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Resumen

Titulo: Diversidad genética de dos especies de colibries endémicos del género Saucerottia
presentes en el departamento de Santander: aportes para su conservacion. -
Autor: Daniela Johanna Mojica Candela (1) y Fernando Rondén Gonzalez (2) ™

Palabras Clave: Aves, Biodiversidad, Haplotipos, Tamafo Efectivo Poblacional, Variacion.

Descripcion: los colibries Saucerottia castaneiventris y S. cyanifrons son endémicos, se
encuentran en Santander y sus poblaciones silvestres son mds susceptibles a experimentar los
efectos de la deriva y aislamiento debido al pequefio tamafio de sus poblaciones. Entre muchos
aspectos, se desconocen los factores genético-poblacionales en estas especies. En 2015, el
departamento de Santander declar6 al colibri Amazilia (Saucerottia) castaneiventris como simbolo
de la fauna en busca de su proteccion y conservacion. Con el fin de definir el grado de estructura
genética y brindar recomendaciones de conservacion para cada especie, se secuenciaron dos genes
mitocondriales, que permitieron evaluar parametros genético-poblacionales. Se encontré que S.
castaneiventris presenta alta diversidad haplotipica, baja nucleotidica y ausencia de estructura
genética y denota pérdida de diversidad mitocondrial en los ultimos 140 K afios; mientras que S.
cyanifrons presenta moderada diferenciacion genética, alta diversidad haplotipica, baja diversidad
nucleotidica y denota expansion poblacional reciente. En ambas especies la mayor variacion
genética es aportada por los individuos y no entre Santander y Boyacd. Las estimas de Ne en S.
castaneiventris estan en los limites recomendables para conservacion a corto y largo plazo. Se le
debe prestar atencion para la conservacion de los ecosistemas donde estan presente debido a los
pequefios tamafios poblacionales detectados, en particular el Cafion del Chicamocha. Este estudio

proporciona datos valiosos que seran Utiles para la implementacion de estrategias de conservacion.

* Trabajo de Grado
** Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Maestria en Biologia. Director: Fernando Rondon
Gonzélez. Doctor en Ciencias Biologia.
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Abstract

Title: Genetic diversity of two species of endemic hummingbirds of the genus Saucerottia present
in the department of Santander: contributions for their conservation. *

Author(s): Daniela Johanna Mojica Candela (1) y Fernando Rondén Gonzalez (2) ™

Key Words: Birds, Biodiversity, Effective Population Size, Haplotypes, Variation.

Description: The hummingbirds Saucerottia castaneiventris and S. cyanifrons are
endemic, found in Santander, and their wild populations are more susceptible to
experiencing the effects of drift and isolation due to their small population size. Among
many aspects, the genetic and population factors in these species are unknown. In 2015,
the department of Santander declared the Amazilia (Saucerottia) castaneiventris
hummingbird as a symbol of wildlife to seek its protection and conservation. To define
the degree of genetic structure and provide conservation recommendations for each
species, two mitochondrial genes were sequenced, enabling for the evaluation of genetic-
population parameters. S. castaneiventris was found to have high haplotype diversity, low
nucleotide diversity, and no genetic structure, indicating a loss of mitochondrial diversity
over the last 140,000 years, while S. cyanifrons shows moderate genetic differentiation,
high haplotype diversity, low nucleotide diversity, and indicates recent population
expansion. In both species, the greatest genetic variation is contributed by individuals
rather than between subpopulations (Santander and Boyacd). Ne estimates for S.
castaneiventris are within the recommended limits for short- and long-term conservation.
Attention should be paid to the conservation of the ecosystems where they are present due
to the small population sizes detected, particularly in the Chicamocha Canyon. This study

provides valuable data that will be useful for the implementation of conservation strategies.

* Degree Work
** Faculty of Sciences. School of Biology. Master's Degree in Biology. Director: Fernando Rondén

Gonzalez. PhD in Science Biology.
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Introduccion

La familia Trochilidae, conocida comuinmente como colibries, alberga organismos
caracterizados por su pequefio tamafio (5,5 — 19 cm) y peso (~2 g), la capacidad de volar
estacionariamente y hacia atrds (Ortega-Jiménez et al., 2016), el colorido plumaje que exhiben
(Palacios et al., 2023; Parra, 2010; Venable et al., 2022), y que son polinizadores de muchas
especies de plantas (Leimberger et al., 2022). Se estima que Trochilidae se separé de Apodidae
(Vencejos) hace ~42 Ma (McGuire et al., 2014), desde entonces divergio en 363 especies que se
distribuyen exclusivamente en América y estdn agrupadas en nueve clados: Topacios, Ermitaos,
Mangos, Brillantes, Coquetos, Patagonas, Gemas, Abejitas y Esmeraldas (McGuire et al., 2014),
siendo este ultimo el mas diverso con 110 especies (Stiles et al., 2017).

Precisamente, en Colombia, existen poblaciones de 105 especies de Esmeraldas, seis de
ellas clasificadas dentro del género Saucerottia; de estas, dos son endémicas para el pais,
Saucerottia castaneiventris y Saucerottia cyanifrons (Ayerbe-Quifiones, 2024). Estas dos especies
monotipicas (Hilty, 2021) se solapan en una porcion al norte de la Cordillera oriental entre 400 a
2100 ms.n.m, en donde frecuentan y explotan hébitats similares para alimentacion y nidificacion
(Ayerbe-Quifiones, 2022); pese a esto, presentan diferencias morfologicas y ecologicas notorias,
ademas de la categoria de amenaza.

S. castaneiventris se distribuye en el Cafidon del Chicamocha, en los departamentos de
Boyacd y Santander, donde realiza movimientos estacionales al parecer por la floracion (Ayerbe-
Quinones, 2024). Presenta discrepancias en la categoria de amenaza, la Unidn Internacional para
la Conservacion de la Naturaleza la clasifica como especie Casi Amenazada (NT) (BirdLife

International, 2019) mientras que el Libro rojo de aves de Colombia la considera En Peligro (EN)
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(Renjifo et al., 2016). Es conocida como colibri ventricastafio, mide en promedio cerca de 9 cm,
esta asociada a arboles de la especie Trichanthera gigantea, aunque suele alimentarse en
bromelias, Salvia y plantaciones de Coffea arabica (Cortés-Herrera, 2006; Hilty, 2021).

Por su parte, S. cyanifrons se distribuye en la vertiente oriental de la Cordillera Central y
en la vertiente occidental de la Cordillera Oriental (Ayerbe-Quifiones, 2024). Esta especie,
conocida como colibri frentiazul, segtin IUCN se considera de preocupacion menor (LC) (BirdLife
International, 2017), mide alrededor de 9 cm, esta asociada al dosel de bordes de bosques, flores
de Inga y Erythrina y bebederos artificiales (Hilty, 2021).

Los estudios cientificos publicados de S. castaneiventris se han orientado a reportes de
presencia (Cortés-Herrera et al., 2004); aspectos de historia natural (Cortés-Herrera, 2006; Idrobo
y Cortés, 2006); uso de recursos florales (Angarita-Baez y Garcia-Rios, 2011) y comportamiento,
territorialidad y habitos alimenticios (Diaz et al., 2021). Sobre S. cyanifrons, se cuenta con trabajos
de grado que avanzaron en analizar el cambio de cobertura del suelo sobre el 4rea de distribucion
de la especie (Corredor, 2022); la interaccion planta-colibri en el fomento del cuidado y valoracion
de la biodiversidad (Ruiz, 2022) y un primer acercamiento al estudio de su diversidad genética
(Celis, 2021). En consecuencia, la informacion recabada respecto a estudios de aspectos
relacionados con la genética de estas especies es escasa o nula.

En la més reciente revision de Trochilidae, Leimberger et al. (2022) destacan el declive en
las poblaciones en el 60 % de las especies con datos disponibles. De hecho, es preocupante la
tendencia de reduccion del tamafio poblacional de S. castaneiventris (BirdLife International,
2019), aspecto que en S. cyanifrons no se ha cuantificado (BirdLife International, 2017). Una
estrategia que acerque a dicho propoésito consiste en estimar el tamaio efectivo de poblacion (Ne)

a partir de analisis genético poblacional.
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En conservacion de especies silvestres, estimar Ne es importante porque permite predecir
si la poblacion se vera afectada negativamente por accion de la deriva génica o la endogamia
(Waples, 2002). Ademas, la diferencia en 6érdenes de magnitud entre Ne y el tamafo censal de la
poblacion (N) puede ser indicador de declive (Harmon y Braude, 2010; Waples, 2022), con
consecuencias importantes debido a la pérdida de diversidad genética. En ese sentido, dado que
el principal servicio ecosistémico que prestan los colibries es la polinizacién (Izquierdo-Palma et
al., 2021; Nates-Parra et al., 2021), su disminucidon poblacional repercutiria directamente en la
salud de los ecosistemas y el bienestar humano (Nates-Parra et al., 2021).

Estudiar aspectos genético poblacionales en especies endémicas, por lo general candidatas
a la extincion (Fattorini, 2017), por contar con poblaciones pequefias y fragmentadas (Princée,
1986), deberia redundar en acciones efectivas para su conservacion. Lo anterior conllevaria a
identificar la susceptibilidad frente a la deriva genética, pérdida y fijacion de alelos, reduccion del
flujo genético y endogamia, con consecuencias como la pérdida del potencial evolutivo para hacer
frente a la variacion y estocasticidad ambiental y de la diversidad genética requerida por las
especies y sus poblaciones para evitar la extincion (Frankham et al., 2004).

En este orden de ideas, es imperativo incluir a los colibries dentro de esfuerzos globales y
regionales de conservacion; por ejemplo, en el departamento de Santander se cuenta con las
ordenanzas N° 019 de 2015, que designé a S. castaneiventris como representante de la fauna del
departamento, y N° 035 de 2025, que propone la creacion de corredores ecoldgicos. Pese a estos
esfuerzos, los mismos no incluyen evidencias técnico cientificas que puedan extenderse a
diferentes especies endémicas distribuidas en este departamento, entre estas S. cyanifrons; por

tanto, la conservacion de los colibries en Colombia se limita al listado de especies que requieren



DIVERSIDAD GENETICA DE COLIBRIES ENDEMICOS EN SANTANDER 14

atencion por su alto grado de endemismo, su afinidad por determinados habitats y la destruccion
del ecosistema (Ayerbe-Quifonez, 2024).

Con base en lo presentado, se desconocen aspectos del estado genético poblacional de S.
castaneiventris y S. cyanifrons que pueden ser relevantes al momento de formular planes de
manejo y conservacion de estas especies endémicas de colibries. Por lo anterior, el presente
estudio pretendi6é responder la pregunta: ;son similares los valores de diversidad genética
mitocondrial y el grado de diferenciacion genética de las especies endémicas del género
Saucerottia presentes en el departamento de Santander?, a objeto que los resultados sean tenidos

en cuenta para la formulacioén de planes de manejo adecuados para estas especies.
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Objetivos

2.1 Objetivo General
Determinar la diversidad genética a partir de secuencias de ADNmt de dos especies

endémicas de colibries del género Saucerottia distribuidas en el departamento de Santander.

2.2 Objetivos Especificos

Identificar haplotipos a partir de secuencias de genes mitocondriales, presentes en dos
especies de colibries del género Saucerottia.

Estimar pardmetros de diversidad genética a partir de los haplotipos identificados en las
especies consideradas en el estudio.

Establecer el grado de diferenciacion genética de las dos especies endémicas de colibries

del género Saucerottia considerado.
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3. Métodos

Este estudio contd con el Permiso Marco de Recoleccion otorgado por la Autoridad
Nacional de Licencias Ambientales (ANLA) a investigadores de la Universidad Industrial de
Santander (nimero de permiso: IDB0398 o 00994 de 29 de mayo de 2020). Con el permiso se
pudo acceder, manipular y recolectar muestras biologicas de las aves capturadas con redes de
niebla. Todos los procedimientos con aves fueron revisados y autorizados por el Comité de Etica
en Investigacion Cientifica (CEINCI) de la Universidad Industrial de Santander, como consta en
el acta N° 08 del 15 de marzo de 2024.

