AGTATAAGCGTCTGGGTAGTC-3) (Tabla 3), las reacciones de
amplificacion se prepararon en microtubos de 0.2 ml como sigue: 200 ng de ADN, 10
pmol de cada oligonucleétido, buffer para PCR 1X (20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KClI),
MgCI2 1.5 mM, 200 uM de cada dNTP, Platinum Taq DNA polimerasa 1.5 U
(Invitrogene) y HzO44e hasta un volumen final de 25 pl. Las condiciones para la
amplificacion fueron las siguientes: 94°C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a una temperatura de 95°C durante 30 segundos, alineamiento a
65°C durante 30 segundos y extension a 72°C durante 1 minuto, y una extension final
de 72°C durante 3 minutos (GeneAmp PCR System 2700/Applied Biosystems).
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La amplificacion del gen ND2 de A. albifrons y A. finschi se realiz6 con los
oligonucledtidos reportados en este trabajo para A. canicularis (Tabla 3), bajo las
mismas condiciones.

La amplificacién de un fragmento de aproximadamente 570 pb de la RC de A.
finschi se realizd con los oligonucleétidos LGlu (5"-GCCCTGAAAARCCATCGTTG-3") y
CR522Rb (5"-TGGCCCTGACYTAGGAACCAG-3') reportados por Eberhard et al., 2001
(Tabla 3).

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados en el presente estudio para amplificar diferentes regiones
del ADN mitocondrial de A. canicularis, A. albifrons y A. finschi.

Marcadpr/ Secuencia de los oligonucleétidos Fuente
Especie
RC RCarcap (5" -CATAAACTGTGGGCTGGTC-3") Disefiados en
A. canicularis RCarcar (5" -GGCTTGATAGAACGGAGAGTAAAA-3") | este trabajo.
COl COlgrcap (5-CTACCACGCGGGCAAAAA-3) Disefiados en
A. canicularis COlgrcar (5"-CCCAATGGAGGATAAAGTGTT-3) este trabajo.
RC LGlu (5"-GCCCTGAAAARCCATCGTTG-3") Eberhard et al.,
A. finschi CR522Rb (5"-TGGCCCTGACYTAGGAACCAG-3") 2001.
,CA:.Of:nschi y COIF-L (5"-CCTGCAGGAGGAGGAGAYCC-3) Palumbi et al.,
: COla-H (5"-AGTATAAGCGTCTGGGTAGTC-3") 2002.
A. albifrons
ND2
A. canicularis, | L5215 (5'-TATCGGGCCCATACCCCGAATA-3) g;ﬁ;}estorlli ?IGTVR
A. albifronsy | HTrpC(5 -CGGACTTTAGCAGAAACTAAGAG-3) st
A. finschi

La reaccion de amplificacién de la RC de A. finschi se realiz6 por PCR exponencial
gue consta de dos fases, la reaccion de la fase 1 se prepard en un microtubo de 0.2 ml
incluyendo: 200 ng de ADN, 10 picomol del oligonucleétido LGlu, buffer para PCR 1X
(20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI), MgCl, 1.5 mM, 200 uM de cada dNTP, Platinum
Taq DNA polimerasa 1.5 U (Invitrogene) en un volumen final de 25 pl completado con

H.Ogge- Las condiciones de la fase 1 fueron las siguientes: 94°C durante 3 minutos,
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seguido de 25 ciclos iniciando con una desnaturalizacion a una temperatura de 95°C
durante 40 segundos, alineamiento a 55°C durante 40 segundos y extensién a 72°C
durante 1 minuto, se incluyé una extension final a 72°C durante 3 minutos, concluido el
tiempo la reaccion se mantuvo a 65°C y se adiciono la reaccion de la fase 2 que incluye
los siguientes reactivos: 10 pmol de cada oligonucleoétido (LGlu y CR522Rb), buffer para
PCR 1X (20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI), MgCl, 1.5 mM, 200 yM de cada dNTP,
Platinum Tagq DNA polimerasa 1.5 U (Invitrogene) y H,Ogq4e para completar un volumen
final de 25ul. Las condiciones de la fase 2 fueron las siguientes: 94°C durante 3
minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a una temperatura de 95°C durante
40 segundos, alineamiento a 56°C durante 40 segundos y extensién a 72°C durante 1
minuto, y una extensiéon final de 72°C durante 5 minutos (GeneAmp PCR System
2700/Applied Biosystems).

Los productos de amplificacion se revisaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% en buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8), buffer de
carga tipo Il 6X (Bromofenol 0.25%, xilencianol FF 0.25% vy glicerol 30%) (Sambrook y
Rusell, 2001), tefiido con Sybr Safe 1X (Invitrogene), y el marcador de tamafio
molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogene). Se aplicd una corriente de 80 voltios

durante 30 minutos y se visualizé en un fotodocumentador (Kodak Gel Logic 2000).

7.4. Secuenciacion.

La secuenciacion del ADN se realiz6 en ambas cadenas por el método de dideoxy
(Sanger et al., 1977), mediante el sistema comercial DNA Sequencing (BigDye v3.1
Terminador Cycle Sequencing Ready Reaction Applied Biosystems) y de manera

automatizada en un AbiPrism 310 (Applied Biosystems).
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7.5. Andlisis de secuencias.

Los electroferogramas y sus secuencias se analizaron, se editaron y se alinearon
con el programa Bioedit 7.09 (Hall, 1999), y se compararon con las bases de datos
internacionales mediante el programa BLAST de NCBI (Zhang, et al., 2000).

Para la obtencion del niumero de haplotipos por especie y sitios polimorficos de las

secuencias se utilizé el programa DnaSP5.10 (Librado and Rozas, 2009).

7.6. Construccién de arboles filogenéticos.

Con los alineamientos obtenidos se construyeron arboles filogenéticos para cada
region por separado y para datos combinados con las regiones disponibles, los arboles
estan basados en distancias genéticas y en caracteres bajo los modelos de Maxima
Verosimilitud (Maximum Likelihood -ML-), M&xima Parsimonia (Maximum Parsimony -
MP-) y bayesianos mediante el uso de programas como MEGA 5.05 (Tamura et al.,
2011), PAUP 4.0b10 (Swofford, 2002) y Mr Bayes v3.1 (Ronquis and Huelsenbeck,

2003), los soportes de los nodos se estimaron con analisis bootstrap.

Para la reconstruccion de filogenias usando algoritmos de ML, se utilizé el modelo
de evolucion molecular elegido bajo el criterio de informacion de Akaike (AIC) (Alfaro y
Hulsenbeck, 2006) y para la inferencia filogenética bayesiana se utilizé el modelo de
evolucion molecular determinado por el mejor criterio de informacidén bayesiana (BIC),
ambos con el programa ModelTest v.3.7 (Posada, 2008). Los analisis bayesianos se
corrieron con 1X10° generaciones usando dos Cadenas de Markov de Montecarlo
(MCMC) con las opciones predeterminadas en Mr. Bayes v3.1, los arboles fueron
muestreados cada 1,000 generaciones, descartando el 10% para obtener un arbol de

consenso de mayoria.
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7.7. Grupos externos.

