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El orden Trogoniformes (Trogones y Quetzales) es uno de los grupos de aves mas llamativos debido a los
patrones de coloracion en su plumaje. Aparte de su atractivo meramente estético, los trogones son de gran
importancia ya que actdan como dispersores de semillas, y al ser aves estrictas de bosque resultan ser
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su proteccién. El proyecto propuesto puede evaluar la variabilidad genética de las especies de
Trogoniformes (Aves) distribuidas en México, para ello se usaran técnicas moleculares de secuenciacién
de ADN mitocondrial (citocromo b y 128 tRNA). Ademas se supone llevar al cabo un estudio méas detallado
con la especie Pharomachrus mocinno (Quetzal) en la Reserva de la Biosfera de "El Triunfo". Para
determinar con una mayor precision la variabilidad genética en los quetzales, ademas de secuenciar los
genes del citocromo b y 12S, se empleara la técnica conocida como RAPIDs, la cual ha demostrado ser
una herramienta de gran utilidad ya que tedricamente muestra un numero ilimitado de loci, requiere
cantidades minimas de tejido, y es mas simple metodolégicamente. De los resultados obtenidos a partir de
este proyecto, se pretende disefiar un plan de manejo para la poblacién de quetzales en la Reserva de la
Biosfera "El Triunfo", al igual que una serie de sugerencias para conservacion de otras especies de
trogones y sus areas en que habitan.
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El orden Trogoniformes (Trogones y Quetzales) es uno de los grupos de aves
mas llamativos debido a los patrones de coloracion en su plumaje. Aparte de su
atractivo meramente estético, los trogones son de gran importancia ya que
actian como dispersores de semillas, y al ser aves estrictas de bosque resultan
ser buenos indicadores del deterioro ambiental. Para el mundo se han descrito
un total de 39 especies, de las cuales nueve (24%) se distribuyen en nuestro
pais. Debido al hecho de ser organismos estrictos de bosque, muchas de las
especies forman parte de listados de aves amenazadas. De las nueve especies
distribuidas en México, cinco se encuentran contenidas en la NOM-ECOL-94.
Sin embargo, desconocemos aspectos basicos de estas especies como sus
interrelaciones evolutivas, variabilidad genética y estado actual de las
poblaciones, los cuales deben ser criterios indispensables para poder tomar
decisiones para su proteccion. El proyecto propuesto puede evaluar la
variabilidad genética de las especies de Trogoniformes (Aves) distribuidas en
México, para ello se usaran técnicas moleculares de secuenciacion de ADN
mitocondrial (citocromo b y 128 tRNA). Ademas se supone llevar al cabo un
estudio mas detallado con la especie Pharomachrus mocinno (Quetzal) en la
Reserva de la Biosfera de "El Triunfo". Para determinar con una mayor precision
la variabilidad genética en los quetzales, ademas de secuenciar los genes del
citocromo b y 12S, se empleara la técnica conocida como RAPIDs, la cual ha
demostrado ser una herramienta de gran utilidad ya que tedricamente muestra
un numero ilimitado de loci, requiere cantidades minimas de tejido, y es mas
simple metodolégicamente. De los resultados obtenidos a partir de este
proyecto, se pretende disefiar un plan de manejo para la poblacién de quetzales
en la Reserva de la Biosfera "El Triunfo", al igual que una serie de sugerencias
para conservacién de otras especies de trogones y sus areas en que habitan.
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RESUMEN

El Orden Trogoniformes (Trogonesy Quetzales) es uno de los grupos de aves més |lamativos debido a
los patrones de coloracién en su plumaje. Aparte de su atractivo meramente estético, los trogones son de
gran importancia ya que acttan como dispersores de semillas, y al ser aves estrictas dé bosque resultan
ser buenos indicadores del deterioro ambiental. La clasificacion mas reciente de la aves del mundo ha
dividido alos trogones en seis géneros (i.e., Apaloderma, Pharomachrus, Euptilotis, Priotelus, Trogon, y
Harpactes). En total se han descrito un total de 39 especies, de las cuales nueve (24 %) se distribuyen en
nuestro pais. Debido a hecho dé ser organismos estrictos de bosque, muchas de las especies forman
parte de listados dé aves amenazadas. De |as nueve especies distribuidas en México, cinco se encuentran
contenidas en la NOM-059-ECOL -94. Sin embargo, desconocemos aspectos basicos de estas especies
como sus interrelaciones evolutivas, variabilidad genética, y estado actuar de las poblaciones, |os cuales
deben ser criterios indispensables para poder tomar decisiones para su proteccién. El presente proyecto
evallio dos aspectos basicos en este grupo. Primero, cuales son las relaciones evolutivas de las especies
de este grupo. Andlisis de Parsimonia M&xima confirmaron la monofilia del grupo y de lamayoria de los
géneros propuestos.Las especies del Nuevo mundo forman un grupo monofilético y son el grupo
hermano de los trogones asiéticos (i.e., Harpactes). El lingje mas basal dentro del orden lo conformaron
los trogones africanos (Le., Apaloderma). Dentro de los trogones americanos se obtuvo que el grupo
hermano del genero Trogon es un clado formado por los quetzales, dentro de los cuales seincluye al
trogon orejon (Le., Euptilotix neoxenus). El escenario evolutivo sugiere un origen Euro-Africano para
este grupo, lo cual se ve respaldado por evidenciafosil. Por lo tanto la mayor diversidad en el continente
americano se explica como un centro secundario de radiacion debido ala baja competencia con especies
frugivoras. Otro escenario evolutivo, esta vez sobre la aparicion de coloracion iridiscente sugiere un
aumento en las microestructuras responsables de la iridiscencia hacialos lingjes mas apicales.

En segundo lugar se analizé la variabilidad genética de las especies de Trogoniformes. Paraello se
usaran técnicas molecul ares de secuenciacion de ADN mitocondrial (citocromo by 12SrRNA). Ademés,
sellevo al cabo un estudio mas detallado con |a especie Pharomachrus mocinno (Quetzal) en la Reserva
de laBiosferade "El Triunfo". Para determinar con una mayor precision la variabilidad genéticaen los
quetzales, se secuenciod un fragmento de 541 pb laregién control del D-Loop, ademas se uso la técnica
conocida como RAPDs (Randomly Amplified Polymorphic DNAS). Los resultados tanto de las
secuencias como de los RAPD's sugieren que la poblacién se encuentra en una condicion "sana'
genéticamente, y que losindividuos presentes en el poligono uno de "El Triunfo" representan una
poblacién con cohesi6n reproductiva estable. Aparentemente el problema principal que enfrentan los
individuos de esta poblacién es la escasez de sitios adecuados para anidacion y la alta tasa de depredacion
de las nidadas por arte de la tucaneta verde (Aulacor hynchus prasinus) y ardillas.

PALABRASCLAVE
Trogoniformes, Quetzal, Reserva de la Biosfera "El Triunfo", Filogenia Molecular, Citocromo b, 12S
rRNA, D-Loop, RAPDs, Conservacion.



INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Actualmente una de las disciplinas méas integrativas en biologia es la sistematica filogenética. Durante los
ultimos treinta afios |a sistemética ha sufrido un cambio dramético. No solo por el rapido desarrollo e
incorporacion de nuevas tecnologias (e.g., analisis moleculares), sino también por el surgimiento de los
principios filogenéticos. El pensamiento filogenético ha transformado a la sistemética de una disciplina
descriptiva a una ciencia predictiva e interpretativa. Con el auge de la biologia comparada, 1a sistemética
filogenética se ha convertido en |a base de andlisis de patrones biogeogréficos, conductuales, y

ecol 6gicos dentro de un marco principal mente evolutivo. Con ello, nos permite proponer estrategias de
manejo y conservacion de la biodiversidad acordes con procesos biol6gicos. Paralograr realizar un
andlisisintegral de una especie, ademas de comprender |as relaciones historicas de un grupo es necesario
estimar la variabilidad existente en las poblaciones. Una de la metas principales en los estudios genéticos
enfocados ala conservacion, es ladeterminacion de el nivel y distribucion de la variabilidad genéticaen
especias amenazadas. La informacion genética es uno de los datos criticos para entender la estructura,
demografia, y taxonomia de las poblaciones de una especies.

Los Trogoniformes (Trogones y Quetzales) son un grupo relativamente pequefio de aves con distribucion
pantropical. En total se reconocen 39 especies de las cuales 9 (24 %) se distribuyen en la Republica
Mexicana (Sibley y Monroe 1990). Se conoce relativamente bien la historia natural de algunas de las
especies del Nuevo Mundo (Skutch 1942, 1944, 1948). A partir de esta informacion se ha inferido que
estas aves forman parte fundamental de las comunidades debido a su papel de dispersores de semillas
(Avilay Hernandez 1990). Los trogones se consideran como buenos indicadores de deterioro ambiental
debido a su aparente especificidad de habitad. Por ende, |a rapida deforestacion ha hecho que muchas
especies de trogones hayan sido incluidas en los listados de especies amenazadas (King 1981). Por
razones similares, de las nueve especies de trogones que se distribuyen en México cinco han sido
consideradas dentro de laNOM-059-ECOL -1994. No es posible establecer una politica preservacionista
total debido ala extrema complejidad de las causas que propician la rapida perdida de ecosistemas en
nuestro paisy el mundo. Es por ello que los esfuerzos de conservacion se han enfocado atratar de
proteger la mayor variabilidad genética. En este sentido el entender las relaciones filogenéticas de los
grupos amenazados resulta una prioridad de vital importancia. Es asi, que una vez que sabemos la
filogenia de un grupo podemos hacer decisiones sobre los lingjes que a protegerlos representarian la
conservacion de la mayoria de la biodiversidad posible (Stiassny y de Pinna 1994).



Para un uso mas amigable, el presente reporte ha sido dividido en tres capitul os. Dichos capitul os
abarcan los distintos niveles que el proyecto pretendié enfocar. Cada capitulo consta de un prologo
introductorio a problema, unalista de objetivos particulares, |a metodol ogia usada para abordar las
preguntas planteadas, una seccion detallada de |os resultados obtenidos, y finalmente las conclusiones a
ese nivel. El primer capitulo se refiere al analisis de las interrel aciones evolutivas entre los Trogones
inferidas a partir de andlisis filogenéti cos basados en parsimonia. El segundo capitulo siguiendo el patrén
filogenético recobrado, explora un escenario evolutivo de las estructuras que producen la coloracion
iridiscente en estas aves. Por ultimo, el tercer capitulo representa un estudio piloto sobre la variabilidad
genética de la poblacion de quetzales en € poligono 1 de lareservade labiosferade "El Triunfo".

OBJETIVOS GENERALES DEL PROYECTO

El proyecto propuesto, abarca dos niveles de organizacion bésica a nivel bioldgico. El primero esun
estudio sobre la variabilidad genética de la poblacién de Quetzal es (Pharomachrus mocinno) en la
Reserva de laBiosferade El Triunfo. El segundo planteainferir las interrelaciones evolutivas de las
especies de Trogoniformes que se distribuyen en M éxico usando técnicas moleculares (i.e.,
secuenciacion directa de ADN mitocondrial), ademas de establecer su posicion taxondmica dentro del
orden. Por o tanto, los objetivos particulares del presente estudio fueron:

i) Proponer un plan de proteccion y manejo para el Quetzal (Pharomachrus mocinno) enlaReserva
delaBiosfera"El Triunfo", considerando como factor fundamental |a variabilidad genéticade
esta poblacion.

i) Inferir por medio de una metodologia cladistica las relaciones evolutivas de las especies de
trogoniformes distribuidas en la Republica Mexicana.

iii) Recobrar patrones sobre aspectos evolutivos, ecoldgicos, y de biogeografia historica de para
las especies de trogones distribuidas en México.



RESULTADOS ESPERADOS

i) Al final del estudio se entregar4 a la CONABIO un informe detallado de los resultados de ambos
andlisis (variabilidad genética entre las especies de tragones, y variabilidad genética en la
poblacion del quetzal enla Reservade laBiosferade "El Triunfo".

1)) Matrices de comparaciones pareadas sobre la variabilidad genéticainterespecificas e
intraespecificas. Se entregaran a menos tres matrices, dos interespecificas con lavariabilidad a nivel de
citocromo by 12SrRNA, y otramas detallada (i.e., intraespecifica) con la variabilidad genética de la
poblacion de el Quetzal en la Reserva de la Biosferade "El Triunfo".

iii) Reporte actualizado sobre la situacion del Quetzal (P. mocinno) en el la Reserva de la Biosfera
de "El Triunfo". Gracias a que existen estudios anteriores de quetzales en "El Triunfo" (e.g.,
Avilay Hernandez 1990, Sol6rzano 1995), el reporte que se presentara ala CONABIO
mencionara de la manera mas detallada el cambio que ha sufrido la poblacién de esta especiealo
largo de la Ultima década.

iv) Formacién de recursos humanos a nivel de licenciaturay posgrado (por [o menos un
estudiante de cada nivel).

Y) Publicaciones cientificas en revistas internacionales. Se entregaran a CONABIO copias de
cualquier derivadas de este proyecto, y por supuesto se dara crédito a CONABIO por €l apoyo
recibido en cualquier publicacion.



RESULTADOS GENERALES



CAPITULO I
FILOGENIA DEL ORDEN TROGONIFORMES

El Orden Trogoniformes (Clase: Aves) estaformado por o que cominmente se denomina Quetzalesy
Trogones. Es indudablemente uno de |os grupos de aves mas coloridos. Presentan un plumaje denso,
pero las plumas individuales son laxas ya que | as barbul as se encuentran especialmente reducidas. €l
patron de coloracién en los machos puede ir del café hasta el verde metalico, con destellos azul-violeta
en la parte dorsal. La cabeza puede ser verde metdlico, negra, gris, azul obscuro, violeta, rosada, o roja.
En lamayoria de las especies laregion superior del pecho esta dividida de la region abdominal por una
banda de plumas blancas. El vientre y las cobertoras inferiores de la cola pueden ser rojas, amarillas o
naranjas. Las alas son completamente negras, mientras gue la cola es negra con patrones distintivos de
bandas blancas. Algunas especies presentan la regién periocular desnuda, pero lapiel presenta
coloraciones que pueden ir desde el amarillo pdlido, a purpuraintenso. Los quetzales (Pharomachrus) se
caracterizan por presentar una cresta de plumas, cobertoras de las alas elongadas, y cobertoras dorsales de
la cola elongadas que en algunas especies pueden sobrepasar lalongitud de esta. Es el Quetzal
Centroamericano (P. mocinno) las cobertoras dorsales de la cola pueden sobrepasar 1os 100 cm de
longitud. El pico es corto pero con labase anchay el culmen decurvado. General mente presenta
coloraciones brillantes, y en algunas especies el tomium es serrado. La cola es graduada, anchaen la
base y truncada.