3.1 Muestreo

El muestreo se realizo en localidades cercanas o al interior del Cafion del Chicamocha entre
los departamentos de Santander y Boyacd, Colombia (Tabla 1, Figura 1). Las localidades
muestreadas caracterizadas por la presencia de agroecosistemas estan dominadas por cultivos bajo
sombra, principalmente /nga sp., de Coffea arabica (Aratoca, Piedecuesta y Los Santos), y

Theobroma cacao (cacao) y Musa sp. (platano) en San Vicente de Chucuri.

El esfuerzo de muestreo consistid en una salida de campo por localidad, con jornadas de
12 horas de trabajo diarias (5:30 h a 17:30 h) durante cinco dias, excepto Jordan donde las
condiciones climaticas y ambientales permitieron muestrear durante dos dias. EI esfuerzo de

muestreo se cuantificd siguiendo lo descrito por Villarreal et al., (2004):

total metros redes

Horas — Red = x total horas
12 metros
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Tabla 1.

Esfuerzo de muestreo y numero de muestras por especie por localidad

Esfuerzo Muestras .S.  Muestras S.

Departamento Localidades* (Iﬁ:t:l::) Ecosistema muestreo castaneiventris cyanifrons
(horas)

Jordan 120 Xerofitico 105 3 0

San Juan de Girén 130 Sub xerofitico 360 4 0

Sag}}lll fﬁgie*de 700 Agroecosistema 475 0 1

Barichara 900 Potreros 360 0 0

Santander San Joaquin 920 Agroecosistema 420 0 0
Los Santos** 1300 Agroecosistema 475 7 16

El Hato** 1370 Agroecosistema 475 0 3

Piedecuesta 1330 Agroecosistema 240 0 2
Aratoca 1620 Agroecosistema 360 7 29
Boyaca Soata 1900 Sub xerofitico 180 23 10
Total 2025 44 61

*Hace referencia a los municipios donde se realizé. **Localidades muestreadas previo a este estudio.

Las aves fueron capturadas con cinco redes de niebla de 12 x 2 m dispuestas en los ecotonos
de los cultivos, bosque secundario, matorrales, ecosistemas xerofiticos y agroecosistemas mixtos
donde se tenian registros de distribucion y uso de habitat de las especies consideradas (Ralph et
al., 1996). La identificacion de las aves se realizo siguiendo las guias de campo de (Ayerbe-
Quifones, 2019; Hilty, 2021).

De cada ave capturada se tomd una muestra de sangre que consistié entre 5 - 20 uL
extraidos de la vena yugular (Owen, 2011; Tell et al., 2021) mediante el uso de jeringas de insulina
(capacidad 1 mL de volumen) con aguja de punta fija de 6 mm de longitud, posteriormente se
marcaron los individuos al cortar un pequefio borde de una de las rectrices para evitar duplicados

o recapturas (Tell et al., 2021).
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La sangre se almacend con un volumen idéntico de etanol absoluto en tubos de 1,5 mL que
fueron rotulados con las dos primeras letras del epiteto genérico, las dos primeras letras del
especifico y el nimero consecutivo de captura.

Figura 1.

Mapa de las localidades donde se recolectaron muestras de S. castaneiventris y S. cyanifrons
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Nota. Los pixeles naranjas corresponden a la distribucion de S. castaneiventris y los azules claros a S. cyanifrons. La
distribucion de cada especie corresponde a los descrito por Herrera et al., (2024). Fuente: elaboracion propia / autor.

Las muestras fueron preservadas a 4 °C hasta su procesamiento en el Laboratorio de
Genética y Biotecnologia de la Universidad Industrial de Santander (LGyB-UIS). El estudio

ademas incluy6 ocho muestras de sangre de S. castaneiventris y cinco de S. cyanifrons recolectadas
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previamente en Los Santos y San Vicente de Chucuri, durante la ejecucion de un proyecto en el

que participd personal adscrito al LGyB-UIS en 2017.

3.2 Procedimientos de laboratorio

Todos los procedimientos experimentales y analisis de resultados se realizaron en LGyB-
UIS excepto la secuenciacion de los genes evaluados. Esta se realizd en el Servicio de
Secuenciacion y Analisis Molecular de la Universidad Nacional de Colombia (SSiGMol).
3.2.1 Extraccion y visualizacion de ADN

El ADN gendmico total se extrajo utilizando el protocolo de fenol-cloroformo (Sambrook
y Russell, 2001). El ADN total se cuantifico en espectrofotometro Nanodrop One (Thermo
Scientific) y se visualizé en geles de agarosa al 0,8 % con EZ vision (VWR Life Sciencie) como
agente intercalante. Después de obtener el ADN las muestras se diluyeron, cuando fue necesario,
a una concentracion final de ~ 20 ng/pL.
3.2.2 Amplificacion de genes mitocondriales

Mediante reaccion en cadena de la polimerasa de punto final (PCR) se amplificaron dos
genes del ADN mitocondrial (ADNmt) de Aves. 1) Gen ATP sintasa 6 y ATP sintasa § (en adelante
ATPasa6-8), amplificado con los cebadores L8929 (Sorenson ef al., 1999) y H9947 (Eberhard y
Bermingham, 2004) y 2) gen de la subunidad 2 de la Nicotinamida adenina dinucleé6tido
Deshidrogenasa (en adelante ND2), amplificado con los cebadores L5216 y H6313 (Sorenson,
2003).

Las reacciones de PCR (10 pL de volumen total) para el gen ATPasa6-8 contenian 1X
tampon, 0,2 mM de cada ANTP, 1,22 U Taq polimerasa (Thermo Scientific), 3,0 mM de MgCL y

0,20 mM de cada cebador. El protocolo consistié en denaturalizacion a 95 °C durante 2 minutos



DIVERSIDAD GENETICA DE COLIBRIES ENDEMICOS EN SANTANDER 20

(min), seguida de 40 ciclos que incluyen denaturalizacién a 92 °C por 40 s, hibridacion a 50 °C
durante 60 s y extension a 73 °C durante 2 min, y una extension final a 73 °C durante 3 min.

Las reacciones de PCR (10 pL de volumen total) para el gen ND2 contenian 1X tampon
Dream Taq Master Mix (Thermo Scientific) y 0,20 uM de cada cebador. Los pardmetros de
amplificacion consistieron en denaturalizacion a 95 °C por 5 min, seguida de 35 ciclos que
incluyen denaturalizacién a 95 °C durante 1 min, hibridaciéon a 59,6 °C durante 60 s, 72 °C durante
60 s y una extension final a 72 °C durante 5 min. Todas las reacciones se efectuaron en un
termociclador 2720 (Applied Biosystems).

3.2.3 Separacion de amplicones y secuenciacion

Los productos de PCR se separaron en matrices de agarosa al 0,8 % usando EZ vision
(VWR Life Sciencie) como agente intercalante y se visualizaron en un Fotodocumentador
ENDURO GDS II (Labnet).

Los amplicones de los genes mitocondriales ATPasa6-8 (1100 pb) y ND2 (1050 pb) se
enviaron al SSiGMol adscrito al Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia,
donde fueron purificados y secuenciados bajo el método de Sanger con la quimica BigDye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems).

Los electroferogramas se visualizaron con el programa BioEdit V.7.2.5. (Hall, 1999) y las
secuencias fueron comparadas y editadas a ojo con secuencias disponibles en GenBank. Para esto,
se utilizd Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) que aline6 las secuencias de referencia 1)
KF640818 de S. saucerotei (99,20 % y 98,35 % de identidad) con las secuencias las secuencias
obtenidas del gen ATPasa6-8 de S. castaneiventris 'y S. cyanifrons, respectivamente; 2) KF640818

de S. saucerotei (99,14 % de identidad) con las secuencias obtenidas del gen ND2 de S. cyanifions
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y 3) KJ602165 de S. castaneiventris (99,90 % de identidad) con las secuencias obtenidas del gen

ND2 de S. castaneiventris.

3.3 Analisis de secuencias

A partir de las secuencias editadas y alineadas, se estimo6 con DnaSP v6 (Rozas et al., 2017)
para cada gen: diversidad haplotipica, diversidad nucleotidica, nimero promedio de diferencias
nucleotidicas y niamero de sitios polimorficos. Adicionalmente, se revisdé la composicion
nucleotidica de cada gen en las dos especies estudiadas, como se encuentra implementado en
Arlequin v3.5.2.2 (Excoffier y Lisher, 2010).

Las secuencias de los genes estudiados fueron concatenadas en una unica matriz multilocus
por especie en MEGA 12 (Kumar et al., 2024). La concatenacion de marcadores mitocondriales
esta ampliamente respaldada en la literatura debido a que estos comparten herencia uniparental,
ausencia de recombinacion y una historia coalescente comun, lo que permite tratarlos como un
unico locus efectivo (Avise, 2000; Ballard & Whitlock, 2004). El uso de matrices concatenadas
incrementa la cantidad de sitios informativos y mejora la precision en la estimacion de parametros
filogenéticos y demograficos al reducir la varianza estocastica asociada a loci individuales (Rokas
et al., 2003; Wiens, 1998).

Los haplotipos se infirieron a partir de las secuencias mediante el software Arlequin
v3.5.2.2 (Excoffier y Lisher, 2010), obteniendo las frecuencias de cada haplotipo en las especies
analizadas, obteniéndose las secuencias y frecuencias de cada haplotipo. Este procedimiento se
aplico tanto a los genes individualmente como al conjunto de datos concatenados.

Para cada especie de colibri del género Saucerottia estudiada se evalud la hipotesis de

estructura bajo el supuesto que Santander y Boyacéd presentan aislamiento por distancia. Este
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planteamiento se sustenta en la compleja topografia andina del area de muestreo, caracterizada por
valles profundos y sistemas montafiosos que pueden limitar la dispersion y el flujo génico de los
individuos. Adicionalmente, los registros de individuos de S. castaneiventris en la localidad de
Soata publicados por Cortés-Herrera et al., (2004), ampliaron el rango conocido de distribucion de
la especie, lo que llevo a que la UICN reconsiderara la categoria de amenaza de esta especie, dado
que la nueva informacion sugiere que el area de distribucion, la disponibilidad de habitat y el
tamafo de la poblacion de la especie son mayores de lo que se suponia anteriormente. En este
contexto, evaluar la estructura genética resulta relevante para comprender los patrones de
conectividad dentro de su distribucion. En particular, para S. cyanifrons, el estudio de Celis (2019)
reportd niveles moderados de diferenciacion genética dentro de Santander, lo que sugiere una
posible estructuracion poblacional asociada a la distancia geografica y a la heterogeneidad del
paisaje. Para esto se utilizo6 el programa Arlequin V3.5.2.2 (Excoffier y Lisher, 2010). Con este
programa se realizaron comparaciones pareadas de los valores ®sr, ajustando a 10.000
permutaciones.

Redes de haplotipos de cada gen y de las secuencias concatenadas fueron construidas con
el algoritmo Median-Joining Network (MJN) implementado en Network v10.2.0.4 (Bandelt et al.,
1999). Este método identifica la red mas corta que conecta todos los haplotipos e introduce nodos
hipotéticos correspondientes a haplotipos no muestreados.

Para estimar el tamafo efectivo poblacional histérico por especie, las secuencias de cada
gen y las concatenadas fueron evaluadas en jModelTest v1.1 (Posada, 2009) con el objetivo de
identificar el modelo de sustitucion mds adecuado bajo los criterios AIC. Los modelos
seleccionados se configuraron en la interfaz grafica BEAUti v10.5.0 (Drummond y Rambaut,

2007). Con este programa se evalud un reloj molecular estricto de 20 millones de generaciones
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después de descartar un periodo de burn-in del 10%, y se calibraron arboles basados en las tasas
medias de sustitucion por sitio, por linaje y por millon de afios (s/s/1/My) reportadas por Lerner et
al., (2011).

