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Resumen

Amazona ochrocephala o “Lora real” es el ave mas traficada en varias regiones de Colombia.
Considerando la disminucidn de sus poblaciones naturales y el nimero de individuos decomisados,
se busca favorecer protocolos de liberacion. Sin embargo, la delimitacion de sus subespecies mediante
caracteres morfoldgicos resulta ambigua, dificultando la determinacién del lugar de liberacion. En el
presente estudio se realizo la validacion de los caracteres morfolégicos que permiten diferenciar tres
subespecies de A. ochrocephala, y se estandarizaron las condiciones de PCR para tres marcadores
mitocondriales que posibilitan la identificacion molecular de las subespecies. El anlisis multivariado
mostré que las medidas morfométricas por si solas no discriminan entre subespecies, pero que estas
combinadas con los caracteres cualitativos generan agrupaciones (no compactas) correspondientes a
las subespecies morfoldgicas. Se encontraron los intervalos de valores dptimos de temperatura de
anillamiento y volumen de ADN que permiten obtener los amplificados esperados. Los caracteres
cualitativos (presentados en la clave taxondémica elaborada) parecen tener un mayor poder de
discriminacion. Se recomienda realizar una colorimetria para la especie y un estudio en sistematica

molecular con las condiciones encontradas.
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Introduccion

El trafico ilegal de fauna es considerado uno de los principales factores responsables de la
disminucion del tamario de las poblaciones silvestres a nivel mundial (Rosales 2012), despues de la
fragmentacion y de la pérdida de habitat (Bello et al. 2014). En Colombia, esta actividad representa
una amenaza importante para las poblaciones naturales de psitacidos (guacamayas, loros y pericos;
Restrepo-Roda & Pulgarin-Restrepo 2017).

Dentro de los psitacidos, Amazona ochrocephala (Gmelin 1788 en Hoppe 1992) o “lora real”; es la
especie mas traficada en los departamentos de Risaralda y Valle del Cauca, y la segunda dentro de

las especies de aves traficadas en el resto del pais (Restrepo-Roda & Pulgarin-Restrepo 2017). Esto



se debe, en gran parte, a su amplia distribucion en el territorio nacional, a su colorido plumaje y a la
capacidad de imitar vocalizaciones humanas, haciéndola especialmente apreciada como mascota
(Corantioquia 2008).

Diariamente llega un gran numero de loras reales a los centros de recepcion de fauna silvestre del
pais, sobrepasando la capacidad de carga de estas instituciones. Como resultado se generan
condiciones de hacinamiento, estrés, alta mortalidad y bajo bienestar para los animales decomisados
(Restrepo-Roda & Pulgarin-Restrepo 2017). Los individuos de A. ochrocephala incautados Ilegan a
los centros de recepcion, donde los médicos veterinarios realizan una valoracion para determinar el
estado epidemioldgico y el estado fisico general. Posteriormente se les realiza una evaluacién
comportamental y se dejan en cuarentena; una vez determinada su capacidad de vuelo, son trasladados
a jaulas disefiadas para desarrollar y favorecer el vuelo o a jaulas convencionales. Esto con el fin de

realizar una posible rehabilitacion y liberacion de los individuos (Minambiente 2010).

Amazona ochrocephala esta representada por 3 subespecies en Colombia (Hoppe 1992 y Rodriguez
& Hernandez 2002): A. o. ochrocephala presente en las laderas de los Andes, desde el Norte de
Santander hasta el departamento del Meta, y parte del Amazonas; A. 0. nattereri localizada en el
piedemonte andino, en el departamento del Caqueta y del Putumayo. A. 0. panamensis se distribuye
desde el Norte del Chocd, pasando por la planicie del Caribe y la Sierra Nevada de Santamarta hasta
el sur de la Guajira, también abarca la parte baja del Valle del Cauca y el sur del departamento de
Magdalena (Hoppe 1992 y Rodriguez & Hernandez, 2002).

Sin embargo, la clasificacidon subespecifica de este complejo es considerada un "dolor de cabeza
taxonomico” (Howell & Webb 1995). Pese a que tradicionalmente la diferenciacion de las
subespecies se ha basado en caracteres morfol6gicos, como la extension de la mancha amarilla en la
cabeza, la extension de la coloracion roja en la curva del ala, la pigmentacién de los picos y el tamafio
corporal (Forshaw 1989); estudios moleculares sugieren que la taxonomia actual no corresponde a
las agrupaciones naturales (Eberhard & Bermingham 2004, Russello & Amato 2004 y Ribas et al.
2005, 2006, 2007). A partir de analisis de ADNmt, Eberhard & Bermingham (2004), Ribas et al.
(2007) y Urantowka et al. (2014), encontraron que el complejo esta dividido en tres linajes primarios
y reportan que los individuos de A. o. ochrocephala colombianos y venezolanos forman clado
hermano de los restantes individuos sudamericanos, apoyando una reclasificacion de la subespecie.
No obstante, los resultados de estos estudios son parciales, ya que se han incluido un méaximo de 7

muestras colombianas provenientes unicamente de la subespecie A. 0. ochrocephala.

La sobreexplotacidn sobre A. ochrocephala ha generado que la presencia de esta especie sea poco

frecuente, o que incluso se haya erradicado totalmente en grandes extensiones del norte y centro de
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Colombia, donde en décadas pasadas era muy abundante (Rodriguez & Hernandez 2002). Por esta
razon, es de vital importancia generar protocolos de liberacion que favorezcan la conservacion in situ
de las poblaciones silvestres de la especie. A pesar de que la lora real no se encuentra en una categoria
de amenaza de la UICN (Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza), sus poblaciones
presentan una tendencia al decrecimiento (BirdLife International 2018), llegando incluso a
considerarse como vulnerable a la extincion en el ambito nacional segin Rodriguez & Hernandez
(2002). Ejemplo de esto es la notable disminucién del tamafio poblacional de subespecies como A. o.
panamensis y A. 0. nattereri, que han perdido alrededor del 70 % del habitat potencial primario en el
pais (Corantioquia 2008).