L os caracteres morfol 6gicos que se consideran distintivos (Ridgway 1911, Sibley 1955, Sibley &
Ahlquist 1990) de los miembros de este Orden son: paladar esquizognato, proceso basipterigoideo
desarrollado, vomer elongado, 15 vértebras cervicales, dos pares de hendiduras esternal es, de cuatro a
cinco pares de costillas, metatarso con cuatro hendiduras, coracoides dividido, siringe traqueo-
bronquial, nostrilos holorrinos, septo nasal osificado, tendones plantares de tipo V111, convoluciones
intestinales tipo VI, musculatura pélvica AX, caeca bien desarrollada, arteria carétidaizquierda
solamente, pterilosis espinal desde la nuca hasta la glandula pigidial, diez primarias, de once a doce
secundarias, doce rectrices, y laglandula pigidial desnuda. Sin embargo muchas de estas caracteristicas
estan presentes también en otros grupos de aves (Sibley & Ahlquist 1990). Tal vez €l Unico caracter
verdaderamente distintivo de estas aves es la presencia de un pie heterodéctilo, en el cua losdedos1y 11
estan dirigidos hacia atrés, mientras que los dedos 111 y IV son frontales y unidos en su parte media
basal. Por lo tanto €l halux (dedo 1) es el més externo, mientras que €l las patas zigodactilas son los
dedos 1y IV los que presentan la posicién dorsal .



L os tragones presentan una distribucién pantropical. La clasificacion més reciente paralas aves del
mundo reconoce un total de 39 especies divididas en seis géneros (Sibley & Monroe 1990). Los
tragones africanos (género Apaloderma) son endémicos de |os bosques montafiosos de Liberia, Nigeria,
Camerun, Angola, Zaire, Uganda, Kenya, Tanzania, Mozambique y Malawi. El segundo género mas
diverso es Harpactescon 11 especies. estas se distribuyen en el Asiadesde lalndiay Sri Lanka hasta
el sureste de China, y alo largo de la peninsula Malaya pasando por Sumatra, Borneo, lava, y las
Filipinas. El género monoespecifico Euptilotis es endémico de los bosgues montafiosos del oeste de
Meéxico y sur de Arizona. Las cinco especies del género Pharomachrus se distribuyen desde el sur de
México hasta Sudamérica en PerU, Bolivia, Colombia, Venezuela, Ecuador, y la Amazonia Brasilefia.
Priotelus incluye dos especies endémicas del Caribe en Cubay en Republica Dominicana. Finalmente el
género Trogon con 17 especies, se distribuye desde el suroeste de Nuevo México y sureste de Arizona
hacia el sur cubriendo todo México, Centro y Sudamérica hasta el norte de Argentina.

Aun cuando la historia natural de algunas especies es bien conocida (e.g. Skutch 1942, 1944, 1948), las
relaciones filogenéticas de | as especies de tragones esta pobremente estudiada. Los estudios
sistematicos se habian enfocado simplemente ala descripcion de especies y subespecies (e.g. Clark 1918,
Zimmer 1948, Clancey 1959, Parkes 1970), Las descripciones técnicas para | os distintos géneros se
basan en caracteres pobremente definidos que frecuentemente conflictlan entre los gruposy por lo tanto
no discretizan grupos naturales. Caracteres tales como |la cantidad de plumas en €l tarso, serracién del
tomium, presencia de regiones desnudas de piel, patrones de coloracion, y algunas caracteristicas
esquel éticas fueron usadas parainferir vagamente las relaciones entre las especies de este grupo
(Dgilvie-Grant 1892, Ridgway 1911, Clark 1918, Parkes 1970). Sin embargo muchos de estos caracteres
presentan mas variacién dentro de una misma especie que entre especies por o tanto haciéndolos indtiles
para el andlisis filogenético. Swainson (1837), por g emplo, reconocié solamente los géneros Trogon,
Harpactes, Apaloderma, Temnurus, y Calurus. Ogilvie-Grant (1892) dividié alos trogones asiaticos en
dos géneros (Harpactes y Hapalarpactes). Sharpe (1900) dividié alos trogones africanos en Hapaloderma
y Heterotrogon. Ridgway (1911) dividio el género Trogon en cuatro géneros distintos
(Trogon,Curucujus, Trogonurus, y Chrysotrogon). Peters (1945) dividi6 a Priotelus en dos géneros
(Priotelus y Temnotrogon), y a los trogones africanos en dos géneros (Apaloderma y Heter otrogon).

M as recientemente Espinosa de los Monteros (1998) realizé un andlisis filogenético basado en secuencias
de ADN mitocondrial para los trogoniformes. Sin embargo en este estudio las especies mexicanas de
trogoniformes estén pobremente representadas.



Por lo anterior |os objetivos particulares de este primer capitulo pretenden: @) corroborar la monofilia de
los distintos géneros de trogoniformes; b) inferir las interrelaciones evolutivas de las nueve especies de
trogoniformes distribuidos en México con el resto de las especies de trogones; y ¢) determinar la
variabilidad genética interespecifica entre |as especies mexicanas de trogonesy el resto de |as especies
delafamilia

METODOLOGIA

Grupos Taxonomicos

El andlisis filogenético global incluyd un total de 24 especies de Trogoniformes, tanto del Nuevo Mundo
| Pharomachru.s (4 spp), Euptilotis neoxenus, Priotelus temnurus, y Trogon (13 spp.)], como de Africa
[Apaloderma (2 spp.) [, y Asia[Harpactes (3 spp)]. Para este andlisis, nos aseguramos de obtener
tejidos (i.e., higado, corazon, o sangre) de las nueve especies de trogones que se distribuyen en México
(P. macinno, E. neoxenus, T. violaceus, T. elegans, T. collaris, T. mexicanus, T. massena, T.
elanocephalus, y T. citreolus). Como ya ha sido mencionado, de las especies que se incluiran en este
estudio, cinco se encuentran consideradas dentro de NOM-059-ECOL-1994. Estas especies son: Trogon
violaceus (NOM-059-ECOL-94: Rara), Trogon collaris (NOM-059-ECOL-94: Rara), Trogon massena
(NOM-059-ECOL-94: Rara), Euptilotis neoxenus (NOM-059-ECOL -94: Amenazada), y Pharomachrus
mocinno (NOM-059-ECOL-94: En peligro).

Para enraizar lafilogeniay polarizar 1os caracteres se emplearon seis especies de grupos que se
consideran cercanamente relacionados con los Trogoniformes (Espinosa de los Monteros 2000). Estas
incluyeron tres especies de Coliiformes (Colius colius, C. griatus, y C. leucocephalus), y tres especies de
Cuculiformes (Centropus sinensis, Cuculux fugax, y Geococcyx velox). Debido a que las relaciones
existentes entre las especies del grupo externo son irrelevantes paralos objetivos de proyecto planteado,
en las figuras este ciado se identifica solamente como " Grupo Externo”.

Colecta detejidos

Los tejidos (musculo, sangre, plumas, etc.) utilizados en el presente estudio se obtuvieron colectando
especimenes en el campo, o através de intercambio con museos (American Museum of Natural History,
Field Museum Chicago, Luisiana State University, Museo de Zoologia Facultad de Ciencias UNAM,
etc.). Los permisos de colecta correspondientes para México fueron
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tramitados ante las autoridades del INE, y las colectas sellevaron a cabo de acuerdo con los lineamientos
establecidos en los mismos. L os especimenes col ectados (o tejidos) fueron almacenados en buffer
fisiolégico (Longmire et al. 1997) para su traslado y posterior incorporacion en la coleccion de Tejidos
Congelados del Laboratorio de Biologia Evolutivadel Instituto de Ecologia, A. C.

Extraccién y secuenciacion de ADN

El DNA gendmico fue extraido directamente de muestras de tejidos de acuerdo a protocolo descrito en
Espinosa de los Monterosy Cracraft (1997). Parala extraccion de ADN, lostejidos fueron sometidos a
desnaturalizacion por ebullicion en una solucion a 5% de Chelex, siguiendo el protocolo propuesto por
Singer-Sam et al. (1989). Posteriormente |os genes sel eccionados fueron aislados y amplificados por
medio de técnicas in vitro de PCR, usando oligonuclettidos disefiados especificamente para aves
(Espinosa de los Monteros 1998, 2000). Esto con el objeto de minimizar el riesgo de contaminacién. El
PCR sellevo a cabo en termocicladores de efecto Peltier (Perkin-Elmer), siguiendo los siguientes
pardmetros: 94 °c por 1 min, 50 °c por L.5min. y 72 °c por 2.5 min.; por 35 ciclos. Los productos fueron
separados por medio de electroforesis submarina de gejes de agarosa a 2% (FMC Bioproducts). Los
productos fueron tefiidos en una solucién de bromuro de etilo, a una concentracion de 2pg/ml, y fueron
visualizados usando unalampara de luz ultravioleta. Las reacciones exitosas fueron recobradas
directamente de | os geles resuspendiendo la muestra en 1.50 M| de agua ultrapuralibre de ARNasay
sometiéndolos a fusion por calor a unatemperatura de 73 °c por 15 min. Usando esta muestras como
base, 10s genes fueron reamplificados en volimenes de 40 pl para obtener |a cantidad adecuada de

templ ete para secuenciacion directa. Los parametros a seguir durante esta segunda amplificacion fueron:
94 °c por 45 s, 55 °c por 1 min., y 72 °c por 2 min.; por 25 a 30 ciclos. Todos |os experimentos de PCR
se realizaron paralelamente con reacciones control negativasy positivas, con el objeto de asegurar que
los productos representan verdaderamente |os genes deseados y no posible contaminacion externa.
Alicuotasde 3 yl de las reamplificaciones fueron aisladas y visualizadas como ya fue descrito. El
volumen restante fue purificado usando el kit GeneClean |11 (BIO 101 inc), con €l fin de eliminar €l
exceso de oligonucleotidos, enzimas y buffers que pueden inhibir |as reacciones de secuenciacion
directa. Las reacciones purificadas fueron sometidas a secuenciacion ciclica usando el kit ABI Prism
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit con AmpliTag DNA Polymerase FS, en un
ciclador GeneAmp 480 PCR System (Perkin Elrner). Las reacciones se llevaron al cabo en volimenes
de 15 ytl (5.7 ycl del kit, 1 pinoj oligonucledtido de secuenciacion, 5 ng/gl de DNA, y 8 pl de agua
ultrapura libre de ARNasa). Las condiciones que se usaron durante la secuenciacién ciclica fueron: 96 °c
por 30 s, 53 °c por 20 s, 60 °c por 4 min., durante 27 ciclos.
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El exceso de terminadores Taq dideoxy-nuclettidos fue removido por medio de columnas de Sephadex
(CentriSep Princeton Separations) en una microcentrifuga durante 2 min. a una velocidad de 2500 rpm.
El volumen recuperado fue secado en una centrifuga de vacio, y posteriormente fue resuspendido en
2.5l de buffer se secuenciacion (6x formalina deshionizada, 1 x EDTA 50 mM pH S. 0). Las
reacciones fueron observadas por medio de electroforesis de gel es desnaturalizadores de poliacrilamida
al 4%, en una estacion secuenciadora automética deDNA ABI Prisin 373 (Perkin Elmer). Los archivos
conteniendo las secuencias fueron analizados con el programa Sequencher 3.C) (Gene Codes Corp,
Ann Arbor, MI, httpahvww.genecodes.com). Para asegurar la mayor exactitud posible de las

secuencias, los genes fueron secuenciados en ambas direcciones. Los dineamientos de las secuencias se
hicieron a 0jo, o en los casos que esto no fue posible con la ayuda del programa Malign (Wheeler y
Gladstein 1992).

Genes Secuenciados

El problema bésico de cualquier andlisis molecular es encontrar la particién adecuada que contenga la
variabilidad necesaria para abordar |a pregunta planteado. Si el andlisis involucra especies que han
divergido hace mucho tiempo es necesario encontrar una molécula que presente una tasa evolutivalo
suficiente mente lenta corno para gque los cambios acumulados no alcancen €l nivel de saturacion. Por otro
lado cuando se trabaja con divergencias recientes es indispensable encontrar un gen que cambielo
suficientemente rgpido para que existan diferencias entre las secuencias a comparar. La complejidad se
incrementa ya que las tasa evolutivas de |os genes pueden variar no solo dependiendo del gen que se
trate, sino también del grupo con el gue se trabaje. Aunado a esto no existe lainformacion suficiente que
permita saber que gen es adecuado para un grupo determinado de organismo. Por estas razones. para €l
presente estudio se usO la estrategia de secuenciar dos genes distintos con tasas evolutivas diferentes.

L os dos genes usados pertenecen a genoma mitocondrial. El gen del citocromo-b (cit-b) se eligi6 por
presentar en promedio una tasa relativamente rapida pero que es adecuada para andlisis anivel genérico y
especifico (Edwards et al. 1991). El gen del 12Sr'RNA (12S) presenta una tasa evolutiva més lenta que la
del citocromo b, 1o que lo hace un buen candidato para resolver los nodos profundos dentro de este
grupo. Ademés el uso de mas de un gen permite evitar que la filogenia reconstruida represente la historia
evolutivadel gen en vez se ladel grupo taxonémico (Nei & Kumar 2000). Las secuencias completas
paratodas las especies de Trogoniformes incluidas en €l presente estudio se incluyen en el apéndicell, a
final del presente reporte.

