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1. RESUMEN

El hocofaisan (Crax rubra, Linnaeus 1758) es una especie de ave Neotropical,
que pertenece a una de las familias mas vulnerables, los Cracidos. Se
distribuye desde el sur de Tamaulipas hasta Quintana Roo, a través del sur de
México, al este de la meseta central del Istmo de Tehuantepec, de ahi hacia el
sur a través de Centroamérica y el norte de Ameérica del Sur al Oeste de los
Andes en Colombia y Ecuador. Se le cataloga por la IUCN como una especie
Vulnerable, mientras que en la Norma Oficial Mexicana 059 se le considera
como especie Amenazada, y en particular a la subespecie Crax rubra griscomi
restringida a la Isla Cozumel, se considera en Peligro de Extincion. Existe poca
investigacion sobre la estructura genética de la especie, en el presente trabajo
se explora la variacion genética para poder conocer la estructura entre
poblaciones mexicanas a través del uso de 3 marcadores mitocondriales, que
fueron: el gen citocromo ¢ oxidasa (COIl), el gen NADH deshidrogenasa
subunidad 2 (ND2) y el gen Citocromo b (cyt b), en 46 individuos distribuidos a
lo largo de su distribucion potencial, todos de origen silvestre y colectados el
90% mediante colecta no invasiva. Ademas es empleado el gen nuclear MUSK
para muestras representativas de cada region colectada. Combinando el
analisis poblacional de las secuencias de DNA y datos ecoldgicos de la
especie, se esclarecid que las subespecies Crax rubra rubra y Crax rubra
griscomi presentan gran similitud en su distribucién y frecuencias alélicas, por
lo que se le considera la misma unidad evolutiva. Existe la posibilidad, que
antepasados mayas llevaran a cabo introduccién artificial del hocofaisan en la
isla de Cozumel. Con el presente estudio brindamos un panorama genético-
geografico del hocofaisan en México, el cual puede coadyuvar a su
conservacion.

Palabras claves: Hocofaisan, variabilidad genética, genes mitocondriales, gen
nuclear, colecta no invasiva, acervo genético, conservacion.



2. INTRODUCCION.

La pérdida de la biodiversidad es el problema ambiental mas grave de la
actualidad, las cifras sobre la pérdida de especies es mas alta que la de siglos
pasados, incluso 1000 veces mayor (Pimm et al., 2014). Entre los taxones
evaluados por la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(por sus siglas en inglés IUCN), han sido documentadas 198 extinciones desde
el afo 1900 a la fecha de las que 57 corresponden para aves (IUCN, 2014).
Dentro de México hay 371 especies de aves enlistadas bajo alguna categoria
de riesgo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana 059 (NOM-059, SEMARNAT
2010). Entre las que destaca bajo la categoria de Amenazada una especie de
ave Neotropical, conocida por su nombre comun como hocofaisan (Crax rubra)
perteneciente a una de las familias mas vulnerables del continente Americano,
los Cracidos, del orden de los Galliformes. Cuenta con dos subespecies Crax
rubra rubra que esta localizada dentro del continente y Crax rubra griscomi
localizada unicamente en la Isla de Cozumel al oeste de la Peninsula de
Yucatan, que se encuentra enlistada bajo la categoria de Peligro de Extincion.

Las causas por las que estan enlistadas dentro de estas categorias se debe
principalmente a su fuerte dependencia de los bosques primarios y a su gran
susceptibilidad a la degradacion y destruccion de su habitat, afiadiéndole como
causas secundarias la caceria intensa que enfrentan (Silva y Strahl 1991, 1997;
Brooks y Strahl 2000; del Hoyo y Motis 2004; Pinilla-Buitrago, 2014). También
son afectados por el comercio ilegal, que genera una reduccién y aislamiento
de sus poblaciones. Si estos factores prosiguen, la tendencia sera que ocurran
extinciones a nivel poblacional, alterando directamente los servicios de los
ecosistemas y las funciones ecoldgicas, y se propiciara la extinciéon de la
especie y sus interacciones (Ceballos y Ehrlich, 2002).

Los estudios genéticos enfocados en la conservacion tienen como objetivo
principal la determinacién de la magnitud y distribucion de la variabilidad
genética. La variacion genética es la materia prima de la evolucién. EI cambio
en la composicidn genética de las poblaciones y las especies son la base del
cambio evolutivo (Allendorf et al., 2013). Dicha variacién se genera a través de
las mutaciones y sus tipos, y también del valor creativo y multiplicativo de la
recombinacion genética, al contribuir a la abundancia de dicha variabilidad. Los
cambios en dicha variabilidad genética se describen como consecuencia de
dos mecanismos fundamentales: la seleccién natural y la deriva génica
(Fontdevila, 2013).

Existe poca o nula investigacion sobre la variacion genética del hocofaisan, por
lo que emprender un estudio de esta indole era vital. La informacion a nivel
molecular es importante para el manejo y conservacion de las poblaciones,
debido a que la diversidad genética desempefa un papel crucial en la viabilidad
de las especies, su conservacion y su uso potencial (Pifiero, 2008).



La sistematica filogenética es una de las disciplinas mas integrativas de la
Biologia, debido al rapido desarrollo de tecnologias y herramientas
moleculares, y se ha convertido en la base de analisis de patrones
biogeograficos, conductuales y ecolégicos (Espinosa de los Monteros, 2003).
Entre las disciplinas que integra destaca la Genética de la Conservacion que es
la aplicacion de la genética para preservar a las especies como entidades
dinamicas capaces de enfrentarse a los cambios ambientales (Frankham,
2002). La informacion genética ayuda a comprender la estructura, demografia y
taxonomia de las poblaciones de una especie, por lo que proteger la mayor
variabilidad genética es un punto central en los esfuerzos de conservacion.

Para que un caracter pueda ser util para un analisis filogenético, en primer
lugar debe ser variable y en segundo ser heredable. Estas condiciones han
hecho que la secuenciacion directa de DNA domine la sistematica molecular, la
evolucion molecular, la medicina, etc. Gracias al analisis de secuencias de
DNA podemos abordar controversias clasicas, desde nivel poblacional,
especies, hasta categorias superiores (Espinosa de los Monteros, 2003).

Secuencias de bases de los genes mitocondriales y nucleares pueden usarse
para encontrar huellas de eventos genéticos poblacionales, apoyandonos en
una disciplina que estudia los aspectos histéricos de la actual distribucion de
los linajes genealdgicos, a la que denominamos Filogeografia, en donde se
integran conceptos y técnicas de biologia molecular, genética de poblaciones,
demografia, sistematica filogenética, etologia y paleontologia. La filogeografia
es una herramienta que permite esclarecer patrones histéricos y evolutivos
entre poblaciones de una misma especie, pero ademas es util para inferir
procesos demograficos como flujo génico, tamafo efectivo poblacional,
secuencias de colonizacion, cuellos de botella y también para identificar
unidades de conservacion. De igual forma puede describir eventos historicos,
como la fragmentaciéon de los habitats o la expansion del area de distribucidn
de poblaciones. Ademas, el estudio comparado de patrones filogeograficos de
varias poblaciones co-distribuidas permite plantear hipotesis sobre posibles
eventos comunes, por ejemplo, de vicarianza o dispersion, e identificar las
causas geoldgicas, ecoldgicas o etoldgicas que pudieron haber influido en ellos
(Dominguez y Vazquez, 2009).

El empleo de marcadores moleculares sirve para localizar y aislar genes de
interés, para trabajar directamente con la base genética de la variacion. Entre
la diversa variedad de estos marcadores se encuentran los mitocondriales, que
tienen las propiedades moleculares ideales para realizar analisis filogenéticos
(Avise et al. 1987). EI DNA mitocondrial (DNAmt) es una molécula de tamafio
pequefio (ca.16-20 kilobases), circular covalentemente cerrada, es facil de
amplificar debido a que la membrana interna de la mitocondria contiene varias
copias de DNA adheridas. También tiene alta tasa de evolucién (se ha
demostrado que su tasa de sustitucion es en promedio 10 veces mayor que en
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el DNA nuclear), practicamente nula recombinacion, gran variacion
intraespecifica y herencia estrictamente materna (Hedrick, 2011 y Alberts,
2015).

Dentro de poblaciones fragmentadas y aisladas, los efectos de la deriva
genética alteran de forma negativa las frecuencias alélicas, fijando al azar
ciertos alelos. La cantidad fundamental de variacion genética puede obtenerse
para muchos genes y estos datos de secuencias de DNA pueden utilizarse
entonces para analizar la variacion en el DNA en diferentes individuos,
poblaciones y especies cercanas (Hedrick, 2011).

El genoma mitocondrial en los Galliformes tiene un conjunto de 37 genes
(Fig.1) que codifican 13 proteinas especificas, 22 tRNAs, 2 rRNAs y una regién
control que es encargada de iniciar la replicaciéon y transcripcién. (Desjardins y
Morais, 1990). En la presente investigacion se utilizaron 3 genes mitocondriales
(COl, Cyt-b y ND2 y un gen nuclear (MUSK).

AN

B
ATPase g KT1P3%®

Figura 1. Diagrama esquematico de los genes contenidos y ordenados del genoma
mitocondrial del pollo (Desjardins y Morais, 1990).
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3. GENERALIDADES DE Crax rubra Linnaeus, 1758.