La eleccidon de los grupos externos para cada especie se realiz6 basada en una
construccion previa de arboles filogenéticos realizada para este trabajo (arboles no
mostrados), en ellos se incluyeron todas las secuencias reportadas en GenBank para
cada especie del genero y marcador, lo que permitié visualizar y elegir la especie

hermana.
Grupos externos de Aratinga canicularis.

Los alineamientos con las secuencias de COI de A. canicularis incluyeron como
grupo externo secuencias de la especie Aratinga pertinax (No. de acceso: JQ174079.1)
ademas de la Unica reportada para A. canicularis con este marcador en banco de datos
(No. de acceso: HQ629753.1). En el alineamiento de secuencias de ND2 se incluyeron
la secuencia reportada en GenBank para la especie (No. de acceso: HQ629718.1) y
como grupo externo la secuencia de A. pertinax (No. de acceso: EU327600.1). Para la
secuencia de RC se considerd la de A. pertinax (No. de acceso: NC015197.1) como
grupo externo, no existen secuencias reportadas de la RC en el banco de datos para
esta especie. En la concatenacién de las secuencias también se tom6 como grupo

externo A. pertinax.
Grupos externos de Amazona albifrons.

Las secuencias de COI de A. albifrons para la construccion de arboles
filogenéticos consideraron las tres subespecies reportadas en GenBank (Numeros de
acceso: AY301427.1, AY301428.1 y AY301429.1), una reportada para la especie (No.
de acceso: HQ629750.1) y como grupo externo se eligi6 Amazona festiva (No. de
acceso: GU826171.1). En los alineamientos de ND2 se incluyé la Unica secuencia
reportada para la especie en banco de datos (No. de acceso: HQ629715.1) y como
grupo externo A. festiva (No. de acceso: HQ270478.1). En los alineamientos de las

secuencias concatenadas se tomaron estas mismas secuencias como grupo externo.
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Grupos externos de Amazona finschi.

En los alineamientos de COI para A. finschi se incluyé la secuencia reportada para
la especie (No. de acceso: AY301445.1) y como grupo externo la secuencia de
Amazona autumnalis (No. de acceso: AY301434.1). Los alineamientos de las
secuencias de ND2 incluyeron una secuencia de A. autumnalis (No. acceso
AY194446.1) como grupo externo. En los alineamientos de la RC se incluy6 también la
secuencia de A. autumnalis (No. acceso AF338284.1). La especie no tiene reportes de
secuencias ND2 y RC en banco de datos. Para los alineamientos concatenados se

tomo6 como grupo externo las secuencias anteriormente mencionadas de A. autumnalis.

7.8. Red de haplotipos

Las relaciones entre los haplotipos se establecieron basadas en las secuencias
concatenadas de los marcadores COI, ND2 y RC en el caso de A. canicularis y A.
finschi, y para A. albifrons las secuencias concatenadas incluyeron los marcadores COI
y ND2. La construcciéon de redes se realiz6 mediante el método Median-joining con el
software NETWORK v4.6.0.0, al construir las redes el método combina el algoritmo de
Kruskal para encontrar arboles de expansion minima favoreciendo conexiones cortas y
el algoritmo heuristico de maxima parsimonia de Farris (MP), el cual agrega

secuencialmente vectores (Bandelt et al., 1999).
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8. RESULTADOS

8.1. Extracciéon de ADN.

Se obtuvo el ADN en buena concentracién e integridad de 9 muestras de A.

canicularis, 11 de A. albifrons y 8 de A. finschi.

8.2. Amplificaciones y secuenciacion.

A partir de las 9 muestras de ADN de A. canicularis y con los diferentes pares de
oligonucledtidos (Tabla 3) se obtuvieron las amplificaciones de los fragmentos de la RC
(560 pb), de COI (650 pb) y del gen ND2 (1100 pb) (Fig. 5).

A partir de las 11 muestras de ADN de A. albifrons se amplificaron fragmentos de
650 bp del gen COI y 1100 pb del gen ND2 (Fig. 6).

Con las 8 muestras de A. finschi y los oligonucleétidos correspondientes (Tabla 3)
se obtuvieron los fragmentos esperados de 650 pb del gen COIl, 570 pb de la RC y
1100 pb del gen ND2 (Fig. 7).

A)

500 pb

Figura 5. Amplificacién de marcadores mitocondriales RC, COl y ND2 de A. canicularis. A), B) y
C) Geles de agarosa al 1%, en TAE 1X tefiido con Sybr Safe 1X. En el carril M, marcador de
tamafio molecular 1Kb Plus DNA Ladder; A) Amplificaciones A. canicularis RC, carriles 1-3
muestras de 3 individuos de la subespecie A. c. clarae; carriles 4-6 muestras de 3 individuos de
la subespecie A. c. eburnirostrum. B) Amplificaciones COIl de A. canicularis, carriles 1-4
muestras de 4 individuos de la subespecie A. c. clarae; carriles 5-8 muestras de 4 individuos de
la subespecie A. c. eburnirostrum. C) Amplificaciones ND2 A. canicularis, carriles 1-4 muestras
de 4 individuos de la subespecie A. c. clarae; carriles 5-8 muestras de 4 individuos de la
subespecie A. c. eburnirostrum.
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650 pb

Figura 6. Amplificacion de marcadores mitocondriales COl y ND2 de A. albifrons. A) y B) Geles
de agarosa al 1%, en TAE 1X tefiido con Sybr Safe 1X. En el carril M, marcador de tamafio
molecular 1Kb Plus DNA Ladder; A) Amplificaciones de COIl de A. albifrons, carriles 1-2
muestras de 2 individuos de la subespecie A. a. albifrons; carriles 3-4 muestras de 2 individuos
de la subespecie A. a. saltuensis; 5-6 muestras de 2 individuos de la subespecie A. a. nana. B)
Amplificaciones ND2 A. albifrons, carriles 1-3 muestras de 3 individuos de la subespecie A. a.
albifrons; carriles 4-6 muestras de 3 individuos de la subespecie A. a. saltuensis; 7-9 muestras
de 3 individuos de la subespecie A. a. nana.

Figura 7. Amplificacion de marcadores mitocondriales RC, COIl y ND2 de A. finschi. A), B) y C)
Geles de agarosa al 1%, en TAE 1X tefiido con Sybr Safe 1X. En el carril M, marcador de
tamafio molecular 1Kb Plus DNA Ladder; A) Amplificaciones de la RC de A. finschi, carriles 1-4
muestras de 4 individuos de la subespecie A. f. finschi; carriles 4-7 muestras de 3 individuos de
la subespecie A. f. woodi. B) Amplificaciones de COI de A. finschi, carriles 1-3 muestras de 3
individuos de la subespecie A. f. finschi; carriles 4-6 muestras de 3 individuos de la subespecie
A. f. woodi. C) Amplificaciones ND2 A. finschi, carriles 1-4 muestras de 4 individuos de la
subespecie A. f. finschi; carriles 5-8 muestras de 4 individuos de la subespecie A. f. woodi.
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8.3. Secuenciacion, ediciéon y alineamiento.