Andlisis Filogenético
El andlisis filogenético de las secuencias de ADN se hizo con laayuda del programa PAUP
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(Swofford 2000). Debido al nimero de taza que se incluyeron en el estudio, la estrategia de busqueda
fue del tipo heuristico con 1000 réplicas por busgueda. Latransformacion de los nucleétidos se
consider6 no ordenada en todas las busquedas. Ademés, para cada blsqueda se considerarén los
siguientes parametros:. (@) para lainterpretacion de los resultados solo se consideraron los &rboles méas
parsimoniosos, (b) cuando € resultado convergio en multiples érboles igualmente parsimoniosos la sefial
se condensd usando una solucién de consenso estricto, (€) lalongitud de las ramas se optimizo utilizando
laopcion ACCTRAN la cual favorece las reversiones y perdidas sobre los paralelismosy convergencias,
esto con €l fin dereducir en efecto de atraccidn por ramas largas, y (d) la robustés de |a sefial para cada
uno de los clados se evalud utilizando pruebas de bootstrap (500 replicas) e indices de tolerancia de las

ramas (Bremcr 1994).

Distancias Genéticas y Analisis de Homogeneidad de Perticiones

Se calcul 6 las distancias genéticas corregidas para cada par de especies incluidas con el fin de determinar
s existen efectos de saturacién que pudieran afectar los andlisis filogenéticos (Arctander 1991). Las
distancias fueron computadas con el programa PAUP* (Swofford 2000) usando el modelo de Kimura
de dos parametros (Kimura 1980). La tasa de cambio entre transversiones y transiciones fue computada

de forma empirica a partir de los datos.

Basados en andlisis de simulacion evolutiva de nucledtidos Bull y colaboradores (1993) determinaron que
la reconstruccion filogenética puede ser menos precisa cuando se combinan particiones genéticas que
presentan tasas evol utivas significativamente distintas. Para explorar esta posibilidad se uso una prueba
de homogeneidad de particiones. Dicha prueba se implement6 usando el programa PAUP (Swofford
2000). Pararealizar dicha prueba, se generaron mil matrices permutando los caracteres de manera
aleatoria. Lalongitud de los arboles obtenidos a partir de las matrices permutadas se determiné usando

busquedas heuristicas

RESULTADOS

Secuencias de ADN Mitocondrial

L a estrategia de secuenciacion para los genes empleados se muestra en el Cuadro 1, mientras que en el
apendice |1 se reportan las secuencias completas para los genes del 12S'y cit-b paralas especies de
Trogoniformes que se distribuyen en México. Las secuencias se presentan en formato GenBank,
ademas, se presentala secuencia de aminoécidos que son codificados para el caso del gen del cit-b. Las
secuencias combinadas para |os genes del cit-b , 12S resultaron en un
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alineamiento de 2159 pares de bases (bp) [1143 bp para el cit-b y 1016 bp para el 125]. Las secuencias
del cit-b contienen 590 posiciones invariantes (52%), 85 cambios exclusivos dé taxones terminales (7%
de autapomorfias), y 468 caracteres filogenéticamente informativos (41%). La variabilidad a nivel de
las posiciones dentro de un coddn presenta un patron similar al reportarlo para otras moléculas de cit-b
(Edwards et al. 1991, Irwin et al. 1991, Graybeal 1993). Las segundas posiciones fueron las menos
variables mostrando tan solo 57 substituciones. Las primeras posiciones presentaron un total de 137
cambios, mientras que las mas variables fueron las terceras posiciones con un total de 362 cambios. Aun
cuando lamayor variacion se presenta en terceras posiciones, tan solo a gunos de estos cambios son
responsables de substitucién de aminoacidos. Si traducimos las secuencias, un total dé 118 (31 % de
los 380 residuos de aminoécidos son variables para los trogoniformes. Basado en el modelo de la
estructura secundaria de la molécula del cit-b (Hotivell 1989), la mayor incidencia de residuos variables
se encuentra localizarla en la region transmembranal de la molécula, especialmente en el cuarto, quintoy
octavo segmento. Este patron de reemplazo es similar alo que se ha observado en la misma molécula
para otros organismos (Degli-Espoti et al. 1993).

L as diferencias empiricas observadas entré pares dé especias de tragones fluctuaron desde un
minimo de 14 (1.2%) entre Trogon citreolus y T.melanocephalus, hasta un maximo de 239
(18.21) entre Pharomachrus mocinno y T. personatus (ver informacién electronica anexa

DivNucChb.xis). La distancia menor entre especies pertenecientes a géneros distintos fue de 144 pb
(12.6%) entre Euptilotis neoxenus and P. pavoninus.

Mutaciones del tipo de incersionesy deleciones son caracteristicas de las regiones hipervariables del gen
del 12S. Aun cuando la alineacion de las secuencias para los trogoniformes tuvo una longitud de 1016
pb, € numero de nucledtidos para cada especie vario de 935 pb en Euptilotis neoxenus hasta 975 en
Apaloderma narina. Regiones funcionales (i.e., tallos y asas) en las secuencia: fueron facilmente
identificados siguiendo |os model os para la estructura secundaria de la mol écula (Springer & Douzery
1996. Houde él al. 1997, Mindell et al. 1997). La matriz alineada contiene 590 posiciones invariantes
(58%0), 72 autapomorfias (7%), y 354 sitios filogenéticamente informativos (35%). Los tallos de la
mol écula son méas conservados qué las asas. Dentro de los tallos se identificaron 315 (53%) de los
caracteres invariantes, 20 de las autapomorfias (28%), y 134 de los caracteres filogenéticamente
informativos (30%). Las principal es regiones hipervariables encontradas en | as secuencias de los
Trogoniformes se concentraron principal mente en sitios donde se hipotetiza se encuentran las asas.



Lavariacion entrelas secuencias dd gen dd 12S paralos Trogoniformes varid desdelas 16 pb (1.6%) cambios entre
Pharomachrus mocinno y P. pavoninrrs, hasta 150 cambios (14.8(7c) entre Apaloderma vitraturn'y Trogon
melanocephal us (ver informacion electronica anexa DivNucl2.xls). Ladigandapromedio entregénerosesde 130 pb
loqueenuivded 12.8% delasecuendatotd dd gen del 125.

Lavariacion entre laproporcion detrangcionesy transversiones debido alas presiones de sdleccion en € genoma
mitocondrid produce un desvio en d porcentgje de nudedtidos, esto esespecialmente en posiciones silenciosas
dentro del cit-b (Brown 1985, Sueoka 1988). L a desviacion en lacomposicion de nudedtidos (C) end cit-b
reportada paraotrasaves (Nunn & Cracraft 1996, Nunn et al. 1996) y mamiferos (Irwin ct al. 1991) es casi
idéntica alaregistrada en d presente andiss (ver informacion eectrénicaanexa NucComCh.xls). Debido aque
las subgtituciones en lasterceras posiciones ddl coldn tienden aser slenciosas, y por lo tanto masvariables, €l
desvio en esta posicion fue mayor (C=0.414). Las terceras posiciones son ricas en citosina (42.4%),
seguida por adenina (38.6%0), mucho menostimina (15.4%), y muy pobres en guanina (3.5%). Las segundas
posiciones presentan una desviacion media (C=0.22), siendo ricas entimina (39.7%) y pobres en guanina
(12.8%0), con porcentgjesintermedios de € tosina (26.7%) y adenina (20.8%). Las primeras posi ciones son
las menos desviadas del equilibrio (C=0.073), Sendo ligeramentericasen citosna (28.5%) y bgasen guanina
(20.8%), y por lotanto intermedias en adeninay en timina (27% y 23.7% respectivamente).

Delasdosregionesestructurdes delamoléculadd 12S, son las asaslas que presentan d mayor desvio enla
composicion de nucledtidos (C=0.191), este desvio es principalmente el resultado de lagbundanciade
adenina (39.2%), lo cud seexplicapor lahipdtess de quelabgapolaridad en este nucledtido puede favorecer las
interacciones hidrofdbicas con las proteinas (Gutell et d. 1985). Después de la adenina, la citocinaes el
nucledtido méas abundante (25.1%), en tercer lugar estalatimina (20.1%), y findmente guanina (15.6%). La
composicion de nucledtidos en lostallos estacas en equilibrio (C=0.044), siendo ligeramentericos en citosina
(27%), y escasos en adenina (23%), las proporciones intermedias las ocupan la guanina (26.7%) y la
timina (23.7%). L a proporcidn en lacomposicion de nudedtidosen € gen 12Sdelos Trogoniformesessimilar alo
gue hasido reportado para otros vertebrados, en epecid paralos mamiferos (Springer et d. 1995, Springer &
Douzery 1996).

ComUnmente se han reportado |a existencia de copias trand ocadas de genes mitocondridesend DNA nucl ear
(i.e., pseudogenes) (Quina 1992, Smith et al. 1992, Komegay et al. 1993). En los
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resultados se destacan cinco hechos que me permiten asegurar que las secuencias comparadas en este
estudio corresponden a genes homalogas de origen mitocondrial y no pseudogenes. (1) El marco de
lecturaen la secuenciadel cit-b es continuo y no presenta la codones sin sentido o de terminacion es sitios
intermedios. (2) Los genes fueron aislados inicialmente como un fragmento Gnico incluyendo
regiones flanqueantes de los genes contiguos. (3) Los 381 residuos de aminoécidos del cit-b fueron
facilmente traducidos usando el codigo genético mitocondrial de los vertebrados. La estructura
secundaria del gen del 128 es consistente con lo que se ha propuesto para otros vertebrados (Springer
and Douzery 1996, Houde et al. 1997, Mindell et al. 1997). y (5) La desviacion en lacomposicion d
nucledtidos para los dos genes secuenciados es muy similar paralo que ha sido reportado en otras aves
(Moore & DeFilippis 1997).

Analisis Filogenético

La prueba de homogeneidad de particiones sugiere que las matrices individuales para el gen del citb y
para el gen del 12S presentan una sefial filogenéticasimilar (p = 0.034) y por lo tanto realizar un andlisis
combinando dichas particiones es adecuado. Para explorar si 10s genes presentan saturacién y por lo tanto
fuera necesario hacer alguin tipo de correccion se graficaron las distancias genéticas empiricas contralas
distancias corregidas usando el modelo de Kimura. Este andlisis mostro que la acumulacion de cambios a
lo largo del tiempo presenta unatrayectorialineal en el gen del 1.2S. Sin embargo para el gen del cit-b
existe evidencia de que el gen o alguna de sus particiones pueden presentar saturacion. En laFigura 1
se presentan las curvas acumulativas de cambios en cada una de las posiciones del codon. Las segundas
posiciones presentan la tasa més baja en acumulacion de cambios (pendiente= 0.77) y claramente una
acumulacion lineal. Latasa de reemplazo en primeras posiciones es mas del doble (pendiente= 1.81) que
paralas segundas posiciones, sin embargo su acumulacion sigue siendo lineal. La acumulacion de
cambios en terceras posiciones seincrementarapidamentey al sobrepasar € 13% de diferencias la pendiente
de la curva se reduce indicando un claro efecto de saturacion en estas posiciones. Por este motivo es

preciso redlizar unaligera correccion ala sefial contenida en terceras posiciones. EI cambio
aplicado es bajar a un medio el efecto que presentan |las terceras posiciones del cit-b con respecto a

resto de las posiciones informativas de las secuencias.

El andlisisfilogenético global, el cual combinalas secuenciastanto del gen del cit-b como las del gen del
12S paralos Trogoniformes, resulta en un cladograma de 3248 pasos, con Indice de Consistencia =
0.437, y un Indice de Retencién = 0.567 (Fig. 2). En este arbol todas |os géneros de Trogoniformes
son monofiléticos. En la base del &rbol se encuentran los trogones africanos. Las especies del Nuevo
Mundo forman un grupo monofilético y son el grupo hermano de los
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trogones asiéticos. Dentro de |os tragones americanos tenemos en la base al trogon de Cuba (Priotelus
temnurus). El trogon orejon (Euptilotis neoxenus) es el grupo hermano de los quetzalesy junto con
ellos forma un grupo monofilético que es el més cercano evolutivamente al género Trogon. El presente
resultado sugiere que el quetzal mexicano (P, mocinno ) es el linagje méas apical dentro del ciado de los
guetzales. El genero Trogon se puede dividir en dos subclados uno que por comodidad denominaré €
"Sublado Elegans' que esta compuesto por T. mexicanus, T. collaris, T. personatus, T. rufus,y T.

elegans. El "Subclado Violaceus" esta compuesto por T. curucui, T. citreolus, T, viridis, T. comptus, T,
melanurus, T, massena, T, melanocephalus, y T, violaceus. El subclado "elegans’ incluye principalmente
alos trogones de pecho rojo, mientras que el subclado "violaceus" esta conformado principal mente por las
especies de tragones de pecho amarillo y cabeza violeta. Esta hipdtesis filogenética es bastante robustay se
mantiene estable aun cuando las especies incluidas en el grupo externo sean cambiadas. Como lo
presentaré mas adelante, esta filogenia concuerda en gran medida con caracteristicas morfol 6gicas como lo
son el patrdn de coloracion o las tendencias en la evolucion de ornamentaciones, especialmente dentro del
grupo de los quetzales. Un resultado interesante es el hecho que la elongacion de las plumas cobertoras
de la cola es una condicion reciente en la evolucion de los quetzales, muy probablemente influenciado por
seleccion sexual. Esta filogenia molecular también es corroborada en gran medida por las evidencias
fosiles encontradas (Mayr 1999), asi como por datos conductuales (Brightsmith 1999), y fisiol 6gicos
(Stanley & Harrison 1999).