El hocofaisan es el nombre comun de la especie reconocida como Crax rubra.
Su distribucién va desde el sur de Tamaulipas hasta Quintana Roo, a través del
sur de México, al este de la meseta central del Istmo de Tehuantepec, de ahi
hacia el sur a través de Centroamérica y el norte de América del Sur al Oeste
de los Andes en Colombia y Ecuador (del Hoyo, 2008). En México la
distribucion incluye la peninsula de Yucatan y la isla de Cozumel (ver figura 2).

También se le conoce a lo largo del gradiente de su distribucion como: Pajuil,
Pavén, Pavon Nortefio, Pavén real, Bolonchona. Su nombre en inglés es Great
Curassow (Delacour y Amadon, 1973). En la actualidad son reconocidas
solamente dos subespecies Crax rubra rubra descrita por Linnaeus 1758, que
es de distribucion continental y Crax rubra griscomi descrita por Nelson 1926,
que se restringe su distribucion unicamente a la isla de Cozumel.

Los tipos de vegetacion en los que es posible encontrar al hocofaisan son:
bosque tropical perennifolio, bosque tropical subcaducifolio, bosque tropical
caducifolio, bosque mesdfilo de montafa y manglares (del Hoyo et al. 2008).

Figura 2. Distribucion potencial del hocofaisan, (tomado y editado de
http://www.iucnredlist.org/search).
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Con respecto a la morfologia de C. r. rubra, la hembra y el macho presentan
dimorfismo sexual (ver figura 3), mientras que C. r. griscomi también presenta
dimorfismo pero difiere en el aspecto morfolégico a C. r. rubra , debido a que es
mas pequefa en tamafo (Martinez-Morales 1996). Los machos miden entre 87
y 92 cm., tienen un peso entre los 3600 y 4800 g. Tienen el abdomen medio y
bajo, los flancos y las cobertoras inferiores de la cola de color blanco, mientras
que el resto del plumaje todo de color negro con un ligero brillo verdoso, en la
cabeza presentan una cresta eréctil, larga y rizada de color negro. En la
mandibula superior tiene una protuberancia esférica de color amarillo, la punta
del pico oscuro; patas y dedos de color grisaceo marrén; y almohadillas de las
patas color amarillo (Delacour y Amadon, 1973).

Las hembras miden entre 78 y 84 cm. y tienen un peso entre 3100 y 4270 g. un
poco mas pequefias que los machos y carecen de la protuberancia amarilla en
el pico, y existen tres fases de coloracion. La fase oscura tiene el cuello, el
pecho, la espalda, especialmente los hombros, tefiidos de negro. Cola
practicamente o totalmente sin barras, negruzca con algun moteado rojizo. Alas
castafas, con mucho rubor negruzco y manchas blancas onduladas estrechas
en las alas secundarias; es la mas comun en México. La fase barrada tiene la
cabeza, el cuello, la parte superior, la cola y la parte superior del pecho con
barras blancas y negras conspicuas, con una considerable infusion de rojizo en
la espalda baja, ala y, en menor medida, la cola. Cresta extensamente mas
blanca que en las otras fases. Debajo desde el pecho hacia abajo color palido
rojizo, es rara dentro del pais pero en Chiapas, Peninsula de Yucatan
(Hernandez-Pérez et al.,, 2014) y Campeche (observaciones personales) es
posible encontrarlas. La fase roja esta ausente en el pais (Delacour y Amadon,
1973).

Figura 3. Morfologia y patrones de coloracion. (A) Hembra fase café oscuro, (B) Hembra fase
barrada y (C) Macho. Tomado y editado, del Hoyo 2008.
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Es un ave territorial con un temperamento bastante agresivo, se le puede
encontrar en forma solitaria o en grupos grandes de hasta 16 individuos
(Alvarez del Toro, 1980), gran parte del dia lo dedica para alimentarse tanto en
el suelo como entre los arboles, de igual manera duerme y anida en ambos
sitios (Sutton 1995).

El hocofaisan (Crax rubra) desempefia un papel muy importante en la
regeneracion de los ecosistemas, por su compleja dinamica de dispersion y
depredacion de semillas (Sedaghatkish, 1996; Mufioz y Kattan, 2007). De igual
forma actua como bioindicador de salud del ecosistema, a consecuencia de su
gran sensibilidad a la destruccion de su habitat y a la caceria, por ejemplo
cuando existe reduccion dentro de sus poblaciones es claro que los recursos
forestales de una region estan siendo explotados, en este caso se genera una
alerta y es significativo implementar un plan de manejo (Silva y Strahl, 1997).
Dentro de la parte socioecondmica, se ha mostrado que los cracidos son una
fuente importante de alimento para diversas comunidades indigenas,
principalmente por su gran tamafio, y componen la mayor biomasa de aves
extraidas por cazadores como lo demuestra el estudio de Begazo llevado a
cabo en Peru (Begazo, 1997).

La situacion actual por la que el hocofaisan esta enlistado se debe a muchos
factores entre los que destacan: pérdida, fragmentacion o deterioro del habitat,
caceria (Brooks y Strahl, 2000), sobreexplotacion (Baur, 2008, y observaciones
personales), extraccion y comercio ilegal, cambio climatico (Peterson et al.,
2015), contaminacién y la problematica de especies exdticas invasoras. En el
caso de C. r. griscomi al localizarse en una isla es mas susceptible a dicha
amenaza, y de igual forma a los huracanes.

Un estimado de la poblacion actual de Crax rubra ronda entre los 6700 a 40000
individuos y sigue en decremento (BirdLife, 2016) por lo que se encuentra en la
lista roja de la IUCN como Vulnerable, asimismo C. r. griscomi esta
categorizada en Peligro de Extincion en la NOM-059-ECOL-2010, la ultima
estimacion de su poblacién llevada a cabo en 2006 era de aproximadamente
300 individuos y seguia en decremento (Caballero y Martinez-Morales 2006),
por lo que su estado actual se desconoce. Es de vital importancia determinar el
estado de las poblaciones en sitios conocidos, proteger eficazmente lugares
bien conservados, hacer cumplir las restricciones de caza, generar estudios
genéticos para conocer el estado actual a nivel molecular, y llevar a cabo un
buen plan de manejo (BirdLife, 2016).

Al ser una especie que funciona como una importante fuente de alimentacién
para comunidades rurales, existen diversos tipos de manejo en cautiverio
donde se menciona que el hocofaisan se ha reproducido exitosamente
(Estudillo-Lépez, 1997). En México el hocofaisan esta registrado en planes de
manejo para Unidades de Manejo Ambiental (UMA), entre las que destacan 67
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UMA con caracter extensivo, 51 UMA con caracter intensivo y 34 Predios que
Manejan Vida Silvestre (PIMVS), pero lo peculiar es que ningun plan o intento
de reproduccién estan sustentados con un estudio genético previo. De acuerdo
con datos de PROFEPA (Sistema Institucional del Registro de Verificacion) del
periodo de va desde 2009 a 2015 se han exportado 155 especimenes de Crax
rubra, entre los que encontramos trofeos, piezas y cabezas. Existe actualmente
intencién de potencializar el comercio del hocofaisan y propuestas de modificar
las leyes actuales para que no sean exclusivas de profesionistas, con la
finalidad de establecerse como una estrategia en el manejo y la conservacién
de esta especie (CONABIO, 2015).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
4.1 HIPOTESIS.

Las poblaciones de los Crax rubra mostraran continuidad genética de acuerdo
a la distribucion original del bosque tropical perennifolio, y la poblacién de la
isla Cozumel presentara una diferenciacién genética ligera considerando la
evidente diferencia morfolégica mostrada, a consecuencia de la disminucién de
variacion por efecto de la deriva génica.
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Figura 4. Representa la vegetacion potencial original a lo largo de México (Tomado de
CONABIO, 2015).
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OBJETIVOS.

4.2 OBJETIVO GENERAL.

-ldentificar la variacidn genética en poblaciones silvestres de Crax rubra a lo
largo de su distribucion actual para analizar su estructura genética y contribuir a
Su conservacion.

4.3 OBJETIVOS PARTICULARES.

-Colectar muestras representativas de las poblaciones mexicanas en estado
silvestre, con su origen geografico conocido.

-Emplear como marcadores moleculares los genes mitocondriales COI, Cyt b,
NDZ2 y el gen nuclear MUSK.

-Realizar analisis preliminares de estructura genética y filogeografia entre las
poblaciones de Crax rubra en México

-Elaborar propuestas para su conservacion y su manejo a mediano plazo, en
base de los resultados obtenidos de los analisis genéticos.
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5. METODOS.
5.1 SITIOS DE COLECTA.

Se escogieron sitios de colecta dentro de la distribucion histérica y actual de
Crax rubra (ver figura 5), sustentadas por la Base de Datos de las Ocurrencias
Globales de Cracidos con distribucion en México (Pinilla-Buitrago et al., 2014).
Ademas se considerado el tipo de vegetacion que correspondiera con el habitat
natural del hocofaisan. Los tipos de vegetacion presentados aqui se basan en
la clasificacion que realizo Rzedowski (1978).

Querétaro, Reserva de la Biosfera Sierra Gorda (RBSG): Se situa en la
region orografica perteneciente a la vertiente del Golfo de México. Esta ubicada
en la zona de transicion entre la region Neartica y Neotropical. Existen variados
tipos de vegetacion que van desde bosque tropical subcaducifolio, bosque
tropical caducifolio, bosque mesdfilo de montana, bosque de encino y bosques
de coniferas, en menor medida matorral xeréfilo y regiones aridas con
semiaridas dominadas por plantas arbustivas (INE, 1999a). La colecta
correspondié al municipio Jalpan de Serra al norte del estado perteneciente a la
RBSG. Se visitd del 7 al 15 de Junio del 2014 y se colectaron siete muestras de
las que solo cuatro fueron utiles.