Aunque algunas de las muestras de las Amazonas analizadas presentaron
fragmentos duplicados del marcador COIl de aproximadamente 450 pb, estos no

interfirieron para la secuenciacion por su concentracion baja.
Secuencias de A. canicularis.

Aun cuando a partir de los fragmentos de RC de A. canicularis se amplificaron
secuencias de 560 a 580 pb, para el analisis de numero de haplotipos y sitios
polimorficos, los alineamientos y la construccidn de arboles filogenéticos se incluyeron

549 pb de las secuencias de este trabajo y de las reportadas en banco de datos.

En las amplificaciones de COI de A. canicularis se obtuvieron secuencias de 570 a
590 pb, y para el andlisis de numero de haplotipos y sitios polimérficos se utilizaron 552
pb. Sin embargo, después de los alineamientos con las secuencias reportadas en
GenBank se consider6 una region de 541 pb en la construccion de arboles

filogenéticos.

A partir de la amplificacion del gen ND2 se obtuvieron secuencias de 1055 a 1100
pb, y para el analisis de niumero de haplotipos y sitios polimorficos se utilizaron 1050 pb.
Para los alineamientos y para la construccién de arboles filogenéticos se incluyeron

1019 pb de secuencias reportadas en GenBank.
Secuencias de A. albifrons.

En las secuencias de COI de A. albifrons se obtuvieron fragmentos de 655 a 684
pb, y en la obtencién de namero de haplotipos y sitios polimérficos de tomaron en
cuenta alineamientos de 652 pb. Como resultado del alineamiento con las secuencias
de las tres subespecies, mas las especies consideradas como grupos externos se

analizé un fragmento de 506 pb en la construccion de arboles filogenéticos.
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Las secuencias del gen ND2 de A. albifrons mostraron tamafios de 1058 a 1068
pb. En el alineamiento para obtener nimero de haplotipos y sitios polimorficos se
utilizaron 1031 pb. Al incluir datos de secuencias del GenBank los alineamientos se

realizaron con 1029 pb.
Secuencias de A. finschi.

El analisis de las secuencias de la RC de A. finschi mostré fragmentos de entre
593 y 616 pb, y para la obtencién de numero de haplotipos y sitios polimorficos se
utilizaron 590 bp. Para los alineamientos y construccién de arboles filogenéticos se

incluyeron 569 pb de secuencias reportadas en banco de datos.

Las secuencias de COI de A. finschi obtenidas fueron de 655 a 684 pb, y en la
obtencién de numero de haplotipos y sitios polimérficos se utilizaron 612 bp. Los
alineamientos y construccion de arboles filogenéticos incluyeron 531 pb de las

secuencias en GenBank.

Las secuencias del gen ND2 de A. finschi mostraron tamafios desde las 1070 a
1116 pb. En el alineamiento para obtener el nimero de haplotipos y sitios polimérficos
se utilizaron 1067 pb. Para los alineamientos y construccién de arboles filogenéticos se

incluyeron 1038 pb de secuencias de GenBank.

8.4. Andlisis de haplotipos
Andlisis de haplotipos de Aratinga canicularis

Los analisis realizados con las 9 secuencias de 549 pb correspondientes al
fragmento de la RC de A. canicularis revelaron la presencia de 8 haplotipos (lacre -
8ackc) con 21 sitios polimorficos, diversidad haplotipica Hd=0.9722, diversidad

nucleotidica Pi=0.01417, todos los cambios nucleotidicos son transiciones, los
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haplotipos lacrc @ 4acrc S€ encontraron en 5 individuos del estado de Michoacan y los

haplotipos 5acrc @ 8acre S€ encontraron en 4 individuos del estado de Sinaloa (Tabla 4).

Tabla 4. Relacion de haplotipos y sitios variables encontrados en el fragmento de 549 pb de la

RC de A. canicularis.

Haplotipos Posicion
RC
A Individuo/ s |(w|m|lolo|lo|ls |||l |o|da|o

. . . Ad|lo|lg|la]|lolo|lo|lada|®@|® | B |w|[~]|]o |0 |0 | |W |0 |K |0
canicularis [frecuencia N|@|lo|lo|a|a|lda|ld|d|ad|d|dada|ad|a|N|Q | |0 |[m]|®
1acRC IAceMac10/ (1) G|ltT|c|jc|c|C|[C|G|G|A|T|A|A|T|T|T|C|C|A|G]|C
2acRC IAceMpm53 / (1) A . T T T T . A . . . . G . . . . . G . T

IAceMpm58

3acRC ACEMETTI62 /(2 A C . T . . . Al A . . . . . . . . T G . T
4acRC IAceMpm60 / (1) Al e . T | e T | e A e . . . . . . C | e . G| e .
5acRC AccSb14 / (1) . . . T | e T | T | e A | e . . . . . . T|T[G|A ]| e
Bacre IAccSi 27 / (1) e oo |T|e|T|T|A|A|e|e]|o|e|c|c|le|T|T|c|A]|Ss
7acRC AccSc 48/ (1) . . . T | e . T | e A | e C| G| e . . . . T|G|A | e
8acRC AccSc 49/ (1) . . . T | e T | T | e A| G| e . . C | e . T|T[G|A | e

1l.cre-8acre corresponden a haplotipos de la RC identificados en 9 individuos de A. canicularis,
1l.crc-4acre haplotipos encontrados en 5 individuos pertenecientes al estado de Michoacén,
5acrc-8acre haplotipos encontrados en 4 individuos del estado de Sinaloa.

En las 9 secuencias del gen COI de 552 pb se observaron 7 haplotipos (1accor -
Taccor) con 8 sitios polimérficos, Hd=0.9444, diversidad nucleotidica Pi=0.00443, todas
las mutaciones son transiciones, los haplotipos laccor @ 4accor S€ encontraron
exclusivamente en los 5 individuos del estado de Michoacan y los haplotipos 5accor @

7accor S€ encontraron en 4 individuos del estado de Sinaloa (Tabla 5).

Las 9 secuencias de 1054 pb del gen ND2 mostraron 5 haplotipos (Lacnpz - Sacnp2)
con 9 sitios polimérficos, Hd=0.722, diversidad nucleotidica Pi=0.00253, todos los
cambios nucleotidicos son transiciones, el haplotipo 1;cnp2 S€ encontré en 5 individuos
del estado de Michoacan y los haplotipos 2,cnp2 al 5acnp2 S€ encontraron en 4 individuos
del estado de Sinaloa (Tabla 5).
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Tabla 5. Relacion de haplotipos y sus sitios variables en A. canicularis. A) Fragmento de 552pb
de la secuencia de COI. B) Fragmento de 1054 pb de la secuencia de ND2.