DISCUSION

Biogeografia de Trogonifor mes

Ladistribucion pantropical de los Trogoniformes ha sido un problema de interés en ornitologia. La
distribucion actual de estas aves coincide con la distribucion de muchas otras familias de aves (e.g.
Anhingidae, Capitonidae, Heliomithidae. Jacanidae, Psittacidae), y con la de algunos otros vertebrados
(e.g. cocodrilos, cecilidos). Los patrones de congruencia geogréfica se puede explicar por medio de dos
mecanismos generales: a) especiacion de taza ampliamente distribuidos después de un evento de
vicarianza, o b) por multiples eventos de dispersion. Aun cuando la vicarianza requiere el menor numero
de explicacionesad hoc parajustificar el patrén de distribucién observado, esta depende de la
congruencia de multiples filogenias derivadas de grupos independientes. Las cuales hasta el momento no
estan disponibles, sin embargo existen métodos alternativos que nos permiten abordar € problema.
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La hipdtesis més cominmente aceptada mencionaa Nuevo mundo como el centro de origen de los
Trogoniformes (Swainson 1837, Ridgway 1911). Esta idea esta basada principalmente en el hecho de
que lamayor diversidad del grupo se encuentraen Ameérica (64% de las especies actuales). Cain (1971),
sin embargo, ha argumentado que sitios de alta riqueza especifica no necesariamente deberian ser €l
centro de origen, sino mas bien un lugar secundario de radiacion fil ética. La biogeografia filogenética
tradicional asume que €l area de origen deberia ser considerada como la suma de las éreas actuales de
distribucién. Sin embargo, esto implicaria que ladistribucién del ancestro siempre ha sido mas amplia
gue la de cualquiera de sus descendiente eliminando las posibilidades de dispersion (Bremer 1992).
Recientemente Bremer (1992, 1995) propuso un método para estimar la probabilidad relativa que
distintas &reas de la distribucién de un linaje formen parte del area ancestral del grupo.

Si aplicamos la metodol ogia propuesta por Bremer alafilogenia obtenida en el presenta andlisis resulta
que Africa obtiene la probabilidad mayor (aa = 1.0) de formar parte del reaancestral paralos
Trogoniformes. En cuanto a Asiay el Nuevo Mundo, cada una de estas &reas solo tiene la mitad de la
probabilidad (aa = 0.5) que con respecto a Africa. Por lo tanto un origen neotropical para el grupo no
es apoyada por este método. M étodos alternativos como el propuesto por Ronquist (1994, 1995) y
Brundin (1981, 1988) convergen también en Africa como el &rea ancestral paralos Trogoniformes.
Por |o tanto América representa un sitio secundario de radiacion.

Una fuente alternativa de datos que sefiala un origen paleartico de los trogones son los datos del registro
fosil. Los fésiles més antiguos para este grupo provienen de depésitos del Terciario de Europa (Olson
1985). Los primeros registros de trogones se han encontrado en Suizay pertenecen ala especie
denominada Protornis glarniensis. Esta especie presenta claramente la condicion heterodactila
caracteristica de los Trogoniformes (Olson 1976). Otro fésil conocido como Paratrogon gallicus, fue
descubierto en depositos del Mioceno inferior en Langy, Francia (Olson 1976). Recientemente Mayr
(1999) ha descrito a Primotrogon wintersteini encontrado en depositos del Oligoceno medio en
Cereste Francia el cual tiene una edad aproximada de 33 millones de afios. Por otro lado los fdsiles mas
antiguos descubiertos en América pertenecen a especies recientes (Priotelus roseigaster y Trogon
surrucura), todos provenientes de capas del Pleistoceno con una antigliedad méxima de un millén de
afos

Ahora bien, considerando que Africa es uno de los continentes més grandes y que los trogones |levan
lamayor parte de su historia evolutiva en este sitio, como podemos explicar que tan solo €
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7% dela especies descritas para el grupo de encuentren aqui. Aparentemente la diversidad general de
Africa es mucho menor que la de otros sitios tropicales (Keast 1973). Determinar todos los factores que
determinan la diversidad biol 6gica es extremadamente dificil. Existen gran variedad de componentes
fisicos, histéricos, y bioldgicos que han sido correlacionados con casi cualquier patron de biodiversidad
(Huston 1994). El principio de exclusion competitiva puede ser usado en este caso para explicar €l
patrén de diversidad observado en los Trogoniformes. Todas las especies de tragones distribuidas en
Africay Asia, son completamente insectivoras, mientras que | as especies americanas por |o general
tienen hébitos alimenticios mixtos. Probablemente los nichos frugivoros en el Viejo Mundo ya estaban
ocupados por grupos mas agresivos como Bucerotidae, Musophagidae, Pynonotidae y/o Irenidae, los
cuales no tienen representantes en el Neotrépico. Por |o tanto, lallegada a un habitat donde las presiones
competitivas eran reducidas pudo haber sido un factor facilitador para permitir esta radiacion explosiva de
los Trogoniformes en Ameérica.

Otros factores asociados a aumento de la diversidad son la complejidad y heterogeneidad ambiental de un
habitat (Schluter 1988, Huston 1994). Durante los periodos glaciales |os bosques amazoénicos y del SE
de Asia se vieron reducidos a refugios (Roberts 1984), posiblemente conformando sitios favorables que a
través del aislamiento de las poblaciones facilitaran procesos de especiacion alopatrica. Comparado con el
SE asidtico , con el Neotrépico, la historia tectonica de Africa es muy simple. Durante |os tltimos 40
millones de afios la posicion de Africa précticamente no ha cambiado y no existen evidencias que sugieran
la aparicién de cadenas montafiosas u otras alteraciones orogénicas (Potts & Behrensmeyer 1992). Por
estos motivos, lamayor diversidad en Asiay la megadiversidad en América puede ser directamente la
consecuencia de la sobre actividad tectonica durante el Cenozoico, consecuencia de la colision de placas
continentales.

En la actualidad desconocemos fechas absolutas sobre la diversificacion de los Trogoniformes. Sin
embargo, el problema de determinar el tiempo de origen de un grupo puede ser abordado por medio de
las técnicas moleculares empleada-s en este estudio. Algunos autores han sugerido que tiempos
aproximados pueden ser estimados basados en las diferencias encontradas a comparar los genomas de
pares de especies (Brown et al. 1982, DeSalle et al. 1987, Miyamoto & Boyle 1989, Irwin et a.
1991). Para algunos grupos de aves se ha encontrado que el genoma mitocondrial presenta unatasa de
cambio de 1.58% a 2.86% por cada millon de afios para la distancia corregida en terceras posiciones del
cit-b (Nunn et al. 1996). Basandome en esta estimacion, y asumiendo que unavez corregidas las
distancias en las terceras posiciones mantienen una acumulacién lineal



18

durante el tiempo, es posible inferir rangos de divergencia para los distintos grupos de Trogoniformes.
Un valor promedio de 51.5'7: de divergencia nos sugiere que lainvasion del Nuevo Mundo por una
especie ancestral ocurrio entre 18 y 35.6 millones de afios. El origen de los quetzalesy por |o tanto su
separacion con respecto al género Trogon se estima ocurrid hace cerca de 15 millones de afios. La
invasion de México por e grupo de los trogones ha sido un evento reciente, y ha ocurrido multiples
veces. Al menos podemos inferir que los trogones han entrado independientemente seis veces a nuestro
pais (Fig. 3). Des veces en el grupo de los quetzales 'y cuatro por parte de miembros del género Trogon.
En base a andlisis biogeogréfico podemos concluir que el "subclado elegans’ ha evolucionado en
México, y dos lingjes de este (i.e.. T. rufas, T. personatus) han regresado posteriormente a Sudameérica.
Dentro del ““subclado violaceus' se registran tres col onizaciones independientes de M éxico, todas dentro
delos tltimos 5 millones de afios. Si comparamos |os tiempos de divergencia de los Trogoniformes con
los de otros grupos de aves como los corvidos (Helm-Bychowski & Cracraft 1993), nos damos cuenta
gue los trogones representan un lingje relativamente vigjo dentro de las aves y que su radiacion evolutiva
se ha dado de una manera répida especiamente en el Neotrdpico.

Una Clasificacion Filogenética para los Trogoniformes

Solamente las clasificaciones que reflgjen la historia evolutiva de |os organismos son Utiles para abordar
estudios de tipo comparado, o de manejo de recursos. Basado en la hipotesis filogenética recobrada con
el presente estudio se propone la siguiente clasificacion para el Orden trogoniformes:

ORDEN Trogoniformes

FAMILIA Trogonidae
Subfamilia Apal oderminae GENERO Apal oder ma
Subfamilia Trogoninae
Tribu Harpactini
GENERO Harpactes
Tribu Trogonini
GENERO Priotelus
GENERO Tragon

GENERO Pharomachrus

Basdndome en las distancias genéticas obtenidas tanto para d cit-b y el 125, propongo que € enero
Euptilotis debe desaparecer, y su Unica especie debe pasar aformar parte del género
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Pharomachrus. La variabilidad observada entre Euptilotis y |0s otros quetzales es en promedio del 14.9%
en el cit-b y del 8% en el 12S. Ambos valores se encuentran en el rango o por debajo del promedio
registrado para |as especies dentro de |0s otros generos de Trogoniformes (e.g., 15 % en cit-b , 7.9% en

12S para | as especies de Harpactes).
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Cuadro 1. Lisia de especies de Trogonilormes secuenciados durante este trabajo. Cit-b = frgmento perteneciente
al citocrome by 125 = Fragmeniod perienecientes al gen 125,

Taxa L1467T8-H15149 LISORT-H15563 L1SS0T-HISG1S L1244-H1E2S L1T720-H2251
Harpocter orexkios Cit-h Cit-h Cit-b b 125
Hearper ey aders ir-h Cit-h Cit-h 125 125
Hurpentes dirdy Cit-b Cit-h Cith 128 125
Friotelus tommrs Cir-b b it-h 125 25
Apadoderamg oering Cai-h Cil-b i1-b 125 125
Apaloderme vifratm Cit-b Cit-b Cit-b 125 125
Plvaremnaciarns anbislamio Cii-h Cit-b Cit-br 125 125
Pheresnodyny auriceps Cit-b Cat-b Cil-by 125 125
PhatremonieFrns pveniin Cii-h Ca-h Cit:h 128 125
Pharomuactirue mocinnn® Cit-h b Cil-b 125 125
Ewprilorns meossmy =, Cit-b £at-b Cit-b 128 125
Trogon carncud Cit-b Cit-h Ca-h 125 128
Trogan violoceus * . JiE-b : it-h Ca-h 12% 125
Trogon virdis Cit-b Cit-h Cit-h 125 128
Tropan comptus Citb Cit-h Cit-h 125 125
Tregon melanirio Cit-b Cit-h Cit-h 125 125
Trogon elepans * Cit-b Cit-h Cit-h 128 125
Trogow rigfhes Ci-b Ci-h Cith 135 125
Tregon codlaris ® Cii-b Car-b Cit-h 125 125
Trogon me deanuy * ii-h Cit-b Cit-b 125 125
Trogoit perseiariis it-h Cit-b Cit-h 125 128
Troagonn prcessena ™ it-h Cat-b - 125 125
Trogon melanocemhalie ® T Ca-b Cit-b 125 125
Trogon cireolns = Cit-h Cii-by Cit-b 125 125

* .- Especics distnibuidas en Méxioo,
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CAPITULO II
EVOLUCION DE LASESTRUCTURAS IRIDISCENTESEN LASPLUMAS DE
LOSTROGONIFORMES

Junto con los despliegues corporales y acusticos, la coloracién en animales forma parte de la
comunicacion inter e intraespecifica. En las aves, la coloracion no solo tiene un impacto en el
comportamiento, también brinda a su portador ventajas como proteccion mecanicay fisica. También se ha
ligado ala coloracion con la adaptacidn de los animales a su ambiente. Las coloraciones cripticas brindan
proteccién alos organismos a hacerlos inconspicuos dentro de su entorno. Jameson (1981) presenta
giemplos de reptiles, aves y mamiferos habitantes de desiertos, cuyas coloraciones palidas les confieren
algun tipo de ventaja, tomando en cuenta que existe muy poca vegetacion que pudiera servirles como
proteccion. En cambio, una coloracion [lamativa puede indicar que € portador es peligroso o poco
palatable (coloracion aposemética) o simplemente puede servir como un patrén de reconocimiento dentro
del grupo (coloracion fanérica). Las aves han desarrollado tanto coloraciones cripticas como fanéricas. En
aves terrestres como Tindmidosy Galliformes, el color predominante suele ser pardo, mientras que en aves
arboricolas, lacoloracién verde y sin patrones representa probablemente una funcion similar. Isley (En:
Welty 1975) presento evidencias del valor adaptativo que tiene la coloracion. Este investigador
experimento of reciéndoles a grupos de aves, saltamontes con coloraciones tanto cripticas como
contrastantes. Sus resultados mostraron que & 66% de aguellos saltamontes con coloracion criptica habian
sobrevivido, contratan sélo un 16 % de los contrastantes. De acuerdo con estos resultados y a otros
similares, no es dificil pensar que la coloracion cripticajuegue € mismo papel protector dentro de todo el
grupo de los vertebrados.

La coloracion fanérica se caracteriza por presentar colores brillantes con fuertes contrastes y patrones
[lamativos. Los organismos con este tipo de coloracion se caracterizan por realizar despliegues que
tienen por objeto evidenciar estos caracteres. Este tipo de coloracion ademas de servir como distintivo, se
puede usar como sefial de peligro o amenaza, evitando de esta manera combates reales (Welty 1975). La
coloracion més brillante en uno de |os sexos, estd usualmente asociada con el cortejo (Jameson 1981).
Nekipelov (En: Welty 1975) present6 evidencias de que la coloracion nupcial en machos es resultado
de la seleccion sexual. En las aves, el dimorfismo sexual expresado en el color tiene relacion con la
atraccion de la paregja, el cortgjo, laestimulacion y la sincronizacion del periodo receptivo.
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El color que vemos en los animal es depende de la longitud de onda que es reflgjada por las estructuras
incluidas en el tegumento. Estas pueden ser pigmentos (zoocromos) o arreglos ultraestructurales de
proteinas filamentosas (esguemocromos). En muchas ocasiones €l color resultaré de la combinacion
de ambos (Jameson 1.981). El color reflegjado por un zoocromo depende de la parte de lalongitud de
ondavisible que absorbe, de acuerdo a su estructuramolecular. L os zoocromos se encuentran dentro de
células especializadas, que pueden ser cromatéforos, las cuales tienen la capacidad de expandirse y
contraerse, intensificando o minimizando el color respectivamente, o de cromatocitos, que no suelen
sufrir modificaciones (Welty 1975). Hay dos tipos principales de zoocromos: melaninas
lipocromos. Las melaninas se encuentran a manera de particul as microscopicas claramente delimitadas
de aproximadamente 1y de diametro, y hay das formas basicas: cumelaninas , feomelaninas. Las
eumelaninas tienen forma cilindrica, y son las responsables de |os colores negrosy grises. Las
feomelaninas tienen forma de granulos y producen colores cafés, marronesy amarillos. La cantidad ,
el tipo de melaninas producidas en parte dependera de |os aminoacidos incluidos en la dieta,
especialmente tirosina, puesto que a parecer, las melaninas se producen por la oxidacion de tirosina
mediante la enzima tirosinasa. L os lipocromos producen colores amarillos, naranjasy rojos. Se
encuentran generalmente difusos en particulas de grasa. Los tipos mas comunes son carotenos
xantofilas, aunque existen otros como laturacina (roja), la turacoverdina (verde), la ptilopina (azul) y
la rodoxantina (rojo profundo).