Veracruz, Reserva de la Biosfera de Los Tuxtlas: Ubicada en la parte
centro-sur del Estado de Veracruz, El clima esta ligado directamente a su
orografia, lo que da como consecuencia un gradiente altitudinal, térmico y de
humedad. Se reconocen los siguientes tipos de vegetacion, bosque mesofilo de
montana, bosque de coniferas, bosque tropical perennifolio, pastizal,
vegetacion acuatica y subacuatica (CONANP, 2006). La colecta se llevo dentro
de la reserva a cabo en La Estacion de Biologia Tropical “Los Tuxtlas” de la
UNAM vy en algunos lugares aledafios, que de alguna medida estaban
conservados. Se visitd del 15 al 22 de Junio del 2013 y se colectaron dos
muestras en la regién de Dos Amates. Mientras que fue conseguida una
muestra en las mismas fechas en la Estacion Biolégica Tropical los Tuxtlas y
una donacion de dos muestras colectadas el 20 de noviembre del 2013.

Oaxaca, Reserva Campesina de Los Chimalapas: Como unidad fisiografica
cuenta con 594 mil has de selvas altas perennifolias. Y corresponde a una de
las selvas tropicales virgenes que aun se encuentra inalterada, por su
localizacion, la mayor parte de su clima corresponde a calido. El area de Los
Chimalapas es notable, por su extension de bosque meséfilo de montana.
Entre su vegetacion predomina el bosque tropical perennifolio, con arboles de
25 a 40 m de altura, hay presencia de bosque tropical subcaducifolio, bosque
tropical caducifolio, bosque de Quercus y finalmente bosque de coniferas
(Anaya y Alvarez, 1994). Las muestras de esta region fueron donaciones, las
colectas se realizaron el 9 y 11 de septiembre del 2013 para el norte de la
reserva donde se obtuvieron 2 muestras, mientras que del 7 de mayo de 1993
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y el 27 de marzo de 1995 se colectaron tres muestras, correspondientes al
noroeste de la reserva.

Campeche, Reserva de la Biosfera Calakmul (RBC): Forma parte de la
Planicie Yucateca y el Petén, en sus lomerios alcanza elevaciones 300 msnm.
Tiene un clima calido subhumedo, con un claro gradiente de precipitacion que
va disminuyendo de sur a norte. Cuenta con diferentes tipos de vegetacion
como bosque tropical perennifolio, bosque tropical subcaducifolio, bosque
tropical caducifolio e incluye vegetacién acuatica en las conocidas aguadas
(INE 1999b). La colecta abarcé principalmente la zona nucleo ubicada en la
zona arqueoldgica, algunos sitios dentro de la zona de amortiguamiento y
localidades cercanas a la RBC. La colecta se llevo a cabo del 15 al 24 de abril
del 2015, donde se obtuvieron 20 muestras y tres donaciones, de colectas que
habian sido realizadas en enero y febrero de 1998, mientras que una ultima
muestra de un ejemplar colectado en el transcurso del mismo afio 2015.

Debido a que la especie es relativamente abundante dentro de esta area, no
existe medida alguna de conservacidon, como observaciones personales,
notamos sobrexplotacion principalmente en Altamira de Zinaparo, donde la
caceria es llevada a cabo por simple gusto.

Chiapas, Reserva de la Biosfera El Triunfo: Se localiza en la porcién central
de la Sierra Madre de Chiapas y pertenece a la provincia fisiografica Tierras
Altas de Chiapas-Guatemala, es una cadena montafiosa que se extiende en
direccion noreste-sureste. El area incluye terrenos de relieve muy accidentado,
con pendientes que sobrepasan los 60° y un rango altitudinal que va desde los
450 a 2,450 msnm. Los tipos de vegetacion encontrados son bosque mesofilo
de montafa, bosque de Quercus, bosque de coniferas, bosque tropical
perennifolio, bosque tropical subcaducifolio y bosque tropical caducifolio (INE,
1999c). La colecta abarco el area de Mapastepec y zona nucleo del mismo lado
del municipio. La colecta se llevé a cabo del 15 al 20 de mayo del 2015, donde
se obtuvieron cinco muestras, de las que unicamente funcioné una muestra,
debido a que las plumas correspondian a Penelope purpurascens.

Chiapas, Reserva de la Biésfera de Montes Azules (RBMA): Corresponde a
las tierras altas de Chiapas, en la subprovincia de la Sierra de Chiapas. La
totalidad de la Reserva se ubica en la cuenca del Rio Lacantun lo cual no solo
es importante porque es uno de los principales factores de equilibrio ecolégico,
sino por que funciona como una frontera natural que frena las incursiones de
los humanos. Entre los tipos de vegetacion aparece el bosque tropical
perennifolio, bosque mesdfilo de montana, bosque de Quercus, vegetacion
acuatica y subacuatica (INE, 2000). La colecta se enfocd en el municipio de
Marqués de Comillas en la localidad de Playén la Gloria en la zona nucleo de la
RBMA. La colecta se llevé a cabo del 9 al 14 de mayo del 2015, donde se
obtuvieron cuatro muestras, de las que solamente pudieron ser utiles dos
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muestras, debido a la misma problematica de El Triunfo, que las plumas
pertenecian a Penelope purpurascens

Chiapas, Parque Nacional Palenque (PNP): Se localiza al noreste de
Chiapas, en los limites de las provincias biolégicas de la Planicie Costera del
Golfo y las Montafas de Chiapas, cuenta con una superficie de 17,771.95 ha.
Cuenta con un clima calido-humedo, con lluvias en verano. La vegetacion
predominante es el bosque tropical perennifolio que abarca 630 ha. Y 390 ha
(YAXAL-NA y CONANP, 2010). Presentan vegetacion secundaria o acahuales.
La colecta se llevd a cabo al sureste del PNP. Se colecto del 7 al 10 de mayo
del 2015 en donde se consiguieron dos muestras.

Quintana Roo, Isla Cozumel: Se localiza en el extremo este de la peninsula
de Yucatan a 14km., siendo la porciéon mas oriental de México. Ademas es una
isla que al parecer se formo en el Plioceno (Martinez-Morales, 2001). Tiene un
clima calido humedo con abundantes lluvias en verano. Presenta bosque
tropical subcaducifolio, pastizal, vegetacién acuatica y subacuatica. Las
muestras bioldgicas de esta area fueron donadas por el Dr. Miguel Angel
Martinez Morales y pertenecen a La Reserva Estatal Selvas y Humedales,
ubicada en la porcion central de la Isla. Fueron obtenidas 2 muestras de las
donaciones.

21°0'0"N

Leyenda
Puntos de muestreo
B Distribucion Potencial

Figura 5. Puntos de colectas realizadas a lo largo de la distribucion potencial del hocofaisan.
Mapa realizado en Arcgis 10 (ESRI, 2011).
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5.2 COLECTA DE MUESTRAS BIOLOGICAS.

Se obtuvo un total de 46 muestras de diferentes individuos en estado silvestre
del hocofaisan, entre las que destaca una muestra de Belice la cual fue una
donacién a la Coleccion Nacional de Aves (CNAV) del Instituto de Biologia,
UNAM. De las que 44 corresponden a Crax rubra rubra y dos muestras a Crax
rubra griscomi. Del total de muestras, 24 corresponden a machos, 18 muestras
a hembras (tres muestras pertenecian a la fase barrada y 15 a la fase oscura) y
de cuatro muestras desconocemos el sexo.

El 90% (39 plumas, ver figura 6) fueron obtenidas mediante el método colecta
no invasiva de muestras bioldgicas, con el objetivo de no alterar etapas de
reproduccion, dafar individuos o perturbar su habitat (Rudnick et al. 2007; Kerr
y Voelker, 2010), excluyendo tres muestras que fueron donaciones del Museo
de Biodiversidad Maya Aves de la Universidad Autébnoma de Campeche. El
resto pertenece a donaciones de tejidos (tres muestras) correspondientes a la
Coleccion de Tejidos del Museo de Zoologia Alfonso L. Herrera, de la Facultad
de Ciencias de la UNAM y a muestras de sangre (cuatro muestras), (Ver
Apéndice 1).

Las muestras de sangre se tomaron de la vena braquial (vena alar), donde en
primer instancia fue limpiada el area de la vena con un algodon remojado en
alcohol, después con la aguja de una jeringa estéril se realiz6 una pequefa
puncion con la finalidad de obtener una gota de sangre (0.05 ml.), que se
colocé en una tarjeta de tipo FTA, debido a que son efectivas en la
conservacion de DNA a largo plazo.

Figura 6. Plumas colectadas, (A) hembra fase barrada, (B) hembra fase café oscuro y (C)
pluma de macho.
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Debido a que es una especie muy dificil de visualizar la colecta no invasiva de
muestras se llevd a cabo con la ayuda de la técnica de reproduccion del canto
grabado (playback) y algunas otras vocalizaciones (silbidos, llamados y
pujidos) principalmente para documentar la ocurrencia (Legare et al., 1999 y
Gonzalez-Garcia, 2014).

Se fue muy especifico a la hora de elegir los archivos playback, ya que son
efectivos si se elige el correcto y deficientes si es erréneo el archivo,
sumandole a esto el tipo de habitat, periodo de reproduccion (Mitchell y
Donovan, 2008). En el caso del hocofaisan, cuenta con un repertorio de cinco
llamados, de los que cuatro son de alarma (Baldo y Menill, 2010). EI macho
tiene un agudo y delgado silbido que onomatopéyicamente se puede describir
2010), conociendo estas caracteristicas, los archivos utilizados fueron
descargados de la biblioteca de sonidos en linea de la pagina de xeno-canto
(http://www.xeno-canto.org/), correspondientes a los numeros XC221774 y
XC274345.