Con el fin de evitar asignaciones poblacionales equivocadas, es indispensable identificar la
subespecie a la cual pertenece cada individuo antes de su liberacion, de modo que se pueda determinar
de forma acertada la region en donde este debe ser reintroducido. La liberacion de un animal en la
region geogréafica equivocada, puede producir perturbaciones en la estructura genética de las
poblaciones como: una erosién genética intraespecifica (o eliminacion de la diferenciacion entre
subespecies), una pérdida de adaptaciones locales (Templeton 1986) o una reduccién de los tamafios
de poblaciones (Jiménez & Cadena 2004). En Colombia, los problemas ligados a la liberacion de los
individuos decomisados en una regién geogréafica equivocada representan una amenaza recurrente,

debido a la poca informacion disponible sobre las poblaciones de las cuales provienen.

La delimitacion de las subespecies de A. ochrocephala puede resultar ambigua, debido a que los
caracteres morfoldgicos utilizados varian significativamente, incluso a nivel intrasubespecifico
(Howell & Webb 1995, Lousada & Howell 1996, Juniper & Parr 1998 y Eberhard & Bermingham
2004). Este estudio tiene como objetivo validar los caracteres morfolégicos diagnosticos y
estandarizar las condiciones de extraccion y amplificacion para tres marcadores mitocondriales que
permitan la identificacion de las subespecies de Amazona ochrocephala (A. 0. ochrocephala, A. o.
nattereri, A. 0. panamensis) nativas de Colombia. Para tal fin, se van a verificar los caracteres
morfologicos cualitativos y cuantitativos diagnésticos reportados en la bibliografia con los
observados en los individuos muestreados en el hogar de paso CARDER-APAP (Corporacion
autonoma regional de Risaralda- Asociacion protectora de plantas y animales de Pereira).
Posteriormente, se evaluara el poder discriminatorio de los caracteres morfoldgicos reportados como
diagnosticos. Finalmente, se van a estandarizar las condiciones de extraccion y amplificacion para
los marcadores mitocondriales COIl, ATPasa 6 y ND2.

La validacion del uso de caracteres morfoldgicos en la determinacion taxonémica de los individuos
decomisados, justificaria la utilizacion de esta herramienta de identificacion, que resulta mas rapida,

practica y econdémica para las corporaciones autdnomas regionales del pais.



Métodos

Muestreo
Seleccidn grupo de estudio:

Se muestrearon treinta individuos de A. ochrocephala procedentes de la incautacion de especies
silvestres, bajo el cuidado del hogar de paso CARDER-APAP, ubicado en la vereda la Maria del
municipio de Santa Rosa de Cabal, Risaralda, Colombia.

Diez individuos de cada una de las tres subespecies de A. ochrocephala fueron seleccionados en jaulas
de vuelo y en jaulas convencionales. La subespecie de cada uno de los individuos seleccionados fue
determinada utilizando los caracteres morfologicos presentados en el Anexo 1y Figura 1. Estas

determinaciones fueron confirmadas por la veterinaria del hogar de paso.
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Figura 1. Caracteres morfologicos utilizados en la identificacion en el hogar de paso CARDER-
APAP. Las subespecies de A. ochrocephala se pueden diferenciar principalmente por la extension del

parche amarillo en la frente.

Toma de muestras:

Los individuos seleccionados fueron sedados por el veterinario del hogar de paso utilizando una dosis
de 15mg/kg via intramuscular en pectoral de Ketamid ® (ketamida y midazolam). A cada uno de
ellos se les extrajo 1 mL de sangre utilizando una jeringa de 1 mL y una aguja de calibre 2G. Las
muestras fueron depositadas en tubos vacutainer con EDTA (&cido etilendiaminotetraacético) como
anticoagulante (BD Vacutainer K3E). Cada tubo fue marcado con la subespecie y el nimero de
microchip del individuo. Se inserté un microchip en algunos individuos que no poseian al momento

de la seleccion, y se dejé registro en la historia clinica correspondiente.




Cada uno de los individuos seleccionados tiene asignado un expediente con el nimero de microchip
o historia clinica, subespecie, nimero de muestra, fotos y las medidas morfométricas estandares para
aves (Figura 2). Las medidas tomadas fueron: Longitud total (Ltot) y culmen curvo (CC) haciendo
uso de un metro de costura. Culmen total (CT), longitud de la cola (Lcola), y ancho de comisura (AC)

utilizando un calibrador; y para la longitud del ala (Lala) se utiliz6 una regla de 30 cm con tope.

Figura 2. Medidas morfométricas tomadas: a. Longitud total (Ltot), b. Culmen total (CT), c.
Longitud del ala (Lala), d. Longitud de la cola (Lcola), e. Culmen curvo (CC), y f. Ancho de comisura
(AC). Ltot y CC fueron medidas haciendo uso de un metro de costura. Lcola, CT y AC se midieron

utilizando un calibrador. Lala se midi6 utilizando una regla de 30 cm con tope.

Andlisis estadistico:

Se realiz6 una prueba y?, utilizando los valores observados en los individuos muestreados y los
reportados en la bibliografia por Forshaw (1989). La hipétesis nula plantea que no hay una diferencia
estadisticamente significativa entre las medidas morfométricas de los individuos muestreados y los
valores reportados en la bibliografia. Se utiliz6 un valor de significancia de 0.05 y 9 grados de libertad.
Posteriormente, se realiz6 un analisis multivariante para determinar el poder de discriminacion de las
variables morfoldgicas medidas y reducir las variables que reflejan la varianza entre grupos. Para
esto, se estandarizaron los datos restando la media de cada variable y dividiendo por la desviacion
estandar.

Se comprobaron los supuestos de normalidad, homocedasticidad y multicolinealidad utilizando el
software Past 4.02. En cuanto a la multicolinealidad, la matriz de covarianzas para las medidas
morfomeétricas entre las tres subespecies evaluadas, presentd covarianzas iguales, por lo que no fue

posible realizar un andlisis discriminante.



Una vez seleccionadas las variables cuantitativas que cumplen los supuestos necesarios, se aplicé un
andlisis de componentes principales (ACP) en Statgraphics 18, para reconocer las tendencias en la
formacion de los grupos e identificar las medidas morfométricas responsables. Los componentes
principales (CP) son el conjunto de combinaciones lineales de las variables medidas y se obtienen
multiplicando el peso de las variables (coeficiente) por el valor que toma la variable correspondiente.
También se realizé un andlisis de conglomerados con las variables cualitativas menos ambiguas y los
componentes principales en Past 4.02, utilizando el coeficiente de similitud de Gower y el algoritmo
de agrupacion UPMAG (Hammer 2012). Los caracteres morfolégicos cualitativos fueron codificados
como: 1= pequefio 2= Mediano 3 = Grande, para la extension del parche amarillo; y presencia = 1,
ausencia= 0, para la presencia de la corona verde-azulada.