Como yalo mencioné, los colores estructurales son el resultado del arreglo espacial de algunas
proteinas, sin embargo, no todos los colores estructurales son iridiscentes. Lairidiscencia solo se
origina cuando los cambios en la orientacion del observador alteran la sumatoria de las distancias
recorridas por los rayos de luz reflejados del interior de las barbulas (Prum et al. 1994). En general, se
proponen tres fendmenos que pueden producir colores estructurales: difraccion, dispersiéon e
interferencia. El término interferencia se refiere a cualquier situacién en el que dos 0 més ondas se
superponen en el espacio. Prum et al. (1.998) realizaron un estudio, en el que demuestran que e color en
algunas aves es resultado de lainterferencia constructiva entre las ondas de luz dispersadas
coherentemente por € arreglo nanoestructural de queratina-melanina-aire en lamatriz de las barbulas. La
similitud que hay entre las ultraestructuras en las plumas de | as aves que también presentan coloracion
estructural, sugieren que lainterferencia constructiva es, probablemente, el mecanismo responsable de los
demés colores estructurales en plumas como verdes, violetas e incluso ultravioletas (Prum et al 1998).

Diversos tipos de ultraestructuras dentro de las bérbulas de las plumas son responsables de la
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produccién de color y lairidiscencia en las mismas. Monge-N§jera, Hernandez (1994) utilizaron
plumas del quetzal centroamericano (Pharomachus mocinno ) en un estudio de microscopia el ectronica de
barrido (MEB). Ellos proponen que alin cuando €l color estructural se originaen el interior de las
barbulas, la morfologia externa de las mismas estan también involucrada en el proceso. En su parecer,
el color estaria correlacionado, ademés de la formay organizacion del complejo melanina-queratina-
aire, con laformatransversal, grosor, sido de insercion, largo y grosor de la corteza de la barbula.
Como lo he presentado, los colores estructurales y lairidiscencia son caracteristicas ampliamente
distribuidas dentro de las aves. Colibries, estorninos, galiformesy tragones son tan solo algunos de
los grupos en donde este tipo de coloracion puede ser observada. Sin embargo, a diferencia de otras
aves, en los Trogoniformes se han descrito diferentes patrones de complejidad estructura y de
distribucién espacial paralas ultraestructuras responsables de lairidiscencia (Durrer y Villiger 1966).

Debido a que las ultraestructuras (de aqui en adelante plaguetas) productoras de iridiscencia no son

observables con microscopiade luz, Durrer y Villiger (1966) realizaron un primer estudio de

microscopia el ectrénica de transmision (MET) parael orden Trogoniformes. En dicho estudio

fueron incluidas siete especies (i.e., Paromachrus mocinno, P. pavoninus, Trogon rufus, T. violaceus,
Priotelus temnurus, Apaloderma marina y Harpactes reinwardtii). Sus resultados mostraron las
siguientes variantes con respecto alas plaquetas. (a) Pharomachrus muestra complegjas "vainas' de
melanina dispuestas en capas y adistancias regulares, (b) Tragan presenta finos tubos densamente
agregados, (e) Priotelus tiene tubos de didmetro mayor alos de Trogon, estibados en pocas capasy a
distancias regulares, (d) Apaloderma presenta los tubos de melanina dispuestos en cuatro capasy (€)
Harpactes posee un arreglo intermedio entre la morfologia descritapara Apaloderma y Tragan. Sin
embargo, debido ala escasainformacidn que se teniaparael grupo, no fue posible inferir como fue que
ocurrié el cambio de las plaguetas dentro del orden.

Se recurre a escenarios evol utivos para proponer explicaciones a fendmenos biol 6gicos. Unavez que
se han especificado |os estados ancestral es, una aproximacién cladistica indicar& que transiciones son
posibles. La polarizacién de los estados de carécter (Le., inferencia sobre latendencia evolutivaen el
cambio del mismo), se puede determinar mapeando la aparicion de cada uno de ellos sobre el
cladograma. El patron de cambio predicho por un modelo, se puede corroborar mediante la presenciao
ausencia de las combinaciones de caracteres que corresponden a cada uno de dichos estados (Carpenter
1989). Por lo tanto, utilizar reconstrucciones filogenéticas es una de las formas mas recomendabl es para
corroborar 1os model 0s 0 escenarios propuestos.
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Por lo anterior los objetivos particul ares de este capitulo pretenden: a) Describir la microanatomia de
las ultraestructuras productoras de la iridiscencia para el orden Trogoniformes. b) Inferir un escenario
evolutivo para el cambio complejidad de las ultraestructuras productoras de iridiscencia del orden
Trogoniformes.

METODOLOGIA

Ultraestructuras Productorasde Iridiscencia
Paraeteandissseamplearon todss|as expedies secuendadas end capitulo uno. Las plumes seobtuvieron dela Colecddn
Ornitolégicadd American Museum of Naturd Higtory deNuevaY ork

(AMNH). Todas las plumas fueron tomadas de laregion lumbar (rabadilla) de las pieles de la
mencionada col eccion.

Microscopia Electrénica de Transmision (MET)

Se utilizé un protocolo modificado para plumas a partir del propuesto por Bozzola & Russell (1992),
comprendiendo las siguientes fases. a) deshidratacion, b) preinclusion, €) inclusion en resing, d)
rebajamiento del bloque, €) obtencidn de cortes semifinos, ) obtencién de cortes ultrafinos, g)
contraste de los cortes para su posterior observacion en el MET.

Se obtuvieron fragmentos de alrededor de 1 mm de longitud a partir de las barbas de las plumas
utilizadas. Dichas barbas fueron seleccionadas de regiones con iridiscencia conspicua. Antes de
deshidratarlas, fueron lavadas utilizando detergente comin y agua corriente para quitarles la grasa, ya
gue su presencia dificultaba la accion de los al coholes. Parala deshidrataci 6n de las muestras, se uso
gradientes crecientes de etanol (J.T. Baker) alas siguientes concentraciones: 70%, 80%, 96%. 100%,
100% y 100%. Cada muestra permaneci6 una hora en cada concentracion. La deshidratacion tiene
como objetivo reemplazar gradualmente el agua que se encuentre en lamuestra por el alcohol. Después se
realizaron dos cambios dedxido de propileno (Ted Pella) de 15y 30 minutos cada uno. Este desplaza al
etanol, actuando como un disolvente intermediario, altamente miscible con laresina. Durante la
preinclusién, el 6xido de propileno es gradualmente reemplazado por mondmeros plasticos liquidos. Se
us6 una mezcla de transicion compuesta de 6xido de propileno y resina, en la que aumentabala
proporcién de ésta Ultima se de manera gradual, hastaincluirlas en resina pura. Las mezclas resina-6xido
de propileno usadas fueron las siguientes: 1:2 dos horasa60 ‘C, 1:1 24 horas a temperatura ambiente y
2:1 24 horas a temperatura ambiente. Para su inclusién, se transfirieron las muestras a moldes (Flat
Embedding Molds, Ted Pella)
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debidamente etiquetados y con resina pura, dejandolos 24 horas en el horno a 60 'C. De esta manera,
los componentes de la resina se polimerizaban hasta formar una matriz sélida, infiltrando al mismo
tiempo la muestra en su totalidad. Las barbas se colocaban en los bloques con resina de maneratal que
las barbulas quedaran paralelas ala cuchilla de cristal del ultramicrotomo (Rcichert-Jung, Ultracut E) al
momento de efectuar 10s cortes. La resina usada fue Araldita 6005 (Araldite 6005 Kit, Spi-Chem)
debido a que presenta una polimerizacion uniforme, encoje muy poco durante el proceso  los cortes de
ella obtenidos muestran buena estabilidad bajo € haz de el ectrones. Los reactivos y sus respectivas
cantidades usadas para obtener la Araldita fueron los siguientes: Araldita 6005, 4.5 ml; DDSA
(anhidrido dodecenyl succicico), 3.5 ml; DMP 30 (2,4,6tridimetilamino metil fenol), 0.146 ml. El
rebajar o darle formaal blogue consiste en formar al rededor de la muestra una pequefia cara, con €l
objeto de minimizar €l estrésimpuesto a filo de la cuchilladel ultramicrotomo al momento de realizar
los cortes. Para esto, se quita el exceso de resina, exponiendo asi la muestra ala superficie. Esto da al
bloque la forma de una pirdmide truncada, forma ésta que brinda buen soporte ala pequefia area expuesta.

L os cortes semifinos, de alrededor de 1500 A, se tifieron con Paragon [azul de toluidina (Sigma) al 0.1
% diluido en agua bidestiladay fucsina acida (Sigma) a 0.1% diluida en acohol al 15% en razén de
3:11y tetraborato de sodio (Merck) a 1% diluido en agua bidestilada, observandolos a microscopio de luz
paraelegir la zonade lamuestrade la cual obtendrialos cortes ultrafinos. Hecho esto, se afinalacara,
dejando Unicamente el &rea deseada. L os cortes ultrafinos, de a rededor de 600 A, selevantaron
indistintamente sobre rejillas de niquel (Electron Microscopy Sciences) y de cobre (Spi-Chem), ambas
con un diametro de 3 mm y 300 mesh. Se recubrieron lasrejillas con Formvar 15195E [formato de
polivinilo (Sigma)], para proveer alos cortes de un soporte alin mayor. Antes de observarlosal MET, se
contrastaron utilizando acetato de uranilo (Spi-Chem) en solucion acohdlicaal 5% y citrato de plomo
(Spi-Chem) en solucion acuosa al 0.4% durante 10 y 5 min. respectivamente.

Analisis Ultraestructural

El andlisis ultraestructural sellevd a cabo con un microscopio electronico de transmision JEOL JEM 100
CXII. Se selecciond un corte por especie, el cual se fotografié dos veces, una aocho mil aumentos, con €
proposito de estandarizar a momento de las mediciones, y otro a un aumento tal que fueravisible la
mayor parte de la estructura, con el propdsito de describirla. La exposicién fue con unaaberturade 6.5y
unavelocidad de 5 segundos, sobre peliculade ato contraste (Kodak Kodalith Ortho tipo 3). Para el
revelado de las placas se sigui6 este proceso: tres minutos de revelado en Kodalith (Kodak), veinte
segundos de revelado en D 19 1:1 (Kodak), cuarenta
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segundos de enjuague con agitacion, dos minutos de fijacién (fijador rpido Kodak) y cinco minutos
de lavado final.

Las imégenes se digitalizaron para su andlisis utilizando un scanner ScanJet 4¢/T (Hewlett Packard).
Cada foto se capturd con una definicién de 600 ppi. Las mediciones de las plaguetas se hicieron con el
software Image Pro Plus, version 3.0 (Media Cybernetics 1993). La pantalla se calibrd para el nimero
de aumentos utilizados. Dicha calibracion fue de 188 pixel/micrémetro tanto para el e X como para el
Y. Las medidas tomadas por cada foto fueron &rea de la plaqueta (n=50), &rea de laluz de la plaqueta
(n=50) y diametro de la plagueta (n=50). El programa determina el &rea del poligono definido mediante
el cllculo del nimero de pixels comprendidos por la figura, mientras que lalongitud (diametro) serala
medida de unalinearecta. Las medidas vienen dadas en términos de la unidad espacial elegida durante la
calibracién [i.e., micrémetros en este caso (Image Pro Plus Reference Manual)]. Con la diferencia entre
el &readelaplaquetay el areadelaluz de laplagueta, se obtuvo el area ocupada por lamelaninay
finalmente se calcul 6 larazdn entre éstay el &rea del tubo expresada en forma de porcentgje. Con €l
objeto de comparar € nimero de plaguetas entre las especies, se conté €l nimero de éstas en las partes
internay externade la corteza, asi como en lamédula de la bérbula, en seis cuadrantes de 1cm2 cada

uno. Debido a
que € éreautilizable delafoto a8(x)0 aumentos esde 8.75 M2 € &rea de cada cuadrante corresponde a

1.252 El nimero de plaquetas reportado corresponde al promedio de |as seis mediciones.

RESULTADOS

Microanatomia de las Ultraestructuras

Como en €l caso de otras aves, |as ultragstructuras productoras de iridiscencia en los Trogones son
plaguetas de queratina con melanina en la periferiay un centro que contiene aire, acomodadas dentro de
las bérbulas de la pluma (Fig. 4). Debido ala gran variabilidad que presentan |os microtubos dentro de
las barbulas, en el Cuadro 2 se presenta de manera comparativa la descripcién morfométrica de las
ultraestructuras responsabl es de la produccion de colores iridiscentes en 10s trogones.

Reconstruccion del Escenario Evolutivo
L as ultraestructuras productoras de iridiscencia son una caracteristica compartida por todos los
géneros de Trogoniformes excepto por al menos algunas especies del género asidtico Har pactes.
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Al maperar las distintas medidas que se obtuvieron del estudio morfol 6gico de las plumas sobre la
filogenia presentada en el Capitulo 1, se encuentran ciertas tendencias conforme se asciende en la escala
filogenética. A continuacién presento |as tendencias generales inferidas a partir del escenario evolutivo:

a) Existe una disminucion del areay diametro de las plaguetas. Los promedios del area y el didmetro
de las plaguetas en Apaloderma, género méas banal de la filogenia, son respectivamente de 0.160 p2y
0.598 p. Los mismos promedios para |os demas géneros son de 0,096P2 y 0,41.2Y paraPriotelus,

0.111 p2y 0.525 yr para Euptilotis, 0.0988 p2y 0.439 p para Pharomachrusy
0.056 p2y (1.340 p paraTrogon.

b) Existe una disminucién del &reade laluz de laplagueta. En Apaloderma, el promedio de éstaes

de 0.026 p2, mientras que en Priotelus es de 0.018 p2, en Euptilotis 0.013 p2, en Pharomachrus
0.021 p2yen Trogon 0.017 p2.