Con el proposito de realizar inferencias demograficas orientadas a obtener informacion que
pueda contribuir a la conservacion de las especies de Saucerottia consideradas, y dado que la
diversidad genética mitocondrial se ha aplicado con frecuencia en biologia de la conservacion
(DeWoody et al. 2021 en (Fan et al., 2025)), se infiri6 el tamafio efectivo poblacional en Migrate
V3.2.1 (Beerli et al., 2019). Para esto se estimaron valores diferenciados de Theta (0), parametro
que representa el tamafio efectivo poblacional escalado por la tasa de mutacion y se empleo la
relacion 0 = 2Nfp siguiendo a Licona-Vera y Ornelas (2014), considerando como tiempo de
generacion para Throchillidae entre uno a cuatro afios y tasas de mutacion p = 2,2 x 1072 s/s/l/My
(ATPasa6-8) y u=2,9 x 1072 s/s/l/My (ND2). En cada corrida se utilizaron 20 millones de pasos
muestreados, un milloén registrados, 10 réplicas combinadas y un esquema de calentamiento

estatico con 4 cadenas, incluyendo un burn-in de 10 millones de pasos. Este andlisis permite

. . ~ . . 2] . ,
inferir el tamafio efectivo poblacional, calculado como Ne = " siendo x = 1; el nimero de

. . <y 0xM . <y . /o
migrantes efectivos por generacion, computado como: Nem = Y la direccion del flujo genético

por generacion entre los departamentos de Santander y Boyacd, todos estos calculos se realizaron
en el software R version 4.3.3 (R Core Team, 2024).

Los cambios historicos en el tamafio poblacional se estimaron mediante el modelo
Bayesian Skyline Plot (BSLP) (Hill y Baele, 2019), implementado en BEAST v2.5 (Bouckaert et
al., 2019). Este enfoque aplica un modelo de tamafio poblacional efectivo por intervalos
(piecewise) y permite estimar la dinamica demografica a lo largo del tiempo a partir de la

distribucion de genealogias coalescentes. Entrega como resultado archivos de salida (.log) que
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permiten generar graficos en Tracer v1.7.2 (Rambaut et al., 2018). El eje X de los BSLP se
convirtio de sustituciones por sitio a tiempo absoluto utilizando tasas de mutacion especificas de
cada gen. Para ATPasa6-8 se utilizo una tasa de 2,2 x 1072 sustituciones por sitio por linaje por
millon de afios, mientras que para ND2 se aplicod una tasa de 2,9 x 1072, El tiempo en millones de

anos se calculé como T = D/p, donde D representa la distancia genética.
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4. Resultados

Los resultados de este estudio se presentan en cuatro secciones. En el primer y segundo
apartado se reportan los analisis genético-poblacionales que incluyen la composicion de
secuencias, las estimaciones de diversidad genética en diferentes niveles, la direccion del flujo
genético, la evaluacion de la estructura genética y la inferencia del tamafio efectivo poblacional
actual e historico de cada una de las especies consideradas. En el tercero, se amplian analisis para
cada especie a partir de concatenar las secuencias de los genes considerados. En el cuarto y ultimo
se describen aspectos de historia natural de S. castaneiventris y S. cyanifrons documentados en las

jornadas de trabajo de campo.

4.1 Saucerottia castaneiventris
4.1.1 Muestras y secuencias de genes

Un total de 40 muestras de ADN de S. castaneiventris fueron obtenidas, la concentracion
y pureza (relacion A260 nm/A280 nm) se cuantifico en 100 ng/pL y 1,62 en promedio,
respectivamente. Se obtuvieron productos amplificados del gen ATPasa6-8 en 38 muestras y en
40 del gen ND2. Después de la edicion, los andlisis genético poblacionales de esta especie se
realizaron a partir de la informacion contenida en 36 secuencias del gen ATPasa6-8 (751 pb) y 37
del gen ND2 (1041 pb).

Todas las secuencias fueron depositadas en GenBank y estaran disponibles una vez se
apruebe la publicacién de los resultados en una revista indexada. Los niimeros de acceso
correspondientes a las secuencias inéditas de S. castaneiventris son gen ATPasa6-8: PX131342—

PX131351 y gen ND2: PX205343-PX205351.
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4.1.2 Anadlisis a partir de secuencias

La extension de las secuencias obtenidas del gen ATPasa6-8 de S. castaneiventris incluye
las posiciones 7833 a 8584 del mitogenoma de referencia KF624601.1 de Chrysuronia (Amazilia)
versicolor. En total se identificaron 11 sustituciones, todas transiciones (Apéndice B).

Por su parte las secuencias obtenidas del gen ND2 se corresponden con las posiciones 3989
a 5030 del mitogenoma de referencia KF624601.1. En total se detectaron nueve sustituciones,
cinco de ellas transversiones y cuatro transiciones. Se resalta el hecho que la primera sustitucion
nucleotidica se presenta en la posicion 4850, es decir que los primeros 861 nucleoétidos del gen
ND2 de S. castaneiventris son conservados; ademas, en la posicion 4998 se identificaron una
transicion y una transversion en diferentes muestras (Apéndice C).

4.1.2.1 Composicion nucleotidica. La composicion nucleotidica de los genes
mitocondriales estudiados en S. castaneiventris fue similar, siendo Citocina la base mas abundante
(34,3 2 35,9 %) y las pirimidinas se encuentran en mayor proporcion (hasta 61 %) respecto a las
purinas (Apéndice D).

4.1.2.2 Haplotipos. Se identificaron 10 haplotipos ATPasa6-8 y nueve ND2, de estos
H1 ATPScas se detect6 en 12 muestras (= 0,33 + 0,080) y H2 ND2Scas en 23 (= 0,622 + 0,081),
confiriéndolos como los haplotipos més frecuentes para cada gen analizado. Del total, cuatro
haplotipos ATPasa6-8 y siete ND2, de esta especie de colibri, presentan f<0,03 (Tabla 2). La
secuencia de referencia KJ602165 corresponde con el haplotipo H2 ND2Scas detectado en este

estudio en nueve muestras de Santander y 14 de Boyaca.
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Tabla 2.

Haplotipos de los genes mitocondriales ATPasa6-8 y ND2 de Saucerottia castaneiventris

Locus N pb Haplotipos F f s.d.
H1 ATPScas 12 0,33 0,080

H2 ATPScas 4 0,11 0,053

H3 ATPScas 6 0,17 0,063

H4 ATPScas 2 0,06 0,039

H5 ATPScas 6 0,17 0,063

ATPasa6-8 36 75 H6 ATPScas 2 0,06 0,039
H7 ATPScas 1 0,03 0,028

H8 ATPScas 1 0,03 0,028

H9 ATPScas 1 0,03 0,028

H10 ATPScas 1 0,03 0,028

H1 ND2Scas 1 0,027 0,027

H2 ND2Scas 23 0,622 0,081

H3 ND2Scas 7 0,189 0,065

H4 ND2Scas 1 0,027 0,027

ND2 37 1041 H5 ND2Scas 1 0,027 0,027
H6 ND2Scas 1 0,027 0,027

H7 ND2Scas 1 0,027 0,027

H8 ND2Scas 1 0,027 0,027

H9 ND2Scas 1 0,027 0,027

Nota. N: nimero de secuencias; pb: longitud en pares de bases; H: haplotipo; F: frecuencia absoluta; f* frecuencia
haplotipica; d.s.: desviacion estandar.

4.1.3 Diversidad y estructura genética

4.1.3.1 Diversidad haplotipica y nucleotidica. La diversidad haplotipica y la nucleotidica
del gen ATPasa6-8 se estim6 en 4£=0,835 + 0,040 y n=0,002 £ 0,002, respectivamente; mientras
que para el gen ND2, #=0,578 + 0,09 y n=0,0008 + 0, 002, respectivamente (Tabla 3). Los valores
de diversidad haplotipica y nucleotidica estimados a partir de las secuencias del gen ATPasa6-8,
constituyen evidencia de un posible patrén de expansion demografica reciente de S.

castaneiventris.
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4.1.3.2 Diferenciacion y flujo genético. El AMOVA de cada gen evaluado revel6 que el
100% de la variacion genética de S. castaneiventris se encuentra dentro de las poblaciones, es decir
los individuos (Apéndice E). Las estimas del parametro ®@st (Tabla3) evidencian que no hay
estructura genética; por tanto, la especie constituye una sola poblacion soportada por el valor
pareado (Santander — Boyacd) de Fst =-0,025; p=0,712.

Las pruebas de neutralidad evaluadas arrojaron de manera consistente valores negativos
del estimador D de Tajima, siendo Unicamente significativo el estimado para el gen ND2. Sin
embargo, el parametro FS de Fu resultd negativo con diferencias significativas (p <0,02) en los
dos loci (Tabla 3), lo que constituye evidencia de expansion demografica reciente en la especie o
el fendémeno denominado genetic hitchhiking o autostop genético.

Tabla 3.
Estimadores de diversidad, diferenciacion genética y neutralidad de Saucerottia castaneiventris

Locus N Hdzds n + ds. ®st p D Tajima + d.s. p FSdeFuzxds. p

ATPasa6-8 36 0,835+0,040 0,002+0,0002 -0,025 0,712 -0,099+0,259 0,481 -25,999 +2,847 0,00**

ND2 37 0,578 £0,085 0,0008 +0,0002 -0,009 0,367 -1,598+0,000 0,028* -17,014+0,000 0,00%**

Nota. N: Hd: diversidad haplotipica; m: diversidad nucleotidica; d.s.: desviacion estandar; @st: indice de
diferenciacion genética basado en secuencias; p: significancia estadistica: *: p<0,05; **: p<0,02.

La ausencia de diferenciacion encontrada sugiere flujo genético importante. Esto se
corrobora con el analisis bayesiano implementado en Migrate v3.2.1 que mostr6 asimetria en el
flujo genético de S. castaneiventris. En este sentido, la mediana posterior para el gen ATPasa6-8
se estim6 como Osan= 0,0267 (1C95%: 0,00013—-0,00960) y 0oy = 0,00550 (IC95%: 0,0-0,01393),
para Santander y Boyacé respectivamente (Tabla 4). Con estos valores se estim6 el nimero de
migrantes efectivos por generacion Nem>75 en la direccion Boyacd — Santander (Tabla 4). Del

mismo modo, las estimaciones para el gen ND2 fueron 8san= 0,0509 (IC95%: 0,0—0,0006) y Opoy=
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0,0027 (IC95%: 0,0 — 0,025) y el nimero de migrantes efectivos por generacion Nem>3 en la
direccion Santander — Boyaca (Tabla 4).

Los parametros evaluados de 0 presentaron valores de tamano efectivo de muestra (ESS)
superiores a 10.000, lo que indica que las estimaciones obtenidas son robustas y que las cadenas

de Markov han convergido adecuadamente, garantizando la fiabilidad de los resultados.

Tabla 4.

Estimaciones bayesianas de los parametros de flujo para dos loci mitocondriales

Locus Parametro Mediana IC 95 % ESS Nem
0san 0,0267 0,0-0,009 303167
ATPasa6.8 OBoy 0,0055 0,0-0,014 179220
MBoy—>san 5683 0,0 — 2026 82583 75,87
Msan—>Boy 1323 0,0 —2300 38996 3,6
0san 0,0509 0,0-0,006 179574
ND2 OBoy 0,0027 0,0-0,025 107748
Mpoy—>san 6370 3900 -9913 83788 162,12
Msan—>Boy 870 0,0 — 3240 68498 1,17

Nota. IC: intervalos creibles del 95 %; ESS: tamaio efectivo de muestra; Nem: niimero de migrantes por generacion.

Las redes evidencian que los haplotipos HI ATPScas y H2 ND2Scas estan compartidos
entre Santander y Boyaca, ademas seis haplotipos ATPasa6-8 (dos en Santander y cuatro en
Boyacd) (Figura 2A) y siete haplotipos ND2 (cinco en Santander y dos en Boyaca) son exclusivos
(Figura 2B).

