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RESUMEN EJECUTIVO

Los estudios de genética de poblaciones son una herramienta para estimar la variabilidad
genética de una especie a nivel poblacional. Es util para conocer si una poblacion ha pasado o
estd pasando por procesos de naturaleza genética que puedan poner en peligro su permanencia
en el tiempo. La garza Agami, Agamia agami (Ardeidae) es una especie que representa al linaje
mas antiguo de las garzas, cuya categoria de amenaza es Vulnerable debido a la deforestacion
de su habitat. En Ecuador, se ha encontrado una poblacion en el Parque Nacional Yasuni. Sin
embargo, no se han realizado estudios genéticos para determinar si presenta amenazas como
altos niveles de coeficiente de endogamia o bajos niveles de variacion genética. El objetivo de
la propuesta es estimar la diversidad genética y el tamafno efectivo poblacional de la Garza
Agami con el fin de conocer su real estado de amenaza. Para esto, se utilizaran once
microsatélites que son los marcadores moleculares que proveen la resolucién necesaria, se
estimara también el coeficiente de endogamia. El fin de estimar el estado de variacion genética
de la garza, y su vulnerabilidad, es obtener informacion que serd de utilidad para evaluar la
categoria de amenaza de la especie y para proponer estrategias de conservacion.
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ABSTRACT

Population genetic studies are a tool for estimating the genetic variability of species at the
population level. It is useful to know if a population has undergone or is undergoing genetic
processes that may endanger its permanence over time. The Agami Heron, Agamia agami
(Ardeidae) is a species that represents the oldest lineage of herons, whose threat category is
Vulnerable due to the deforestation of its habitat. In Ecuador, a population has been found in
Yasuni National Park. However, no genetic studies have been carried out to determine if it
presents threats such as high levels of inbreeding coefficient or low levels of genetic variation.
The objective of the proposal is to estimate the genetic diversity and effective population size
of the Agami Heron in order to know its real threat status. For this, eleven microsatellite loci
will be used, which are molecular markers that provide the needed resolution, and the
inbreeding coefficient will also be estimated. The purpose of estimating the state of genetic
variation of the heron, and its vulnerability, is to obtain information that will be useful to
evaluate the threat category of the species and to propose conservation strategies.
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CAPITULO I
INTRODUCCION

La diversidad bioldgica es la variacion de especies, ecosistemas, y diversidad genética
(CBD; www.cbd.int). Dicha biodiversidad se estd perdiendo a nivel mundial directa o
indirectamente por diferentes actividades antropicas. Entre las principales amenazas esta la
pérdida y degradacion de habitat, tanto terrestre como acudtico. Se estima que hace millones
de afios, la cobertura de los bosques tropicales fue aproximadamente de 16 x 106 Km?. A finales
de la década de los afios 70, en el inicio de la era industrial, los bosques tropicales disminuyeron
su cobertura a 10 x 106 Km? (Ifiigo y Enkerlin, 2002). Para 2011, las estimaciones de
deforestaciéon muestran que ya se ha perdido mas de la tercera parte de la cobertura boscosa de
los tropicos (Inigo y Enkerlin, 2002, Giam, 2017). El ritmo de deforestacion actual indica que
en maximo 100 afios, los bosques tropicales podrian desaparecer por completo incluyendo las
especies que habitan en ellos, y por esta razoén se presume que estamos viviendo “la sexta
extincion” (Leakey y Lewin, 1995; Ifiigo y Enkerlin, 2002; Corcuera, 2011). Con respecto a la
degradacion del habitat, la contaminacion del agua también contribuye a la pérdida de especies.
Se calcula que diariamente se vierten en el agua dos millones de toneladas de desechos
provenientes de la industria, la agricultura y cloacas que agregan al agua sustancias quimicas,
estas pueden ser bioacumuladas por los animales provocando deficiencias fisioldgicas que
ponen en peligro la supervivencia de las especies (Pascual et. al., 2010; WWAP, 2003). Uno
de los grupos mas afectados por el cambio de uso de suelo y la contaminacion del agua son las

aves acuaticas, en especial las garzas (Kushlan y Steinkamp, 2007; Kushlan, 2018).



Las garzas y su conservacion

Las garzas pertenecen a la familia Ardeidae. Las ardeidas son conocidas como aves
zancudas porque tienen patas y cuello largos, y su pico es generalmente largo y puntiagudo
(Hruska, 2018; Kushlan, 2018). Las garzas son aves altriciales, lo que quiere decir que al nacer
los polluelos son prematuros, sumamente indefensos e incapaces de desplazarse, su cuerpo no
tiene plumas y sus ojos y oidos no estan desarrollados, por lo que para su supervivencia el
cuidado parental es esencial (Naef-Daenzer y Griiebler, 2016). Para este tipo de aves son
indispensables determinadas condiciones de incubacion en cuanto a temperatura, humedad y
ventilacion (Kushlan, 1993). Los nidos son comunmente construidos con ramas en plataformas
entre arboles o arbustos, pueden anidar solitarias o en colonias (Ridgely y Greenfield, 2006).
Son carnivoras, los peces, crustaceos, anfibios e insectos forman parte de su dieta (Hruska,
2018). Son altamente dependientes del agua, si bien no son 100 % acudticas, necesitan de
cuerpos de agua, sea dulce, salada o salobre, para su alimentacion, sobretodo en época
reproductiva en donde requieren gran cantidad de alimento, por lo que un cambio en los ciclos

del agua podria afectar seriamente su supervivencia (Kushlan, 2018).