Los recorridos dentro de los sitios de colecta (que son descritos a continuacién)
eran visitados en un horario de 4:30 a 9:30 hrs. y de 17:00 a 18:30, donde
realizabamos cada 200 m., cinco reproducciones de 20 s. espaciadas por
tiempo de 30 s. en espera de respuesta, con la finalidad de encontrar los sitios
percha cercanos y bafiaderos, en donde suelen perder plumas (ver figura 7)
(Gonzalez-Garcia, 2008). Las plumas eran guardadas en bolsas Ziploc, de
manera independiente para evitar contaminacion y deterioro posterior.

Figura 7. Bafiaderos y sitios de percha, vitales para el acceso al material bioldgico, (A)
Bafadero en la Selva Lacandona, foto del 11 de Mayo del 2014 y (B) un sitio de percha donde
habia plumas en Calakmul, foto del 17 de Abril del 2014.
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TRABAJO DE LABORATORIO.

5.3 Extraccion de DNA.

Se llevo a cabo con el Kit de extraccion DNAeasy Qiagen, modificando algunas
cuestiones del fabricante debido a que su protocolo estd hecho para muestras
biologicas de sangre y tejido, mientras que este estudio estuvo basado
principalmente en plumas. Es descrito a continuacion el proceso:

1.

Se cortd la parte basal del calamo de la pluma (ver figura 8) y se
tomaron los pequefios fragmentos de residuo celular que se encuentran
dentro del calamo, un aproximado de 25 mg., que fueron colocados en
tubos de micro centrifuga con capacidad de 1.5 ml, a los que se les
afiadio 180 pL de Buffer ATL (para pieles secas es colocado un
fragmento de 3 mm.).

Posteriormente se afiadié 10 uL de proteinase K y 30 uL de dithiothreitol
(DTT) se mezcld con vortex e incubd a 55°C con agitacion durante una
noche hasta que el tejido estaba completamente lisado. Fue de vital
importancia darle vortex de vez en cuando durante la incubacion para
dispersar la muestra.

Después de la incubacion se dio vortex durante 15s. a la muestra y
posteriormente se agregaron 200 pyL Buffer AL, se mezclé bien por
vortex e incubo a 70° C por 10 minutos. Después de dicho tiempo se
afiadio 200 pL de etanol (96-100-% frio) a la muestra y se volvié a
mezclar bien por vortex.

En seguida se armo la columna y pipeteo la mezcla del paso 3 dentro de
la columna (DNeasy Mini spin column) donde se pusieron en tubos
colectores de 2ml., se centrifugo a 8100 rpm. durante 1 minuto.
Finalmente se desecho el tubo colector con el liquido colectado.

Se trasladd la DNAeasy Mini spin column a un nuevo tubo colector de 2
ml. donde fue se agregaron 500 pL de Buffer AW1 y nuevamente se
centrifugo durante 1 minuto a 8100 rpm. Posteriormente se desecho el
tubo colector con el liquido colectado.

A continuacion se paso la DNAeasy Mini spin column a un nuevo tubo
colector de 2 ml. donde se agreg6 500 uL de Buffer AW2 y se volvio a
centrifugar durante 2 minutos a 10000 rpm. Para volver a secar la
membrana de nuevo se desecharon los residuos del tubo colector y la
muestra se centrifugo una vez mas, 1 minuto a 10000 rpm., para
eliminar residuos.

Se trasladdé la DNAeasy Mini spin column a un nuevo tubo de micro
centrifuga de 2 ml., donde se agregaron 50 uyL de Buffer AE (se calentd
Buffer AE a 70°C en la incubadora) que se aplicé directamente sobre la
membrana de la DNAeasy Mini spin column. Finalmente se incubo
durante 1 hora a temperatura ambiente y luego se centrifugo durante 1
minuto a 8000 rpm. Para eluir.
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Figura 8. Proceso mediante el cual obtenemos el DNA de las plumas. (A) Primero cortamos la
pluma de la parte basal del calamo, (B) Colocamos tubo de micro centrifuga con capacidad de
1.5 ml y (C) finalmente ponemos dentro del tubo el residuos celulares acumulados.

Para comprobar la presencia de DNA en cada muestra bioldgica, se realizd un
gel de agarosa al 1%, con una escalera de 100 pb como referencia (ver figura
9)

Escalera

Figura 9. Verificacion de la presencia de DNA en gel de agarosa al 1%.
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5.4 Amplificacion de DNA.

Se llevé a cabo la amplificacion mediante la Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés),

para los 4 genes con las

cantidades de reactivos que se describen en la tabla 1, mientras que los
oligonucledtidos son descritos en la tabla 2.

Tabla 1. Reactivos utilizados para la amplificacién de DNA (extraido de Lijtmaer et al. 2012).

Reactivos
6.25 pl
Trehalosa al 10%
2 ul
H20 Bidestilada
1.25 pl
Buffer 10x
0.625
MgCl2 a 50 mM
0.125 pl
Oligonucledtido forwards al 10 uM
0.125 pl
Oligonucledtido reverse al 10 yM
0.0625 pl
dNTPs al 10 mM
0.06 pl
Taq polymerase (5 U/ pl)
1a3ypl

Templado de DNA

Oligonucleétido
L14841 (F)
H4a (R)

L5215 (F)
H6313 (R)

Ltyr (F)

H8205 (R)
COIBird F1 (F)
COIBird R2 (R)
AwCintF4 (F)
MUSK (F)
MUSK (R)

Tabla 2. Oligonucleétidos empleados para amplificacion.

Gen
Cytb
Cytb
ND2
ND2

COl

col
COl
col
COl
MUSK
MUSK

Secuencia
AAAAAGCTTCCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA
AAGTGGTAAGTCTTCAGTCTTTGGTTTACAAGACC
TATCGGGCCCATACCCCGAAAAT

CTCTTATTTAAGGCTTTGAAGGC

TGTAAAAAGGWCTACAGCCTAACGC

GGTTCGATTCCTTCCTTTCTTG
TTCTCCAACCACAAAGACATTGGCAC
ACGTGGGAGATAATTCCAAATCCTGG
TCCTCAATCCTGGGAGCAATCAACTT
CTTCCATGCACTACAATGGGAAA
CTCTGAACATTGTGGATCCTCAA
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Fuente

Kocher et al., 1989
Harshman, 1996
Hackett, 1996

Sorenson et al., 1999

Tavares y Baker, 2008
Pereira et al., 2004

Hebert et al. 2004
Kerr et al., 2009
Patel et al., 2009
Barker, 2004
Barker, 2004



En primera instancia fue empleado el Citocromo Oxidasa | (COl), debido a que
es un gen sencillo, que a nivel molecular funciona como una importante
herramienta para la identificacion y limitacién de especies (Herbert et al., 2003
y 2004), también puede ayudar a revelar relaciones evolutivas entre
poblaciones, y puede usarse junto con otros fragmentos para obtener arboles
filogenéticos, gracias a que las bases de datos contienen miles de secuencias
disponibles (Ramadan y Baeshen, 2012). El segundo gen empleado fue NADH
deshidrogenasa subunidad 2 (ND2), que en términos de secuencias de
aminoacidos es el tercer gen mas variable en todo el genoma mitocondrial,
puede amplificarse de manera total y en estudios de aves funciona bien para
analizar la estructura genética entre poblaciones de una misma especie
(Sorenson, 2003). Como tercer gen empleamos el Citocromo b (cyt b) porque
ayuda a resolver redes de haplotipos, ademas es por mucho el gen mas
empleado en estudios filogenéticos de aves, fundamentalmente por su
tendencia a resolver historias evolutivas recientes (Moore y DeFilippis, 1997).

Finalmente se eligio el gen nuclear muscle, skeletal, receptor tyrosine kinase
(MUSK) en primera instancia por ser una rica fuente de informacion con
respecto a historias evolutivas, asimismo ayuda a resolver preguntas a nivel
poblacional ya que al ser un intron, es decir una region no codificante,
evoluciona a una tasa mas rapida y por lo tanto entre poblaciones nos brinda
una idea del tamafio de poblacion ancestral o los tiempos de divergencia entre
estas (Barker, 2004 y Kimball et al., 2009).A continuacién se describen los
programas que fueron empleados para la amplificacion de cada gen. Existe una
excepcion al amplificar el gen COI, debido a que ciertas muestras no
amplificaban el fragmento grande que consistia en 1440 pb (oligonucleétidos
Ltyr-H8205), se utilizaron oligonucleétidos alternos (COIBird F1- COIBirdR2 y
AwCintF4-H8205), para tener el mismo tamafo de fragmento dividido en dos
secciones.

-Gen mitocondrial Citocromo Oxidasa (COI) Ltyr-H8205.

Se desnaturalizd6 a 94°C por 1 minuto, después 5 ciclos con una
desnaturalizacion de 94°C durante 30 segundos, un alineamiento de 53°C por
40 segundos, con una extensiéon de oligonucleétidos a 72°C durante 1 minuto
con 30 segundos. A continuacién 35 ciclos con una desnaturalizacion de 94°C
durante 30 segundos, un alineamiento de 56°C por 40 segundos, con una
extension de oligonucledtidos a 72°C durante 1 minuto con 30 segundos.
Finalmente una extension de 72°C durante 10 minutos.