La red del gen ATPasa6-8 presenta a HI ATPScas como haplotipo central del cual se
irradian dos haplotipos tnicos de Boyacéd y dos compartidos (H3 ATPScas y H5S ATPScas) que
dan origen a los haplotipos tnicos de Santander (Figura 2A).

Lared del gen ND2 denota que H2 ND2Scas es el haplotipo ancestral y a partir de este se

origina H1 ND2Scas; estos dan origen a siete haplotipos de baja frecuencia, cinco de estos
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detectados en Santander y dos en Boyaca (Figura 2B). Estos resultados contribuyen a soportar la

ausencia de diferenciacion en S. castaneiventris (Tabla 3).

Figura 2.

Redes de haplotipos Neighbor-joining (NJ) de secuencias génicas del ADNmt de Saucerottia

castaneiventris.
A. B.
Santander
Boyaca Santander
= Boyaca
() N

o/ 121 , :
‘\_Q /234

Nota. (A) Red del gen ATPasa6-8 y (B) Red del gen ND2. Los diametros de los circulos (nodos) son proporcionales
a la frecuencia del haplotipo. Las marcas representan los pasos mutacionales que separan los diferentes haplotipos.

4.1.3.3 Tamaiio efectivo poblacional. Las estimaciones de tamafio efectivo poblacional
(N.), para los genes mitocondriales ATPasa6-8 y ND2, mostraron valores mayores en las muestras
de Santander comparadas con las de Boyaca (Tabla 5).

Adicionalmente, al comparar las estimaciones de N, considerando diferentes tiempos
generacionales de S. castaneiventris, se evidencia que: 1) existe una relacion inversa entre Ne y la
duracion del tiempo generacional; es decir, por ejemplo, si un adulto reproductivo le tomase dos

afos en dejar descendencia la especie tendria menos de 1000 individuos reproductores al cabo de
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dicho tiempo generacional; 2) la disminucidén de Ne ocurre en toda la poblacion siendo mas abrupta
en Boyaca y 3) la estimacion de Ne es menor a partir de secuencias ND2 que de secuencias

ATPasa6-8, y mas pronunciada en las dos localidades de estudio (Figura 3).

Tabla 5.
Estimaciones de tamario efectivo poblacional (Ne) de Saucerottia castaneiventris basadas en los

loci mitocondriales ATPasa6-8 y ND2.

Locus N. (Santander) N. (Boyaca) Relacion (San/Boy)
ATPasa6-8 1066 605 1,76x
ND2 824 133 6,2

Nota. N, calculado como 6 = 2N,p; las tasas de mutacién de cada gen se tomaron de Licona-Vera y Ornelas (2014);
los valores N. redondeados a unidades de individuos efectivos.

Figura 3.
Relacion entre el tamariio efectivo poblacional (Ne) y el tiempo generacional en Saucerottia

castaneiventris

1000

Gen
300 == ATP

=*= ND2

Ne

Localidad

* Boyaca

100 . ... == Santander

30

Tiempo generacional (afios)



DIVERSIDAD GENETICA DE COLIBRIES ENDEMICOS EN SANTANDER 32

A partir de las estimas de Ne presentadas en la Tabla 5 se calculd la relacion No/N, donde
N = 24120 individuos, acorde con lo reportado por Rengifo et al., (2016). La mayor relacion fue
de 4,42% dada por el locus ATPasa6-8 en Santander y la menor fue de 0,55% para el gen ND2 en
Boyaca. Este resultado indica que solo una fraccion reducida del total de individuos contribuye
efectivamente a la reproduccion en S. castaneiventris (Apéndice F).

El andlisis “Coalescent Bayesian Skyline plot” (BSLP) del gen ATPasa6-8 sugiere que la
poblacién de S. castaneiventris ha presentado leves fluctuaciones desde hace 114 mil afios
(Pleistoceno tardio), pese al tamafio poblacional reducido (Figura 4A). El patréon de leve
fluctuacion se identifica también a partir de las secuencias ND2, que permitio inferir la demografia

desde hace 155 mil afios (Pleistoceno tardio; Figura 4B).
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Figura 4.

Tamario efectivo poblacional historico de Saucerottia castaneiventris (BSLP)
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Nota. A: Gen ATPasa6-8; B: Gen ND2. Eje Y: tamafio de la poblacion estimado como unidades de Neu (Ne: tamafio
efectivo de la poblacion, p: tasa de mutacion por generacion). Eje X: tiempo hacia atras. Ka: Miles de afios. Las

lineas continuas representan estimaciones medianas y las areas sombreadas representan intervalos de confianza al 95
%.
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4.2 Saucerottia cyanifrons
4.2.1 Muestras y secuencias de genes

Un total de 42 muestras de ADN de S. cyanifrons con concentraciones y pureza similar a
las descritas para S. castaneiventris, fueron extraidas. Se obtuvieron productos amplificados de
40 muestras y posterior a la edicion los analisis genético poblacionales de esta especie se realizaron
a partir de la informacion contenida en 37 secuencias del gen ATPasa6-8 (751 pb) y 27 del gen
ND2 (1041 pb).

Todas las secuencias fueron depositadas en GenBank y estardn disponibles una vez se
apruebe la publicacion de los resultados en una revista indexada. Los numeros de acceso
correspondientes a las secuencias inéditas de S. cyanifrons son gen ATPasa6-8: PX557856 -
PX557871 y gen ND2: PX437265 - PX437283.

4.2.2 Analisis a partir de secuencias

La extension de las secuencias obtenidas del gen ATPasa6-8 de S. cyanifrons incluye las
posiciones 7833 a 8584 del mitogenoma de referencia KF624601.1 secuenciado de Chrysuronia
(Amazilia) versicolor. En total se identificaron 25 sustituciones, 24 transiciones y una transversion
(Apéndice G).

Por su parte las secuencias obtenidas del gen ND2 se corresponden con las posiciones 3989
a 5030 del mitogenoma de referencia KF624601.1. En total se detectaron ocho transiciones

(Apéndice H).
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4.2.2.1 Composicion nucleotidica. La composicion nucleotidica de los genes
mitocondriales estudiados fue similar a lo descrito para S. castaneiventris, siendo Citocina la base
mas abundante (34,95 a 35,84%) y las pirimidinas se encuentran en mayor proporcion (hasta 60%)
respecto a las purinas (Apéndice D).

4.2.2.2 Haplotipos. Se identificaron 16 haplotipos ATPasa6-8 y siete ND2, de estos
H4 ATPScya se detectd en nueve muestras (/= 0,243 = 0,071) y H3 ND2Scya en 14 (= 0,519 +
0,097), confiriéndolos como los haplotipos més frecuentes para cada gen analizado. Del total, 11
ATPasa6-8 y tres ND2 se detectaron en un individuo con frecuencias de 0,027 y 0,037
respectivamente (Tabla 6).
Tabla 6.

Haplotipos de los genes mitocondriales ATPasa6-8 y ND2 de Saucerottia cyanifrons

Gen N pb Haplotipos F [ sd.
H1 ATPScya 5 0,135 0,056

H2 ATPScya 1 0,027 0,027

H3 ATPScya 1 0,027 0,027

H4 ATPScya 9 0,243 0,071

HS5 ATPScya 1 0,027 0,027

H6 ATPScya 6 0,162 0,061

H7 ATPScya 4 0,108 0,051

ATPasa6-8 37 751 H8 ATPScya 1 0,027 0,027
H9 ATPScya 1 0,027 0,027

H10 ATPScya 1 0,027 0,027

H11 ATPScya 1 0,027 0,027

H12 ATPScya 2 0,054 0,037

H13 ATPScya 1 0,027 0,027

H14 ATPScya 1 0,027 0,027

H15 ATPScya 1 0,027 0,027

H16 ATPScya 1 0,027 0,027

H1 ND2Scya 6 0,222 0,081

H2 ND2Scya 2 0,074 0,051

ND2 27 1041 H3 ND2Scya 14 0,519 0,097
H4 ND2Scya 2 0,074 0,051

H5 ND2Scya 1 0,037 0,037
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H6 ND2Scya 1 0,037 0,037
H7 ND2Scya 1 0,037 0,037

Nota. N: nimero de secuencias; pb: longitud en pares de bases; H: haplotipo; F: frecuencia absoluta; f frecuencia
haplotipica; d.s.: desviacion estandar.

4.2.3 Diversidad y estructura genética

4.2.3.1 Diversidad haplotipica y nucleotidica. La diversidad haplotipica y la nucleotidica
del gen ATPasa6-8 se estimo6 en £=0,898 + 0,03 y 1=0,009 + 0,0015, respectivamente; mientras
que para el gen ND2 como /4= 0,692+ 0,080 y 1=0,0010 £ 0,00027, respectivamente (Tabla 7).
Los valores de diversidad haplotipica y nucleotidica estimados para secuencias del gen ATPasa6-
8, constituyen evidencia de un posible patron de expansion demografica reciente de S. cyanifrons.

4.2.3.2 Diferenciacion y flujo genético. El AMOVA mostréo que el 87,15 % de la
variacion genética de S. cyanifrons se encuentra dentro de la poblacion (Apéndice I). Ademas,
hay discrepancias en cuanto a la diferenciacion genética: el gen ATPasa6-8 (dst = 0,12846; p >
0,0625) denota moderada y la informacién del gen ND2 (®st = -0,015; p = 0,5) sugiere que no
presenta diferenciacion (Tabla 7). S. cyanifrons se puede considerar como una sola poblacion
soportado por el valor pareado de Fst=-0,01577; p=0,527.

Las pruebas de neutralidad evaluadas arrojaron valores positivos sin significancia
estadistica en ATPasa6-8 y valores negativos sin significancia estadisticas en ND2 del parametro
D de Tajima, mientras que la prueba FS de Fu resultd6 de manera consistente negativa con
diferencias significativas (p<0,02) en los dos loci (Tabla 7), lo que posiblemente constituye
evidencia de expansion demografica reciente en la especie o el fendmeno denominado genetic

hitchhiking o autostop genético.
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Tabla 7.
Estimadores de diversidad, diferenciacion genética y neutralidad de Saucerottia cyanifrons

Locus N Hd =+ s.d. T+ s.d. dst p D Tajima + d.s. p FS de Fu £ d.s. p

ATPasa6-8 37 0,898 +£0,03 0,009+0,001 0,127 0,062 0,491+0,851 0,480 -16,106=10,395 0,00**

ND2 27  0,69+0,08 0,001 £0,000 —0,015 0,530 -1,157+0,618 0,151 -19,469+ 14,16  0,00%**

Nota. N: nimero de secuencias. Hd: diversidad haplotipica; n: diversidad nucleotidica; d.s.: desviacion estandar; Dsr:
indice de diferenciacion genética basado en secuencias; p: significancia estadistica; *: p<0,05; **: p<0,02.

La diferenciacion genética detectada con el gen ATPasa6-8 sugiere flujo genético
restringido. Esto se corrobora con el andlisis implementado en Migrate v3.2.1, que mostro
asimetria en el flujo genético de S. cyanifrons. En este sentido la mediana posterior para el gen
ATPasa6-8 se estimd como Osan= 0,055 (IC95%: 0,1460 — 0,09953) y Ogoy 0,005 (IC95%: 0,0—
0,09953), para Santander y Boyaca respectivamente. Con esto valores se estim6 el nimero de
migrantes efectivos por generacion Nem>62 Boyaca — Santander (Tabla §). Del mismo modo,
las estimaciones para el gen ND2 fueron 6sa,=0,048 (IC95%: 0,005 —0,069) y 0goy= 0,001 (IC95%:
0,000 —0,003) y el nimero de migrantes efectivos por generacion Nem>1 en la direccion Santander
— Boyacé (Tabla 8).