La transformacion de cuerpos de agua y bosques en zonas agricolas, ganaderas, sitios
de extraccion de recursos minerales o petroleros, han tenido un gran impacto en la disminucion
de sitios de forrajeo, cortejo, anidacion, y descanso de estas aves (Bennett, 1999; McKinney,
2002; Kushlan, 2018). La contaminacion del agua con pesticidas y metales pesados puede
significar un notable descenso en el éxito reproductivo de las garzas (Garcia 2002; Corcuera,
2011). Al ser carnivoras, las garzas bioacumulan los quimicos sintéticos que son absorbidos
por la piel de los peces o ingeridos por insectos o crusticeos (Wayland et al., 2000); estos
quimicos obstaculizan la asimilacion de calcio en las aves resultando en una disminucion del

grosor de la cascara de los huevos (Wiemeyer et al., 1984; Garcia, 2002).



Ademas de la deforestacion, degradacion de los hébitats y la contaminacion del agua,
el cambio climatico representa otro desafio para las garzas (Wiens et al., 2009; Cotin et al.,
2012). Las garzas son altamente dependientes de las condiciones climaticas para sus ciclos
reproductivos y alimenticios (Kushlan y Hafner, 2000; Avila y Tabet, 2010). La modificacion
del clima influye en los patrones de migracion, distribucién e incluso comportamiento de
algunas especies (Wiens et. al., 2009; Sandoval et. al., 2017). En un estudio realizado en los
Everglades, se report6 el abandono de nidos por parte de garzas a razén de la prolongacion de

la época lluviosa e incremento en su intensidad (Frederick y Collopy, 1989; Garcia, 2002).

En Ecuador, la familia Ardeidae tiene 22 especies que pertenecen a 14 géneros. De las
22 especies, cuatro se encuentran bajo alguna categoria de amenaza, cinco tienen Datos
Insuficientes (DD) y 13 estdn en la categoria de Preocupacion Menor (LC) (BirdLife
International, 2016). Las especies con categoria de Casi Amenazada (NT) y Vulnerable (VU),
habitan en areas con altos niveles de deforestacion y degradacion de bosque, por ejemplo,
Tigrisoma fasciatum (NT) y Botaurus pinnatus (VU) habitan en las Regiones del Choco y
Tumbesina; Zebrilus undulatus habita en la Llanura Amazoénica; y Agamia agami (VU) habita
tanto en la zona del Chocé como en la Llanura Amazonica (Freile y Poveda, 2019; Lopez et.
al., 2019; Bioweb, 2021). Entre las especies de garzas que estan amenazadas por diferentes

actividades antropicas, destaca la garza Agami (Agamia agami).
LA GARZA AGAMI (Agamia agami)
Reseiia de la clasificacion taxonomica de la Garza Agami

La especie Agamia agami ha sido estudiada en su mayoria para conocer su taxonomia,
debido a que su posicion dentro de la familia Ardeidae ha sido objeto de discusion durante
afnos. Gmelin (1789) describio la especie y determind que pertenecia al género Ardea, género

que contenia a la mayoria de las especies de garzas, quedando su nombre cientifico como Ardea



agami (Linné, 1789). En los siguientes cien afos, la garza Agami tuvo diferentes nombres
cientificos (Tabla 1) hasta que Sharpe (1895) la denomind Agamia agami, tal como la

conocemos ahora (Figura 1).

Con respecto a su posicion dentro de la familia, Bock (1956) determiné que la garza
Agami pertenecia a la subfamilia Ardeinae, basandose en una revision sistematica de la familia
Ardeidae. Para esto, comparo los estados de desarrollo de las plumas de las diferentes especies,
usando exclusivamente la coleccion de pieles de garzas del Museo Americano de Historia
Natural (AMNH). Mas adelante, Payne y Risley (1976) construyeron la primera estimacion
cladistica de la filogenia de las garzas. Utilizando 33 caracteres osteoldgicos distinguieron
cuatro grupos con diferencias marcadas entre ellos: Garzas Diurnas, Garzas Nocturnas, Garzas
Atigradas y Avetoros. Determinaron que Agamia agami pertenecia al grupo de las garzas
diurnas, que, osteoldgicamente, era mas cercana al género Ardeola y que pertenecia a la

subfamilia Ardeinae, corroborando las conclusiones de Bock (1956).

Los primeros estudios que utilizaron datos moleculares (Sheldom et al., 1995) revelaron
tres grupos principales: las garzas tigre (Tigriornithinae); los avetoros (Botaurinae); garzas
diurnas, garcetas y garzas nocturnas (Ardeinae). A pesar de corroborarse la pertenencia de
Agamia a la subfamilia Ardeinae, Sheldom et al. (1995) consideran que la posicion de Agamia
es todavia una incertidumbre. Asimismo, Bock (1956) menciona que la garza Agami es tan
aberrante que no ha sido posible descubrir sus verdaderas relaciones. Afios més tarde, Kushlan
y Hancock (2005) adoptaron una clasificacion basada en estudios previos y en un andlisis de
filogenia estimada a partir de datos de ADN mitocondrial, no publicado realizado por Sheldon
y McCraken, quienes dividieron a las garzas (Ardeidae) en cinco subfamilias, dos de ellas
monotipicas: Agamiinae y Cochlearniinae, y las otras tres subfamilias con varias especies
Tigrisomatinae, Boutarinae y Ardeinae (Hruska, 2018). Posteriormente, Huang (2016)

presento un analisis filogenético de la familia Ardeidae utilizando la subunidad I del citocromo
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“C” de la oxidasa mitocondrial (COI por sus siglas en inglés) donde se corrobora la ubicacion
de Agamia agami dentro de la subfamilia Ardeinae. Finalmente, los andlisis filogenéticos mas
recientes concluyen que la especie Agamia agami no pertenece a la subfamilia Ardeinae, sino
que pertenece a la Subfamilia Agamiinae, y es asi como se la clasifica actualmente (Hruska,

2018).