-Gen mitocondrial Citocromo Oxidasa (COIl) COIBirdF1-COIBirdR2.

Se desnaturalizd a 94°C por 1 minuto, después 5 ciclos con una
desnaturalizacién de 94°C durante 30 segundos, un alineamiento de 48°C por
40 segundos, con una extensiéon de oligonucleétidos a 72°C durante 1 minuto
con 30 segundos. A continuacién 35 ciclos con una desnaturalizacion de 94°C
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durante 30 segundos, un alineamiento de 51°C por 40 segundos, con una
extension de oligonucledtidos a 72°C durante 1 minuto con 30 segundos.
Finalmente una extension de 72°C durante 10 minutos.

-Gen mitocondrial Citocromo Oxidasa (COIl) AwCintF4-H8205.

Se desnaturaliz6 a 94°C por 1 minuto, después 5 ciclos con una
desnaturalizacion de 94°C durante 30 segundos, un alineamiento de 50°C por
40 segundos, con una extensidon de oligonucleotidos a 72°C durante 1 minuto
con 30 segundos. A continuacién 35 ciclos con una desnaturalizacion de 94°C
durante 30 segundos, un alineamiento de 53°C por 40 segundos, con una
extension de oligonucledtidos a 72°C durante 1 minuto con 30 segundos.
Finalmente una extension de 72°C durante 10 minutos.

-Gen mitocondrial NADH Deshidrogenasa Subunidad 2 (ND2) L5215-
H6313.

Se desnaturalizd a 94°C por 1 minuto, después 40 ciclos con una
desnaturalizacion de 94°C durante 45 segundos, un alineamiento de 58°C por
1 minuto, con una extensidén de oligonucledtidos a 72°C durante 2 minutos.
Finalmente una extensiéon de 72°C durante 10 minutos.

-Gen mitocondrial Citocromo b (Cyt b) L14841-H4a.

Se desnaturalizd a 94°C por 1 minuto, después 40 ciclos con una
desnaturalizacion de 94°C durante 45 segundos, un alineamiento de 58°C por
1 minuto, con una extensién de oligonucledtidos a 72°C durante 2 minutos.
Finalmente una extension de 72°C durante 10 minutos.

-Gen nuclear muscle, skeletal, receptor tyrosine kinase (MUSK). MUSK F-
MUSK R

Se desnaturalizé a 94°C por 3 minutos con 30 segundos, después 35 ciclos con
una desnaturalizacion de 94°C durante 35 segundos, un alineamiento de 48°C
por 40 segundos, con una extensién de oligonucledtidos a 72°C durante 1
minuto. Finalmente una extensiéon de 72°C durante 10 minutos.

Para verificar la amplificacion de DNA en cada muestra bioldgica, realizamos
un gel de agarosa al 1%, con una escalera de 100 pb como referencia (ver
figura 10).
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Figura 10. Geles de agarosa que representan a cada gen. (A) Fragmento de gen COI con los
oligonucledtidos Ltyr-H8205, (B) gen COl con los oligonucleétidos COIBirdF1-COIBirdR2, (C)
gen COl con los oligonucleétidos AWCintF4-H8205, (D) gen ND2 con los oligonucleétidos con
L5215-H6313, (E) gen Cyt-b con los oligonucleotidos L14841-H4a y (F) gen MUSK con los
oligonucledtidos MUSK F-MUSK R. El nimero 1 en todas las muestras representa la escalera,
mientras que 2, 3 y 4 corresponden a muestras amplificadas.

5.5 SECUENCIACION DE DNA.

Las muestras fueron enviadas a secuenciar a la Universidad de Washington,
Seattle, E.U.A. en donde emplean un secuenciador automatico de
electroforesis capilar modelo 3730 Applied Biosystems DNA.

5.6 EDICION Y ANALISIS DE SECUENCIAS.

Las secuencias obtenidas mediante la secuenciaciéon fueron visualizadas,
alineadas y editadas con el software de libre acceso SeqTrace (Stucky, 2012) y
por el programa Codon Code Aligner (CodonCode Aligner V5, CodonCode
Corporation) por dos personas para ratificar las lecturas, posteriormente se
convirtieron a formato FASTA. Ulteriormente dentro del programa MEGA 6
(Tamura et al., 2013) se realizd un alineamiento multiple de secuencias para
cada gen, usando Clustal W. Realizamos una comparaciéon con las pocas
secuencias disponibles dentro de GenBank para verificar la correspondencia de
los genes amplificados, en este caso empleamos el genoma mitocondrial de
Crax rubra (con el numero de acceso KJ914545.1).

Por medio del programa MESQUITE (Madisson y Madisson, 2011)
concatenamos los genes amplificados y generamos dos matrices diferentes. La
primera matriz contiene el gen mitocondrial COIl (46 secuencias), el gen
mitocondrial ND2 (46 secuencias) y el gen mitocondrial Cyt b (45 secuencias)
mMas una secuencia concerniente al grupo externo para todos los genes antes
mencionados, de la especie Crax daubentoni (extraida de GENBANK con el
numero de acceso KJ914544.1). La segunda matriz agrupa muestras
representativas de cada poblaciéon con el gen nuclear MUSK, concatenadas
con los genes mitocondriales (COI-ND2-Cytb).
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Como primer enfoque para explorar los datos, dentro del programa MEGA 6
(Tamura et al., 2013) se llevd a cabo un analisis de la composicion
nucleotidica, la traduccion de bases nucleotidicas a aminoacidos para evitar
indeles o codones de paro (STOP) y finalmente se obtuvo una matriz de
distancias. Mientras que con el programa DNASP 5.0 (Librado y Rozas, 2009)
obtuvimos el numero de haplotipos (H), la diversidad haplotipica (Hd),
diversidad nucleotidica (m), diversidad genética (6), diferenciacion genética
(Fst) y finalmente un analisis de distribucion mistmach. Con el archivo
generado con DNASP en formato rdf, se construy6 la red de haplotipos usando
el algoritmo de median-joining que es referente a la coalescencia del ancestro
en comun, todo realizado dentro del programa Network 4.61.2 (Templeton et
al., 1992; Bandelt et al., 1999), pero para un mejor disefio empleamos PoPArt,
verificando que la informacion coincidiera.

5.7 ANALISIS FILOGENETICOS.

Para las reconstrucciones filogenéticas fueron empleados tres métodos que
son basados en caracteres y por lo tanto hacen mas eficiente el uso de
informacion, Inferencia Bayesiana (Bl), Maxima Parsimonia (MP) y Maxima
Verosimilitud (ML) (Irisarri y Zardoya, 2013).

El analisis de Maxima Parsimonia se llevo a cabo dentro del programa MEGA 6
(Tamura et al., 2013), para la matriz de genes mitocondriales, asignandole las
siguientes caracteristicas: un numero bootstrap de 500 réplicas y el criterio de
busqueda heuristica, con la finalidad de obtener un arbol consenso. Dicho
analisis esta basado en el asunto que el mejor arbol es aquel que requiere el
menor numero de cambios para explicar los datos en el alineamiento. Todo
bajo la premisa de la parsimonia que todos los taxa comparten caracteristicas
en comun debido a que son heredadas de un ancestro en comun (Hall, 2008).

Con el fin de obtener el modelo de evolucion (sustitucion nucleotidica) mas
apropiado para realizar la reconstruccion filogenética bajo el criterio de
informacion Akaike (AIC, por sus siglas en inglés), la matriz fue introducida en
el programa jMODELTEST version 0.1.1 (Posada, 2008), donde el modelo que
mejor encajé con nuestro alineamiento fue el determinado TrN+l (Tamura y
Nei, 1993) con sitios invariantes (Reeves, 1992).

Entre todos los métodos disponibles de inferencia filogenética, Inferencia
Bayesiana (BI, por sus siglas en inglés) y Maxima Verosimilitud (ML, por sus
siglas en inglés) estan basados sobre modelos explicitos de evolucién que
tratan la reconstruccion filogenética como un problema estadistico, por tal
motivo los empleamos. El principio de Maxima Verosimilitud (ML) se efectud
con las siguientes caracteristicas: un numero bootstrap de 500 réplicas para
calcular y conocer el soporte de cada una de las ramas, bajo el modelo TrN+I
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(Tamura y Nei, 1993), todo esto dentro del programa MEGA 6 (Tamura et al.,
2013). El principio de la verosimilitud esta definido como la probabilidad de que
un modelo propuesto de evolucion de secuencias y una hipotética historia
evolutiva (el arbol filogenético) habria dado lugar a los datos observados
(secuencias). Por lo que la estimacion de la filogenia esta basada sobre un
criterio 6ptimo, el cual evalua diferentes arboles por su resultado en
verosimilitud, y selecciona el que tenga la mayor, que es conocido como el
arbol de maxima verosimilitud (Irisarri y Zardoya, 2013).

Realizamos también el analisis de Inferencia Bayesiana (IB), que esta basado
sobre el teorema de Bayes, el cual establece que la probabilidad posterior es
proporcional a la probabilidad previa multiplicada por la verosimilitud, es decir
que el enfoque Bayesiano comparte las propiedades de consistencia y
eficiencia de ML por lo que es el modelo mas empleado en reconstrucciones
filogenéticas (Irisarri y Zardoya, 2013). Dichos analisis fueron realizados dentro
del programa Mr.Bayes version 3.2 (Ronquist et al., 2011) con las siguientes
caracteristicas: se analizdé durante 10 millones de generaciones, descartando
en la fase de calentamiento el 25% de los arboles, con la finalidad de encontrar
la topologia 6ptima.
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6. RESULTADOS:

Se genero un total de 150 secuencias de 46 ejemplares de la especie Crax
rubra, las cuales representan a las principales poblaciones a lo largo del pais,
de ellas 46 corresponden al gen mitocondrial Citocromo Oxidasa | (COl), 45
para el gen mitocondrial Citocromo b (Cyt b), 46 para el gen mitocondrial NADH
deshidrogenasa subunidad 2 (ND2) y finalmente 13 para el gen nuclear muscle,
skeletal, receptor tyrosine kinase (MUSK).