Los parametros evaluados de 0 presentaron valores de tamafo efectivo de muestra (ESS)
superiores a 10.000 esto indica que las estimaciones obtenidas son robustas y que las cadenas de

Markov han convergido adecuadamente, garantizando la fiabilidad de los resultados.
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Tabla 8.

Estimaciones bayesianas de los parametros de flujo para dos loci mitocondriales

Loci Parametro Mediana IC 95 % ESS Nem
Osan 0,055 0,014 — 0,099 492400
ATPasa6.8 OBoy 0,005 0,000 — 0,006 294006
Mpoy—>San 4557 1793 — 7860 149560 62
Msan—>Boy 870 0,0 — 2367 96346 1,08
Osan 0,048 0,005 — 0,069 650325
ND? OBoy 0,001 0,000 — 0,003 511405
Mgoy—san 6877 3913-9993 371329 81,8
Msan—>Boy 1223 0,0 —3353 226458 0,50

Nota. IC: intervalos creibles del 95 %; ESS: tamaiio efectivo de muestra; Nem: niimero de migrantes por generacion.

Las redes evidencian que los haplotipos H1 ATPScya; H2 ATPScya; H7 ATPScya
H8 ATPScya, H9 ATPScya; HI ND2Scya y H3 ND2Scya; estan compartidos entre Santander
y Boyaca, ademas, 11 haplotipos ATP (ocho en Santander y tres en Boyacd), conjuntamente se
detectaron tres nodos hipotéticos (Figura SA) y cinco haplotipos ND2 en Santander son exclusivos
(Figura 5B).

En cuanto a la asociacion de haplotipos, las secuencias del gen ATPasa6-8 se dividen en
dos haplogrupos separados por 11 cambios mutacionales. El haplogrupo en estrella (naranja)
contiene el haplotipo H1 ATPScya que da origen a H7 ATPScya y otros 10 haplotipos de baja
frecuencia seis de Santander y tres unicos en Boyaca. El segundo haplogrupo (morado) contiene
a H2 ATPScya, que da origen a dos haplotipos de baja frecuencia todos exclusivos de Santander
Figura 5A). Este agrupamiento puede brindar soporte adicional a la diferenciacion genética dada
por el parametro ®st (Tabla 7).

La red de haplotipos ND2 exhibe en la topologia radial en la que a partir de H3 ND2Scya

se originan todos los haplotipos separados por maximo tres eventos mutacionales (Figura 5B).
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Figura 5.

Redes de haplotipos Neighbor-joining (NJ) de secuencias de ADNmt de Saucerottia cyanifrons
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Nota. (A) ATPasa6-8 y (B) ND2. Los diametros de los circulos (nodos) son proporcionales a la frecuencia del
haplotipo. Las marcas representan los pasos mutacionales que separan los haplotipos.
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4.2.3.3 Tamaiio efectivo poblacional. Las estimaciones de Ne para los genes
mitocondriales ATPasa6-8 y ND2, muestran mayor tamafio efectivo relativo en Santander respecto

a Boyaca, presentandose una diferencia de al menos 29 veces mayor (Tabla 9).

Tabla 9.
Estimaciones de tamario efectivo poblacional (Ne) de Saucerottia cyanifrons basadas en loci

mitocondriales ATPasa6-8 y ND2

Locus N. (Santander) N. (Boyaca) Relacion (San/Boy)
ATPasa6-8 1°238.636 112.954 11x
ND2 820.172 28.103 29x%

Nota. N, calculado como 0 = 2N,p; las tasas de mutacion de cada gen se tomaron de Licona-Vera y Ornelas (2014);
los valores N redondeados a unidades de individuos efectivos.

Adicionalmente, al comparar las estimaciones de N, considerando diferentes tiempos
generacionales de S. cyanifrons, se evidencia que: 1) existe una relacion inversa entre Ne y la
duracion del tiempo generacional, es decir, por ejemplo, si los adultos reproductivos les tomase
dos afios en dejar descendencia la especie tendria entre 410.086 a 14.051 reproductores al cabo de
dicho tiempo generacional; 2) la disminucion de Ne ocurre en toda la poblacion siendo méas abrupta
en Santander; y 3) el gen ATP muestra disminucion mas pronunciada en las dos localidades de

estudio (Figura 6).

Figura 6.
Relacion entre el tamario efectivo poblacional (Ne) y la duracion generacional en Saucerottia

cyanifrons
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El analisis mediante el método “Coalescent Bayesian Skyline plot” de las secuencias del
gen ATP6-8 indica que S. cyanifrons experimentd un incremento poblacional relativamente
reciente, alrededor de hace 12 mil afios; antes de ese periodo, su tamafio se mantuvo estable durante
aproximadamente 114 mil afos, lo que corresponde al Pleistoceno tardio (Figura 7A). Por otro
lado, los datos del gen ND2 muestran una tendencia poblacional estable a lo largo del tiempo hasta

cerca de 259 mil afios, es decir, durante el Pleistoceno medio a tardio (Figura 7B).
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Figura 7.

Tamario efectivo poblacional historico de Saucerottia cyanifrons (BSLP)
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Nota. A: Gen ATPasa6-8; B: Gen ND2. Eje Y: tamafio de la poblacion estimado como unidades de Nep (Ne: t
amailo efectivo de la poblacion, p: tasa de mutacion por generacion). Eje X: tiempo hacia atras. Las lineas continuas
representan estimaciones medianas y las areas sombreadas representan intervalos de confianza al 95%.
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4.3 Analisis a partir de secuencias concatenadas

Al concatenar las secuencias de los genes considerados en el estudio, se obtuvieron
secuencias de 1792 pb. A continuacion, se describen los resultados genético poblacionales de S.
castaneiventris y S. cyanifrons.

4.3.1 Diversidad y estructura genética

El analisis de 31 secuencias de S. castaneiventris permitid detectar 14 sitios polimorficos;
los haplotipos identificados en esta especie de colibri ascienden a 15 (Figura 8A) y se recuperaron
tres nodos hipotéticos. El haplotipo mas frecuente es H1 Scas, detectado en 10 muestras
(/=0,32340,085), mismo nimero de muestras donde fueron detectados los haplotipos de menor
frecuencia (/=0,032+0,032). La diversidad haplotipica se estim6 en Hd=0,863 + 0,059 y la
diversidad nucleotidica, a partir de estas secuencias, en 1=0,00102+0,00015.

Para el caso de S. cyanifrons, se analizaron 22 secuencias en las que se detectaron 30 sitios
polimorficos. Un total de 15 haplotipos y dos nodos hipotéticos se identificaron en esta especie
de colibri (Figura 8B). El haplotipo H6 Scya se detectd en tres muestras (/=0,136+0,074), siendo
el mas frecuente, en cambio los haplotipos con menor frecuencia (f=0,045+0,045) se detectaron
en 13 muestras. Respecto a la diversidad haplotipica se determiné como Hd=0,933+0,122 y la
diversidad nucleotidica 7=0,00086+0,00015.

La red de haplotipos de S. castaneiventris evidencia un haplogrupo con H1 Scas como
haplotipo central (Figura 8A). Para el caso de S. cyanifrons, se recuperaron dos haplogrupos
separados por 15 pasos mutacionales (Figura 8B); el haplogrupo 1 contiene haplotipos
compartidos entre Santander y Boyacd y el haplogrupo 2 tunicamente contiene haplotipos
identificados en Santander. Este ultimo hallazgo brinda soporte adicional a la diferenciacion

moderada estimada (®st=0,127) para secuencias del gen ATPasa6-8.



DIVERSIDAD GENETICA DE COLIBRIES ENDEMICOS EN SANTANDER 44

Figura 8.
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Las pruebas de neutralidad indicaron valores negativos del estimador D de Tajima (S.
castaneiventris D=—1,175; S. cyanifrons D=—0,242) aunque no significativos (p>0.05). En
contraste, el parametro FS de Fu presento significancia estadistica (S. castaneiventris FS=—26,782;
S. cyanifrons FS=—17,395; p=0), lo que sugiere exceso de haplotipos raros en las especies

analizadas.

4.3.2 Tamaiio efectivo poblacional historico
La historia demografica inferida para S. castaneiventris abarca aproximadamente cerca de

los ultimos 16 mil afios, tiempo en el cual ha incrementado levemente Ne (Figura 9A); mientras
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que para S. cyanifrons se evidencia sefiales demograficas remontadas a hace 120 mil afios (Figura

9B), dentro del Pleistoceno tardio, denotando el incremento de Ne en los tltimos 20 mil afios.

Figura 9

Tamario efectivo poblacional historico (BSLP)
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4.4 Aspectos de historia natural
En la busqueda de sitios de muestreo se visitd Onzaga (Santander) a mediados de

noviembre de 2023. En la vereda Siachia (1900 ms.n.m.) se observaron individuos de las especies
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S. castaneiventris y S. cyanifrons en actividad reproductiva a menos de 20 metros una de la otra.
S. castaneiventris construy6 un nido en forma de copa, con abertura hacia arriba, sobre ramas bajas
de arbustos, y presumiblemente, el macho transportaba frecuentemente alimento hacia este. S.
cyanifrons nidifico sobre las ramas de Scallonia pendula, arbol ubicado en terreno abierto a tres
metros de un riachuelo.

En todas las localidades de muestreo se registraron observaciones de comportamiento de
las especies que se describen a continuacion. Se detectd la coexistencia de S. castaneiventris y S.
cyanifrons en cuatro localidades: Soata, Aratoca, Piedecuesta y Barichara. En general, S.
castaneiventris se avistd en areas de cafetal alejadas de las viviendas y jardines, y utiliza
principalmente recursos alimenticios y de percha arboles de /nga sp. En contraste, S. cyanifrons
se avistd compitiendo con otras especies de colibries en jardines y cafetales, y utiliza
ocasionalmente la floracion de Coffea arabica como recurso alimenticio (hecho observado en
Piedecuesta).

Diferentes especies de colibries fueron abundantes en Aratoca, cerca del 92% de las aves
capturadas correspondieron a este grupo, coincidiendo con la floracion de Inga sp. entre marzo y
abril. Este hallazgo, sumado a observaciones previas realizadas en octubre (cuando predomino la
familia Thraupidae), sugiere que las especies de Saucerottia endémicas realizan movimientos
migratorios motivados por el recurso alimenticio. En esta localidad, las capturas solo se
produjeron durante desplazamientos repentinos o enfrentamientos territoriales que involucraban
individuos de las especies de interés, ya que los colibries evitaban con facilidad las redes de niebla.

En las localidades al interior del Cafion del Chicamocha (Jorddn, Girén y Soatd), los
colibries fueron menos abundantes. En Jordan, solo se capturaron tres individuos de S.

castaneiventris mientras buscaban recurso alimenticio. A propdsito, las especies vegetales
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visitadas por el colibri ventricastafio corresponden con Aloe vera, Justicia bracteosa, J.
erythrantha, Trichanthera gigantea, Melocactus pescaderensis y Opuntia schumannii, asi como
de otras pertenecientes a las familias Acanthaceae, Xanthorrhoeaceae y Cactaceae (Fajardo et al.,
2015). El pico de actividad se establecid entre las 6:00 y 9:00 h, seguido de un periodo de
inactividad durante las horas de mayor calor en el dia.

En Lebrija y Soata diferentes especies de colibries, incluidas las de interés, fueron
capturadas en distintos momentos del dia, como consecuencia de alterar el patron de actividad por
tener alimento disponible permanente (fuentes artificiales). A diferencia de los ambientes
naturales, en estas localidades se evidenciaron entre tres a 50 bebederos que son llenados
diariamente, y se registro actividad continua de los colibries, extendiéndose a horarios poco
habituales. Por ejemplo, en Soatd se observd a las especies S. castaneiventris, S. cyanifrons,
Colibri coruscans, Chlorostilbon gibsoni y Amazilia tzacatl compitiendo por los bebederos,
durante todo el dia pese al hecho que la temperatura ambiental incremento hasta 27 °C. En Lebrija
se hizo registro de alimentacion inusual, extendiéndose hasta las 20:00 h, de individuos de las
especies Florisuga mellivora, Phaethornis anthophilus, P. striigularis y A. tzacatl. En Barichara
se observo que las especies de interés evitaron con facilidad las redes de niebla, pese a que fueron
ubicadas rodeando arboles en floracion de Bauhinia forficata.