Adicionalmente realiz6 un andlisis de varianza ANOVA entre las medias de las variables
morfométricas (Ltot, Lala, Lcola, CC) para las tres subespecies en Past 4.02. Esto con el fin de
determinar si hay una diferencia significativa entre las medidas de las tres poblaciones (A. o.
ochrocephala, A. 0. nattereri, A. 0. panamensis). También se realizo el anélisis de varianza para los
valores reportados por Forshaw (1989).

Construccion de la clave taxondmica.

Se elabor6 una clave taxondmica virtual para la identificacion de las subespecies de A. ochrocephala
utilizando el software Xper2. Los descriptores hacen referencia a los caracteres morfologicos
cualitativos y cuantitativos. Se eligieron aquellos caracteres cualitativos con la menor ambigiiedad y
los caracteres cuantitativos utilizados fueron el resultado del muestreo para los 30 individuos
evaluados. Las medidas morfométricas fueron ingresadas como variables categoricas para tener la
opcidn de estados de caracter. A cada caracter se le asocid una descripcidn, sus posibles estados, e
ilustraciones orientadoras. En el caso de las medidas morfométricas, se indicé como se realizd la
medicion y con qué instrumento. Adicionalmente, se afiadio el caracter de distribucion, para orientar
la identificacion de especimenes segun el area geografica donde fue decomisado. Finalmente, el

programa calcul6 el poder de discriminacion de los caracteres, mediante los indices (LIS s.f):

nli+n2
nl+n2+n3

Donde,

nl= Estados de caracter posible para el primer taxon

Jaccard=

n2= Estados de caracter posible para el segundo taxén

n3= Estados de caracter presentes en ambos taxones

ni+n2

Sokal y Michener= ——
y nl/+n2+n3+n4



Donde ademas de n1, n2 y n3,

n4= Estados de caracter que no estan presentes en los dos taxones

XPER= o
c2

Donde,
C1= N.° de parejas de taxones que no tienen estados de caracter en coman.
C2= N.° total de taxones

Componente de laboratorio

Extraccion de ADN

-Con resina Chelex-100: Para este proceso se mezclaron 1000 puL de agua MiliQ estéril con 20 pL de
sangre total de cada individuo y se dejaron precipitando una noche. Posteriormente se centrifugo la
mezcla precipitada a 13000 rpm durante 5 min y se extrajo el sobrenadante. Se afiadieron 170 pL de
Chelex al 20% en movimiento y se incub6 a 56 °C por 30 min. Finalmente, se homogeneiz6 la muestra
por vortex y se dejo en ebullicién por 8 min, una vez terminado este tiempo se centrifugé a 130000

rpm por 3 minutos.

-Con Kit: El ADN genomico fue extraido de 10pL de sangre anticoagulada de cada individuo,
utilizando el kit DNeasy tissue and blood de QIAGEN® (Qiagen 2006), siguiendo el protocolo para
células de sangre nucleadas suministrado por el fabricante. Inicialmente la lisis de las membranas
celulares se realiz6 mediante una combinacion de actividad enzimatica (proteinasa K) junto a lisis
mecanica (agitacion y calor) y las condiciones de amortiguacion se ajustaron utilizando tampones
para proporcionar condiciones éptimas de unién al ADN. Posteriormente, el lisado se descarg6 en la
columna del DNeasy Mini y se centrifugd. Durante la centrifugacion, el ADN se une a la membrana
de la columna y a medida que los contaminantes e inhibidores la atraviesan son eliminados (se
realizan dos pasos de lavado con buffers). Por Gltimo, el ADN se eluye dos veces en un tampén bajo
en sal (Qiagen 2006).

Primers utilizados

El gen ATP sintasa 6 (ATPasa 6) de 684 pb, una porcién de 622 pb del gen Citocromo oxidasa |
(COIl) y una porcion de entre 700-800 pb del gen NADH deshidrogenasa 2 (ND2), se amplificaron
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para la region ATPasa 6 use utilizd6 C02GQL
(GGACAATGCTCAGAAATCTGCGG, L8929) con A6VALH
(AGAATTAGGGCTCATTTGTGRC, H9436) primers utilizados por Eberhard & Bermingham
(2004). El gen ND2 se amplificd con METB (CGAAAATGATGGTTTAACCCCTTCC, L5233) y
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ND2LSH (GGAGGTAGAAGAATAGGCYTAG, H6102), primers utilizados por Eberhard &
Bermingham (2004). EI fragmento del gen COI se amplificé usando los primers BirdF1
(TTCTCCAACCACAAAGACATTGGCAC) y COlbirdR2
(ACGTGGGAGATAATTCCAAATCCTGG) (Hebert et al. 2004).

Estandarizacion condiciones de PCR

Por un lado, se estandarizd la temperatura de anillamiento realizando gradientes de ocho temperaturas
con el fin de determinar la temperatura éptima para la hibridacion de los primers. Para los genes ATP
6 y ND2 se utilizo el gradiente 52.0 °C, 52.5 °C, 53.3 °C, 54.7 °C, 56.3 °C, 57.6 °C, 58.5 °C y 59.0
°C, incluyendo las temperaturas reportadas para estos marcadores por (Baracca et al. 2000, Eberhard
& Bermingham 2004, Divya et al. 2015, Hanapi et al. 2015, Pinedo-Castro 2017ay Ai et al. 2019) y
la temperatura calculada en el programa Sabina Anzlovar. Para el gen COI el gradiente utilizado fue:
49.0 °C, 49.7 °C, 50.9 °C, 52.9 °C, 55.2 °C, 57.0 °C, 58.2 °C y 59.0 °C; incluyendo las temperaturas
de anillamiento reportadas para este gen por ( lvanova & Grainger 2007, Rosli et al. 2011,
Lancheros-Piliego & Fernadndez 2013 y Pinedo-Castro 2017) y la temperatura calculada en el
programa Sabina Anzlovar.

Por otro lado, se estandarizé el volumen de ADN ensayando con 2.0 uL de ADN vy variando el
volumen entre 0.5-5 uL, dependiendo de la observacion de barridos o ausencia de amplificados, hasta

encontrar los valores que generaron mejores resultados para cada gen y muestra.