Descripcion

La garza Agami mide entre 66 y 76 cm de alto, a pesar de que los machos tienden a ser
mas altos que las hembras, no existe dimorfismo sexual (Kushlan y Hancock, 2005). Se
diferencia de las demads garzas por tener el cuello bastante largo y las patas relativamente cortas
(Kushlan y Hancock, 2005). Es la mas colorida de las garzas, presenta plumas de color azul en
la cabeza, a los lados de la garganta y al final de su espalda, sus alas son de color verde oliva,
a zona loral y patas son de color amarillo, la parte inferior de su cuerpo y cuello son de color
castafio, tiene una linea blanca en el centro de la garganta, los juveniles son de color marrén
con partes inferiores de color blanco (Kushlan y Hancock, 2005; Erize et al., 2006; BirdLife

International, 2014).

En época de cortejo, la zona loral de los adultos se torna de color anaranjado o rojizo y
crecen plumas de color celeste en forma de penacho, en la cabeza (Kushlan y Hancock, 2005;
BirdLife International, 2014; Kushlan, 2018). Cada hembra pone dos huevos de color celeste

que son cuidados por la pareja (Kushlan y Hancock, 2005; BirdLife International, 2014).

Distribucion

La garza Agami se distribuye en Centroamérica y América del Sur (BirdLife
International, 2014; Stier y Kushlan, 2015). La zona mas septentrional donde se ha registrado

esta especie es en Veracruz, México y también habita en las costas del Caribe (Guatemala,



Belice, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panamd), y en Suramérica se encuentra
en las costas del Atlantico (Guyana Francesa, Surinam, Guyana) y en la cuenca del Amazonas
(Colombia, Ecuador, Perti, Bolivia y Brasil) y en la cuenca del Orinoco en Venezuela,
(BirdLife International, 2014; Stier y Kushlan, 2015; Sandoval et. al., 2017; Ortiz-Galarza y
Garzon Sotomayor, 2019). La garza Agami prefiere bosques inundados, igapos, manglar,
bosques de galeria y humedales de agua dulce a una altitud de 0 a 300 msnm, pero existe
evidencia de observaciones de hasta los 2600 m en los Andes (Kushlan y Hancock, 2005; Plan
de Conservacion Agamia agami, 2015; Sandoval et al., 2017; Stier et al., 2017). Es una especie

que evita zonas abiertas o cercanas a ruido y poblados (Sandoval et al., 2017; Kushlan 2018).

Esta garza es generalmente solitaria, pero en época de reproduccion es congregatoria
(Kushlan, 2018; Stier y Kushlan, 2015). En 2015, se public6 el Plan de Conservacion de
Agamia agami en donde se enlistaron cinco (Costa Rica, Venezuela, Trinidad, Brasil, Guyana
francesa) de las ocho localidades en donde se encontraron comunidades de anidamiento. De
entre las nuevas localidades de anidamiento registradas para la garza Agami que no constan en
el Plan de Conservacion (2015), se encuentra la que esta localizada dentro de la Reserva

Nacional de Tambopata en Pert, en la laguna de Cocococha, cuyos datos no han sido

publicados hasta la fecha (AIDER, 2014; www.tambopata-bahuaja.info/assets/agami.pdf.).
Adicionalmente, se conocieron dos nuevas localidades de anidamiento, una en Veracruz,
Meéxico (Sandoval et al., 2017) y otra en el Parque Nacional Yasuni, Provincia de Francisco de

Orellana en Ecuador (Ortiz-Galarza y Garzén-Sotomayor, 2019).

Segtin lo que se conoce de la garza Agami, esta tiene una amplia distribucion, pero sus
patrones de movimiento son poco conocidos. Segiin Hancock y Kushlan (1984) esta garza no
es considerada como migratoria, sin embargo, en un estudio sobre el rango de accion de esta
ave, en donde se colocaron transmisores a ocho individuos adultos pertenecientes a la colonia

de Guyana Francesa, se menciona que esta garza podria ser considerada como variablemente

6



migratoria ya que las distancias alcanzadas exceden los 1200 Km (Stier et al., 2017). Los
individuos estudiados se mantuvieron en la regién del Atlantico, pero viajaron a destinos
diferentes, esto puede explicarse por sus hébitos solitarios fuera de la época de reproduccion,
sin embargo, una de las caracteristicas que diferencia a la migracion de los movimientos
naturales de una especie, es que, los individuos viajan periddicamente a un destino definido
entre temporadas reproductivas y no reproductivas (Naranjo, 2004; Ocampo-Pefiuela, 2010).
Pese a que el estudio mencionado anteriormente muestra datos sobre los rangos de ocurrencia
de la especie, todavia es necesario profundizar sobre sus movimientos para conocer si existe
conectividad entre poblaciones que habitan en zonas mas distantes como por ejemplo

Centroamérica y la Amazonia.

Estado de Conservacion de la garza Agami

La garza Agami (Agamia agami) esta clasificada como “Vulnerable” segun la Lista
Roja de la UICN (2014). En el continente americano, ocupa el segundo lugar en las especies
de garzas prioritarias para la conservacion (Abella-Gutiérrez y Lopez-Conlon, 2008; BirdLife
International, 2012; Kushlan y Hafner, 2000). Segin estimaciones hechas por BirdLife
International (2012), entre el 19 al 26 % del habitat de la garza Agami estaria en peligro de
desaparecer en tan solo tres generaciones. En Peru, en la Reserva Nacional de Tambopata, se
realizé un monitoreo de la garza Agami entre los afios 2005 y 2014, en donde se registrd una
disminuciéon alarmante del numero de adultos en un 93 % y de nidos en un 84 %

(http://www.tambopata-bahuaja.info/assets/agami.pdf, Ortiz-Galarza y Garzon-Sotomayor,

2019).

El plan de Conservacion de Agamia agami (2015), recomienda realizar estudios sobre
la ecologia del ave, monitoreos a largo plazo para tener registros de las dinamicas poblacionales

del ave en las diferentes localidades en donde se han registrado sitios de anidacion. Por otro



lado, es también necesario resaltar la importancia que la garza Agami tiene en el aspecto
filogenético puesto que esta garza es una especie monotipica, es decir, es la unica especie de
su género y también representa uno de los linajes mas antiguo de garzas a nivel mundial

(Kushlan y Hancock, 2005).