En general, el esfuerzo total del muestreo consistido en 2.025 horas/red y se obtuvo la

recoleccion de 34 muestras sanguineas de S. castaneiventris y 70 de S. cyanifrons (Apéndice A).
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5. Discusion

Este es el primer estudio que genera conocimiento genético poblacional de Saucerottia

castaneiventris, ademas aporta informacién novedosa de S. cyanifrons, especies de colibries

endémicas de Colombia.

Diversidad genética

A partir del analisis de secuencias de los genes mitocondriales estudiados se identifico en

S. cyanifrons lo planteado por Fan et al., (2025), en el sentido que la diversidad genética en

vertebrados tiende a aumentar con el tamafio del area de distribucion, especialmente en Aves;

aspecto no apreciado en S. castaneiventris dado su limitada 4rea de distribucion (9.648 Km?). De

hecho, la diversidad haplotipica de las especies aqui estudiadas presenta estimas altas, mientras

que la diversidad nucleotidica es la mas baja con respecto a otras especies de Trochilidae (Tabla

10).

Tabla 10.

Parametros de diversidad genética a partir de ADNmt en diferentes especies de Trochilidae.

Especie Pais / Region Marcadores n H h n Referencia

Trochilidae norte de los Andes

Saucerottia Andes nororientales, - \rpia6.8+ND2 37 15 0,863 0,00102 Este estudio

castaneiventris Colombia

Saucerottia cyanifrons “~"4eS nororientales, ATPase6-8+ND2 39 15 0,933  0,00086 Este estudio
Colombia

Saucerottia cyanifrons 14eS nororientales, ND2 65 39 0973  0,00515 Celis (2021)
Colombia

Adelomyia Andes nororientales, ATPasa

melanogenys Ecuador

clado A Andes centrales 22 10 0,749 0,00449  Chaves et al. (2011)

clado B Andes centrales 32 15 0,921 0,00532

clado C Andes Andes del norte 40 14 0,847 0,00206
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clado C Ecuador Andes del norte 13 9 0,872 0,00221
clado D Andes 62 44 0,847 0,00975
clado E Andes 14 8 0,868 0,02231
clado F Andes 7 5 0,905 0,019
énldes tr)l.ororientales, Mitogenoma »n o 0.00249
. . Colombia
Coeligena bonapartei completo Palacios et al. (2023)
Anldes nprorlentales, Mitogenoma 20 o 0.00218
Coeligena helianthea Colombia completo
Trochilidae fuera del norte de los Andes
Polytmus theresiae Amazonas ND2 57 12 0,43 0,05% Matos et al. (2016)
Amazilia viridifrons Mesoamérica, México ND2 + ND3 20 — — 0,0799
A. viridifrons — — Garcia-Deras (2007)
A. violiceps 4 - -
Metallura tyrianthina ~ Andes del Pera ND2 23 — 0604  0,0017 Benlggl‘é‘)wm
C lopter Gonzalez, Ornelas &
c;r’:’fye ;fl’l.: us Regi6n control + 9 5 081l 0,0033 Gutiérrez-
P Mesoamérica, México ATPasa 6-8 parcial Rodriguez (2011)
Lamprolaima rhami Regién control +
P Mesoamérica, México  ATPasa 6-8 parcial
22 0,81 0,0022 Zamudio-Beltran &
9 6 0,89 0,0026 Hernandez-Bafios
(2018)
21 15 0,94 0,0021

Nota. n: tamafio de muestras; H: haplotipos; 4: diversidad haplotipica; n: diversidad nucleotidica.

En comparacion con otros colibries los valores de diversidad genética estimados para S.
castaneiventris difieren, mientras que los de S. cyanifrons son similares a los reportados para
Colibri thalassinus (Hernandez-Soto et al., 2018) a partir de secuencias concatenadas de los genes
ATPasa 6-8 y ND2; adicionalmente, C. thalassinus y S. cyanifrons presentan alto nimero de
haplotipos detectados en los mismos loci. De igual manera, la diversidad haplotipica y
nucleotidica en secuencias concatenadas del gen ATPasa y la region control de Amarzilia
cyanocephala (Rodriguez-Goémez et al., 2013), resultan similares a los valores estimados en las
especies de Saucerottia aqui consideradas. Los valores bajos de diversidad genética encontrados
en este estudio se pueden atribuir al hecho de que las especies endémicas de distribucion limitada

son mas susceptibles a la pérdida de la diversidad por efecto de la deriva genética (Fenster et al.,

2018).
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La variacion genética detectada en las especies de Saucerottia con el gen ATP8 se puede
deber a que es la region mas variable del genoma mitocondrial de Aves, después de la region
control, dada su ubicacion cerca de otros genes como ATP6 y COI (Sorenson, 2003). Los genes
ATP8 y ATP6 codifican polipéptidos del componente FO, un canal de protones en la membrana
interna mitocondrial (Wang et al., 2018). Mutaciones detectadas en estas unidades podrian afectar
la sintesis del ATP y a la cadena de respiracion en las mitocondrias (Wang et al., 2018). En
especies de gran altitud las adaptaciones moleculares podrian ser bioquimicamente importantes
frente a otras alternativas existentes, que pudieron haberse ajustado durante la rapida radiacion de
las aves y haber exhibido los patrones de cambio radical en la adaptacion para la diversidad de
gran altitud (Gu et al., 2016). Lo descrito se evidencia en el presente estudio con el alto nimero
de variantes haplotipicas en el gen ATPasa6-8 (Tablas 2 y 6). Ademas, la hipoxia a gran altitud
puede ser una fuerte presion selectiva que conduce a una adaptacion genética rapida y predecible,
evidenciada en el colibri gigante Patagona gigas (Williamson et al., 2024). No seria extraio
pensar que las variantes detectadas puedan conferir una ventaja adaptativa teniendo en cuenta que
S. castaneiventris realiza migraciones altitudinales hasta 2.200 ms.n.m. (Hilty, 2021), y S.
cyanifrons se distribuye hasta 2.000 ms.n.m. (Hilty, 2021).

En cuanto a la variacion detectada en el gen ND2 se puede deber a que este tiene la tasa de
sustitucion mas alta y es el tercer gen mas variable del genoma mitocondrial (Lerner et al., 2011;
Sorenson, 2003). ND2 es una subunidad de la NADH deshidrogenasa que desempefia un papel
fundamental en el control de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) mitocondriales
(Zhang et al., 2016). Por lo anterior, las secuencias de este gen son muy utilizadas en estudios de
genética de colibries (Cowles et al., 2022; Garcia Deras, 2007; Hernandez-Soto et al., 2023;

Palacios et al., 2023; Rodriguez-Gomez y Ornelas, 2018).
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Grant & Bowen, (1998) establecieron cuatro categorias para clasificar secuencias de
ADNmt basadas en diferentes combinaciones de valores de diversidad haplotipica y nucleotidica.
Los analisis de secuencias de S. castaneiventris y S. cyanifrons se ajustan a la segunda categoria
definida por estos autores, esto es: alta diversidad haplotipica (4#>0,5) y baja diversidad
nucleotidica (n< 0,01%). Esta condicion se atribuye a la expansion tras un periodo de tamafo
efectivo de poblacion reducido, donde el rapido crecimiento poblacional favorece la retencion de
nuevas mutaciones (Avise et al. 1984; Rogers & Harpending, 1987 citado en Grant & Bowen,
1998). Este fendmeno ha sido reportado previamente en colibries aislados por barreras geograficas
significativas, como el Istmo de Tehuantepec (Herndndez-Soto et al., 2018) o el sistema de fallas
Motagua-Polochic-Jocotan (MPJ) (Zamudio-Beltran et al., 2020) y parece ser comun en colibries
presentes en los Andes (Chaves et al., 2011; Palacios et al., 2019). Particularmente, estos
resultados son consistentes con las pruebas de neutralidad realizadas por Celis, (2021) que
indicaron una reciente expansion demografica de la especie endémica S. cyanifrons.

Flujo genético y estructura

Los haplotipos son determinados por el conjunto de cambios con respecto a la Secuencia
de Referencia (Terreros Ibafiez, 2010), generalmente de la misma especie. Sin embargo, en la base
de datos del GenBank solo esta disponible la secuencia de referencia del gen ND2 de la especie S.
castaneiventris. Debido a esto se caracterizaron haplotipos del gen ATPasa6-8 usando los
reportados para S. saucerottei (Apéndice B); que, pese a presentar 99,20 % de identidad contra las
secuencias del gen ATPasa6-8 de S. castaneiventris, esta comparacion puede aumentar o sobre
estimar los haplotipos debido a la diferencia entre especies (Boonseub et al., 2009). S. cyanifrons
no cuenta con ninguna secuencia de referencia; por tanto, se utilizaron las secuencias de la muestra

Sacy142 obtenidas en el presente estudio. Otra complejidad identificada en la asignacion de
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haplotipos de S. cyanifrons se relacion6 con el anélisis de similaridad dado por BLAST, ya que
este relaciond las secuencias con dos especies diferentes y al no tener esta especie una posicion
resuelta en la filogenia (Stiles, Piacentini, et al., 2017), no se puede descifrar cual es la mas cercana
para ser utilizada como referencia.

En el estudio realizado por Celis (2021) el analisis de las secuencias del gen mitocondrial
ND2 reveld que S. cyanifrons, muestreada en tres localidades del departamento de Santander,
exhibio 31 sitios polimorficos y 39 haplotipos, confiriendo alta diversidad de haplotipos (4= 0,973
+ 0,012) y baja de nucledtidos (nm= 0,00515+0,00049). Las muestras poblacionales presentan
diferenciacion genética moderada soportada por ®sr=0,16211 (p<0,05) y el 83,79 % de la
variacion se le atribuy6 a individuos dentro de las localidades. Los resultados obtenidos por Celis
(2021) sugieren que S. cyanifrons constituye una metapoblacion con flujo genético restringido
mediado por las hembras, ademas que la diferenciacion genética no se correlacion6 con la distancia
geografica, posiblemente debido a impactos antropogénicos como la deforestacion y la intensa
actividad agricola en la region.

Los resultados de este estudio soportan que S. castaneiventris conforma una Unica
metapoblacion distribuida entre los departamentos de Boyaca y Santander, principalmente en
inmediaciones del Cafion del Chicamocha. Sin embargo, S. cyanifrons presente diferenciacion
moderada en la poblacion, aspecto evidenciado anteriormente por Celis (2021) con el andlisis de
uno de los genes aca considerados.

En las redes de haplotipos obtenidas, se evidenci6 un grupo para S. castaneiventris (Figura
2A y 2B) y dos haplogrupos en S. cyanifrons (Figura 5A), ademas de distintos haplotipos privados.
Cunningham (2008) asocio los haplotipos privados con un caricter nativo; es decir, se asume que

si ciertos haplotipos se detectan Unicamente en un area es porque habrian surgido alli, lo que
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indicaria que la especie es nativa de ese territorio. Sin embargo, esta idea es dificil de ser
garantizada sin que se haya realizado un muestreo completo de los haplotipos existentes en el area
geografica de distribucion de la especie, lo que subraya la necesidad de identificar la riqueza
haplotipica en funcion del esfuerzo de muestreo, tanto a nivel poblacional como en el nimero de
individuos (Clavero et al., 2025). Para el caso de S. castaneiventris es posible, a la luz de los
resultados, sefialar a la region del Rio Chicamocha en Boyacd como posible centro de origen,
debido a que el muestreo incluye una localidad que abarca parte de la distribucion de la especie
donde se concentra un numero importante de haplotipos. En cuanto a S. cyanifrons, se debera
realizar un muestreo mas amplio en la longitud de la distribucidén geografica de la especie para
inferir su posible origen.