Amplificacién de genes mitocondriales

Las amplificaciones por PCR se realizaron seguln las condiciones estandarizadas por el laboratorio de
genética de poblaciones molecular y biologia evolutiva (LGMBE-PUJ), en reacciones con volumen
final de 25 pL: 2.5 pL de buffer 10X, 3.0 uL de MgClz, 1.0 pL de mix de dNTPs, 1.0 uL de cada
primer, 1.0 pL de Taq polimerasa genTaq y entre 0.5-3.0 uL de ADN con concentraciones entre
19.16 y 301.61 ng/ puL.

Para los genes ATPasa 6 y ND2 el programa en el termociclador fue: una desnaturalizacion inicial a
95 °C por 5 min, 34 ciclos de 95 °C por 30 s, 59 °C por 30 sy 72 °C por 30 s, y una extension final
de 72 °C por 7 min (Pinedo-Castro 2017a).

Para el gen COlI el programa en el termociclador fue: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 min, 40
ciclos de 95 °C por 30's, 49 °C, 52,9 °C y 58.2 °C por 30 sy 72 °C por 30 s, y una extension final de
72 °C por 7 min (Pinedo-Castro 2017). Los productos de amplificacion se visualizaron en geles de
agarosa al 2% para asegurar que el fragmento obtenido tuviera el tamafio apropiado y la concentracion

suficiente.



Resultados

Caracterizacion morfoldgica

La observacion de las caracteristicas reportadas en bibliografia sobre los individuos muestreados,
reveld que los caracteres aplicables para una primera aproximacion son: la extension del parche
amarillo en la frente, la presencia de una corona azul-verdosa y la coloracion del pico.

La subespecie A. 0. ochrocephala presenta el parche de mayor extensién mientras que A. o.
panamensis y A. 0. nattereri exhiben un parche amarillo de menor extension. A. 0. panamensis es la
Unica subespecie que posee una corona verde-azulada bordeando el parche amarillo (Figura 1). En
cuanto a la coloracion del pico, la subespecie A. 0. ochrocephala se caracteriza por presentar una
coloracion rojiza en los laterales, mientras que A. 0. panamensis tiene los laterales grises amarillentos
y A. 0. nattereri exhibe los laterales de amarillo a rosado (Figura 1).

La subespecie A. 0. nattereri presentd el mayor tamafio corporal, seguido por el de A. 0. ochrocephala.
A su vez, A. 0. panamensis presentd el menor tamafio (Anexo 1). No obstante, se encontré una
diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) entre los valores de longitud total observados y
reportados en literatura por Forshaw (1989) para las subespecies A. 0. panamensis y A. 0. nattereri
(Anexo 2).

Los caracteres color del plumaje en las mejillas, color del plumaje en el pecho, color de las coberteras
auriculares y extension del plumaje rojo en la curva del ala, resultaron dificilmente aplicables. Esto
debido a la falta de precision de los estados de caréacter descritos en la bibliografia. Asi mismo, se
encontraron individuos con una combinacion de caracteres ambigua. Por ejemplo, algunos individuos
que presentaron plumaje verde oscuro, caracteristico de A. 0. nattereri, exhibieron ademas un parche

amarillo amplio caracteristico de A. 0. ochrocephala.

Andlisis estadistico:

Los resultados de la prueba y*> para las cuatro variables estudiadas arrojaron que los valores
encontrados para los individuos identificados como A. 0. panamensis difieren significativamente de
los valores que se esperaban para dicha subespecie (Anexo 2). Las medidas de Lala y Lcola de los
individuos identificados como A. o. nattereri no difieren de los valores reportados en bibliografia,
mientras que Ltot y CC son significativamente diferentes de los valores esperados (Anexo 2). Por
altimo, las cuatro medidas morfométricas de los individuos clasificados como A. 0. ochrocephala
corresponden con los valores reportados por Forshaw (1989) para la subespecie (Anexo 2).

De las seis medidas morfomeétricas tomadas en campo, cuatro cumplieron con los supuestos de
normalidad y homocedasticidad (Ltot, Lala, Lala, CC). Con estas cuatro variables cuantitativas se
realizo el analisis de componentes principales (ACP). Los tres primeros componentes (CP) reflejan



el 43%, 27% y 18% de la variacion de los datos respectivamente, explicando el 88 % de la muestra.
El cuarto componente refleja tan solo el 12% de esta varianza.

Los resultados de extraccion de componentes principales muestran que las variables que explican en
mayor medida las diferencias morfométricas son: la longitud de la cola (Lcola), el culmen curvo
(CC) y la longitud del ala (Lala). Estas variables poseen los coeficientes mas altos al momento de
calcular los componentes principales (Anexo 3). Por su parte, la longitud total (Ltot) explica en menor
proporcion la varianza de la muestra.

La ordenacion obtenida con el método de analisis de componentes principales (ACP), no mostré una
clasificacion consistente con lo reportado en la literatura (Anexo 4). Se encontré que los CP no
permiten separar los individuos evaluados en tres poblaciones, correspondiente a las 3 subespecies
muestreadas.

El dendograma producto del analisis de conglomerados, muestra la formacion de dos grandes
agrupaciones (Anexo 5). El grupo més extenso tiene como individuo hermano al ejemplar 22- A. o.
ochrocephala y se subdivide en dos clados, el ejemplar 11-A. 0. ochrocephala siendo el individuo
hermano de la agrupacion restante. EI primer subclado estd compuesto por ocho individuos, en su
mayoria pertenecientes a la subespecie A. 0. ochrocephala, con excepcion del individuo 23-A. o.
nattereri. El segundo subclado esta conformado en su mayoria por individuos correspondientes a la
subespecie A. 0. nattereri con excepcion de los individuos 9-A. o. panamensis y 13-A. o.
ochrocephala. En esta agrupacion hay nueve individuos y se evidencian subclados de hasta 3
individuos de la misma subespecie (Anexo 5).