Con el programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013) obtuvimos informacion para los
sitios variables y no variables, los cuales se describen a continuacion: para el
gen mitocondrial COI el numero total de caracteres es 1440 de los que 1405
son constantes mientras que 35 son variables de estos nueve son informativos.
Para el gen mitocondrial Cyt b el numero total de caracteres es 1034 de los
que 1005 son constantes mientras que 29 son variables de estos seis son
informativos. Para el gen mitocondrial ND2 el niumero total de caracteres es
1030 de los que 1015 son constantes mientras que 15 son variables de estos
11 son informativos. Los resultados del gen nuclear MUSK el numero total de
caracteres es 580 de los que 575 son constantes mientras que cinco son
variables y de estos solo dos informativos.

6.1 MATRIZ DE GENES CONCATENADOS.

Generamos una matriz de 46 secuencias para los siguientes genes
concatenados (COI-ND2-Cytb) el numero total de caracteres fue de 3504 de los
que 3438 son constantes mientras que 66 son variables de estos 26 son
informativos. Con el programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013) verificamos la
ausencia de pseudogenes realizando la traduccibn a aminoacidos y
confirmando que los analisis se llevaron a cabo con secuencias de genes.
Dentro del mismo programa se obtuvo la composicién nucleotidica promedio
(T=25.1%, C=33.8%, A=27.0% y G= 14.0%), mientras que la tasa promedio de
transicion es 17.997 y la de transversion es de 12.816. Estos genes
concatenados tienen un total de 26 haplotipos (ver figura 7) con un alto indice
de diversidad haplotipica (Hd) de 0.938, un indice de diversidad nucleotidica
(rr) de 0.00157, una diversidad genética (©) de 0.00429 y un indice de
neutralidad (D) de -2.071099 (Ver tabla 3).

La segunda matriz generada de 11 secuencias, cada una con un representante
de las poblaciones muestreadas con los siguientes genes concatenados (COI-
ND2-Cytb-MUSK) en donde el numero de caracteres fue de 4072 de los que
4044 son constantes mientras que 22 son variables de estos solo 6 son
informativos. Con el programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013) verificamos la
ausencia de pseudogenes realizando la traduccibn a aminoacidos vy
confirmando que los analisis se llevaron a cabo con secuencias de genes.
Dentro del mismo programa se obtuvo la composicion nucleotidica promedio
(T=26%, C=31.7%, A=26.9% y G= 15.3%), mientras que la tasa de cambio
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indic6 que por cada transversion ocurren 9.112 transiciones. Estos genes
concatenados tienen un total de 9 haplotipos con un alto indice de diversidad
haplotipica (Hd) de 0.964, un indice de diversidad nucleotidica (1) de 0.00108,
una diversidad genética (©) de 0.00136 y un indice de neutralidad (D) de -
2.16196 (Ver tabla 3). Esta matriz no fue empleada para los siguientes analisis.

Dentro del programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013) calculamos Las distancias
genéticas entre los individuos de las diversas poblaciones, resultaron
extremadamente bajas (Apéndice 2), aun comparando la distancia entre algun
individuo de Crax rubra griscomi y un individuo de Crax rubra rubra de la
poblacion mas nortefia muestreada, resulto de apenas 0.004, mientras que en
algunos individuos la diferencia era nula. Para tener un gran contraste, se
comparé Crax rubra contra Crax daubentoni estos presentaban una diferencia
de 0.024.

Tabla 3. Resultados de los diversos parametros analizados representados para las dos
matrices, la primera engloba todos los genes mitocondriales (mtDNA) y la segunda genes
mitocondriales con gen nuclear (mtDNA y nDNA). Obtenidos con el programa DnaSP 5.1

(Librado y Rozas, 2009).

Muestras Secuencias Haplotipos | Sitios polimoérficos | Total de | Diversidad Pi (1) Teta (©) | Indice de
sitios haplotipica neutralidad
mtDNA 46 26 26 3504 0.938 £+0.00055 | 0.00157 | 0.00429 -2.071099
mtDNA y 11 9 6 4072 0.964 £0.00260 | 0.00108 | 0.00136 -2.16196
nDNA

La matriz empleada para los analisis de red de haplotipos y los analisis
posteriores, fue la de genes mitocondriales, principalmente porque todas las
muestras fueron amplificadas para los tres genes lo que le brinda coherencia a
nuestros resultados. Dentro de las poblaciones estudiadas encontramos un
cambio muy ligero dentro de la diversidad nucleotidica de 0.00157.

Encontramos 26 haplotipos, que coinciden con los 26 sitios polimorficos
encontrados dentro de los analisis realizados en el programa DnaSP 5.1
(Librado y Rozas, 2009), la red de haplotipos fue verificada en el software
NETWORK y para una mejor representacion visual empleamos PopART (ver
figura 11), dentro de los 26 encontramos la formacién de tres haplogrupos,
dentro de los haplotipos encontrados la poblacién que contiene haplotipos de
los 3 haplogrupos es la de Campeche.

Encontramos 14 haplotipos con una sola mutacion, siete haplotipos con dos
mutaciones, dos haplotipos con tres mutaciones, dos haplotipos con cuatro
mutaciones, pero algo peculiar es que uno de estos se abre en forma de “Y”, lo
que se puede deducir como un haplotipo faltante que podria conectarse con el
haplotipo que esta en el otro extremo que contiene 17 mutaciones, antes de la
“Y” mencionada hay 11 mutaciones que conectan a estos dos haplotipos. De
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los que la poblacibn mayor variacion genética fueron los individuos de
Campeche, ya en su poblacion esta presente la mayoria de haplogrupos. En el
haplogrupo que mas se comparte (posiblemente ancestral) encontramos
muestras de la subespecie C. r. griscomi, de las poblaciones de Veracruz,
Chiapas y Campeche.

G_Calakmul_Carmp__23

G_Calakmul_Carmp__15

E_Palenque_Chis_D4

B_“eracruz_01
K_Isla_Cozurmel_02

E_Palenque_Chis_05 C_Dawaca__01 G_Calakmul_Camp__21

A&_Queretaro_01
B_‘eracruz_03
G_Calakmul_Camp__14

1_Pomuch_Camp_0z

K_Isla_Cozumel_01

B_“eracruz_0S C_Oaxaca_ 04

_Escarcega_Camp_ 12 A_Queretaro_03

F_Belice

_Quintana_Roo_03

G_Calakmul_Carmp__17
H_Escarcega_Camp__06 B ‘aracruz 02 C_Oaxaca__ 05

H_Escarcega_Camp__ 04

G_Calakmul_Camp__13 E_Lacandona_Chis_0z2

Figura 11. Red de haplotipos para genes mitocondriales, obtenido mediante media-joining
dentro del programa PopART.

El analisis demografico del hocofaisan muestra curva unimodal, representado
con la grafica de distribuciones mistmach (Figura 12), se observa que las
curvas se ajustan al modelo estacionario, asociado a poblaciones en equilibrio
demografico y que no han presentado ninguna expansion demografica reciente
(Rogers y Harpending, 1992).
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Figura 12. Distribucién Mistmach. La linea punteada es la referencia de las frecuencias
simuladas de expansién demografica, mientras que la linea sélida hace referencia a las
frecuencias observadas para las diferencias nucleotidicas pareadas.

6.2 ANALISIS FILOGENETICOS.

Con la matriz de genes mitocondriales, las relaciones filogenéticas fueron
resueltas por los métodos de Maxima Parsimonia, Maxima Verosimilitud e
Inferencia Bayesiana. El analisis de jModeltest llevado a cabo con el criterio de
informacion Akaike (AIK) encontré como modelo 6ptimo de sustitucion el TrN+|
(-InL: 5045.9786). Conociendo dicha informacion, con el método de Maxima
Parsimonia, fueron obtenidos de los 10 arboles mas parsimoniosos del analisis,
solo uno con un indice de consistencia de 0.636364 (ver figura 13), el analisis
de Maxima Verosimilitud generd un arbol unico mas probable con un valor de —
InL -5069.6563 (ver figura 14). Finalmente el modelo que utilizamos para
mostrar una relacion entre la red de haplotipos y la distribucion geografica fue
el anadlisis de inferencia bayesiana (ver figura 15), que bajo el mismo modelo de
TrN+l obtuvo un unico arbol consenso partiendo de 1838 topologias obtenidas
en las ultimas generaciones del analisis. Los arboles descartados en la fase de
calentamiento corresponden a un 25%. El soporte mas bajo de nodos se
encontraba en 71%, por lo que la fiabilidad estaba bien sustentada.

Los tres arboles obtenidos, reflejan la divisién en tres grupos, pero es evidente
que dentro de estos, coinciden los mismos individuos en los tres diversos
analisis realizados. Es claro que se forma un grupo monofilético dentro de la
especie Crax rubra al poner el grupo externo Crax daubentoni, lo interesante es
que Crax rubra griscomi genéticamente no difiere mucho de Crax rubra rubra
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por lo que se encuentra aleatoriamente sin un lugar definido dentro de

cualquier arbol.