La importancia del estudio genético de las poblaciones para la conservacion de las

especies

Una de las estrategias para conocer el estado de las poblaciones en cuanto a los riesgos
de extincion es la genética de la conservacion, esta identifica los posibles factores genéticos
que pueden intervenir en la disminucidn de especies (Brook et al., 2002; Yeh, 2000). La Union
Mundial para la Naturaleza (UICN) reconoce el mantenimiento de la diversidad genética como
una prioridad global de conservacion, por cuanto el papel de los factores genéticos en las
extinciones de poblaciones contribuye de forma importante al riesgo de extincion (McNeely et

al., 1990; Frankham, 2005; Marchelli, 2017).

Un factor fundamental que brinda a las especies la facultad de evolucionar es la
variacion o diversidad genética (De Rochambeau et al., 2000; Wayne y Miyamoto, 2006).
Resulta de la interaccion de procesos evolutivos que son el flujo génico, la mutacion, la deriva
génica y la seleccion natural (Donoso et. al, 2004; Wayne y Miyamoto, 2006; Lewin, 2008;
Pierce, 2009). La fuente primaria de la diversidad genética es la mutacion, es decir, alteraciones
en el ADN, pueden ser puntuales cuando se altera el orden de los nucledtidos, y también se
puede eliminar o duplicar secciones considerables del ADN por medio de la recombinacion.
Las mutaciones pueden tener efectos positivos, negativos o neutros. En poblaciones estables,
las mutaciones favorables para la especie tienden a permanecer, mientras que, en poblaciones
pequedias, sin flujo génico las mutaciones negativas podrian llegar a fijarse, poniendo a la

especie en riesgo de extincion (Wang et al., 2002; Nardelli y Tunez, 2017). Otro de los procesos



que ayuda a mantener la diversidad genética es la migracion, cuando ocurre un intercambio
genético entre poblaciones (flujo génico), si éste se interrumpe se pueden perder alelos
importantes para la viabilidad y adaptacion de las especies (Blaché, 2011). Por otro lado, la
seleccion natural se refiere a que algunos caracteres que son hereditarios pueden tener ventaja
sobre otros para adaptarse, y confieren a las especies mayor supervivencia, éxito reproductivo
y adaptacion a cambios ambientales (Barbilla, 2010). Por ultimo, la deriva génica es el cambio
al azar de las frecuencias alélicas y afecta especialmente a poblaciones que han pasado por
llamado cuello de botella, es decir que han tenido una reduccion del numero de individuos de
manera significativa y que han perdido la diversidad de variantes genéticas. En estos casos, la
deriva génica puede resultar en la fijacion de alelos deletéreos que disminuyen la viabilidad de

una especie y la capacidad de adaptacion al medio (Bouzat, 2010; Peery et. al, 2012).

Para medir la variacion genética existen diferentes medidas. Entre las méas comunes
tenemos la heterocigosidad, la riqueza alélica y la diversidad de nucledtidos. La
heterocigosidad es la fraccion de individuos que son heterocigotos en un determinado locus.
La heterocigosidad esperada (H.) es la probabilidad de que, en un locus unico, cualquier par
de alelos escogidos al azar de la poblacion, sean diferentes entre si (Nei y Li, 1979). Este
parametro es distinguido por representar el grado de diversidad genética en un determinado
locus (H,) y su promedio en N loci dentro de una poblacién es la mayor medida general de la
diversidad genética (Nei, 1987). La heterocigosidad observada es la suma de frecuencias de
todos los heterocigotos observados en una muestra de genotipos (Nei, 1987). La riqueza alélica
es utilizada para determinar cuantos alelos existen para un locus, también usada para demostrar
variedad. Finalmente, la diversidad de nucle6tidos que permite conocer la cantidad de

polimorfismos de nucleétidos en una poblacion (Jiménez y Callada, 2000; Luikart et al., 2001)

Para estudiar la variacion genética se utilizan diferentes marcadores moleculares que

son biomoléculas, sean segmentos de ADN o proteinas, que permiten detectar diferencias y
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similitudes en los organismos para contestar preguntas en el campo de la biologia (Loo, 2011).
Los marcadores moleculares mas usados son microsatélites, ADN mitocondrial y
polimorfismos de un solo nucleétido, conocidos como SNPs (Kawabe et al., 2017). Los
microsatélites, o secuencias de repeticion simple, son regiones de ADN con secuencias cortas
de una a seis pares de bases repetidas en tindem llegando a mediar toda la region hasta 100
pares de bases (Scholtterer, 2000). EIl ADN mitocondrial se utiliza para conocer la estructura
de una poblacion, efectos fundadores recientes, distancia genética, herencia materna, entre
otros (Loo, 2011). Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) son el resultado de
mutaciones que ocurren en solo en un nucledtido y que, dependiendo de su ubicacion en el

genoma, pueden reconocer la variacion genética funcional (Clark et al., 2005).