Dentro de la segunda gran agrupacion el ejemplar 15-A. o. ochrocephala aparece como grupo
hermano de dos grupos menores. Un subclado compuesto por los individuos 10- A. 0. panamensis y
1- A. 0. panamensis y el segundo subclado compuesto por una agrupacién de 6 individuos de A. o.
panamensis y una conformada por el individuo 3-A. 0. panamensis y 24-A. 0. nattereri (Anexo 5).
En términos generales se observa que los individuos de una misma subespecie presentan valores
mayores de similitud y se encuentran cercanos entre si. No se encontraron agrupaciones compactas,
donde cada grupo estuviera compuesto por todos los individuos correspondientes a una misma

subespecie.

El analisis de varianza ANOV A mostré gue no hay una diferencia estadisticamente significativa entre
los grupos identificados en el hogar de paso (p-valor > 0.05) a partir de las medidas morfométricas.
De igual forma, el resultado del ANOVA para los valores de referencia por subespecie reportados por
Forshaw (1989) indica que tampoco hay una diferencia significativa (p-valor > 0.05). Estos resultados
implican que las variables morfométricas utilizadas como caracteres morfoldgicos diagndsticos

dificilmente discriminan entre las 3 subespecies analizadas.
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Los resultados del indice de Jaccard, indice de Sokal y Michener, y el indice XPER permitieron
determinar cuéles de los caracteres propuestos en la clave taxonémica elaborada (Anexo 7) tiene un
mayor poder de discriminacion dependiendo de los estados de caracter que se compartan o no entre
grupos (Anexo 6). Todos los caracteres a excepcion de la presencia de la corona verde-azulada
ofrecen un alto grado discriminacion entre las subespecies, pues hay un estado de caracter asociado
a cada subespecie.

Resultados componente de laboratorio:

Extraccion

Los extraidos con Chelex se tornaron viscosos y en la cuantificacion de ADN los valores de
concentracion excedieron en su mayoria los 1000 ng/uL (relacion 260/280 = 1.49 aproximadamente).
Tras diferentes ensayos utilizando los gradientes de temperatura mencionados y variando el volumen
de ADN, no se visualizaron bandas para ningin marcador mitocondrial con estos extraidos.

La extraccion con kit generd extraidos con entre 20 y 300 ng/uL. de ADN por microlitro y con una
relacion 260/280 en promedio de 1.87, que dieron como resultado la amplificacion de los marcadores

utilizados.

Estandarizacion PCR

Para el gen ATPasa 6, se visualizaron bandas utilizando las ocho temperaturas del gradiente probado
(Baracca et al. 2000, Eberhard & Bermingham 2004, Divya et al. 2015, Pinedo-Castro 2017a). Sin
embargo, se eligié la temperatura de 59.0 °C, puesto que generd las bandas méas definidas. Para la
mayoria de las muestras se obtuvieron bandas con buena resolucion utilizando 2 pL y variando en un
rango entre 3.0 uL y 0.5 pL de ADN para una concentracion de entre 20.9 pL/ng y 246.13 uL/ng
(Anexo 8b). Para el gen COlI, se obtuvieron bandas en todo el gradiente probado, sin embargo, se
eligieron tres temperaturas optimas de anillamiento correspondientes a 52.9 °C y 58.2 °C y 49.0 °C,
en concordancia con (Lancheros-Piliego & Fernandez 2013y Rosli et al. 2011). Fue necesario utilizar
1uL de RNAsa en la preparacion del mix para la PCR, para eliminar la presencia de una segunda
banda utilizando la temperatura de anillamiento de 52.9 °C. El volumen de ADN con el cual se
obtuvieron la mayor cantidad de bandas fue de 0.8 pL, y en un intervalo de 0.6 uL - 2.0 uL de ADN
representando una concentracion entre 16.72 pL/ng - 196.90 uL/ng. Para el gen ND2 se obtuvieron
bandas utilizando 52.0 °C y 59 °C como temperatura de anillamiento acorde con lo reportado por
Pinedo-Castro (2017), se eligié la temperatura de 59 °C por la definicion de las bandas. Los
volumenes de ADN que generaron amplificados fueron 0.5 y 0.6 uLL con concentraciones entre 15.52

ul/ng y 246.13 uL/ng (Anexo 8a).
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Discusién

Caracterizacion morfoldgica:

Las caracteristicas de coloracion del plumaje resultaron ambiguas en la identificacion de los
individuos, principalmente por la falta de una colorimetria estandarizada para las subespecies de A.
ochrocephala.

Por una parte, no fue posible detectar la variacion en las tonalidades de verde de las mejillas. Hoppe
(1992) reporta que A. 0. ochrocephala presenta las mejillas de color “verde amarillento”, mientras
que Forshaw (1989) reporta “verde esmeralda”. A su vez, no fue distinguible el tono “verde azulado”
reportado para A. 0. nattereri (Forshaw 1989). Para A. 0. panamensis no hay informacion disponible
acerca de la tonalidad de las mejillas, pero se observé que los individuos estudiados para esta
subespecie presentaron visos esmeraldas.

Por otra parte, no fue diferenciable la coloracion del pecho “verde amarillento” de A. 0. ochrocephala
y “verde claro” de A. 0. panamensis, dado que los individuos muestreados presentaron visos de
diferentes tonalidades de verde, en funcion de la incidencia de la luz. Solo la corona verde azulada
reportada como caracter diagndstico de A. o. panamensis resultd facilmente reconocible. Resulta
necesario estandarizar mediciones del color del plumaje en A. ochrocephala mediante un colorimetro,
que exprese el color y luminosidad de la zona del individuo generando variables de coloracién, como
el utilizado por Cabrera-Huerta et al. (2018) para codornices.

Parte de la ambigtedad al utilizar caracteres morfoldgicos para la identificacion de subespecies tiene
que ver con la influencia del estadio de desarrollo en los caracteres morfoldgicos, que pueden variar
significativamente, incluso entre individuos de la misma poblaciéon (Howell & Webb 1995, Lousada
& Howell 1996, Juniper & Parr 1998), o sobrelaparse entre diferentes poblaciones (Howell & Webb
1995, Lousada & Howell 1996). Hoppe (1992) reporta que los individuos juveniles de A. o.
ochrocephala y A. o. nattereri presentan un parche amarillo poco extenso en la frente. Por lo que
debe prestarse especial atencion al estadio de desarrollo al momento de realizar la identificacion, para
evitar que individuos juveniles sean clasificados errobneamente como A. 0. panamensis (subespecie

con el parche amarillo de menor extension entre las tres subespecies).