A) B)
Haplotipos Posicion Haplotipos Posicion
COl ND2
A. Individuo/ slolalolnla A Individuo/ | ol lw!lalelw!al o
canicularis frecuencia |® |8 |S S |R|]|F |9 canicularisfrecuencia |= S| 3 |S|¥|N|R|&| S
1accorl AceMac10/(1)| T | T|clc|T|c|Aal|A LacnD2 AcMac10 G|lA|lalclc|la|Aa|T|A
2.accol AceMpm53/(1)| o | e | e | o | e | e | e |G AcMpm53
3accol IAceMpm58 e|Cle|oe|eo|e |G| AcMpm58

IAceMpm62/ (2) AcMpm60
Y accol AceMpm60 /(1) o | o | T | o | o | o | e |e AcMpm62 / (5)
Daccol AccSb14 /(1) | C e | o [T | e [o|e e 2acND2 Accsbld /()| Al e|e |[e |o e |G|e |G
Baccor pe e R I R 3.enD2 Accsi2? /() | Al e|Gle |o|e|e]c]|ec
7 accol AccScag /(1) |o | o | o |T|C|T]|e]e A acnp2 AccScas/ (1) | Al o|e | o |o |A]le e |G

5acnD2 AccSc49/(1) | A| Gl e | T | T |e |e | |G

l.ccoi-7accor corresponden a haplotipos de COI identificados en 9 individuos de A. canicularis,
laccor4accor haplotipos encontrados en 5 individuos pertenecientes al estado de Michoacéan,
5accor- Taccor haplotipos encontrados en 4 individuos del estado de Sinaloa.

L.cnp2-Bacnp2 COrresponden a haplotipos del gen ND2 identificados en 9 individuos de A.
canicularis, 1,np2 haplotipos encontrados en 5 individuos pertenecientes al estado de
Michoacan, 2,c.rc-5acrc haplotipos encontrados en 4 individuos del estado de Sinaloa.

Analisis de haplotipos A. albifrons.

Las 11 secuencias de COI de A. albifrons con 652 pb mostraron 6 sitios
polimorficos y 6 haplotipos (laacor - 6aacor) (Hd=0.891, Pi=0.00312), todas las
mutaciones observadas son transiciones. El haplotipo 1aacor S€ encontrd en 3 individuos
de Sinaloa, el haplotipo 2,.cor esta en 2 individuos de Sinaloa y uno de Michoacén, el
haplotipo 3aacor €n 2 individuos de Michoacan y los haplotipos 4aacol @ 6aacol €stan en

individuos de Quintana Roo (Tabla 6).

En la secuencia del gen ND2 de A. albifrons se encontraron 8 haplotipos (1aanp2 -
8aanp2) (HA=0.9455, Pi=0.00374) con 12 sitios variables. Los haplotipos laanp2 Y 2aanp2

se encontraron en 3 individuos de Michoacéan, los haplotipos 3aanp2, 4aanp2, Y Daanp2 S€
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localizaron en 4 individuos de Sinaloa, y los haplotipos del 6aanp2 @ 8aanp2 S€

encontraron en los 4 individuos del estado de Quintana Roo (Tabla 6).

Tabla 6. Relacién de haplotipos y sitios variables de A. albifrons. A) Para el fragmento de 591pb
de la secuencia del gen COIl. B) Fragmento de 1031pb de la secuencia del gen ND2.

A) B)
Haplotipos Posicién Haplotipos Posicién
Col ND2
A. Individuo/ A. albifrons |Individuo/
albifrons  frecuencia SRR R=REE F2l S frecuencia| L |Z (2 (1S I51318(1818I21818
AaaMlp15; RaaMlp15 /
laacor (Aa)sSc30;AasSc42/ A|T|A|T|C|G 1.anD2 1) G|C|C|A|G|C|T|C|C|G|G|A
3
AaaMIc89; AaaMIc89;
Zaaco| A::MIEE}O/(Z) L] L] L] L] L] A ZaaNDz A;:MIEQO/(Z) L] L] L] L] L] L] C L] L] L] L] L]
AasSm11; AasSm11;
3aacor Azzsmla/(z) e |*|C]e|* 3aann2 A::SEB/(Z) St C e A
4aaCOI /A?;)Qpcl;AanQpCS. e |Gle [T e 4aaND2 AasSc30/ (1) eleleleloloe|Clele|Alele
5aaco| AanQpc2 /(1) Gle |Gle . 5aaND2 Aassca2 /(1) A le |o |0 |o |o [Cle |T|o |Ale
AanQpc4 / (1 AanQpc;
Baacol anQped /)y e (G le [T e Baanp2 e oy |A s [T |o [T [« ]A]e
7 aaND2 fanQpc2 /(1) A |T [T |G|A|e [C[T|e |e |A]|C
8aanD2 panQpcd /(1) | A |e [T [Gle |T|C|T |e o [A]e

l.acor-6aacor corresponden a haplotipos COIl identificados en 11 individuos de A. albifrons, 1laaco
se encuentra en un individuo de Michoacan y dos de Sinaloa; el haplotipo 2,.,coi S€ encuentra
en individuos de Michoacan; 3..coi en individuos de Sinaloa; los haplotipos del 4..coi-6aacor
encontrados en 4 individuos del estado de Quintana-Roo.

Ll.anp2-8acnp2 cOrresponden a haplotipos del gen ND2 identificados en 11 individuos de A.
albifrons, los haplotipos l..coi Y 2aanp2 S€ encontraron en organismos de Michoacan; los
haplotipos 3.anp2-5aanp2 S€ encontraron en individuos de Sinaloa; los individuos del estado de
Quintana Roo mostraron los haplotipos 64anp2-8aanp2-

Andlisis de haplotipos de Amazona finschi.

En las secuencias del fragmento de la RC de los 8 individuos de A. finschi se
analizaron 591 pb, se encontraron 8 haplotipos (larc @ 8arc) (diversidad haplotipica

Hd=1, diversidad nucleotidica Pi=0.01082), con 18 sitios variables. Los haplotipos 1arc
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a 4arc Se encontraron en individuos de Michoacan y los haplotipos 5arc @ 8arc €N

individuos de Sinaloa (Tabla 7).

Los andlisis realizados con las secuencias de la especie A. finschi revelaron que
en un total de 8 secuencias de 612 pb de COI, existe solo un sitio polimoérfico en la
posicion 192 (una transicion, C por T en el individuo con clave AfwSi32) y por lo tanto 2
haplotipos (1lacor Y 2aicor) (Hd=0.25, Pi=0.00041). El haplotipo 1scol Se encuentra en 7

individuos de Michoacan y Sinaloa y el haplotipo 2;tco; en un individuo de la localidad de

Imala Sinaloa.

En las secuencias del gen de ND2 se encontré un unico haplotipo (Hd=0.0,

Pi=0.0).