Estudiar la variacion genética nos permite calcular el tamafio poblacional efectivo, los
cambios demograficos de una poblacion, los niveles de endogamia. Conocer el tamafio de la
poblacion es indispensable cuando se trata de implementar estrategias de gestion y
conservacion (Clendenin et al., 2020). Resulta dificil mediante observacion llegar a estimar el
nimero de individuos de una poblacion, por lo que los datos moleculares son una de las
herramientas para estimar el tamafio poblacional (Hohenlohe et al., 2021). Mediante
marcadores moleculares se puede llegar a identificar las relaciones de parentesco y asi estimar
el tamafio de la poblacion (Schwartz et al., 2007, Paetkau et al., 2009). Para estimar el tamafio
poblacional se usa el tamafio poblacional efectivo (N.) que se define como el nimero de
individuos que una poblacion idealizada deberia tener para que una cantidad especifica de
interés sea la misma en la poblacion idealizada que en la poblacion real (Paetkau et al., 2009).
Los datos moleculares no solo permiten estimar el tamafio poblacional efectivo, sino inferir la
historia demografica de una poblacion y aspectos de la biologia de las especies importantes
para la conservacion (Frankham, 2002). Poblaciones pequefias que no tienen flujo génico y que

han pasado por cuellos de botella podrian verse afectadas por la endogamia es decir la
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reproduccion entre individuos emparentados (Loo, 2011). Cuando el coeficiente de endogamia
es alto, se pierde la heterocigosidad y disminuye la diversidad genética (Loo, 2011). La
endogamia podria hacer que se manifiesten alelos deletéreos que disminuyen la supervivencia
y/o el éxito reproductivo de una poblacion, fendmeno conocido como depresion endogamica,
que eventualmente podria aumentar el riesgo de extincion (Blanché, 2011; Primack et al., 2001;

Frankham et al.,2002).

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Conocer la diversidad genética de una poblacion de la Agamia agami (Ardeidae) en el Parque

Nacional Yasuni (Orellana, Ecuador).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estimar la heterocigosidad y la riqueza alélica de la poblacion de la garza Agami.

e Estimar el coeficiente de endogamia de la poblacion de la garza Agami.

e Calcular el tamafio poblacional efectivo de la poblacion.

e Determinar si la poblacion de la garza Agami ha atravesado un cuello de botella.

e Reevaluar la categoria de amenaza de la especie incluyendo los datos genéticos

obtenidos.
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CAPITULO I1I

METODOS

Area de estudio

El Parque Nacional Yasuni (PNY) fue creado en 1979 por medio del acuerdo ministerial
No. 191 del Ministerio de Agricultura. En 1989, fue declarado Reserva de Biosfera por la
UNESCO. Es considerado como uno de los parques mas biodiversos del mundo, tiene una
superficie de 1022.736 ha, siendo el area protegida mas extensa del Ecuador continental. Se
encuentra en la region amazonica entre las provincias de Orellana y Pastaza, estd delimitado
por los rios Napo y Curaray, es de clima calido, su temperatura estd entre los 24 °C y 27 °C,
tiene un promedio de precipitacion anual de 3200 mm y su humedad relativa anual oscila entre
80 % y 94 %. El territorio es parcialmente plano con elevaciones de entre 190 m a 400 m sobre
el nivel del mar. El Parque Nacional Yasuni se caracteriza porque toda su extension
corresponde al bosque humedo tropical, que incluye cuatro tipos predominantes de vegetacion:
Tierra firme no inundable que se encuentra en las zonas mas altas, varzea, igap0o, y bosque

pantanoso (Holdridge, 1967; Bonilla y Guerrero, 2011).

La colonia de estudio se encuentra dentro del PNY, al noroccidente del rio Yasuni, en
la laguna llamada el Batelon, a una altitud de 184 msnm, es un sitio de dificil acceso, es un area
de bosque inundado o igap6 (MAE, 2013; Figura 2). Contiene comunidades de arboles que

poseen troncos torcidos y producen semillas flotadoras (Garcia et al., 2014).

Se considerd a esta poblacion para la realizacion de la propuesta ya que es la Unica
poblacion registrada con una colonia de anidamiento dentro del territorio ecuatoriano, y por
motivos de logistica y costos se realizaran Gnicamente los analisis genéticos de la poblacion

situada en el PNY, es importante mencionar que el presente trabajo pretende ser el inicio de
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una serie de estudios de genética de poblaciones en donde se buscara la colaboracion de los
expertos en la especie en cada sitio en donde se encuentran distribuidas las demas colonias de

la garza Agami.

Marcador molecular

El marcador molecular que se utilizard serdn microsatélites, ya que estos permiten
distinguir los heterocigotos de los homocigotos, como también la hipervariabilidad ya que
contienen muchos alelos por locus (Heller y Belfiore, 2019). Los microsatélites son secuencias
cortas de pares de bases repetidas en tindem, en un nimero de variable, que se encuentran
dispersos en el ADN, que pueden ser reconocidas con facilidad usando la técnica de PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) en donde se usa secuencias flanqueantes llamadas
iniciadores o primers (O’Conell y Wright, 1997). Para estudios de genética de poblaciones es
remendado el uso de microsatélites especificos para cada especie, pero, existen estudios que
afirman que si existe la posibilidad de usar marcadores moleculares “universales™ entre grupos
de taxones hermanos, por lo que se sugiere que se compruebe la eficacia de amplificacion de
los microsatélites interespecificos para cada taxon (Barara et. al., 2007). Para este estudio se
utilizardn once microsatélites que fueron obtenidos por Campanini et al. (2012), ya que en el
mismo estudio se comprobd que los microsatélites obtenidos tuvieron un alto éxito de
amplificacion en ocho especies de garzas correspondientes a cinco diferentes géneros de la
familia Ardeidae: Ardea cocoi, Ardea alba, Egretta caerulea, Egretta gularis, Egretta thula,

Nycticorax nycticorax, Nyctanassa violacea, Ardeola ralloides (Tabla 2).