La gran ventaja de una clave taxondmica virtual (Anexo 7) es la posibilidad de escoger aleatoriamente
los caracteres para realizar la identificacion; diferente a una clave dicotomica en la que se debe llevar
un orden especifico. Esto resulta especialmente util cuando no son observables todos los caracteres
en un individuo, como en aquellos que presentan casos de picaje. El picaje en psitacidos en cautiverio
es un desorden del comportamiento (o estereotipia), que puede llevar a la pérdida de plumaje

localizada o generalizada (Bargall6 et al. 2014). También resulta ventajoso considerando que la
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enfermedad de pico y pluma (EPPP) es muy comun en psitacidos en cautiverio (Bassami et al.1998)
y se caracteriza por la pérdida de plumas, presencia de plumas con forma anormal y crecimiento
excesivo e irregularidad de la superficie del pico (Pass & Perry 1984). De manera que en la
identificacion de un individuo que haya perdido el plumaje en las zonas donde la coloracién es un
caracter diagndstico, o que presente un crecimiento anormal del pico, se puede optar por evaluar otros

caracteres que si sean observables en el ejemplar.

Analisis estadistico

La diferenciacion fenotipica entre las subespecies de A. ochrocephala ha sido fundamentada en
caracteres morfologicos. Sin embargo, més alla de los estudios realizados para la descripcion propia
de cada subespecie, no existen trabajos que hayan evaluado cuantitativamente la variacion fenotipica
de estas. EI ACP realizado sefiala la falta de evidencias morfométricas que apoyen la existencia de
tres subespecies.

Una primera posible causa de este resultado podria estar relacionada con sesgos y errores en la
identificacion realizada en el hogar de paso. Este hogar de paso se encuentra en el departamento de
Risaralda y los animales decomisados corresponden a las incautaciones realizadas en la region.
Considerando la lejania con el Caquetd y Putumayo, donde se distribuye A. o. nattereri, cabe la
posibilidad de que algunos individuos identificados como esta Gltima subespecie pertenezcan en
realidad a A. 0. ochrocephala o A. 0. panamensis.

Esto se puede ver soportado por el hecho de que algunas medidas resultaron significativamente
diferentes de las reportados por Forshaw (1989) (Anexo 2). No obstante, conviene subrayar, que esto
mismo sucede con todas las medidas para A. 0. panamensis (Anexo 2), subespecie con el area de

distribucion més cercana al hogar de paso.

La segunda posible causa hace referencia a que las variables cuantitativas evaluadas no permiten
discriminar entre grupos. Esto se ve apoyado por la falta de formacion de unidades poblacionales
discretas que apoyen la identidad taxondmica de las subespecies en el diagrama de dispersion (Anexo
4); y por el hecho de que no hay una diferencia significativa en las medias de las medidas
morfométricas entre las subespecies (p-valor>0.05; incluyendo los valores de referencia).
Adicionalmente, los rangos encontrados y reportados se sobrelapan entre si, por lo que estas medidas
parecen ser tan similares entre poblaciones que resultan poco Utiles en la clasificacion.

Sin embargo, al analizar las variables morfométricas en conjunto con los caracteres cualitativos, se
encontrd que, con contadas excepciones, los individuos de una misma subespecie presentan un mayor
grado de semejanza entre ellos que con el resto de individuos de otra subespecie (Anexo 5). Aunque

no se encontraron agrupaciones compactas donde cada clado estuviera compuesto por los diez
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individuos identificados como la misma subespecie, si es existe una cercania o similitud significativa
entre especimenes de la misma subespecie en el dendograma obtenido. Esto nos indica que
probablemente las caracteristicas que permiten discriminar entre grupos son la extensién del parche
amarillo en la frente, la presencia o ausencia de corona verde-azulada y la pigmentacion del pico en
adultos. Por esta razon se recomienda realizar medidas de la extension del parche amarillo con un
calibrador y posteriormente realizar los andlisis estadisticos correspondientes, de manera que se
reduzca el sesgo al manejar esta extensién como grande, mediano, pequefio; interpretacion que puede
verse modificada por la percepcién y subjetividad del observador.

Conforme al analisis de conglomerados, la clave taxondmica virtual propuesta (Anexo 7) esta
compuesta por los caracteres (extension del parche amarillo, coloracion del pico, presencia de una
corona verde-azulada y las medidas morfométricas) que permitieron la formacién de agrupaciones
(no compactas) correspondientes a las subespecies morfoldgicas (Anexo 5). Los indices de Jaccard,
Sokal y Michener y el indice de XPER, sugieren que los caracteres elegidos tienen un alto grado de
discriminacion (Anexo 6), pues en un solo paso se diferencian las tres subespecies, indicando que

efectivamente se eligieron los caracteres menos labiles y ambiguos.

Una tercera explicacion de la falta de diferenciacion morfométrica, puede tener origen en eventos de
hibridacién entre subespecies. Posiblemente, la pérdida de habitat y ampliacion de la barrera agricola,
han permitido la extension de los rangos de distribucion de las subespecies, favoreciendo que entren
en contacto, similar a lo reportado por Bedoya & Murillo (2012) para Ramphocelus flammigerusen
en el Valle del Cauca. Sin embargo, el fenotipo de los hibridos es impredecible, por lo que vale la
pena abordar esta posible causa desde la genética.

En aves, el concepto de subespecie ha generado polémica debido a que en muchos casos las
subespecies so6lo representan ejemplos de variacion geogréfica, pues no se cuenta con caracteres
diagnosticos consistentes que permitan su discriminacion adecuada (Cabrera-Huerta et al. 2018). En
Colombia no hay trabajos que aborden esta problematica taxonémica a pesar de la importancia que
implica una identificacion intraespecifica adecuada para la liberacion responsable y conservacion de
las los animales decomisados. Por esta razon resulta de gran importancia realizar estudios en
sistematica molecular, particularmente en el caso de las subespecies de A. ochrocephala nativas de

Colombia y asi confirmar que correspondan a las agrupaciones genéticas.

Estandarizacion:

Es probable que la ausencia de amplificados al utilizar los extraidos con Chelex, se deba a la
contaminacion y baja pureza de los mismos. Por un lado, el Chelex es una resina quelante que utiliza

el intercambio i0nico para unirse a iones de metales de transiciébn como cationes Mg2 + (cofactor
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esencial para la activacion de las ADNasas). Al secuestrar los iones de magnesio, este protege a la
muestra de las ADNasas que pueden permanecer activas, incluso después de la ebullicion. De esta
forma se evita la degradacién del ADN (Singh et al. 2018). Sin embargo, no se eliminan los
inhibidores (como el grupo hemo) que pueden ser perjudiciales en procesos posteriores (Phillips et
al. 2012).