Tabla 7. Relacion de haplotipos para A. finschi encontrados en un fragmento de 591 pb de la
secuencia de RC.

Haplotipos Posicion
RC
A finschi  |nawiduof slel(s|sl|elelslelelalalalalalg|e|s]|s
frecuencia S| 9|V |d [ |Q|Q|Q Q8 |Q |0 o |0 |@|®o|o|o |
lire AffMIp14 /(1) cleclalalT|c|c|T|T|T|T|T|Cc|c|T]|c|A]|A
2amc RS2 /@ | o |G |« |« |« |* |* |* |* o |o ||« |<]c]-
3afRC AffMpm50 / (1) . . G | e . . . . . C . . . . . . . .
4 ire AffMst88 / (1) e o |G |le e |e el el lolc|e|o|T oo |el|ele
Satrc Afwsi32 /(1) e |e|G|le|e|T|e|e|Cc|lc|c|Cc|e|T|C|T|G]|s
Batrc pfwsiz3 /(1) T|T|G|e|o|e|T|Cc|e|cCc|C|e|e|s]|e|T]|s]|o
TaRe Afwse3s /(1) e |le |G |G |C|e |e|e|e]|C]s . clT e |
8Batrc ffwscd0 /(1) e e |e e |T|e|e|e|c]e . cl{T |G|

L.rc-8are COrresponden a haplotipos de la RC identificados en 8 individuos de A. finschi, 1amrc-
4.rc haplotipos encontrados en 4 individuos pertenecientes al estado de Michoacan, 5arc-8atrc

haplotipos encontrados en 4 individuos del estado de Sinaloa.
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8.5. Construccion de arboles filogenéticos.

Para cada especie se construyeron arboles filogenéticos independientes con cada
marcador, usando algoritmos de parsimonia y verosimilitud. Adicionalmente se
construyeron arboles con las secuencias concatenadas bajo los criterios de maxima

parsimonia, maxima verosimilitud y bayesianos.

Los modelos de evolucion molecular para todos los andlisis de maxima
verosimilitud se eligieron bajo el criterio de informacion de Akaike corregido (AICc)
(Alfaro and Hulsenbeck, 2006) y los analisis bayesianos se eligieron bajo el criterio de
informacion bayesiana (BIC) (Schwarz, 1978), ambos calculados con ModelTest v.3.7
(Tabla 8).

Tabla 8. Modelos de evolucién molecular elegidos para los analisis de maxima verosimilitud y
bayesianos para cada marcador y especie: A) A. canicularis, B) A. albifrons; C) A. finschi. Los
criterios tomados en cuenta para su eleccién son AICc (criterio de informacion de Akaike
corregido) (Alfaro and Hulsenbeck, 2006) y BIC (Criterio de Informacién Bayesiana) (Schwarz,
1978).

A) Marcador/ | Mejor modelo B) Marcador/ | Mejor modelo C) Marcador/ Mejor modelo
A. canicularis Modeltest v3.7 A. albifrons Modeltest v3.7 A. finschi Modeltest v3.7
RC TrN+l (AICc) Col HKY (AICc) RC TrN+G (AICc)
COl TrN+l (AICc) ND2 TrN+I(AICc) Col HKY (AICc)
Secuencia HKY+G (AICc)
ND2 TrN (AICc) concatenada | HKY+l ( BIC) ND2 TrN+I (AICc)
Secuencia ?l?/lfl-l((;l\lcg(:); Secuencia TrN+I(AICc)
concatenada concatenada K80+l (BIC)
RC=Region Control; COI=Citocromo Oxidasa |; ND2=NADH Deshidrogenasa

HKY=Hasegawa-Kishino-Yano (1985); HKY+G=Hasegawa-Kishino-Yano (1985) + Distribucion
gamma; HKY+l=Hasegawa-Kishino-Yano (1985)+sitios invariables; K80+I=Kimura 80 (Kimura,
1980)+sitios invariables; TIM+I= Modelo Transitional + Sitios invariables (Tavaré, 1986);
TrN=Tamura-Nei (1993); TrN+G=Tamura-Nei (1993)+distribucion Gamma; TrN+I=Tamura-Nei
(1993)+sitios invariables.
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8.6. Arboles filogenéticos y red de haplotipos de A. canicularis.

Los arboles de MP y ML con cada marcador se muestran en la Figura 8. Bajo el
criterio de MP en cada arbol (RC, COl y ND2) se formaron tres clados monofiléticos
reiteradamente: ACC, ACE y ACCa, estos corresponden a las tres subespecies
analizadas: A. c. clarae (ACC), A. c. eburnirostrum (ACE) y A. c. canicularis (ACCa). En
los arboles de ML se puede observar el mismo patron, la excepcion es el construido
para el marcador COI que agrupa A. c. canicularis con A. c. clarae, aunque hay que
mencionar que salvo algunas excepciones los valores bootstrap que soportan las ramas

brindan poca certeza en todas las filogenias construidas.

Con las secuencias concatenadas (2109 pb) en el arbol de MP se observan
también tres clados monofiléticos ACC, ACE y AcNCBI (secuencia del banco de datos),
ésta Ultima se ubica como basal ancestral de individuos de las dos subespecies A. c.
eburnirostrum y A. c. clarae; en el clado ACC se encuentran secuencias pertenecientes
a los 4 individuos de la subespecie A. c. clarae del estado de Sinaloa. En el clado ACE
se agrupan los 5 individuos de la subespecie A. c. eburnirostrum de Michoacan (Figura
9A). El arbol de ML es muy parecido al de MP, coinciden en la ubicacién basal de la
secuencia del banco de datos y en la formacion de dos clados y sus integrantes (ACE y
ACC) aunque en ninguno de los dos arboles se obtuvieron valores bootstrap
ampliamente confiables salvo para ACC (Figuras 9A y 9B). En el arbol bayesiano la
secuencia del banco de datos también se ubica como ancestral para los clados ACC y
ACE, en este arbol los valores de confiabilidad son aceptables, el clado ACE con 82 y
ACC con 95% de confiabilidad (Figura 9C).
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Figura 8. Arboles filogenéticos de Aratinga canicularis. 8A) Arbol de Maxima Parsimonia con el
marcador COIl. 8B) Arbol de Maxima Verosimilitud con el marcador COI. 8C) Arbol de Maxima
Parsimonia con el marcador ND2. 8D) Arbol de Maxima Verosimilitud con el marcador ND2. 8E)
Arbol de Méaxima Parsimonia con el marcador RC. 8F) Arbol de Maxima Verosimilitud con el
marcador RC. ACC: Aratinga canicularis clarae; ACE: Aratinga canicularis eburnirostrum; ACCa:
Aratinga canicularis canicularis; GE: Grupo externo (Arpe=Aratinga pertinax).
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Red de haplotipos Aratinga canicularis.