Toma de muestra

Los individuos seran capturados mediante la técnica de redes de neblina que seran
colocadas en los alrededores de la colonia de anidamiento, se usaré dicha técnica ya que a pesar

de que la garza Agami es un especie grande, el método de redes de neblina fue sido utilizado
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por Stier et al. (2017) para la captura de los individuos de esta especie, existen otros métodos
de captura para aves que viven en humedales pero estos son efectivos siempre y cuando no
exista una fluctuacion en el nivel del agua, por lo que dichos métodos no son ftiles para la
presente propuesta ya que esta se llevard a cabo en Abril, época lluviosa en donde el nivel del
agua no se mantiene constante. (Raygadas, 2011). El tamafio muestral serd de entre 50 a 60
individuos. El ADN serd obtenido a partir de muestras de sangre que se extraerd de la vena
subclavia (vena cutdnea ulnaris superficialis) que se encuentra entre la articulacion de los
huesos radio-cubital-humero y es de facil acceso, se usaran agujas de calibre 25 G y jeringas
de 3ml que son las recomendadas para extraccion de sangre en aves (Ochoa y Bouda, 2007).
La cantidad de sangre a extraer no sobrepasara el equivalente al 10% (ml /kg) del peso del ave.
La muestra serd colocada en tubos con 1 ml de 4cido etilendiaminotetraacético o mejor
conocido como EDTA, este compuesto evita que la sangre se coagule y preserva las células
sanguineas, después se homogenizara el EDTA con la sangre por 10 veces para asegurar que
el anticoagulante y la sangre estén bien fusionados. Las muestras serdn colocadas en un
refrigerador portatil con pilas de refrigeracion donde permaneceran hasta llegar al laboratorio,

en donde se almacenaran a -20 °C.

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN, se seguira el procedimiento recomendado por Pefiafiel et
al., (2019). La sangre obtenida sera preservada en 99% de etanol, se tomard 1 mL de la sangre
preservada y se colocara en un vial Eppendorf de 1,5 mL para ser centrifugada el vial a~16.000
g (0o a 13.000 rpm en una centrifuga de 8 cm de radio) durante 2 minutos para que todas las
particulas de sangre formen un pellet. Se eliminaran todos los restos de etanol con una
micropipeta y se dejara secar al aire dejando la tapa del vial abierta durante 5 minutos. Se
verteran 300 pl de la solucion de lisis en el vial, luego se anadird 3 pL de solucién de proteinasa

K que serdn mezclados por vortex. La muestra serd incubada en un termoagitador a 55 °C y
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900 rpm*; 15—18 h (toda la noche); para asegurar que toda la muestra se digiera completamente.
Las muestras seran digeridas utilizando un agitador térmico con una velocidad de 900 rpm,
para mantener las particulas en solucion y evitar que se depositen en el fondo del tubo. Como
las muestras se dejaran toda la noche, se anadira 3 ul de solucidon de proteinasa K y seran
mezcladas por vortex, antes de incubar, después de la incubacion a 55 °C, el vial sera calentado
a 95 °C durante 10 minutos para inactivar cualquier residuo de Proteinasa K. Las muestras se
dejaran enfriar a temperatura ambiente durante 5-10 minutos y se afiadiran 4 pl de solucion de
RNasa A al lisado y se mezclara inclinando el fondo del tubo, después las muestras seran
incubadas a 37 °C durante 30 min y se dejara enfriar a temperatura ambiente durante 5 min. Se
afiadira 100 pL de solucion de precipitacion de proteinas y para luego agitar enérgicamente
durante 20s. Los tubos seran llevados a la centrifugadora a ~16.000g durante 10 min, el
sobrenadante serd colocado en un tubo vacio de 1,5 mL sin alterar el pellet residual, para
precipitar el ADN se afiadird 300 pl de isopropanol al 100% refrigerado (mantenido en el -20
°C), los tubos seran volteados varias veces hasta que el pellet de ADN sea visible, a
continuacion, se centrifugara a ~16.000 g durante 2—5 minutos o hasta 10 min en el caso de ser
necesario. Se desechard el sobrenadante y se afiadira 300 pl de etanol al 70% para lavar el pellet
de ADN volteando los tubos 5—10 veces, se centrifugard nuevamente a ~16.000 g durante 2-5
min. El sobrenadante serd desechado absorbiendo con una micropipeta para dejar el pellet de
ADN lo mas seco posible, los tubos se dejaran secar al aire hasta que no se observe ni una sola
gota de liquido. El pellet de ADN sera resuspendido una solucion de rehidratacion (por
ejemplo, Tris-Cl 10 mM pH 8.0) y se incubard a 65 °C durante 1 hora golpeando
ocasionalmente el fondo del vial. Los tubos estaran en reposo a 4 °C durante toda la noche para

lograr una resuspension completa.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
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Cada 20 pL de premezcla de PCR estéd contenida de 1 U de ADN polimerasa Top, 250
uM de dNTPs, 10 mm de Tris-HCI (pH 9,0), 30 mm de KCl y 1,5 mm de MgCI2. La mezcla
de reacciéon se completard con 10 pmol del cebador y 50 ng de ADN gendémico. Las
temperaturas Optimas de anillamiento se determinardn empiricamente utilizando PCR de
gradiente (Mastercycler-nexus, Eppendorf, Hamburgo, Alemania). La amplificacién iniciara
con una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min, seguida de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C durante 30s, anillamiento a una temperatura de 58 °C durante 30 s y
elongacion a 72 °C durante 30 s, y se concluira con una extension final a 72 °C durante 5 min.
Después del procedimiento de termociclaje de la PCR, los productos se analizaran mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% (Sahib y Al Shihab, 2017). Para la visualizacion de los
microsatélites, los productos de la PCR seran enviadas a Macrogen Inc. Corea para

secuenciamiento para electroforesis capilar.

Analisis de datos

Los alelos obtenidos serdn estimados usando Geneious version 2021.1.1
(www.geneious.com). Se estimara la posibilidad de alelos nulos usando MICROCHECKER
(van Oosterhout et al., 2006). Para determinar la diversidad genética y conocer el estado de la
poblacion de Agamia agami, se calculardn lo siguiente: riqueza alélica, heterocigosidad,

coeficiente de endogamia (f), cuello de botella y tamafio efectivo de la poblacion (Ne).