€e) Se presenta una disminucion del &readel tubo ocupada por melaninay del porcentaje de
melanina con respecto al areatotal. El promedio del &rea de melaninavariade 0. 133 p2 en

Apaloderma, representando e 84% del &reatotal, a 0.077 p2 (81 %) en Priotelus, 0.097 pt2 (88%)
en Euptilotis, 0.075,u2 (76%) en Pharomachrusy 01.039 p2 (7017) en Trogon.

d) Se observa un aumento de lacantidad de plaguetas por area (densidad) y tendencia a un acomodo
definido de las mismas alo largo de la bérbula. En contraposicién de lo que ocurre en los demés
géneros, en Apalodermahay pocas plaguetas, un promedio de 12 en la parte exterior y 5 en laparte interior
delacortezay 13 en cl centro; en Priotelus hay 21 plaguetas en la parte exterior, 20 enla parte interior de
lacortezay 12 en € centro; en Euptilotis 22 plaquetas promedio por cada zona; 18 plaquetas por zona
para Pharomachrus, y enTrogon 40 en la zona exterior, 29 en la exterior y 20 en la central. Aln
cuando en Apal oderma las plaguetas empiezan a tener una tendencia a acomodarse en lineas, no tienen
todavia un patron bien definido como se encuentra después en |os demés géneros.

Tendencias por Ciado

Los Coliiformes, utilizados como grupo externo, carecen de plaguetas (Fig.. 5a), y por lo tanto no
presentan coloracion iridiscente. La presencia de éstas constituye, pues, unainnovacion para el orden
Trogoniformes. En el genero Apaloderma, que es el clado méas basal del orden, Las



31

plaquetas son pocas y grandes (Cuadro 2), sin un patron de acomodo bien definido dentro de las
bérbulas (Fig.. 5a). Las especies del género Harpactes estudiadas (H. oreskios, H. ardensy H.
diardii) tienen la rabadilla de color caléy no presentan iridiscencia, por o tanto, segun lafilogenia, la
iridiscencia se ha perdido al menos una vez dentro de lafamilia (Fig.. 5b). Sin embargo, se puede
apreciar que ladistribucién de la melanina en estas tres especi es también presenta una tendencia. En H.
oreskios, la melanina se distribuye hacia la periferia, en granos muy bien definidos. En H. diardii , la
melanina migra hacia € centro y 1os granulos son menos claros, mientras que en H. ardens, la melanina se
encuentra de una manera muy difusa. Se debe de considerar que hay once especies del género
Harpactes, de los cuales silo tres estan representadas en este estudio. Durrer y Villiger (1966) reportan
plaquetas para H. reinwardtii, pero debido alafalta de informacion filogenética para el grupo, no es
posible inferir que estado es ancestral en €l, ni como es que han ocurrido |os cambios dentro del mismo.
En Priotelus se nota un cambio en las plaquetas con respecto a las de Apaloderma, reduciéndose area,
didmetro, luz y cantidad de melanina (Fig.. 5b, Cuadro 2). La densidad de plaquetas aumenta, ademas
de que éstas tienden a migrar haciala corteza.

Las plaquetas de Euptilotis son mas grandes que las de Priotelus, pero menores que las de Apaloderma
(Cuadro 2). El érea ocupada por melanina es muy grande, por lo que laluz del tubo esta muy reducida.
L as plaguetas estdn muy cerca unas de otras y acomodadas en lineas (Fig.. 6a). Este estado precede ala
fusion de plaquetas que se observa en los demés quetzales. En las especies de Pharomachrus, las plaquetas
tienen entre dos , cuatro camaras de aire en ellas, separadas por paredes de queratina (Fig.. 6a). Muy
posiblemente, éstas se originan por la fusion de varias plaquetas individuales. Dentro del ciado hay
tendencia ala disminucion del area, didmetro, luz y cantidad de melanina. El acomodo de las plaguetas
es en lineas concéntricas, excepto en P. antisianus, donde este patrén se ha perdido por completo; sin
embargo, esto no parece afectar alairidiscencia de esta especie. AUn cuando la cantidad de plaquetas se
reduce con respecto a los demés trogones del Nuevo Mundo (Cuadro 2), en realidad se optimizala
interaccién que hay entrelaluz y lainterfase de melanina-queratina-aire. Esto es debido a que en cada
plaqueta, laluz pasa varias veces por |as diferentes densidades dpticas que la constituyen, y el hecho de
gue lairidiscencia de estas plumas sea mayor alalos otros géneros, podria ser un resultado de lo anterior.

En las especies del género Trogon, lasplaguetas son tubos mas 0 menos circulares. La mayor parte de
éstas se distribuyen con la corteza de la barbula, separadas entre si por cantidades muy pequefias de
gueratina. A comparacion con el nimero de plaguetas en la corteza, en la médula el nimero de éstas es
menor, se encuentran més dispersasy estén separadas por gruesas paredes de
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gueratina. El area, diametro, luz y melanina del "subclado violaceus' (Fig.. 6b, Cuadro 2) tienden a
disminuir respecto alas del "subclado elegans’, al tiempo que aumenta la cantidad de plaquetas
distribuidas en la médula de la barbula [i.e., mientras que en e "subclado elegans’ e promedio de
plaguetas en la médula es de 14, el promedio para el "subclado violaceus' es de 21 (Cuadro 2)]. No se
aprecia un cambio notable en el nimero de plaguetas distribuidas en la barbula entre los dos subclados
(Fig.. 6by 7).

DISCUSION

AUn cuando la coloracién estructural en los trogones siempre produce iridiscencia, esta solo se percibe con
los cambios en laluz incidente o con el movimiento de los individuos. Debido a que estas aves pasan
mucho tiempo perchadas sin ningun tipo de movimiento, la brillantez de su plumaje suele pasar
desapercibido. Es importante entonces, distinguir entre las implicaciones que tienen por si mismos los
colores producidos estructuralmente y por otro lado el efecto iridiscente. En el primer caso, los colores
estructurales en las plumas de trogones incluyen verdes, azulesy violetas,. En casi todas las especies
estos col ores abarcan cabeza, barbilla, garganta, parte superior del pecho, dorso y rabadilla. Esta
coloracion resulta critica dentro del entorno boscoso en el cual habitan la mayor parte de los trogones,
brindandoles proteccion. Por otro lado, lairidiscencia podria estar jugando un papel de comunicacion
interespecifica entro los individuos. Tratdndose de aves con colores y conductas que tienden a hacerlos
poco conspicuos y con ambientes donde los niveles de luz incidente son bajos, €l brillo en & plumaje
puede representarles una ventaja.

Mientras que el patrén de coloracion general puede protegerles, confundiéndolos con su entorno, la
iridiscencia puede ser parte de un patrén de reconocimiento e incluso de despliegue. De hecho, esen los
machos donde el area corporal iridiscente es mayor. Aunque lairidiscencia es un estado ancestral dentro
del orden trogoniformes, esta no esigual en cada uno de los géneros debido a las diferencias observadas
en los patrones de las ultraestructuras que la producen. Las especies africanas son mucho menos
brillantes que las especies americanas. Dentro de estas, |0s quetzal es son, sin duda alguna, los que
poseen iota iridiscencia mas marcada. Es en estas mismas aves en donde se presentael desarrollo de
crestas, elongacion de cobertoras de las alas'y cobertores superiores de la cola. La combinacion entre la
posesion de estos ornamentos 'y el aumento en lairidiscencia, podria ser evidencia de que en realidad el
desarrollo de ésta ha representado ventagja en la comunicacién interespecifica.

No obstante las anteriores consideraciones, Monge N§eray Hernandez. (1994), citan referencias en donde
se propone gque cuando la depredacion es mayor alas presiones sexuales, las aves tienden
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avolverse monomorficas en cuanto a color, 1o que explicariael porqué |os quetzal es centroamericanos
(Pharomachrus moccino) machos son apenas mas brillantes que las hembras.

Sin embargo, este argumento pierde fuerza debido a que @) la hembra de P. mocinno es justamente la
hembra de trogdn con mas verde en su plumaje, por lo que no es valido inferir a partir de esto, el estado de
coloracion del macho, y b) el macho de P. mocinno ha desarrollado més las ornamentaciones (i.e.,
crestas, elongacion de cobertoras de las dlasy cobertores superiores delacola) que ningun otro trogén con un
claro componente sexual. Estos mismos autores proponen a la coloracion estructural del quetzal como una
adaptacion criptica.
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CAPITULO 111
ANALISISDE VARIABILIDAD GENETICA DE QUETZALES

El Quetza (Pharomachrus moccino) es una de las especies de aves mas llamativas debido a los patrones
de coloracion eiridiscencia, ademas del hiperdesarrollo de las cobertoras de lacola. Aparte de su atractivo
meramente estético, |os quetzal es son de gran importancia ya que actan como dispersores de semillas
(i.e., lauraceas), y al ser aves estrictas de bosque resultan ser buenos indicadores del deterioro
ambiental. Debido ala grave depauperacion de |os bosques de niebla en nuestro pais, esta especies forman
parte de listados de aves amenazadas (King 1951, NOM-059ECOL 1994). Sin embargo, desconocemos
aspectos basicos de esta especie corno sus interrelaciones evolutivas, variabilidad genética, y estado
actual de las poblaciones, |os cuales deben ser criterios indispensables para desarrollar un plan de
manejo y poder tomar decisiones para la proteccion tanto de la especie como de su hébitat.

Una de la metas principales en |os estudios genéticos enfocados a la conservacion, es la determinacion
del nivel y distribucién de la variabilidad genética en especias amenazadas. La informacion genética es
uno de los datos criticos para entender” la estructura, y demografia de las poblaciones de una especies.
L amentablemente los programas de proteccion de especiesy el disefio de reservas no han tomado en
cuenta etefactor, tal vez debido ala dificultad metodol 6gica que este tipo de estudios implicaba.
Durante los ultimos afios los andlisis genéticos han sufrido un avance dramético. No solo por el répido
desarrollo e incorporacion de nuevas tecnologias (e.g., PCR, , secuenciacion directa), sino tambiéen por
el surgimiento de hits comercialesy técnicas que facilitan el rapido procesamiento de muestras. Estos
avances tecnol 6gicos han permitido que los andlisis genéticos sean accesibles para casi cualquier grupo
interesado en la conservacion.

Tal vez no resulte claro porqué equiparar lavariabilidad y estructura genética de una poblacién con la
calidad de la misma. Esto principal mente depende de los procesos que influencian el mantenimiento y
herencia de |as caracteristicas que definen y ayudan aresistir los cambios alos que se enfrenta una
poblacion. Desde un punto de vista minimalista, una poblacion es un conglomerado de informacion
genética que interactla dentro y entre poblaciones. Muchas de |as diferencias que observamos entre los
organismos son debidas a las diferencias que presenta el genotipo de ese individud en particular. Son
estas diferencias las responsables que un individuo pase o0 no las pruebas a que es sometido por la
seleccion natural. Que un organismo "no sea apto” evolutivamente no necesariamente implicala muerte
y desaparicion de su genotipo, pero dadas las



40

condiciones selectivas en ese instante de la historia de la poblacién, por o menos resulta penalizado con un
menor éxito reproductivo comparado con genotipos "mas aptos'. La reproduccion diferencial esla
consecuencia Ultima del resultado de factores como mortalidad, fertilidad, fecundidad, éxito en conseguir
pareja, y viabilidad de la descendencia. La seleccion natural actlia diferencialmente solo en las
poblaciones donde existen diferencias genéticas entre |os individuos de una poblacion. Debido a que €
tamafio de la poblacion depende en Ultimainstancia de la capacidad de carga del habitat, la adecuacion
(Le., éxito evolutivo) de un individuo es determinada por la"aptitud” relativa del genoma de ese
individuo con respecto aladel resto de la poblacion. En el mundo real, el éxito de un genotipo no se
mantiene constante alo largo del tiempo, ni bajo condiciones ambiental es distintas. Por lo tanto, es
preciso que la carga genética de | as poblaciones se deba estar reinventando constantemente. En otras
pal abras nueva variabilidad genética debe aparecer para mantener saludable a la poblacion.

El proceso natural por medio del cual se genera nueva variabilidad genética son las mutaciones.
Paraddjicamente, debido a que las poblaciones son € resultado de una largainteraccion entre las
condiciones ambientales con los genotipos individuales, 1a aparicion de mutaciones en |os descendientes
generalmente implica una baja en la adecuacién de sus portadores. Con el paso del tiempo, la seleccién
natural actuara en contra de éstas mutaciones y en la mayoria de |os casos |as eliminaré de la poblacion
junto con sus portadores. No solamente la seleccién natural es laresponsable de filtrar organismosy
sus genotipos. La sobrevivencia de un organismo se puede deber a causas completamente azarosas, y por
lo tanto |os genotipos o pasan de una generacion aotra de una 'maneradirigida’ sino de forma aleatoria.
Esto eslo que se conoce como derivagénica. La deriva génica también se explica como un error natural
de muestreo en la poblacion. Un gjemplo tipico de esto es la unidn de gametos aleatorios durante la
reproduccion. El error de muestreo aleatorio ocurre ya que en condiciones naturales la posible
combinacién de gametos distintos en cualquier generacion siempre es mayor que el nimero de
individuos que se producen en un evento reproductivo. Por |o tanto de manera aleatoria es posible perder
caracteristicas que existen en una poblacidn, y por lo tanto se reduce la variabilidad genéticade la
misma. La deriva génica es un proceso especial mente importante en poblaciones pequefias, donde la
perdida de un individuo puede implicar la desaparicién instantanea de un genotipo.