Las dos muestras que sobresalen del grupo principal, corresponden a
Campeche a la region de Calakmul, estas difieren genéticamente en mayor
medida que la propia subespecie, es posible a que el muestreo en esta zona
fuera mayor o que el mismo grado de conservacion que presente dicho sitio
mantenga una poblacion mas grande y con ello un mayor polimorfismo. Por
otro lado la situacion geografica de esta poblacién es mas cercana al centro de
la distribucién de la especie que las demas poblaciones muestreadas y con ello
hay mas probabilidad de mantener una variacion genética mayor (Miller et al.,

2010).
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Figura 13. Arbol de Maxima Parsimonia para genes mitocondriales concatenados (COI, Cyt b,
ND2). Se presentan los valores bootstrap. Como grupo externo Crax daubentoni.
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Figura 14. Arbol de Maxima Verosimilitud para genes mitocondriales concatenados (COI, Cyt
b, ND2). Se presentan los valores bootstrap. Como grupo externo Crax daubentoni.
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7. DISCUSION.

Las especies en categoria de Amenazada requieren rapidos y grandes
esfuerzos para sus poblaciones, para aliviar sus presiones como la perdida de
habitat, sobreexplotacion, caceria, cambio climatico, etc. (Ceballos et al., 2015),
por lo que estudios a nivel molecular ofrecen un antecedente para descubrir el
estado de la especie, fomentando una serie medidas necesarias para su
conservacion y la implementacion de planes de manejo adecuados para la
toma de decisiones. Por esto el hocofaisan puede funcionar como eslaboén en
la proteccidon de especies que compartan el mismo habitat.

La colecta no invasiva fue un método eficiente de obtener muestras bioldgicas
del hocofaisan, principalmente porque no fue alterado, ni perturbado el habitat
en el cual se desenvuelve con cotidianidad, afadiendo que a la especie nunca
se le genero estrés o interrupcion en su ciclo reproductivo. Al estar enlistada
bajo categorias de proteccion, ser muy sensible a la destruccion de su habitat,
con tan solo sacrificar algunos ejemplares para analizar, se podria poner en
riesgo la existencia de las poblaciones de la especie. Sin embargo, el método
de colecta empleado muestra un grado de deficiencia importante, debido a que
no todas las muestras se encuentran en buenas condiciones y algunas
contienen pocas o nulas cantidades de DNA, lo que perjudica el proceso de
amplificacion.

Es bien conocido, que los estudios con DNA mitocondrial tienen ventajas sobre
los realizados con DNA nuclear, debido a que el grado de error en el arbol final
utilizando genes mitocondriales es del 5%, mientras que los analisis con genes
nucleares generan no solo un arbol, sino una variedad de arboles con un
grado de error estimado cerca del 35%, con esto le brindamos mas sustento a
nuestra eleccion mitocondrial (Moore, 1995; Zink y Barrowchlough, 2008),
aunque en algunos casos se ha demostrado que si el analisis de genes
nucleares y mitocondriales es realizado simultdneamente la reconstruccion de
los arboles obtenidos esta bien sustentada y presenta congruencia (Johnson y
Clayton, 1999).

Pero en nuestro estudio se decidid excluir el gen MUSK debido a que no era
informativo, aunque solo se habian amplificado muestras representativas de
cada poblacién, al momento de concatenar los 4 genes (COI-ND2-Cytb-
MUSK), dicha matriz no arrojaba un arbol confiable y solo alteraba los
resultados. Los genes empleados, mostraron efectividad para los analisis de
datos, como lo reportado por Pereira (2004), el cual empleo solo genes
mitocondriales. De los 3 genes mitocondriales empleados, COI tuvo la mayor
cantidad de sitios variables, aunque solo el 25% fue informativo, mientras que
Cytb de sus sitios variables solo tuvo el 20% de sitios informativos, por lo que
ND2 fue el mas variable dentro de sus sitios variables por que el 73% fueron
informativos.
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El presente trabajo se enfocé en intereses de conservacion, por lo que dentro
de los analisis llevados a cabo, se encontré niveles bajos de variabilidad
genética y niveles altos de flujo génico. Se empled la prueba D de Tajima, por
que se encuentra fundada entre los estimadores de la diversidad nucleotidica
(1) y la diversidad genética (©), que dieron en el estudio 0.00157 y 0.00429
respectivamente. La prueba D de Tajima que resulté en -2.071099, que nos
indica la presencia de alelos deletéreos (Tajima, 1989 y Eguiarte et al., 2007),
debido a que la diversidad genética (©) es mayor que la diversidad nucleotidica
(1r). Lo que finalmente no es un problema ya que con el paso del tiempo la
seleccion natural actua contra estas mutaciones, claro, si la poblacién se
mantiene constante, es decir con un buen numero de individuos.

Nuestros arboles filogenéticos no muestran gran estructura geografica,
posiblemente debido a que ha existido un flujo genético relativamente alto entre
las poblaciones, por lo que la variabilidad exclusiva de cada una de las
poblaciones se ha diluido dentro de la especie. Al ver que no tenemos
estructura en los arboles lo que tenemos es una sola poblacion, aunque al
compaginar haplotipos, con distribucién geografica e inferencia bayesiana,
posiblemente se pueden diferenciar 3 grupos (ver figura 16) con una incipiente
segregacion geografica a uno y otro lado del Istmo de Tehuantepec, mas
notable en la poblacion de Querétaro.

Las dos muestras que sobresalen del grupo principal, corresponden a
Campeche en la regidén de Calakmul, estas difieren genéticamente en mayor
medida que la propia “subespecie”, es posible que esto se deba a que el
muestreo en esta zona fuera mayor, o incluso, al mismo grado de conservacion
que presente dicho sitio y que estan mas alejados de poblaciones humanas.
Cabe resaltar que los diversos patrones de coloracion en el plumaje tampoco
difiieron en gran medida (ver en la figura 16 las muestras Escarcega
Campeche 03, Escarcega Campeche 04 y Calakmul Campeche 13, pertenecen
a la fase barrada).
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Figura 16. Relacion entre red de haplotipos (A), distribucion geografica de haplotipos (B) y
analisis bayesiano (C).

Dentro de todos los datos disponibles, logramos encontrar 26 haplotipos,
aproximadamente un haplotipo por dos individuos lo que resaltaria gran
variabilidad genética, pero puede ser engafoso ya que los individuos con mas
variabilidad retomando lo escrito anteriormente, son de Campeche, de donde
existen mas muestras, donde se encuentran los 2 patrones plumaje y donde
existe una conexién que no tiene barreras que dividan poblaciones. El analisis
mistmach revelé que es una especie estacionaria, que no ha sufrido una gran
expansioén, ni una reduccion tan amplia, dentro de las poblaciones mexicanas.

La expansion de Crax rubra sobre Centroamérica y el sur de México es posible
que haya sido durante el nacimiento del Istmo de Panama hace
aproximadamente 3 millones de afios y su diversificacidon de otras especies fue
aproximadamente hace 6.7 millones anos (Pereira, 2004). Entonces al ser los
cracidos uno de los grupos mas viejos de aves modernas tiene bajas tasas de
evolucion a comparacion con los linajes recientes (van Tuinen y Dike, 2004;
Pereira et al., 2004). Aunque es posible que al ser un ave de gran tamano y
con una longevidad de vida alta, presente un tasa de evolucién muy baja (Nunn
y Stanley, 1998)
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La subespecie Crax rubra griscomi de la isla de Cozumel, presenta diferencias
morfolégicas entre machos (Strahl et al., 1995), diversos patrones reportados
en el plumaje de las hembras y diferencias de tamafo, ya que es de menor
dimension con respecto a la subespecie continental (Martinez-Morales, 1996),
es sorprendente que la variabilidad morfolégica extrema no existe una variacion
genética equivalente para ser considerada como una sola unidad evolutiva y de
manejo, asi lo revelan los estudios genéticos. La isla de Cozumel es reportada
como una isla Pliocénica con un origen oceanico relativamente reciente
(Martinez-Morales, 2001), por lo que la intriga de como el hocofaisan llegé al
sitio es una incégnita que posiblemente con nuestros datos puede ser resuelta,
nuestros datos sugieren que al ser una ave cuyo vuelo es relativamente corto
en comparacion con otras, es probable que pobladores mayas la hayan
trasladado, ya que la isla de Cozumel nunca estuvo conectada, ni fue
desprendida del continente, las razones por las que puede presentar dicho
tamano se debe al efecto de enanismo insular, principalmente por los recursos
y espacio reducido y la razon por la que carece de variacion, se debe a que los
cambios producto de las fuerzas evolutivas no actuan en el 100% de los
caracteres de una poblacion (Espinosa de los Monteros, 2003), en conjunto con
los datos genéticos podemos inferir que la poblacion de Cozumel tiene un
origen reciente posiblemente asistida por el ser humano.

Es posible que exista un patrén de diferenciacién este-oeste dentro del pais por
las frecuencias de los haplogrupos (ver figura 16), pero debido al pequefo
tamaro de muestra poblacional no es posible ratificar dicha idea.

Finalmente se puede resaltar que la falta de estructura en las poblaciones
mexicanas puede también deberse a que los hocofaisanes tienen un amplitud
de nicho bastante grande debido a que ocupan diferentes habitats desde
bosque tropical perennifolio, bosque tropical subcaducifolio, bosque tropical
caducifolio, bosque mesodfilo de montafia, manglares y toleran diferentes
grados de perturbacion. Al ser una especie con potencial alimenticio, también el
hombre puede haberlas trasladado con él mismo objetivo entre localidades o
regiones, informacion que no tenemos disponible, pero que puede haber
alterado el flujo génico natural entre poblaciones.
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8. CONCLUSION.