La red de haplotipos se construyé con base en las secuencias concatenadas, en
ella se puede observar la formacién de tres grupos que concuerdan con la distribucion
geografica de los individuos a los que pertenecen las secuencias, esta formacion se
presenta en todos los arboles filogenéticos construidos. No se presentan haplotipos
compartidos entre individuos de las diferentes subespecies. El nUmero de mutaciones
que separa los grupos de la subespecies A. c. clarae y A. c. eburnirostrum es modesto
mientras que entre el ancestro hipotético de estas dos subespecies (mv2) y la
secuencia del banco de datos de NCBI asumida como A. c. canicularis se observan 10

mutaciones que las separan (Figura 10).
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Figura 10. Red de haplotipos median-joining que muestra las relaciones entre subespecies de
Aratinga canicularis, est4d basada en 2109 pb de las secuencias concatenadas de los
marcadores COIl, ND2 y RC. El tamafio del circulo es proporcional al nimero de individuos
compartiendo el haplotipo, las lineas transversales de las ramas representan el nimero de
mutaciones entre haplotipos; los circulos mvl-mv2 representan haplotipos hipotéticos no
encontrados (posibles haplotipos ancestrales).
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8.7. Arboles filogenéticos y red de haplotipos de A. albifrons.

El filograma de MP con el marcador COI agrupa en un clado (AAN) bien soportado
las secuencias de los individuos A. a. nana donde aparecen la secuencia del banco de
datos identificada para esta subespecie y las provenientes de muestras del estado de
Quintana Roo. En el clado AAA-S (poco soportado por valores bootstrap) aparecen
parafiléticas las secuencias de A. a. albifrons y A. a. saltuensis, aunque en este se
pueden identificar tres subclados: AAS con secuencias de A. a. saltuensis (incluye la
del banco de datos), el subclado AAA-S parafilético compuesto por la secuencia del
banco de datos reportada para la subespecie A. a. albifrons, una secuencia de A. a.
albifrons (Michoacan) y una de A. a. saltuensis (Sinaloa) y finalmente el subclado AAA
conformado por dos secuencias de A. a. albifrons (Michoacan). En ML se mantiene
bien soportado el clado AAN, se forma el clado AAS con 2 secuencias de A. a.
saltuensis (Sinaloa) y parafilético el clado AAA-S con secuencias de A. a. albifrons y A.
a. saltuensis (Figura 11). Con el marcador ND2 en MP y ML se confirma la monofilia del
clado AAN, y parafilia de AAA-S (Figura 11).

Con las secuencias concatenadas que incluyeron 1535 pb se aprecia nuevamente
la formacion de dos clados, uno monofilético integrado por miembros de la subespecie
A. a. nana (Quintana-Roo) (AAN) bien soportado en los tres tipos de andlisis (valores
boostrap de 80 en MP y 77 en ML, valor de credibilidad de 94 en bayesianos). El clado
parafilético AAA-S esta integrado por secuencias de individuos de las subespecies A. a.
albifrons y A. a. saltuensis, aunque los valores bootstrap en esta rama no son
contundentes la topologia se presenta en los arboles construidos con los tres métodos
(60 en MP, 61 en ML, y el valor de credibilidad en bayesianos es de 60). Algunos datos
extra por destacar, son que en los tres tipos de analisis la secuencia del individuo
AasSc42 (Cosala, Sinaloa) se presenta como OTU basal del clado AAA-S, donde
también se puede observar que la muestra AasSc30 esta muy cercana o incluso
integrada al subclado compuesto por individuos Michoacanos y que la secuencia con
clave de identificacibn AmalNCBI es OTU basal de AAN (Figura 12).
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Figura 11. Relaciones filogenéticas de Amazona albifrons. 11A) arbol de Maxima Parsimonia
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albifrons nana; GE: Grupo externo (Amfe= Amazona festiva).
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Red de haplotipos Amazona albifrons.

Al igual que en los arboles filogenéticos, en la red de haplotipos se pueden
distinguir solo dos grupos con una separacion somera basada en pocas mutaciones
entre ellos, los ancestros hipotéticos mv3 y mv4 que dividen las subespecies A. a nana
de Quintana Roo y las subespecies A. a. saltuensis y A. a. albifrons de Sinaloa y
Michoacan estan separadas por tres mutaciones. Existe una cercania mayor entre
haplotipos de individuos de las subespecies A. a. albifrons y A. a. saltuensis (4
mutaciones), que entre individuos de la subespecie A. a. nana de Quintana Roo y del
banco de datos NCBI (5 mutaciones). Con base en la construccion de la red con las
secuencias concatenadas, no se comparten haplotipos entre individuos de diferentes

regiones, aunque si se comparten entre individuos de la misma region (Figura 13).
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Figura 13. Red de haplotipos median-joining que muestra las relaciones entre subespecies de
Amazona albifrons, estd basada en 1535 pb de las secuencias concatenadas de los
marcadores COIl y ND2. El tamafio del circulo es proporcional al nimero de individuos
compartiendo el haplotipo, las lineas transversales entre las ramas representan el nimero de
mutaciones entre haplotipos; los circulos mvl-mv4 representan haplotipos hipotéticos no
encontrados (posibles haplotipos ancestrales).
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8.8. Arboles filogenéticos y red de haplotipos de A. finschi.

No fue posible construir los arboles de MP con COIl y ND2, debido a la carencia de
sitios parsimoniosamente informativos en ambas secuencias, en ML para estas dos
regiones los arboles presentan politomias, formandose un solo clado (AF) donde se
agrupan secuencias de los 4 individuos de Michoacéan, 4 de Sinaloa y la secuencia del
banco de datos para el caso del marcador COIl. Las secuencias de la RC en MP y ML
forman dos clados: el AFW monofilético integrado por 2 individuos del estado de
Sinaloa (soportado con un valor bootstrap de 80 y 78 respectivamente) y AFF-W
polifilético conformado por individuos de Michoacan y Sinaloa (valor bootstrap de 57 y
54) (Fig. 14).

Con las secuencias concatenadas (2159 pb) en los arboles de MP y bayesiano se
forman dos clados, el clado parafilético AFF-W integrado con secuencias de los 4
ejemplares de Michoacédn y 2 de Sinaloa, y el clado monofilético AFW que agrupa dos
ejemplares del estado de Sinaloa (AfwSi32 y AfwSc40), aunque en MP los valores
bootstrap que soportan el clado AFF-W no son confiables, en el arbol bayesiano los
valores de credibilidad si lo son, 84 para este clado al igual que para el grupo AFW
(Figura 15A y 15C). En el arbol de ML se forman dos clados, AFW con las 2 secuencias
de los individuos del estado de Sinaloa (bootstrap de 82) y el clado AFF-W con
individuos de Michoacan y Sinaloa, hay que sefalar que la formacion de este ultimo
subgrupo debe tomase con cautela ya que esta soportada por valores bootstrap de 55
en MP y 54 en ML (Figura 15B).
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Figura 14. Arboles filogenéticos de Amazona finschi. 14A) Muestran el arbol de Maxima
verosimilitud con el marcador COIl. 14B) Muestran el arbol de Maxima verosimilitud con el
marcador ND2. 14C) Arbol de Méaxima Parsimonia con el marcador RC. 14D) arbol de Maxima
verosimilitud con el marcador RC. AFF-W: Amazona finschi finschi-Amazona finschi woodi;
AFW: Amazona finschi woodi; GE: Grupo externo (Amau=Amazona autumnalis).
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Figura 15. Relaciones filogenéticas entre subespecies de Amazona finschi con 2159 pb de las
secuencias concatenadas. 14A) Arbol de Maxima Parsimonia. 14B) Arbol de Maxima
Verosimilitud. 14C) Arbol bayesiano. AFW: Amazona finschi woody; AFF-W: Amazona finschi
finschi y Amazona finschi woody; GE: Grupo externo (Amau= Amazona autumnalis).
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Red de haplotipos Amazona finschi.