La fragmentacién de los habitats puede traer como consecuencia el empobrecimiento genético de una
poblacién debido ala perdida aleatoria de alelos- La reduccion de variabilidad genética en una
poblacion depauperada puede implicar que mutaciones del etéreas recesivas se expresen debido al
incremento en la endogamia. Esto trae como consecuencia lo que se conoce como depresion por
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endogamia, donde |a adecuacion de |os organismos se reduce a acumularse alelos del etéreos recesivos en
multiples loci. Es por ello que la perdida acumul ada de variabilidad genética puede traer como
consecuencia que la poblacion seaincapaz de adaptarse a nuevos cambios en el medio ambiente, y por
lo tanto ser mas vulnerables ala extincion

Determinar la variabilidad genética de una especie es relativamente simple. Casi cualquier técnica
molecular puede ser empleada para determinar el grado de variacion entre los individuos de una
poblacién. Lafuente de datos mas cominmente usada son las proteinas en especial las alozimas. Con la
electroforesis de proteinas es posible determinar cl nivel de homozigosis-heterozigosis presente en una
poblacién, y entre poblaciones de la misma especie. Unavez teniendo estos datos, con la ayuda de
estimadores (e.g., estadisticos F) es posible saber s |a especie se encuentraen equilibrio o s existe perdida
de heterozigosis debido a deriva génicaylo endogamia (Nel & Kumar 2000) . En general, los datos de
alozimas sugieren que la variabilidad genética observada en aves es similar ala de otros vertebrados
(Corbin 1987, Corbin el al. 1979). Sin embargo, la variabilidad existente entre las poblaciones de una
misma especie son extremadamente bajas (Barrowclough 1983). Por ejemplo, un estudio realizado con el
Chipe de Rabadilla Amarilla (Dendroica coronata) descubrié una variacion minima entre las poblaciones
de esta especie, aln cuando estas se encuentran aisladas geograficamente. El andlisis directo de ADN ha
venido a complementar las posibles rutas para evaluar |a variabilidad genética dentro de una especie. Un
método simple. rapido y econdémico es el conocido como RAPD's (Randomly Amplified Polymorphic
DNA). Los RAPD's, a contrario de las proteinas, proveen de un muestreo mayor del genomay en teoria
puede muestrear un nimero ilimitado de loci para su andlisis genético. Para esta técnica, una sonda (i.e.,
oligonucledtido) 10 pb de longitud es usada parareadlizar las reacciones de amplificacion de ADN en un
termociclador. Una cadena de ADN es amplificada para cada region gendmica que esté flanqueada por un
sitio de unidn que contenga la secuencia adecuada para el reconocimiento del oligonuclettido. Estas
cadenas pueden tener unalongitud de tan solo unos cientos de bases hasta 5000 pb. EIl ADN genoémico de
dos individuos distintos produce un patrén de fragmentos diferentes si es que entre ellos existe cierto
grado de variabilidad genética. Un fragmento de ADN que es amplificado para un individuo, pero no para
€l resto de la poblacién representa un polimorfismo, y puede ser considerado como un marcador genético
para ese organismo. Estos marcadores son heredados de una manera Mendeliana, y por ello es posible
realizar estudios detallados sobre genética poblacional (Williams et al. 1990). La segregacion de estos
marcadores en la progenie de especies con reproduccion sexual, pueden ser usados para la realizacion de
mapas genéticos. Latécnica de RAPD's presenta una gran ventaja sobre otros métodos, esta es que
RAPD's requiere una muestra minima de tejido. Esto es especialmente
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importante cuando se trabaja con especies amenazadas en las cuales el sacrificar tan solo algunos
gjemplares puede poner en riesgo la existencia de dicha especie.

En este sentido, |os objetivos particulares de este andlisis pretenden: a) Determinar la variabilidad
genética de la poblacion de quetzales en el poligono 1 de lareserva de la biosfera "El triunfo". b)
Inferir los factores que pueden producir la perdida de variabilidad genética en esta poblacion y
proponer medidas para reducir su efecto.

METODOLOGIA

Muestreo de Individuos

El presente andlisis representa un estudio piloto e incluy6 un total de 19 individuos del Quetzal
(Pharomachrus moccino. Las muestras de sangre se consiguieron en viales de campo ala

Reserva de la Biosfera El Triunfo en Chiapas. El vigje principal se hizo durante el mes de abril 2001.
Y a que en este tiempo ocurre el periodo de reproduccion del Quetzal (Soldrzano 1995). El nUmero de
muestras sanguineas dependi6 del nimero de nidos activos localizados. Se ha mostrado que la
manipul acion de individuos durante este periodo no afecta el éxito reproductivo de la especie (Avilay
Hernandez 1990). Como ya ha sido mencionado, Pharomachrus moccino se encuentran consideradas
dentro de NOM-059-ECOL-1994 y se considera como una especie en peligro.

Arcas de Muestreo

Reserva de la Biosfera " El Triunfo" (region 142).- El muestreo se hizo en el "Poligono 1" de la
Reserva de la Biosfera, en el campamento El Triunfo (1900 msnm) y en &l campamento Palo Gordo
(1700 msnm). Ambos sitios se encuentran inmersos dentro de la zona reproductiva del quetzal. El &rea
se encuentraen el estado de Chiapasy selocalizaalos 15° 35 - 15' 45 N, 92° 4V- 92' 53'W,
abarcando un é&rea de 11,594 ha. La vegetacion principal es el bosque meséfilo de montafia. La
precipitacion media anual excede los 4,000 mm. La humedad relativa es superior a 70%, yla
temperatura media anual esde 1S' C.

Toma de muestras de sangre

La busqueda de nidos se realiz6 por un periodo de cuatro semanas abarcando principalmente el mes de
abril cuando los quetzal es estaban terminando |a etapa de cortejo. Se realizaron recorridos por |os
diferentes senderos Y cafiadas del sitio de estudio paralocalizar nidos activos, los cuales fueron
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ubicados por medio de un geoposicionador (GARMIN GPS 45). Se observaron los nidos por a menos
dos dias para obtener los turnos de empollamiento de cada uno de |os padres. Esto se hizo para cerciorarse de
que no estaba presente el otro miembro de la pareja cuando se realiz6 la captura, con el fin de que la pargja
no abandone el nido. Solamente se realiz6 una captura por nido, pero posteriormente se hicieron
observaciones para asegurarse gue la manipulacion no tuvo un efecto negativo sobre el nido. Parala
captura de los gjemplares, se coloco unared conicajunté al nido desde un dia anterior atada a un polin
de colecta. En algunos casos fue posible capturar a los adultos con redes de niebla colocadas con poleas a
aturasentre 5y 10 m en lasinmediaciones del nido. Latoma de muestra de sangre se realiz6 cubriendo alos
quetzales con una manta de algodon para minimizar el estrés del animal, ademés, la manipulacion se
realizé usando guantes de algoddn. En ningln caso de tomaron muestras de sangre de polluelos. Todos
los ejemplares capturados, sin excepcion fueron liberados inmediatamente después de haberse tomado
las muestras desangre,

Gen Secuenciado

Para poder redlizar un andlisis sobre la variacion genética en base a secuencias anivel poblaciona es
necesario usar un gen con unatasa de cambio extremadamente répida. Dentro del genoma mitocondrial
existe laregion control del D-loop que ha demostrado poseer la variacion suficiente para poder llevar a
cabo este tipo de andlisis. Para el presente proyecto se secuencié un fragmento de 420 pb de la porcion
media de la regién control del D-Loop. Los métodos dé extraccion, amplificacion y secuenciacion
usados son iguales alos detallados en el primer capitulo. y por o tanto no serén repetidos aqui. Los
primer usados para este segmento corresponden alos conocidos como D09 (5'-ccatacgcataccttacatgt-3')
y D20 (5'-gtgatggatcttactaacacc-3').

RAPDs

Para el andlisis de variabilidad genética en Pharomachrus moccino, se uso la técnica de RAPDs(Hadrys et
al. 1992). Estatécnica, al contrario de las isoenzimas, provee de un muestreo mayor del genomay en
teoria puede muestrear un nimero ilimitado de loci para su andlisis genético. Para la obtencién de
RAPDs, se siguieron técnicas estandar de PCR. Las reacciones fueron llevadas al cabo en un
termociclador de alta calidad (ABI GeneAmp PCR System 2400) en volimenes no mayores a 25 ul,
utilizando una solucion de 10 mM Tris-Cl pH 8.3, 50 mM KCI, 2 mM MgCI, 0.001 ABS, 100 uM
dATP, 100,uM dGTP, 100 uM dTTP, 100,uM dCTP, 5 pM de primer, 25 ng de ADN genémico, y
0.5 unidades de Tag DNA Polimerasa. Las condiciones estdndar para las reacciones de termaociclacion
fueron: 95 "C por 20 s paraladesnaturalizacion; 36 °C por 30 sparala hibridacion del primer; y 72 °C por
90 s paralasintesis del templete. Los resultados se observaron en un gel de agarosa al 2%, €l cual fue
tefiido con bromuro de etilo por 15 min.. El
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numero y secuencia de los primeros usados para la realizacién de este estudio pueden ser consultados
en el apéndice Ill. Los resultados de esta técnica fueron evaluados por medio de un indice de similitud
por bandas compartidas (Horn ét al. 1996). y con el indice de similitud genéticade Nei (Nei y Li 1979).

Resultados

RAPD's

L os resultados presentados comprenden una muestra para 19 individuos. Ocho ejemplares fueron
muestreados a mediados del afio 2000 por investigadores no ligados a este proyecto (esto debido alo
problemas con la obtencion del permiso de muestreo). De aqui en adelante estos individuos seran
referidos con el nombre de "Donacién #XX". De estos €jemplares no se cuenta con lalocalidad
georeferenciada y tan solo estan identificados como reserva El triunfo Poligono 1. Las muestras para
los once individuos restantes (de agui en adelante estos individuos seran referidos con el nombre de
"Muestra#XX") fueron colectadas personalmente, por lo tanto €l sitio de colecta se encuentra
georeferenciado (Cuadro 3).

De los 50 oligonucledtidos utilizados para evaluar solamente 12 resultaron polimérficos (24%). Ninguna
de las muestras present6 patrones de bandeo idénticos y por lo tanto podemos concluir que todas las
muestras pertenecen aindividuos diferentes. De igual forma, ninguno de los oligonucl edtidos
polimérficos produjo una distribucion de bandas idénticas entre ellos. Esto es un indicador de lo
relativamente alto nivel de variabilidad genética dentro de la poblacién de quetzales en El Triunfo. En
promedio el indice de similitud por bandas compartidas de Horn et al. (1996) indica una variabilidad
genéticadel 12.06 7(:, parala poblacion en el poligono 1 (ver archivo anexo en formato EXCEL). La
menor variabilidad se registra entre la Muestra#01 y la Donacion #05 con el 9.0 % de diferenciaen el
genoma. En cambio la mayor variabilidad genética fue registrada entre la Muestra #03 y la Muestra #10
con un 14.8!7c. En el caso del indice de similitud genéticade Nei (Nei y Li 1979) lavariabilidad
genética observada es del 10.4 %. Para este descripto’, la menor variabilidad se registra entre la
Muestra#01 y la Donacion #05 con un 7.56 %. En €l extremo opuesto, lamayor variabilidad fue
registrada entre la Muestra #05 y la Donacién #06 con un 12.96>.

Al ver este resultado podriamos considerar que tales valores parecen bajos. Sin embargo, en
realidad reflejan un grado de variabilidad alto para una poblacion con las caracteristicas
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conductuales de los Quetzales, en donde supuestamente |os individuos son relativamente sedentarios y
cuyo tamafio poblacional ha disminuido considerablemente. Aun cuando pocos estudios de este tipo se
han realizado para evaluar la variabilidad genética en aves. Baker y su equipo de colaboradores (1994)
realizaron una evaluacion para 25 individuos de Calidris canutus (Knots) los cuales representaban un
total de 10 poblaciones distintas. Uno de sus descubrimientos, es que las poblaciones han pasado por una
perdida considerable de variabilidad genética. El valor de variabilidad genética encontrada para esta
especie fue del 3.5 % lo cual coloca a esta especie hasta cl fondo en lalista de las aves en cuanto a
variabilidad genética se refiere. Los casos més notorios son el del Chita (Ac'nonyx jubatus), de los
cuales se estima que existen entre 1,500 y 2,500 individuos. O'Brien y colaboradores 1985 evaluaron
el nivel de variabilidad y encontraron gque esta especie presentan cero variabilidad genética. Otro caso
similar es el del Elefante Marino (Mirounga angustirostris), esta especie debido ala explotacion masiva
Ilevo aver su tamafio poblacional reducido en 1890 a tan solo 20 individuos. Aun cuando, la especie se
ha recuperado levemente, los andlisis genéticos han demostrado cero variacion genética (Bonnell &
Selander 1974).

En base a las distancias genéticas estimadas con el indice de similitud genética de Nei se construy6 un
dendrograma de similitud total (Fig.. 8). Este dendrograma se construyo utilizando un algoritmo del
tipo Neighbor-Joining, el cual utiliza las distancias minimas entre pares de muestras agrupandol os en
subconjuntos de maxima similitud genética para este caso. En este dendrograma los individuos fueron
agrupados en dos lineas genéticas principales. Aln cuando estas dos lineas genéticas presentan claros
subconjuntos dentro de ellas, 10s g emplares no parecen anidarse dependiendo de la zona espacial en que
fueron colectadas. Por lo tanto es posible deducir que existe un flujo genético constante al menos dentro
de la poblacion de quetzales que se encuentran en el drea del poligono 1 de lareserva. Las muestras de
RAPD's sugieren que existen al menos tantos apl otipos como individuos existen, |o cual nos hablaria de
una poblacion sana, y con bajos niveles de endogamia.

Tomando como punto de inicio la existencia de estas dos lineas genéticas dentro del poligono 1 serealizé
un andlisis molecular” de varianza (AMOVA). El analisis se produjo resultados préacticamente
idénticos para ambas matrices de distancia (i.e., bandas compartidas de Horn et al., y similitud
genéticade Nei). Los valores de probabilidad fueron cal culados usando 1,(X)0 permutaciones
aleatorias de las matrices originales de datos. La perdida de variabilidad debida a endogamia es del 6.2
% (O ¢ =0.062; p < 0.001). Este valor no es muy diferente alo encontrado en otros grupos de aves
cuyas poblaciones no estan consideradas en peligro de extincion. Por
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ejemplo Paterson , Snyder (1999) reportan que para Oceanodroma leucorhoa (Leach's StormPetrels) la
perdida dé variabilidad debido a endogamia en las poblaciones es del 5.1 %. Si consideramos qué las
colonias de estos petreles pueden alcanzar numeras de hasta varios cientos de miles de individuos, €l
efecto de la endogamia en la poblacion de quetzales del poligono 1 del Triunfo no necesariamente es un
factor que amenacé la sobrevivencia de éstas aves. Una perdida de variabilidad del 6.2 7cnos indica que
los apareamientos no se estén llevando al cabo de una manera aleatoria. Esta estructura que se observaen
la poblacion del poligono 1 muy probablemente es debida a que los nuevos individuos permanecen en una
zonacercanaasi sitio dé nacimiento.