En el andlisis de Median Joining Network se identificaron nodos hipotéticos para los genes
ATPasa6-8, ND2 y en los 15 haplotipos resultantes de las secuencias concatenadas (Figura 8),
estos son haplotipos que existen pero que aun no han sido descubiertos; es decir, no fueron
recuperados en el muestreo, o existieron en el pasado y dieron origen a los que conocemos
actualmente (Zermefio et al., 2013). Lo anterior, supone una limitacion en el estudio con respecto
al muestreo de S. cyanifrons ya que se realizo en una porcion de su distribucion. Otra limitacion
es el tipo de marcador utilizado, dado que las mitocondrias al ser de herencia materna no
recombinan y acumulan mas mutaciones en menos tiempo (Rentaria Alcantara, 2000), mientras
que marcadores nucleares pueden complementar dicha historia porque provienen de procesos
hereditarios diferentes (Godoy, 2009), ademas que permiten estimar directamente la tasa de
aumento de endogamia (Waples, 2002).

El AMOVA evaluado para S. castaneiventris (Apéndice E) denota que esta especie no

presenta diferenciacion genética (Holsinger y Weir, 2009); por tanto, se debe considerar como una
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sola poblacion en la amplitud de su distribucion entre los departamentos de Santander y Boyaca.
Caso distinto a lo evidenciado por el AMOVA evaluado para S. cyanifrons (Apéndice I), especie
que tendria diferenciacion genética moderada (Holsinger y Weir, 2009) soportada con los dos
haplogrupos recuperados en la red del gen ATPasa6-8 (Figura 5A); por tanto, deberia considerarse
como una poblacion con demos que se estan diferenciando, al menos en el area de estudio.

Las pruebas de neutralidad evaltian el hecho que las poblaciones se encuentran en
equilibrio mutacion-deriva (Holsinger, 2019). En este sentido, los analisis realizados revelaron
valores negativos y no significativos con el pardmetro D de Tajima a partir de las secuencias
génicas analizadas para S. castaneiventris 'y S. cyanifrons (Tablas 3y 7), lo que podria interpretarse
como: 1) exceso de mutaciones raras, ii) que el tamafio de la poblacion esté aumentando o iii) que
esté ocurriendo seleccion purificadora (Tajima etal., 1998) en los loci ATPasa6-8 y ND2
(Holsinger, 2019). Sin embargo, debido a la ausencia de significancia, no se rechaza la hipotesis
de neutralidad y se debe tener cautela con las afirmaciones de expansion poblacional (Zink et al.,
2006). Teniendo en cuenta lo anterior se evalto el FS de Fu (Fu y Li, 1993) que es un indicador
mas sensible de la expansion de la poblacion y del autostop genético; es decir, cambios en la
frecuencia de un alelo debido a seleccion positiva, que ocurren cuando una nueva mutacion
selectivamente ventajosa se segrega en una poblacion y puede proporcionar evidencia para la
adaptacion molecular ademas de dilucidar las relaciones genotipo-fenotipo (Nielsen, 2001). Los
resultados referidos en las Tablas 3 y 7 muestran que los valores FS son significativos en las
secuencias de los genes en ambas especies de Saucerottia estudiadas, confirmando la presencia de
1) procesos demograficos, ii) seleccion positiva o iii) autostop genético, que opera sobre estos
genes (Holsinger, 2010). Sin embargo, estos parametros no son definitivos para inferir procesos

como la expansion poblacional. Sobre el BSLP se podria inferir que para S. castaneiventris no
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hay proceso de expansion reciente o historica, mientras que para S. cyanifrons los resultados no
son concluyentes ya que en el gen ATPasa6-8 se observa una ligera expansion demografica a partir
de la interpretacion de la Figura 7A. Sin embargo, en la Figura 7B no se observa dicha expansion,
por consiguiente, se considera prudente interpretar que no existe consenso en los estimadores que
permita afirmar o descartar de manera concluyente un proceso de expansion demogréafica.

Los hallazgos de diferenciacion genética y estructura poblacional, asi como los procesos
de expansion demografica evidenciados en S. castaneiventris y S. cyanifrons con el estimador de
FS de FU podrian haber sido conducidos por los cambios geoldgicos relacionados con el Cafion
del Chicamocha en donde antes existio un inmenso lago, lo cual permitio la formacion de cavernas
y el albergue de animales (Oviedo-Chavez, 2018). Posteriormente, en lo que se conoce ahora
como “Los Andes colombianos”, los datos paleobotanicos sugieren un rapido levantamiento de la
Cordillera Oriental entre 2 y 5 Ma (Rodriguez-Mufioz et al., 2022). Sumado a lo anterior, las
condiciones climdticas del Cafion son muy variables por su profundidad lo que podria favorecer el
movimiento altitudinal de los individuos de S. castaneiventris (Hilty, 2021). En el sentido
expuesto, el Canon del Chicamocha mantiene corrientes himedas y calidas concentradas en la
parte baja de sus montafas que contribuyen a la formacion de nubes en sus partes altas, la
temperatura media anual fluctiia entre 25 y 28 °C (Gobernacién de Santander, 2025), y las
precipitaciones anuales alcanzan dos picos en mayo y octubre (Albesiano y Rangel, 2006).

Por su parte S. cyanifrons pudo experimentar diferentes procesos ademés de los ya
mencionados considerando que los resultados sugieren que la especie se esta diferenciando y que,
ademas, un analisis de similitud realizado con las muestras indicé que en promedio la identidad de
las secuencias de S. cyanifrons con respecto a la referencia es de 99,14%, especificamente es

idéntica a S. viridigaster en un 99,18% y S. saucerottei en 99,04%. Sumado a esto los haplotipos
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como H3 ND2Scya difieren con respecto a la secuencia de referencia en sélo una sustitucion. Lo
anterior se puede abordar desde las perspectivas: 1) el concepto de especie entendiendo que la
"identidad" depende de la acumulacién de diferencias (De Queiroz, 2007); 2) por la identificacion
erronea de las especies en la base de datos, considerando que la literatura reporta que se pueden
confundir con S. saucerottei (Ayerbe-Quifiones, 2024); y 3) han ocurrido procesos mas complejos
similares a los de Adelomyia (Chaves et al., 2011) quienes explican por una combinacion de
procesos geologicos, biogeograficos y demograficos la diferenciacion de la especie; que con los
genes aqui analizados no se pueden descifrar y requiere ampliacion del muestreo como de genes
nucleares. Lo anterior se podria llegar a dilucidar si se contara con la posicion filogenética de S.
cyanifrons.

Demografia

La relacion entre el tamano efectivo y el tamafio censal (Ne:Nc) en las poblaciones
naturales es de importancia general para la conservacion de las especies (Allendorf y Luikart,
2007), porque permite predecir la tasa de pérdida de variacion genética (Waples, 2002). Como
punto de partida se tiene que Renjifo et al., (2016) utilizaron la densidad y estimaron Nc=24.120
individuos de S. castaneiventris. La estimacion de la relacion Ne:Nc a partir de la informacion de
las secuencias de los genes ATPasa6-8 y ND2, se ubic6 en el rango 0,55 % a 4,42 % (Tabla 5),
valores que estan por debajo del 10 % de las medias de la estimacion del parametro cuando se
considera proporcion desigual de sexos, la varianza en el éxito reproductivo y las fluctuaciones en
el tamafio de la poblacién acorde con lo predicho por Frankham (1995). Adicionalmente,
Allendorf'y Luikart, (2007) sugirieron que el 20 % del tamafio de la poblacion adulta es un mejor
valor general para Ne porque incluye el efecto de los cambios temporales; aun asi, las estimas para

S. castaneiventris estan muy por debajo de lo sugerido en la literatura (Figura 3) lo que evidencia
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la pérdida de diversidad a causa de la deriva génica (Hedrick, 2000). Estos resultados podrian
indicar que S. castaneiventris esta en riego de extincion por el declive poblacional. Dado que en
S. cyanifrons no se cuenta con un valor censal poblacional y considerar unicamente los datos de
recolecta podria subestimar la comparacion Ne:Nc, para esta especie no se realizd el analisis
anterior.

Los tamafios efectivos poblacionales estimados muestran diferencias notables entre
especies. Saucerottia cyanifrons presentd valores de Ne considerablemente mayores, lo que
sugiere poblaciones histéricamente grandes y conectadas a lo largo de su distribucion en la
Cordillera Oriental. Aunque los registros de eBird son mas numerosos en Santander que en
Boyac4, esta diferencia probablemente refleja variaciones en el esfuerzo de observacion mas que
en la abundancia poblacional. En contraste, S. castaneiventris exhibe valores de Ne
sustancialmente menores, particularmente en Boyaca, lo cual es consistente con el menor numero
de registros observacionales y podria indicar poblaciones mas pequefias o estructuradas
regionalmente.

Las estimas de tamafio efectivo obtenidas mediante métodos genéticos representan un
promedio a lo largo de un periodo de tiempo determinado por la tasa de mutacion por generacion
del locus analizado (Beerli y Felsenstein, 1999). Los resultados del Bayesian Skyline Plot indican
que el tamafio efectivo histérico no ha variado de forma considerable. En este sentido, S.
castaneiventris se mantiene entre 114 y 795 mil afios antes del presente (Figura 4), mientras que
S. cyanifrons oscila entre aproximadamente 23 y 241 mil anos (Figura 7). La datacion estimada
se ubica dentro del Pleistoceno, similar como ocurre con otros colibries del género Calothorax
(Licona-Vera et al., 2018). De acuerdo con Grant et al., (2012), las secciones planas o “humps”

observadas en las curvas del BSP (Figuras 4 y 7) pueden corresponder a artefactos o a pérdida de
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informacion, mas que a periodos reales de estabilidad o expansion poblacional. Teniendo en
cuenta que las distribuciones del ADNmt pueden informar sobre la historia de los cambios en el
tamano de la poblacion (Rogers, 1995); estos resultados de “estabilidad™ difieren con respecto a
los hallados en otras especies de aves. Ejemplo de lo descrito se identifica en McLaughlin, (2022),
quien encontrd cambios genéticos asociados a la dindmica historia geoldgica y climatica de los
Andes, que también, se ha sefialado como impulsora de la rapida especiacion en multiples grupos
taxondmicos, y por los repetidos ciclos de contraccion y expansion del habitat durante el
Pleistoceno (Ferreira ef al. 2017). A pesar de lo anterior, los andlisis con los genes concatenados
evidencian expansion poblacional en ambas especies (Figura 9), hace 12 mil afios
aproximadamente en S. castaneiventris y hace 20 mil afios en S. cyanifrons.

Con respecto al nimero de individuos actuales de las especies consideradas, los datos
obtenidos en este estudio proporcionaron informacion que permite hacer inferencias para cada una
de las especies, siendo este uno de los indicadores de conservacion de especies silvestres, debido
a que permite establecer la viabilidad de la poblacion en funcion de la tasa de cambio de la
frecuencia alélica mientras que a largo plazo se define en términos de diversidad nucleotidica
(Waples, 2022). Adicionalmente, es preciso tener en cuenta que los modelos genéticos predicen
que poblaciones con Ne <100 son altamente vulnerables a la extincion (Allendorf'y Luikart, 2007).
Los resultados presentados en la Tabla 5 y la Figura 3 sugieren que S. castaneiventris es vulnerable
a la extincion (Allendorf'y Luikart, 2007), especialmente en Boyaca, comparada con S. cyanifrons,
especie que alcanza estimas de Ne~2000 individuos (Tabla 9).