Para calcular la riqueza alélica, se usara el programa FSTAT version 5.5 (Goudet,
1995), ya que es un paquete informatico que estima y prueba la diversidad genética y las
estadisticas de diferenciacion de los marcadores genéticos codominantes. El Equilibrio Hardy-
Weinberg, desequilibrio de ligamiento (LD), la heterocigosidad observada (Ho) y esperada
(He) y el coeficiente de endogamia seran calculados usando el software GENEPOP v.4.2

(Raymond and Rousset 1995). Para calcular el tamafio efectivo de la poblacion (Ne), se
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utilizara el programa NeEstimator 2.01 (Do et al., 2014) usando el método de desequilibrio de
ligamiento (Do et al. 2014). Para analizar si la poblacion ha atravesado un cuello de botella, se

utilizara el programa BOTTLENECK v.1.2.03.
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CAPITULO III
RESULTADOS ESPERADOS

Con el desarrollo de este estudio, se espera obtener estimados de la diversidad genética
de la garza. Al conocer los niveles de heterocigosidad de la poblacion se espera estimar si existe
reproduccion entre individuos que no estan emparentados, lo cual podria sugerir que el nimero
de individuos de la poblacién no ha disminuido (Loo, 2011). Ademas, de determinar los niveles
de endogamia, con los resultados se espera conocer si la poblacion de estudio ha pasado por
cuellos de botella recientes. Estos datos permitiran conocer si la poblacion presenta poca
variacion genética que potencialmente aumentaria su vulnerabilidad hacia un posible proceso
de extincion. Conocer el estatus poblacional es informacion que se necesita para crear
estrategias de conservacion.

Con los resultados obtenidos se espera iniciar una base de informacion genética que
sirva de comparacion para las demas poblaciones que se encuentran distribuidas en Centro y
Suramérica. Se espera que conocer los indices de heterocigosidad, riqueza alélica de la
poblacion de estudio y compararlas con las poblaciones y se pueda reconocer cuales son las
poblaciones en las cuales se deberian enfocar los esfuerzos de conservacion, es decir, si una
poblacion posee altos grados de heterocigosidad y riqueza alélica y bajos niveles de endogamia
podria significar que esa poblacion podria tener un alto potencial adaptativo a los cambios
ambientales y los esfuerzos de conservacion podrian estar enfocados en evitar que exista una
reduccién de los individuos de dicha poblacion.

A pesar de que los estudios de genética de poblaciones han incrementado en las ultimas
décadas, todavia es raro encontrar planes de conservacion de especies que incorporen la
informacion genética para el manejo de las especies. Con la presente propuesta y los resultados

obtenidos, se busca utilizar los analisis de genética poblacional y la evaluacion de riesgos
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genéticos como una oportunidad para la generacion de estrategias de manejo y conservacion
de las especies (Holderegger et al., 2019).

Para ubicar las especies en una correcta categoria de amenaza, se necesita
evaluar también la variacidon genética y el nivel de aislamiento entre sus poblaciones (UICN,
2005). Si la poblacion tiene bajos niveles de variacion en comparacion con otras poblaciones
y/o especies de garzas, eso podria significar potencial re-categorizacion de la especie.

Con este trabajo se quiere iniciar con las investigaciones sobre esta especie,
determinando el tamafio poblacional efectivo. Con esta informacion, en un futuro se podria
calcular el Tamafio Minimo Viable (TMV); es decir, cudl es el minimo de individuos que
necesita la poblacion de estudio para permanecer estable y que no se incremente la endogamia.
De esta manera, garantizar que la poblacion se mantenga en el tiempo y que tenga la capacidad
de adaptacion y evolucion (Hoban et al, 2013; Paz-Vinas et al., 2018; Lopeira, 2019).

Este trabajo deberia replicarse en otras poblaciones de la garza para determinar la
conectividad entre las diferentes poblaciones, para caracterizar la estructura poblacional de la
especie. Esto con el fin de evaluar el potencial de medidas de conservacion, para aumentar la
diversidad genética y disminuir la endogamia, como el rescate genético. Para realizar un rescate
genético, se eligen individuos de otras poblaciones de la misma especie y se introducen en la
poblacion objetivo con el fin de mejorar el acervo genético. Esto evitaria que la poblacion
pierda alelos importantes que le confieren la capacidad de adaptarse a los cambios ambientales
y que se fijen alelos deletéreos, lo que podria disminuir la viabilidad de la poblacion
(Frankham, 2010; Stowell et al., 2017). Previo a la implementacion de un rescate genético, es
necesario evaluar primero qué tan divergentes genéticamente son las poblaciones y si habitan

ambientes muy diferentes para evitar una depresion exogamica (Frankham et al., 2011).
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El mayor conocimiento del estado de la poblacién de la garza Agami podria permitir el
desarrollo de iniciativas de educacion ambiental sobre la especie, su importancia y las medidas
de conservacion que se pueden implementar. Es vital involucrar en estas iniciativas, no solo a
la comunidad cientifica, sino también a los actores politicos y comunidades aledanas del PNY

con el fin de lograr alianzas para promover su conservacion.

20



CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Los estudios de genética de la conservacion permiten entender el estado poblacional de
una especie, predecir qué tan vulnerable es a la extincion, cudl es potencial de adaptarse y
persistir a cambios ambientales, evaluar a qué factores son mas sensibles y finalmente, realizar
planes de manejo para su conservacion. Sin embargo, se deben realizar estudios
multidisciplinarios que incorporen varios aspectos ecoldgicos, etologicos y fisiologicos de la
especie, entre otros. Ademas, se deberia incorporar un analisis de las posibles amenazas en
cuanto a la fragmentacion y degradacion de su hébitat, cambio climatico e incluso se debe
tomar en cuenta la relacion de la especie con el humano. Al involucrar varios aspectos que
pueden afectar a la especie, se puede obtener un plan de conservacion completo y exitoso,

basado en la realidad de la especie y su entorno.

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios de genética en mas poblaciones de la garza Agami para
conocer su estructura poblacional. Ademads, son importantes los analisis genéticos entre
poblaciones que se encuentran mas distantes y que habitan en areas con importantes diferencias
ambientales con el fin de conocer si existen diferencias genéticas significativas que puedan
indicar procesos de especiacion.