Secuencias de ADN

La secuencia general paralas 420 pb de la porcion media de laregion control del D-Loop se presenta en
el cuadro 4. Lavariacion observada en las secuencia se resume en un total de cuatro haplotipos lo que en
promedio representa un haplotipo por cada 5 individuos secuenciados. De |os 420 sitios secuenciados
403 resultaron invariables (95.9 %), mientras que los 17 restantes (4.1 %) conforman los sitios
indicadores de variacion en la poblacién muestreada (Cuadro 5). Todos los cambios observados
corresponden atransiciones ( siete T-C 41.2 %r, y diez G-A 58.8 %). La mayoria dé los cambios (76.5
%) se encuentran concentrados entré |las posiciones 201 y 389, lo qué indica una zona de ata variabilidad
en lamolécula.

Ademas del numero de haplotiposy el numero empirico de cambios entre las secuencias, para
estimar la variabilidad dentro de la poblacién se calcularon el indice de segregacion de sitios (L)
de Watterson (1975), y €l indice dé diversidad de nuclettidos () de Tgjima (1983). Los intervalos
de confiabilidad para estos estadisticos fueron cal culados usando un bootstrap no paramétrico,
con un minimo de 1000 réplicas. La variabilidad de nucledtidos para la poblacién del poligono 1
esdel 2.3'71, s = 0.0(k58 (0.0019 - 0.0103), y L = 0.0086 (0.0016 - 0.0086). Estas medidas son
consistentes con procesos normales de dinamica poblacional | no debido a una perdida dé
variabilidad debida a cuellos de botella. Al realizar un andlisis de relaciones entre |os haplotipos
se encontré un total de 6 redes igualmente parsimoniosas. La red de consenso se presentaen la
figura 9. Aun cuando existe pocos datos se puede observar cierta estructura filogenéticaen lared.
Los haplotipos 111y 1V estdn mas cercanamente relacionados con € haplotipo |1 que con € haplotipo
1. Lared dé relaciones de | os haplotipos para el Dloop presenta algunas similitudes con él
dendrograma de similitud genética total obtenido para el genoma basado en el andlisis de RAPDs.
En el caso dé los haplotipos es posible identificar dos grupos, uno formado exclusivamente por
el haplotipo 1y’ el otro conteniendo alos haplotipos 11, 111. , IV. El



haplotipo IV esidéntico auno de |los subgrupos dentro de una de las lineas genéticas , mientras
que el haplotipo 1 recobra parcialmente ala otra linea genéticas obtenidas en base aRAPDs.
Esto corroboralaideade que en € Poligono 1 de lareservade labiosferade El Triunfo existen por
los menos dos lineas familiares en la poblacién de quetzales.

47
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En esta parte del proyecto se evalud lavariabilidad genética de la poblacién de quetzales del poligono 1 de
El Triunfo. Para cubrir este objetivo se emplearon dos técnicas complementarias. Es importante remarcar

el hecho de que las secuencias de la region control del DLoop mostraron € alto numero de haplotipos
presentes en la poblacién . Sin embargo |a alta tasa evolutiva de cierta manera obscurece la posibilidad de
recuperar claramente las relaciones entre |os haplotipos observados. Aparente mente los cambios en las
secuencias no estan distribuidos de una manera aleatoria. L os datos sugieren que cl gen del DLoop
presenta zonas altamente conservadas y regiones hipervariables muy localizadas. En general la
variabilidad genética observada en lalos quetzales es superior de |0 esperado para una especie que se
encuentra bajo fuertes presiones de extincion. Los datos obtenidos hasta el momento nos indican que e
genoma presenta una fuerte variacion tanto a nivel de haplotipos como de nuclettidos en particular. Sin
embargo con las medidas simples de diversidad como o son el numero y la proporcidn de sitios variables
en el genoma esta fuertemente cor'elacionada con el numero de muestra usado, tanto a nivel del numero de
individuos como a el numero de nuclettidos secuenciados.

El hecho de que toda la variacion observada en las secuencias del DL oop representen exclusivamente
transiciones nos indica que la especies se origind a partir de su ancestro en un periodo evolutivo
relativamente reciente. Estimaciones realizadas para otras regiones mitocondriales han considerado que
existe unatasa evolutiva de entre 1.58 % a283/¢/8oparcacamillon de afios (Nunn et al. 1996). En
promedio |as secuencias obtenidas presentan una variacién corregida de acuerdo al modelo de Kimura
de dos parametros de 2.31 %. De acuerdo a esto y partiendo del supuesto de que el DLoop puede
presentar una tasa de cambio similar alareportada para otros grupos de aves, unafecha probable de
origen de laespecie estariaentre 1.5, 0.8 millones de afios. Indudablemente este dato es tan solo
especulativo y requiere de futura corroboracién por medio de evidenciafdésil, 0 mas estudios sobre la
evolucion del DLoop en aves en general y quetzales en particular. No obstante si esta fecha de origen
para los quetzal es es aproximadamente correcta, la especie representaria un lingje joven evolutivamente
hablando, , por lo tanto el decaimiento en su numerd poblacional debe ser debido a presiones externas v
no a efectos de senectud de la especie.

Basados en la teoria de coalescencia el estadistico t puede ser un estimador de larelacion entre latasa
de mutacion y el tamafio efectivo de la poblacidn (4 uNe) para genes mitocondriaes bajo
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presiones de seleccién neutras (Nei 1987). Ademas, si los tamafios poblacionales han sido relativamente
constantes L también puede ser un estimador del tamafio efectivo de la poblacion (Nei 1987). Como ya se
menciono, lamentablemente no existe la suficiente evidencia fasil para calibrar |atasa de mutacion
particular para & gen del DLoop en quetzales. Nuevamente, si consideramos que la tasa de mutacion (y)
parael DLoop es cercana alatasade cambio de otras particiones mitocondriales, es posible hacer una
estimacion aproximada del tamafio efectivo de la poblacién de quetzales en el poligono 1. Los resultados
obtenidos en €l presente andlisis estiman gque el tamafio efectivo de la poblacién se encuentra entre los
591 a 1076 individuos. Es importante recordar que el tamario efectivo de la poblacion se refiere
exclusivamente alos individuos que contribuyen reproductivamente de una manerareal en |0s procesos
demogréficos. En otras palabras |os organismos juveniles que no han alcanzado la madurez sexual, |os
organismos viejos, y |os individuos que por otras razones no logran reproducirse no forman parte de este
valor. Deigual forma, este valor se debe tomar con ruchareserva, ya que estos estimadores son
altamente sensibles tanto al numero de individuas como ala cantidad de bases utilizadas pararealizar €l
andlisis.

Slatkin (1989) y Hudson (1990) han estimado que si no existe flujo genético entre poblaciones durante un
periodo de tiempo lo bastante largo (mas de dos veces el tamario efectivo de la poblacidn en generaciones)
los hapl otipos de la poblacion deben de coalescer entre ellos eliminando cualquier” evidencia de estructura
filogenético entre ellos. Para el caso de la poblacion de quetzales en el poligono 1 es evidente que aun se
mantiene cierta estructura entre |os hapl oti pos encontrados. Por |o tanto la perdida de variabilidad y por 10
tanto lareduccion del tamafio poblacional representa un fendmeno evol utivamente reciente, muy
probablemente debido alafragmentacion t' perdida del bosque de niebla

En base a observaciones realizadas durante el periodo de estancia en El Triunfo, fue posible realizar
observaciones cualitativas sobre la situacién de la especie. Aparentemente, el numero de individuos es
alto (estimaciones en base a puntos de conteo sugieren al menos |la existencia de una pareja por hectéarea),
y laactividad de cortejo es relativamente comun. Sin embargo, aparente mente uno de los problemas ce
existen es la reduccién de sitios de anidamiento apropiados. Esta especie requiere de troncos en estado de
descomposicion en los cud es existan cavidades previamente construidas por otras especies. Como es
sabido, los quetzales no cavan sus nidos, sino que remodelan huecos abandonados. Si la falta de sitios
de anidacién es un factor que este contribuyendo a la reduccién en el tamafio poblacional, una posible
manera de reducir |a tasa de decaimiento de la poblacién es por medio de lainstalacion de cagjas nido.
Otro hecho que también



50

pudo ser observado y que representa un factor alto de mortalidad, es ladepredacion de nidos. Como
evidencia anecddtica dos de los nidos que se monitorearon durante mi estanciaen lareservafuero
depredados por tucanetas (Aulacor hynchus prasinus), Desafortunadamente en este caso no es posible
colocar entradas de exclusién en los nidos ya que los depredadores son del mismo 0 menor tamafio que los
guetzales. Es necesario realizar estudios mas detallados en este respecto para poder tomar medidas que
ayuden aminimizar el efecto de este factor.

El presente reporte debe ser tomado solamente como un estudio piloto sobre la variabilidad genética,
situacion de la poblacion de quetzales. Para poder tener resultados mas confiablesy por lo tanto
conclusiones mas robustas es necesario rem“estrear |a poblacion en el futuro para determinar la dindmica
de cambio tanto a nivel genético como poblacional. De igual forma es preciso muestrear poblaciones de
otras localidades que permita establecer patrones claros de flujo génico, demogréficos, y filogeogréficos.
En este momento no es posible afirmar o0 negar que la variabilidad genética registrada para esta
poblacion esvital, o @ menos dril para mantener en buen estado la poblacion de quetzales. Ademaés, este
tipo de estudios deben ser complementados con observaciones més precisas sobre historia natural de la
especie, interacciones, y dindmica poblacional, asi como monitorear constante mente la calidad del
habitad de lareserva.



Cuadro 3. Muesiras de sangre obtemdas para el andlisis de vanavilidad genétca del Quetzal.

Mhuestra

Muesira #01
Muesia #02
Mscsira #3
Muestra #04
Muestra #05
Muestra #06
Muestra #07
Muestra #I8
MMuestra $5
Muesta #10
Muesira #11

Latimnd -

15307 485" W
157397 491" N
157397 004" N
1539 139" N
|57 39" (B.6" N
15739 162" N
15" 39" 360" N
15397 470" N
15 38" 479" N
157407 21.6" N
157 39° 301" N

Longitud

Q2" 48" 376" W
02" 497 13.0" W
G2° 48" 347" W
G2 AR 36T W
02" 48" 354" W
G20 AR 310" W
G2 4R 320" W
2T 48" AT 5T W
027 48" 3900 W
9 HN 174" W
92T 4R 5RATW
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Inl::undrﬂ 4. Frugmento secuenciadao pam la region control del gen del D-Loop. Los asteriscos moestran los puntos donde los cambios

se presentan en bos distintes haplotpos encontrados.

BASE COUNT 118 A 131 C 24

w

1 ATTAGACTTT AACTACAGGA ACCTGCCCCC CCTTCCCCCC

61 TATTTGGGTA TGTATTACTT TGCATACAAT TATTGTCCAC

121 AGGATATTCC ACATTATATG TAATGCTCGT CCCCATTAAR

* &

181 ACACCCCAAT ATTGGCACTT ACACCTCTAG GCACATTCCT

* * W

AAGTCGATCCT GCCTCATAGC ACAACACACG

241 CGTTACCCCA

&

AACCCTAAGC CTATCCTACC AAMAMCGAGGAR TATCCTGGTA

301

* w *

361 CATAAGTTCC GCCCACCTCC TAGGGTTATA GTCCTGTCCR

G

CATCATGTTT
ATCAGACACT
CTCAAATACT

*

ATTTCAGGTA
*
GATCGAGACC

CACAATTGAR

ACAGCCTTCA

117 T

TTACATGATT

ATATCAATGT

ATCGCCCATT

CCAATARCCC

L3

TTCTCCCTAC

o

CCCTCTAGTC

&

GGTGCTCACA



Cuadre 5. Haplotipos y ndmero dé individuos por haplotipo encontrados basado en las
spcucneias de la regiom control del gen D-Loop. Selamente se indican las posiciones
vanables en la secuencia

012222 33333344

2 4 4 5 0

Haplotipo # Individuos 2 1 B 4 1 80
H1 7 TGAAATGATATCTGACG
H2 5 C..G60G. . CT « o« A
H3 4 C..6G6.AG.GCTCA. .A
H4 3 AG. .CA C G TCAGTA



0.045

Donacion #02

0.007!
0.001) Qoe Donacion #07
0.003 g Muestra #02
8014 SRS Donacion #04
0.002} L Muestra #011
0.015 A Donacion #05
D-'DUE[ 9.027 Muestra #01
& 2040 Donacion #01
o.006l BP0 Donacion #03
|_0.008 il g.090 Donacion #06
gies Muestra #010
|0.004 o ol pow Donacion #08
0.002 Lk Muestra #05
0.005 0.065 Muestra #09
0.002 Diass Muestra #06
§.003 Lo Muestra #08
0.012 L Muestra #03
) 0.069 Muestra #04
0.059 Musstra #07

Fig. B. Arbol que muestra las relaciones geneticas de las individuos de quetzales muestreados
en ¢l poligono I de la reserva El Triunfo construido con el algoritmos del "vecine mas
cercano” (Neighbor-joining) en base a las distancias obtenidas con el analisis de
RAPD's. El numero sobre las ramas representa el porcentaje de diferenciacion
genetica. Para enraizar el arbol se uso la tecnica de punto medio.



Muestra #04

Muestra #03

Donacion #01

Muestra #07

Muestra #01

Donacion #08

Donacion #05

Muestra #10

Muestra #05

Muastra #06
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Muestra #09

Danacion #02

Donacion #04

Donacion #07

Muestra #02

Muestra #11

Conacion #03

Donacion #06

Fig. 9. Arbol de consenso estricto de cuatro arboles igualmente parsimoniosos. Las relaciones
geneticas de los individuos estan basados en 420 pb de la region control del gen

mitocondrial del D-1 0P,
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