Se pueden observar tres grupos en A. finschi, dos en Sinaloa y uno en Michoacan.
El grupo integrado por secuencias de individuos michoacanos presentan pocas
mutaciones entre sus haplotipos, mientras que al parecer en Sinaloa existen dos lineas
maternas divergentes, una de ellas separada de los representantes michoacanos
(haplotipo hipotético -mv2-) por 6 mutaciones y la otra bajo estas mismas condiciones
separada por tres mutaciones entre haplotipos hipotéticos (mvl y mv2). No se
detectaron haplotipos compartidos entre individuos de las diferentes regiones

geograficas (Figura 16).
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Figura 16. Red de haplotipos median-joining, muestra las relaciones entre subespecies de
Amazona finschi, estd basada en 2159 pb de las secuencias concatenadas de los marcadores
COI, ND2 y RC. Las lineas transversales entre las ramas representan el nimero de mutaciones
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(posibles haplotipos ancestrales).
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9. DISCUSION.

En este estudio se analizaron las relaciones filogenéticas subespecificas de
Aratinga canicularis, Amazona finschi y Amazona albifrons, se utilizaron secuencias de
ADN mitocondrial (COI, ND2 y RC) obtenidas de muestras bioldgicas de ejemplares de
campo (que corresponden a las subespecies descritas con en base en caracteres
morfologicos y en la distribucién de sus poblaciones en México segun Forshaw, [1989]).
El principal objetivo del analisis fue conocer si las subespecies formaban clados
monofiléticos que correspondieran a la designacién taxondémica subespecifica, para
identificar ESU y con ello se contribuya al establecimiento de poblaciones prioritarias en

la conservacion de las especies. Los resultados muestran tres escenarios distintos:

9.1. Aratinga canicularis.

En las topologias de todos los arboles filogenéticos construidos bajo distintos
criterios (MP, ML y bayesianos) y con diferentes marcadores (individualmente o
concatenadas) se forman tres clados monofiléticos que corresponden a las tres
subespecies analizadas: A. c. canicularis, A. c. eburnirostrum y A. c. clarae (Figuras 8 y
9), de igual manera en la red de haplotipos se puede ver que hay una estructura
geografica entre las subespecies que concuerda con la vida no migratoria de la especie
(Figura 10), esta coincidencia entre la distribucion geografica de las subespecies y los
polimorfismos en las secuencias de ADN se ha observado en distintas especies de
aves (Pipilo erythrophthalmus, Geothlypis trichas -Ball and Avise 1992-; Pharomachrus
mocinno - Sol6rzano et al., 2004-; Strix occidentalis -Funk et al., 2008-). Existen
reportes de la presencia simpatrica de A. c. eburnirostrum y A. c. clarae en Michoacan
(Forshaw, 1989), sin embargo, con las muestras analizadas de las localidades de Palos
Marias y Agua Cola (Michoacan) no hay evidencia de la presencia de A. c. clarae ya
gue no existen haplotipos compartidos entre estas y las muestras de localidades en

Sinaloa, aunque se debe aclarar que el tamafio de la muestra no es suficiente para
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tener un grado de certeza mayor de esta afirmacion. Para futuros trabajos que busquen
determinar si existen poblaciones simpatricas en Michoacdn o si existe un grado de
hibridacion entre A. c. clarae y A. c. eburnirostrum se propone la ampliacion de colecta
en distintas poblaciones del estado y de los estados vecinos ademas de la aplicacion de

otros marcadores que permitan ampliar el nUmero de caracteres por analizar.

Aratinga canicularis es la especie que sufre mayor explotacion por su demanda en
el comercio ilegal a nivel nacional (Cantu et al., 2007) debido a esto es urgente analizar
la estructura filogenética de la especie a lo largo de toda su distribucion con la finalidad
de descubrir si es que existen nuevas ESU’s; en los arboles construidos se forman tres
grupos monofiléticos que evidentemente representan poblaciones en divergencia, por
esta razén se deben considerar tres ESU’s distintas que corresponden a las tres
subespecies (A. c. canicularis, A. c. eburnirostrum y A. c. clarae). Aunque la propuesta
estd basada en pocos ejemplares por subespecie y se consideran solo caracteres de
ADNmMt este es un principio para estudios filogeograficos posteriores que obligadamente
deberan incrementar el nUmero de muestra, los sitios de colecta y la cantidad de
caracteres por analizar con la finalidad de apoyar o refutar los resultados reportados en
el presente estudio.

9.2. Amazona albifrons.

Tanto los arboles filogenéticos como la red de haplotipos de las subespecies de A.
albifrons muestran la formacion de dos grupos, uno monofilético que corresponde a la
subespecie A. a. nana con muestras de ejemplares del estado de Quintana Roo y otro
parafilético integrado por muestras de las subespecies A. a. albifrons y A. a. saltuensis
del estado de Michoacan y Sinaloa, este patrén coincide con el encontrado en otras
especies de aves como Garrulax chinensis (Wu, et al., 2012), Amazona ochrocephala
(Eberhard and Bermingham, 2004) y Amazona leucocephala (Rusello et al., 2010). La

formacion de esta topologia en los arboles se puede atribuir a una transicion desde la
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polifilia hacia la monofilia en lugar de hibridacién o flujo de genes, que no esta
sustentado porque existe una discontinuidad en la distribucion de la poblacion en el
Pacifico (no hay registros de su presencia en los estados de Jalisco y Colima) y
ademas no es una especie migratoria. En aves no es raro que en ocasiones se
presenten incongruencias entre los patrones de coloracion y los datos genéticos, esto
quiza sea debido a la seleccion divergente que puede conducir a la aparicion de
diferencias morfolégicas importantes sin que se presente una diferencia genética
considerable (Dryskell, 2003; Rivas and Miyaky, 2004; Wilson et al., 2011).