Es necesario también realizar estudios genéticos en donde se pueda determinar si existe
migracion y flujo génico entre poblaciones o si en su defecto las poblaciones se encuentran
aisladas unas de otras. Conocer estos datos ayudara a crear planes de conservacion basados en

la realidad de cada poblacién individual o, en su defecto, realizar planes de conservacion en
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donde se necesiten acuerdos internacionales para la proteccion no solo de los sitios de

anidamiento, sino también zonas importantes de alimentacion y rutas de migracion.
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CAPITULO V: CRONOGRAMA Y PRESUPUESTO

CRONOGRAMA
I Trimestre | II Trimestre III Trimestre | IV Trimestre
DESCRIPCION
ACTIVIDAD 2 311 2 3 1 2 3 1 2 3
TRABAJO DE | Coleccion de muestras en el
CAMPO campo
Extraccion de ADN
TRABAJO DE PCR
LABORATORIO
Secuenciamiento en Macrogen
ANALISIS DE
DATOS Analisis de datos genéticos

Escritura de informes

ESCRITURA Y | Escritura de articulo cientifico
DIVULGACION | gocializacién con la

comunidad
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PRESUPUESTO

TRABAJO DE
CAMPO

Item No. de Costo Descripci0 No. de Costo
items por n unidades total
unidad
Transporte terrestre 2 $12 por viaje 2 $48
Quito-Coca
Transporte acuatico 1 $50 por dia 2 $100
Coca-Tampococha
Transporte acuatico 1 $20 por dia 15 $300
Tambococha
Gasolina para 1 $25 porunidad 8 $200
embarcaciones
Hospedaje y comida 5 $10 diario 15 $750
Asistente de campo 4 $35 diario 15 $2.100
Gastos de viaje $3.498
Equipos y materiales
]T)lééiﬁgo Anticoagulante 1 $10 porunidad 2 $20
$40 por 500 $40
Tubos de centrifuga 1 tubos 1
$9 por 100 $9
Jeringas (3ml) 1 unidades 1
Etanol 96% 1 $40 por 1 galon 1 $40
$9 por 100 $36
Guantes 1 unidades 4
Gafas de proteccion 1 $1 por unidad 5 $5
Red de neblina 1 $40 porunidad 6 $240
Equipos y $390
materiales
SUBTOTAL $3.888
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TRABAJO DE i}lc)tgccmn de $2,50 por muestra 50 $125

LABORATORIO Primers $150 por par 11 $1.650
PCR $12 por muestra 50 $600
Secuenciamiento $10 por muestra 50 $500
en Macrogen
SUBTOTAL $2.875
LABORATORI
(0]

| DIFUSION || sala de $200 Por sala $ 200 $200
conferencias

TOTAL $6.963
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TABLAS

Tabla 1. Sinonimos de Agamia agami entre 1789—1895.

Nombre Cientifico Sinonimo

Fuente

Agamia agami

Agamia agami

Agamia agami

Agamia agami

Agamia agami

Agamia agami

Agamia agami

Agamia agami

Agamia agami

Ardea agami

Ardea fusca

Egretta gamia

Agamia picta

Herodias agami

Ardea picta

Nycticorax agami

Doriponus agami

Agamia agami

Gmelin (1789)

Latham (1790)

Swainson (1837)

Reichenbach (1853)

Lichtenstein (1854)

Reichenow (1877)

Reichenow (1857)

Heine y Reichenow (1890)

Sharpe (1895)
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Tabla 2. Microsatélites obtenidos de Campanini et al. (2012). T® = Temperatura

de alineacién de los primers.

Locu Sentid Primer Motivo de T° Tamano
S 0 repeticion observad
o (pb)

Bi0l 5'3° F: GAGCCCAGTGAATTGTTTAG (GT). 5 263-269
R: 7
GAGAGTGGCAGGTGTATAGG

Bi08 53" F: AGTCAGCTCTTGCCTCTCTC  (TTGG), 5 111-119
R: 8
AACTCAAAGTACTACAGCATG
C

Bil3 5'3° F: CTAATTCCCGTATTCCCTTT (AC)(CT)(GT) 6 191-193
R: CACAGGCAGATGAGCAGTG * 0

Bil5 5'3° F: GGGCTTGTATGATGAACTTT (TTCC)(AG). 5 199201
R: TTTCTCCACTCTAGTTGCTGT 6

Bil8 5'3° F: CATGACCATGTTCCTTCG (TA)(CA). 5 208214
R: 7
TAGAGCATTAGCTAACGTAAG

Bi20 53" F: TGGATTAGGTCCTGTTATTC (TGC), 5 250-256
R: ACAGTAAGTTCGGCTTCTG 6

Bi22 5'3° F: AGCCATTCCAGAGCCTAG (AC)T(AC), 5 248254
R: GAAGTCTGACCGGGAATG 8

Bi26 53 F: GCTTCAGACCACCCGTG (AG), 5 287291

R: CACCGGTTAGCAAGGAAT
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Bi2§ 53 F: (TG),
TCTTAACAGATGTTCCAAGTG 6
R: AACACCGTTCTGTGCTTC

(9]

211-213

N

Bi29 53" F: CTGACAACACCGTTCTGTG (CA): 211-213
R: 7

TAACAGATGTTCCAAGTGACA

@)

Bi30 53 F: ACCTTAGCAAACCCCCTC (GT), 226-228

R: GAGCGGGATGAGCATCA 0
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FIGURAS

Figura 1. Individuo de la Garza Agamia agami en la colonia de anidamiento en el Parque

Nacional Yasuni, Orellana — Ecuador.

Figura 2. Sitio de anidamiento de la Garza Agami, en la laguna Batelon, Parque Nacional

Yasuni, Orellana - Ecuador
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