Por otro lado, el protocolo de extraccion con Kit sigue cuatro pasos principales: lisis de las
membranas, union del ADN a la columna de centrifugacion, lavado de contaminantes y elucion del
ADN (Phillips et al. 2012). Durante el proceso de centrifugacion, el ADN se une selectivamente a la
membrana y se eliminan los contaminantes e inhibidores enzimaticos como las proteinas y los
cationes divalentes, a medida que pasan al fondo del tubo (Qiagen 2006). Es por esta razén que el
ADN de los extraidos con el kit QIAGEN presentaron una relacion 260/280 de 1.87 en promedio
(ADN puro), mientras que esta proporcion para los extraidos con Chelex fue de aproximadamente
1.49, relacion apreciablemente més baja, probablemente debido a la presencia de proteinas u otros
contaminantes que absorben fuertemente a 280 nm (Thermo Scientific 2008).

Aungque el aislamiento del ADN gendmico con la resina Chelex es més rapido y econdmico, el ADN
obtenido por este método contiene impurezas suspendidas que pueden provocar la degradacion del
mismo en el almacenamiento a largo plazo y la inhibicion de la PCR (Singh et al. 2018).
Adicionalmente se ha demostrado que los desechos organicos en forma de proteinas, como la
hemoglobina en la sangre y otros compuestos (lactoferrina, IgG y mioglobina), inhiben la actividad
de la polimerasa durante las reacciones de PCR (Al-Soud & Radstrom 2001), lo que explica la
ausencia de amplificados utilizando este método de extraccion.

Cabe resaltar que los extraidos con Chelex se tornaron viscosos dias después de terminar el
procedimiento de extraccion. Algo similar sucedi6 durante la extraccidn con Kit, donde se evidencio
la formacion de un coagulo que fue descartado durante el procedimiento de purificacion. La
formacion de este coagulo, asi como la viscosidad de las muestras puede indicar un problema del
anticoagulante utilizado para el transporte y almacenamiento de las muestras. No obstante, el riguroso
procedimiento de lavado en el método de extraccion con kit hizo posible la eliminacion a tiempo del
coagulo, cosa que por la naturaleza del método de extraccion con Chelex no fue posible.

Este fendmeno de coagulacién puede atribuirsele a un problema en la manipulacion de la sangre al
depositarse en el tubo: si el volumen de sangre sobrepasa el nivel indicado en el tubo, la muestra se
puede coagular. Adicionalmente, la muestra se debe mezclar al menos 10 veces seguidas
asegurandose que la sangre tenga contacto con todas las paredes del tubo donde se encuentra el
anticoagulante (Mufioz et al. 2016). Hay que considerar ademas que, durante la toma de muestras,
factores como la seleccion de la aguja y la jeringa inadecuadas, o multiples punciones en el mismo

vaso sanguineo (comun en extraccion de sangre a loros) pueden afectar a la muestra. Mufioz et al.
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(2016) recomiendan el uso de tubos con EDTA para la extraccion de ADN de mamiferos y aves
galliformes, mientras que recomiendan la heparina para todas las especies de aves. A su vez Martinez
et al. (2009) reportan que el EDTA no es la mejor eleccion si el almacenamiento de la muestra es
prolongado e indican que en aves muy pequefias 0 muestras insuficientes el EDTA puede producir
hemdlisis. Es probable que alguno, o varios de estos factores no hicieran posible la extraccion
adecuada de ADN utilizando el Chelex. Por lo tanto, se recomienda utilizar heparina como
anticoagulante, en lugar de EDTA para estudios posteriores.

Respecto a las temperaturas dptimas de anillamiento para las reacciones de PCR, se recomienda
utilizar 58.2 °C para el gen COI, dado que las temperaturas de 52.9 °C y 49.0 °C generaron dos bandas
al momento de verificar los amplificados en la electroforesis. Estas bajas temperaturas pueden resultar
inespecificas para la hibridacion de los primers con el ADN de las muestras, pues anillaron con

secuencias diferentes a la que se querian evaluar.

Conclusiones

Los caracteres que parecen tener un mayor poder de discriminacion en la identificacion de individuos
decomisados de A. ochrocephala, son la extensiéon del parche amarillo, la presencia de la corona
verde-azulada y la coloracion del pico, caracteres que permitieron la agrupacion no compacta de
individuos de una misma subespecie (Anexo 5). Las medidas morfométricas pueden apoyar estos
caracteres, pero no generan por si solas la formacion de unidades poblacionales que permitan la
identificacion taxondmica de las subespecies evaluadas (Anexo 4). La posibilidad de hibridacion
entre las subespecies, asi como la incertidumbre en la determinacion de las poblaciones hacen
necesario abordar un estudio en sistematica molecular en donde se utilicen los marcadores
moleculares y las condiciones propuestas en la presente estandarizacion. Utilizar los caracteres
morfoldgicos presentados en la clave taxonémica virtual, favorecerd una determinacion taxonomica
mas acertada, reduciendo los riesgos asociados con la liberacion de los individuos decomisados. Asi
mismo una futura validacion molecular, permitira una mejor comprension de la historia filogenética

y la taxonomia del grupo, esenciales para la conservacion de A. ochrocephala.
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Anexos: Tablas y figuras.

Anexo 1. Integracion de caracteres utilizados para la identificacion de las subespecies de A.

ochrocephala y medidas morfométricas observadas y esperadas para las subespecies. El valor de Ltot

es un promedio entre los individuos muestreados, Lala, Lcola y CC estad presentado en un intervalo

de valor minimo y maximo. Datos tomados de Forshaw (1989) y Hoppe (1992).