Con la informacién obtenida de los arboles filogenéticos y de la red de haplotipos
en A. albifrons se puede establecer claramente una ESU en Quintana Roo que
representa individuos de la subespecie A. a. nana (Figuras 12 y 13). En el caso de las
subespecies A. a. albifrons y A. a. saltuensis no es posible determinar la separacion de
ESU’s acordes a la determinacion subespecifica porque forman un clado parafilético en
los arboles construidos ademas de que existe una cercania considerable entre ellas
representada en la red de haplotipos (Figuras 12 y 13). Es posible que con el uso de
otros marcadores mitocondriales (excepto RC que no se logré amplificar con éxito por
ser una secuencia duplicada, Eberhard, et al., 2001) y nucleares se encuentren
diferencias que logren separar estas dos poblaciones y se logren identificar ESU’s o

bien plantear estrategias para la identificacion de MU’s.

9.3. Amazona finschi.

Los arboles filogenéticos basados en COl y ND2 de Amazona finschi forman
politomias debido a que estos marcadores muestran baja o nula diversidad haplotipica
(COI Hd=0.25 y ND2 Hd=0), a pesar de que los individuos provienen de localidades
distantes en Michoacan y Sinaloa. Estos resultados son comparables con otros
marcadores en especies cuyas poblaciones estdn amenazadas o en peligro de
extincion como es el caso de Vultur gryphus (Hendrickson et al., 2003), Strix
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occidentalis (Barrowclough et al., 2006) o Pyrrhocorax pyrrhocorax (Wenzel et al.,
2012). Existen reportes donde se observa una diversidad genética baja en aves (se ha
observado esta tendencia donde individuos separados por una distancia geogréfica
considerable no tienen grandes diferencias genéticas entre subespecies -Zink et al.,
2000; Draheim et al. 2010- ). Los resultados obtenidos aqui se deberan corroborar
incrementando el numero de muestras que abarquen los extremos de la distribucion y
localidades intermedias, ademas del uso de marcadores de ADN mitocondrial y nuclear.
Si con ello se establecen con certeza las mismas condiciones reportadas, entonces se
pueden mencionar algunas causas que estén originando este patron genético. Con la
informacion de este estudio es dificil determinar el proceso bioldégico que origina lo
observado, puede ser un cuello de botella, un efecto fundador o que las caracteristicas
de la historia de vida de la especie causen que se retenga poca variabilidad genética
(Frankham et al., 2002). Para responder cual es el origen de esta baja diversidad
genética se deberan plantear otras estrategias y metodologias que involucren datos
ecolégicos, moleculares, etolégicos, etc.

Con el marcador molecular RC se obtuvieron arboles que forman dos clados, uno
de ellos monofilético con individuos de Sinaloa y otro parafilético integrado por
individuos de Michoacan y Sinaloa, aunque en este Ultimo se puede observar la
formacion de un subclado donde se agrupan las secuencias de individuos Michoacanos
(Figuras 14 y 15). La red de haplotipos de A. finschi muestra que en las localidades de
Sinaloa particularmente en el municipio de Imala se encuentran dos lineas maternas
divergentes separadas por 6 y 5 mutaciones de su ancestro hipotético lo que es
considerable si se toma como referencia que en el grupo de individuos de Michoacéan se

presentan 1 o 2 mutaciones entre ellos (Figura 16).

De acuerdo con la informacion encontrada en A. finschi se propone una ESU’s en
la region michoacana apoyada por la formaciéon de un subclado monofilético en los
arboles filogenéticos y por la red de haplotipos (donde se muestran pocas mutaciones

entre los individuos Michoacanos con respecto a los de Sinaloa). Este analisis que
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revela una linea evolutiva significativa de A. finschi en Michoacan apoya el argumento
de que la Cuenca del Balsas (Michoacan-Guerrero) es importante en el mantenimiento
de la especie (Marin-Togo et al., 2012). En Sinaloa se debe tener atencion especial en
las poblaciones de los municipios de Imala y Cosala, ya que de acuerdo con los
resultados de la red de haplotipos se encuentran dos lineas maternas divergentes (con
5y 6 mutaciones desde el haplotipo hipotético que las conecta -mv2 en la figura 16-), si
no es posible como en este caso identificar una ESU por monofilia reciproca, se puede
proponer la alternativa de utilizar otros marcadores nucleares que permitan identificar
Unidades de Manejo (MU, Moritz, 1994). En particular, A. finschi por ser endémica para
México, por estar en peligro de extincion y porque su presencia se ha reducido en un
51.5% de su distribucién original (Marin-Togo et al., 2012), debe tener una cantidad
mayor de analisis genéticos orientados a diferentes areas como conservacion, genética
de poblaciones, filogeografia, etcétera, que complementen la informacion que se tiene

de ella.
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10. CONCLUSIONES

En la especie Aratinga canicularis se formaron tres clados monofiléticos que
corresponden a las tres subespecies descritas en base a caracteres morfolégicos y a su
distribucion: A. c. canicularis, A. c. eburnirostrum y A. c. clarae, tanto en los arboles
filogenéticos como en la red de haplotipos se presenta una correspondencia geografica
con los agrupamientos genéticos formados. A pesar de que no se presenta una
divergencia genética profunda y a que se deben tomar en cuenta otros factores para
determinar una ESU, con base en la informacién presentada en este estudio se
propone que las tres subespecies sean manejadas como ESU’s por separado para

fines de conservacion.

La topologia de los arboles filogenéticos y la red de haplotipos de Amazona
albifrons coinciden en la formacién de dos clados o grupos, en el caso de los arboles se
observa un clado monofilético que corresponde a la subespecie A. a. nhana y otro
parafilético con individuos de la subespecie A. a. albifrons y A. a. saltuensis, lo que
puede ser atribuido a una transicidn hacia la monofilia. La incongruencia entre los
caracteres morfoldgicos en los que fue basada la determinacién subespecifica y los
caracteres moleculares presentados aqui puede ser debida a seleccion divergente. En
el area de la conservacion, con base en estos resultados se propone la subespecie A.
a. nana como una ESU independiente mientras que para las subespecies A. a. albifrons

y A. a. saltuensis se debera iniciar un analisis de poblaciones para determinar MU’s.

En Amazona finschi se presenta una diversidad genética baja o nula con los
marcadores del ADNmt COIl y ND2 en los individuos de las dos regiones analizadas,
con los datos obtenidos en este estudio es dificil determinar el proceso bioldgico que
origina el patron que se observa, para averiguarlo se necesitardn plantear otras
estrategias. Los arboles filogenéticos muestran parafilia en individuos de Michoacan y
Sinaloa que puede ser debida a que las poblaciones a las que pertenecen se
encuentran en un proceso de transicion entre la polifilia y monofilia reciproca. En la red

de haplotipos se observa la formacion de un grupo integrado por secuencias de
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individuos Michoacanos y otro donde se incluyen las muestras de Sinaloa en dos ramas
divergentes. Tomando en cuenta el riesgo de extincion que enfrentan las poblaciones
de A. finschi y los resultados obtenidos se propone una ESU en Michoacan y la

evaluacion posterior como MU’s en Sinaloa.
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