Combinando el analisis poblacional de las secuencias de DNA y datos
ecoldgicos de la especie, se concluye lo siguiente:

A pesar de la pérdida de habitats y la explotaciéon de caceria a las que han
estado sometidas las poblaciones del hocofaisan, persisten poblaciones
pequenas en las areas naturales protegidas visitadas en el curso del trabajo de
campo.

Las poblaciones silvestres aun no se han diferenciado marcadamente pero el
flujo genético puede estar interrumpido, ya que la Unicas barreras que brindan
aislamiento entre poblaciones, son las de impacto antropogénico.

Existe una baja diferenciacion entre las secuencias analizadas de DNAmt entre
la subespecie Crax rubra griscomi y Crax rubra rubra, la gran similitud entre
ambas indica una distribucién homogénea de alelos y de sus frecuencias, por
ende la consideramos una misma unidad evolutiva.

Debido a que el hocofaisan no vuela grandes distancias y que la isla de
Cozumel nunca ha estado conectada al continente, es probable que los
pobladores mayas trasladaron a la isla Cozumel al hocofaisan, ya que dentro
de la isla existen mas de 10 sitios arqueoldgicos y existia un templo muy
importante denominado San Gervasio donde veneraban a la diosa maya de la
fertilidad Ix Chel.

Es importante hacer planes de conservacion que resalten la necesidad de
mantener unidas las poblaciones para evitar el aislamiento y de esta forma
evitar la pérdida de diversidad genética.

Es necesario implementar un monitoreo constante en lugares donde las
poblaciones de hocofaisan se han visto reducidas drasticamente para evitar la
caceria, el trafico ilegal y el saqueo de nidos, debido a que es muy evidente los
lugares donde son sobreexplotadas las poblaciones.

Es recomendable realizar nuevos estudios genéticos implementando
microsatélites, porque el muestreo llevado a cabo puede dar pauta para
integrar a los ejemplares que son rescatados o decomisados e integrarlos a sus
respectivas poblaciones, con la finalidad de proteger al maximo a la especie y
no se siga usando como mascota, en casas, negocios e incluso en cuarteles
militares.
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Apéndice 1. Sitios de colecta de plumas o respectivas donaciones de poblaciones de Crax

Clave empleada en
arboles

Belice

Isla Cozumel 01
Isla Cozumel 02
Quintana Roo 03
DA Veracruz 01

DA Veracruz 02

Tux Veracruz 03

Tux Veracruz 04
Tux Veracruz 05

Isthmus Oaxaca 01

Isthmus Oaxaca 02
Isthmus Oaxaca 03
Isthmus Oaxaca 04
Isthmus Oaxaca 05
SG Queretaro 01
SG Queretaro 02

SG Queretaro 03

SG Queretaro 04

El Triunfo Chiapas 01
Lacandona Chiapas 02
Lacandona Chiapas 03
Palenque Chiapas 04
Palenque Chiapas 05

Calakmul Campeche 01

Pomuch Campeche 02

Escarcega Campeche 03

Escarcega Campeche 04

Conhuas Campeche 05
Escarcega Campeche 06

Escarcega Campeche 07

Escarcega Campeche 08

Escarcega Campeche 09

Escarcega Campeche 10
Escarcega Campeche 11

Escarcega Campeche 12

Estado

rubra, con tipo de sexo.

Municipio

Distrito de Toledo, Belice

Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Veracruz

Veracruz

Veracruz

Veracruz
Veracruz

Oaxaca

Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Querétaro
Querétaro

Querétaro

Querétaro

Chiapas
Chiapas
Chiapas
Chiapas
Chiapas

Campeche

Campeche

Campeche

Campeche

Campeche
Campeche

Campeche

Campeche

Campeche

Campeche
Campeche

Campeche

Cozumel

Cozumel

Bacalar

Dos Amates, Catemaco

Dos Amates, Catemaco

Los tuxtlas

Los tuxtlas

Los tuxtlas

San Antonio Nuevo Paraiso, Los Chimalapas.

San Antonio Nuevo Paraiso, Los Chimalapas.

Chalchijapa
Chalchijapa
Chalchijapa
Sierra Gorda, Jalpan de Serra, Tancoyol
Sierra Gorda, Jalpan de Serra, Tancoyol

Sierra Gorda, Jalpan de Serra, Tancoyol

Sierra Gorda, Jalpan de Serra, Tancoyol

El triunfo Mpio.Mapastepec Ejido 3 de Mayo.
Lacandona, Playoén la Gloria

Lacandona, Playon la Gloria

Mpio. Palenque Chancala

Mpio. Palenque Chancala

Calakmul, Zona Arqueoldgica de Calakmul

Criaron en Pomuch

Escarcega, Altamira de Zinaparo

Escarcega, Altamira de Zinaparo

Conhuas
Escarcega, Altamira de Zinaparo

Escarcega, Altamira de Zinaparo

Escarcega, Altamira de Zinaparo

Escarcega, Altamira de Zinaparo

Escarcega, Altamira de Zinaparo
Escarcega, Altamira de Zinaparo

Escarcega, Altamira de Zinaparo

51

Latitud

16°1'2.397"N

20°22.0'0.00"N

20°22.0'0.0084"N
18°38'54.41"N

18°29'02.42"N

18°29'02.42"N

18°35'0.78"N

18°35'0.78"N
18°35'0.78"N

17°9'37.7"N

17°6'59.8"N
17°06'66.7"N
17°05'00"N
17°05'00"N
21°31'0.98"N
21°31'0.98"N

21°32'15.82"N

21°31'23.33"N

15°34'35.02"N
16° 9'36.48"N
16°10'10.10"N
17°17'30.12"N
17°17'30.12"N

18°07'01.15"N

20° 07' 51.8"N

18° 34' 45"N

18° 27' 44"N

18° 32'22"N
18° 27' 02"'N

18°26' 11"N

18° 25'37"N

18°25'37"N

18°25'55.95"N
18°25'49.80"N

18°25'49.80"N

Longitud

88°58'22.68"0

86°58'19.8"0
86°58'19.77"0
88°24'52.09"0

95°04'30.16"0O

95°04'30.16"0

95°06'.871"0

95°06'.871"0
95°06'.871"0

94°20'56.2"0

94°19'11.4"0
94°58'33"0
94°65'00"0
94°65'00"0
99°17'44.41"0
99°17'44.41"0

99°17'39.25"0

99°18'17.58"0

92°50'29.72"0
90°54'10.49"0
90°55'43.19"0
91°32'30.38"0
91°32'30.38"0

89°41'20.85" O

90° 10' 27.37"0

90° 15'40"0

90° 09' 18"0

89° 55' 13"0
90° 09' 23"0

90° 16' 38"0

90° 16' 53"0

90° 16' 53"0

90°16'44.75"0
90°16'45.36"0

90°16'45.36"0

Sexo

Hembra
fase
oscura
Mach.o

Macho
Macho
Macho

Macho

Hembra
fase
oscura
Macho

Macho

Hembra
fase
oscura
Sin info.

Sin info.
Sin info.
Sin info.
Macho
Macho

Hembra
fase
oscura
Hembra
fase
oscura
Macho
polluelo
Macho

Macho
Macho
Macho

Hembra
fase
oscura
Macho

Hembra
fase
barrada
Hembra
fase
barrada
Macho ala

Macho

Hembra
fase
oscura
Macho

Hembra
fase
oscura
Macho

Macho ala

Hembra
fase



36

37

38
39
40
4

42

43
a4

45

46

Calakmul Campeche

Calakmul Campeche

Calakmul Campeche
Calakmul Campeche
Calakmul Campeche

Calakmul Campeche

Calakmul Campeche

Calakmul Campeche

Calakmul Campeche

Calakmul Campeche

Calakmul Campeche

-

3

-

4

-

5

N

6

-

7

N

8

Campeche

Campeche

Campeche
Campeche
Campeche

Campeche

Campeche

Campeche

Campeche

Campeche

Campeche

Zona Arqueolégica de Calakmul

Zona Arqueologica de Calakmul

Zona Arqueologica de Calakmul
Zona Arqueolégica de Calakmul
Zona Arqueologica de Calakmul

Zona Arqueolégica de Calakmul

Zona Arqueologica de Calakmul

Zona Arqueologica de Calakmul

Zona Arqueolégica de Calakmul

Zona Arqueolégica de Calakmul

Zona Arqueolégica de Calakmul

52

18°6' 29"N

18° 05' 14"N

18° 05' 14"N
18° 05' 18"N
18° 05' 04"N

18° 04' 48"N

18° 04' 48"'N

18° 4'41.34"N

18° 4'37.67"N

18° 4'37.67"N

18°2'25.91"N

89° 48' 38"0

89° 43' 54"0

89° 43' 54"0
89° 43' 06"0
89° 42'38"0

89°42'17"0

89°42'17"0

89°42'14.12"0

89°41'569.72"0

89°41'59.72"0

89°40'25.92"0

oscura

Hembra
fase
barrada
Hembra
fase
oscura
Macho

Macho
Macho

Hembra
fase
oscura
Hembra
fase
oscura
Macho

Hembra
fase
oscura
Hembra
fase
oscura
Hembra
fase
oscura



Apéndice 2. Matriz de distancias para genes mitocondriales concatenados (COI, Cyt b, ND2).

Se presentan el nimero de sustitucion por sitio entre secuencias. Como grupo externo Crax

daubentoni.
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