A. 0. ochrocephala

A. 0. nattereri

A. 0. panamensis

Caracteristica| Esperados Observados Esperados Observados Esperados Observados
Ltot *(mm) 360 357.2 380 365.3 350 347
Lala*(mm) 210220 196 - 232 221 -235 200 -244 191 -215 198 - 228

Lcola* (mm) 109 -121 115-176.6 115-120 114 -135.9 94 -109 114.9-137.6
CC* (mm) 32-37 13.5- 45 32-34 30.6-40.4 29 -33 33.2-38.6
Parche amarillo Area amarilla
Parche menos extenso Mas pe elﬁa
Frente amarillo Observado que Observado hac'apargzrllo Observado
extenso A.o.ochrocephal : :
a verdoso. Cuenta
' con una corona
verde-azulada
Verde
Mejillas amarillento 0 | No observado | Verde azulado | No observado No aplica No observado
verde
esmeralda
Cobert Verde
ODErteras | amarillento o | No observado | Verde azulado | No observado No aplica* No aplica*
auriculares verde
esmeralda
Gris con los
Pico Observado lados Observado  |Gris amarillento|  Observado
Gris con los amarillentos o con la punta
lados rojizos rosados oscura
Pecho Ve_rde No observado | Verde oscuro | No observado Verde claro No observado
amarillento
Curva del ala ) No observado | Ro0jomenos | No observado Rojo mas No observado
Rojo extenso extenso
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-Maés grandes que las otras

Peculiaridades subespecies.
-Coloracion verde mas oscura. -Coloracion verde mas claro
No aplica -Plumas de la cola mas largas -Pico més pequefio.

*Ltot= Longitud total, Lala= Longitud del ala, Lcola= Longitud de la cola, CC= Culmen curvo.

*No aplica= No se ha reportado informacidn para esa subespecie.

Anexo 2. Resultados de la prueba y? para cada variable por subespecie.

Carécter/ Subespecie A. 0. panamensis A. 0. ochrocephala A. 0. nattereri
] | | 1
Ltot 21.10 15.24* 19.13
Lala 180.13 4.05* 10.54*
Lcola 65.17 14.85* 15.66*
cC 65.59 15.49"* 27.09
*p<0.05

Nueve grados de libertad

Anexo 3. Peso de las variables en los componentes principales (CP)

Variable/Componente CP1 CP2 CP3
| ] | | 1
Ltot 0.35772 -0.692759 -0.578596
Lala 0.608816 -0.205691 0.338114
Lcola 0.602007 0.212336 0.392112
CcC 0.372783 0.657791 -0.630201
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Subespecie

& Ao.nattereri
A.o.nattereri-PRO
B A.o.ochrocephala
29F A.o.ochrocephala-PRO
195_ ® Ao.panamensis
! * A.o.panamensis-PRO
09K
= Fa |
£ o01f m % &, a ¢e
®] E 5..

Anexo 4. Diagrama de dispersion de los tres componentes principales que explican el 88% de
variabilidad de la muestra. No se evidencia la separacion de subespecies en tres grupos definidos. Las
subespecies acompafiadas de -PRO hacen referencia al individuo ideal hipotético de cada subespecie,

calculado a partir del promedio de cada medida morfométrica para la subespecie correspondiente.
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Anexo 5. Analisis de conglomerados. Dendograma obtenido a partir de los caracteres cualitativos y
cuantitativos utilizando la distancia de Gower y el algoritmo de agrupacion UPMAG. Los individuos
del 1 al 10 pertenecen a la subespecie A. 0. panamensis (A.o0.pa, en rosado), los individuos del 11 al
20 pertenecen a la subespecie A. 0. ochrocephala (A.o.och, en azul). Los individuos del 21 al 30

corresponden a la subespecie A. o. nattereri (A.o.nat en naranja).
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Anexo 6. Lista de caracteres con su poder discriminatorio.

Caréacter indice XPER indice Sokal y Michener indice Jaccard
| ] |
Extensidon del parche 3/3(1.0) 2/3 (0.67) 3/3 (1.0
amarillo
Presencia de corona 2/3 (0.67) 2/3 (0.67) 2/3 (0.67)

verde-azulada

Coloracion del pico 3/3(1.0) 2/3 (0.67)
Longitud total 3/3(1.0) 2/3 (0.67)
Longitud del ala 3/3(1.0) 2/3 (0.67)
Longitud de la cola 3/3 (1.0 2/3 (0.67)
Culmen curvo 3/3(1.0) 2/3 (0.67)
Distribucion 3/3 (1.0) 2/3 (0.67)

3/3 (1.0)

3/3 (1.0)

3/3 (1.0)

3/3 (1.0)

3/3 (1.0)

3/3 (1.0)

£l 2. Corona verde-arulada
2 Ao.ocheocephata @ 3 Coloracién del pico
3 Aonatecen @ 4. Longituc total

@ 5 Longitud del ala
@ 6. Longitud de la cola
@ 7. Cuimon cunvo

@ 8. Distribucién

@ 9 Ancho de comisura
@ 10. Culmen total

CARACTERES

T

Definicdn  Dstradores Padreppo  Grupos

LISTA DE TAXONES: SUBESPECIES 17w o e e oot g e ds

Defnoén  Iustacones
A.o.panamensis
oy i il | ==
presenca de corona verde azulady; pico de Color Cuerno grisiced Con pusta
oscura mis paquedio (Hoppe, 1992) Definicion
‘ e imagenes
de los
Definicion e imagenes de los taxones caracteres
1. Parche grande v

£ Parche pequedio
[JParche mediano
[CIParche grance

ESTADOS DE CARACTER

Defirnodn | Dustracones

Parche pequedio

Area amanila mas pegquedia en la frente

Definiciéon e imagenes de los
estados de caracter

Anexo 7.

Clave taxonomica virtual para la identificacion de las tres subespecies de Amazona ochrocephala

nativas de Colombia. La clave cuenta con: 1) la lista de los caracteres propuestos (cuadro morado),

2) Definiciones e imagenes de los caracteres propuestos (cuadro verde) 3) los posibles estados que

puede adoptar cada caracter (cuadro naranja), 4) las definiciones de cada estado de caracter e
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iméagenes orientadoras (cuadro amarillo), 5) la lista de taxones a determinar (cuadro rojo) y 6) la

definicidn e imagenes de estos taxones (cuadro azul).

Anexo 8. Geles de electroforesis con amplificados de cada marcador mitocondrial. a. Amplificados
para el gen ND2 a 59° C con 0.5 pLL. de ADN. b. Amplificados del gen ATPasa 6 a 59° C con 2 pL
de ADN. c. Amplificados del gen COI a 49° C con 2uL. de ADN. MP= marcador de peso, y CP =

control positivo.
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