Lynch y Lande (1998) establecieron que la variacion genética es similar a la de poblaciones
infinitamente grandes cuando Ne > 1.000. Pese a esto, se alentard a revisar el Criterio B:

Distribucion Geografica (IUCN, 2025), debido a la diferenciacion genética detectada en S.
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cyanifrons. Franklin (1980) sugiri6 que, a corto plazo, el tamafio efectivo de la poblacion no
deberia ser inferior a 50, y a largo plazo no deberia ser inferior a 500 (regla 50/500), directriz util
para la gestion de las poblaciones (Allendorf y Luikart, 2007). Considerando que Renjifo et al.,
(2016) reportaron que las generaciones de S. castaneiventris son de 3,4 afos, el Ne estimado para
el gen ATPasa6-8 con esa duracion generacional seria ~300 y para el gen ND2 ~40 (Apéndice B),
en consecuencia, esta por debajo de los limites tedricos para el mantenimiento de la diversidad
genética a largo plazo, por consiguiente, requiere acciones inmediatas para su conservacion. Lo
anterior implica que S. castaneiventris se encuentra en riesgo y se deberian reconsiderar el Criterio
Cy el Criterio D (IUCN, 2025).

Conservacion

Desde una perspectiva de conservacion, los resultados aca presentados indican que S.
castaneiventris forma una unidad genética amplia, sin evidencia de aislamiento prolongado (Tabla
3). La ausencia de diferenciacion sugiere que los procesos de flujo génico han mantenido la
diversidad genética dentro de un Uinico acervo mitocondrial, lo cual podria favorecer su resiliencia
evolutiva (Thorogood et al., 2023). Desde esta misma perspectiva, S. cyanifrons forma una unidad
genética amplia que se estd diferenciando (Tabla 9), a pesar de que los procesos de flujo génico
han mantenido la diversidad genética dentro de un uUnico acervo mitocondrial. Ademas, S.
cyanifrons presenta una marcada expansion poblacional asociada con los cambios geoldgicos del
Pleistoceno.

En Colombia se han realizado 19 Programas de Conservacion y Planes de manejo para
especies y ecosistemas (Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, 2025); sin embargo, estos
no incluyen las especies en peligro de extincion como S. castaneiventris 'y de Preocupacion Menor

como S. cyanifrons. Cabe destacar que el Unico relacionado con Aves ha sido el Condor Andino
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(Vultur gryphus), y no esta vigente, ni hay una actualizacion en curso (Ministerio de Ambiente y

Desarrollo Sostenible, 2025). La tnica aproximacion a la conservacion de S. castaneiventris esta

en el plan de accion de polinizadores (Nates-Parra et al., 2021); sin embargo, S. cyanifrons no esta

considerado. En dicho plan simplemente se enlista como especie de polinizadores amenazados.

Considerando los resultados obtenidos en el analisis genético de Saucerottia castaneiventris y S.

cyanifrons, se proponen las siguientes lineas de acciones para fortalecer la conservacion de ambas

especies y su entorno:

Linea de accion 1. Conocimiento de las especies:

Complementar con informacion de S. castaneiventris y S. cyanifrons que contribuyan a reducir
las limitaciones del presente estudio.

Profundizar en el estudio genético de cada especie, especialmente en medir los niveles de
endogamia que puedan existir al objeto de promover iniciativas que incrementen el flujo de
individuos desde Santander hacia Boyacad. Esta medida contribuirda a mantener la diversidad
vy disminuir los efectos de la deriva genética, ademas de fortalecer la resiliencia de las especies
ante cambios ambientales y presiones antropicas.

El departamento de Santander tiene la oportunidad de desarrollar un plan de manejo y
conservacion de la especie bandera S. castaneiventris. Este plan no solo contribuiria a la
preservacion de este colibri, sino que también impactaria positivamente en la conservacion
del ecosistema y otras especies. Se anima a los tomadores de decisiones (Gobernacion,
Corporaciones Autonomas e Instituciones de Educacion Superior y otros actores) a formular
un plan de accion de conservacion de colibries, mds alla de lo que se resuelve en las
ordenanzas 019 de 2015 y 35 de 2025 del Departamento de Santander.

Linea de accién 2. Educacion ambiental:

Desarrollar programas de educacion ambiental dirigidos a las comunidades de las
localidades muestreadas para fomentar la conservacion y reducir el uso de alimentadores
artificiales.  Esta practica puede alterar los patrones naturales de alimentacion y
comportamiento de los colibries, afectando su salud y supervivencia, ademas de contribuir a
la reduccion de la polinizacion en los ecosistemas donde estos prestan dicho servicio.

Linea de accidn 3. Conservacion in situ:
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o Implementar estrategias de monitoreo de nidos (nacimientos) como las descritas para
Florisuga mellivora (Cardona & Infante, 2025), Aglaeactis castelnaudii y A. cupripennis
(Ocampo et al., 2020). Quienes monitorearon el comportamiento de incubacion en un nido.
bajo numero de individuos efectivos pone en riesgo la viabilidad genética y la supervivencia
a largo plazo de S. castaneiventris.

e Promover el Cuidado del Ecosistema y el Ecoturismo. La conservacion del ecosistema debe
integrarse con iniciativas de ecoturismo responsable, involucrando a las comunidades en la
proteccion de los habitats y la promocion de practicas sostenibles. El cuidado del entorno
natural beneficiara no solo a S. castaneiventris y S. cyanifrons, sino también a otras especies
que comparten su habitat.

e A proposito de las observaciones de historia natural de S. castaneiventris y S. cyanifrons, se
registra por primera vez para Santander la época de nidificacion de estas especies de
colibries. La informacion registrada da cuenta que la nidificacion ocurre al final de afio
(noviembre), de manera que el desarrollo de crias y juveniles coincide con la floracion de
diferentes especies vegetales (obs. pers.). En el caso de S. castaneiventris, la observacion que
la nidificacion ocurre a finales de airio confirma lo reportado por Renjifo et al., (2016). Sin
embargo, de S. cyanifrons se cuenta con informacion que indica que la nidificacion ocurre
entre abril y agosto (Weller et al., 2021).

Otros aspectos genéticos

Pese a que existen pocos reportes de la composicion nucleotidica de las secuencias
estudiadas aqui en especies de colibries, es importante describirlas dado que es la primera vez que
se presentan secuencias haplotipicas de estas especies, ademas, esta descripcion permite entender
la estabilidad de la doble hélice y analizar la evolucion filogenética (NIH, 2026). Los genes
mitocondriales secuenciados en el presente estudio mostraron mayor proporcion de Citosina (C) y
baja de Guanina (G), hallazgo similar se ha reportado a partir del anélisis de secuencias del gen
ND2 en el complejo Amazilia rutila (Vazquez-Lopez et al., 2021) y el genoma completo de
Aglaeactis castelnaudii (Liu et al., 2024). Pese a que los datos por genes no son reportados en la
composicion del genoma mitocondrial de Goldmania violiceps en términos generales mantiene
este modelo de mayor proporcion de C y menor G (Aguilar et al., 2025). Caracteristica comun de

los ADN mitocondriales de los metazoos (Parrilla-Martinez y Guevara-Chumacero, 2015). Los



DIVERSIDAD GENETICA DE COLIBRIES ENDEMICOS EN SANTANDER 62

resultados aqui presentados de la composicion nucleotidica son consistentes con el ADNmt de
vertebrado tipico, una cadena tiene mas A y C, mientras que la otra tiene mas Gy T (Guo, 2017).

Al comparar la composicidn de las dos especies de este estudio se evidencia similaridad de
la proporcion de nucledtidos entre los loci analizados (Apéndice D); dicha similitud puede
atribuirse a su cercania filogenética (Stiles et al., 2017). Se podria objetar que ninguna de las
filogenias de la familia Trochilidae incluye a S. cyanifrons, sin embargo, los listados taxonémicos
para Colombia reportados por Chaparro-Herrera et al., (2024) y Echeverry-Galvis et al., (2022) las
catalogan en el mismo género. Adicionalmente, la composicion de nucleotidos de los genes aqui
reportado en ambas especies es también similar a trabajos realizados en el laboratorio de genética,
como el de Celis, (2021); Vargas Nuiez, (2017) quienes utilizaron el Gen ND2 para estimar
diversidad genética en S. cyanifrons y Ramphocelus dimidiatus y R. icteronotus respectivamente.
También a secuencias concatenadas de tres genes (NDI1, COl y ATP6) de 27 genomas
mitocondriales de diversas aves (Amer et al., 2013). Lo que refuerza la idea de que estos genes
mitocondriales son altamente conservados en los diversos grupos taxonomicos (Avendafio-
Monsalve et al., 2021).

Aspectos de historia natural

En cuanto al movimiento altitudinal de S. castaneiventris (Naranjo et al., 2012) esta guarda
relacion con la marcada dependencia de néctar en los colibries, presion de adaptacion reportada en
Trochilidae (Rappole ef al., 2003). En este estudio se observaron individuos de S. castaneiventris
alimentdndose en flores de Inga sp. y otras especies de plantas durante los periodos de mayor
floracion (abril y mayo) de Coffea arabica en el departamento de Santander. En este sentido el

estudio realizado por Angarita-Bdez y Garcia-Rios, (2011), reportd, para el departamento de
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Boyaca, el uso de Inga edulis por parte de S. castaneiventris, principalmente entre diciembre y
enero, época que bien puede coincidir con el levantamiento de crias de este colibri.

No obstante, el uso de comederos artificiales observado en dos localidades muestreadas
(Soata y Lebrija), podria modificar el comportamiento, el uso del habitat y la dieta por la presencia
de dichos elementos artificiales (obs. pers.). A diferencia de las flores, los comederos ofrecen una
fuente de alimento ilimitada siempre que se mantengan llenos (Rico-Guevara et al., 2019), lo cual
puede reducir la polinizacion de las especies vegetales nativas, aspecto documentado en Colombia
por Ramirez-Burbano et al., (2022) quienes verificaron la alteracion de las redes de interaccion
entre colibries y plantas, y en Costa Rica por Avalos et al., (2012) quienes apreciaron la
disminucioén de la carga de polen en individuos capturados. En conjunto, estas evidencias sugieren
que el suministro artificial de alimento puede reducir el principal servicio ecosistémico que los
colibries prestan, es decir, la polinizacion (Nates-Parra et al., 2021). Desde el punto de vista de la
conservacion, la extincion de especies de organismos polinizadores, entre estos los colibries, puede
tener consecuencias ecoldgicas mas devastadoras que la extincion de especies no polinizadoras
(Sodhi et al., 2009).

Limitaciones de este estudio

Una limitaciéon importante de este estudio es el uso exclusivo de marcadores
mitocondriales, los cuales, al ser de herencia materna y no recombinar, reflejan inicamente una
parte de la historia genética de las poblaciones (Rentaria Alcantara, 2000). La incorporacion de
marcadores nucleares permitiria complementar esta informacion y estimar con mayor precision
procesos como el flujo génico y la endogamia (Waples, 2002; Godoy, 2009).

Asimismo, la ampliacion del muestreo geografico, particularmente en S. cyanifrons,

permitiria evaluar con mayor precision los patrones de diversidad genética a lo largo de su
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distribuciéon y determinar si los haplogrupos identificados corresponden a poblaciones
diferenciadas o a variacion genética dentro de una misma metapoblacion.

Finalmente, la resolucion de la posicion filogenética de S. cyanifrons dentro del género
Saucerottia también contribuiria a interpretar de manera mas robusta los patrones de similitud

genética observados con otras especies del grupo.
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6. Conclusiones

Este estudio contribuye con aspectos de la diversidad genética de dos especies endémicas

de colibries del género Saucerottia presentes en los departamentos de Santander y Boyaca, que

incluyen estimacion de niveles de diferenciacion, direccion del flujo genético y tamaio efectivo

poblacional con base en la evaluacion de dos genes mitocondriales y aportes a la historia natural.

A partir de los resultados generados y las evidencias aportadas se concluye que:

Saucerottia castaneiventris conforma una sola poblacién cuya diversidad genética se ha
reducido desde el Pleistoceno. El tamafio efectivo poblacional es critico respecto a los
minimos recomendados por la literatura para la conservacion a largo plazo; por tanto, es
urgente realizar acciones orientadas a la conservacion de la especie, encaminadas a incrementar
su diversidad genética y que favorezcan el intercambio de individuos desde Santander hacia
Boyaca.

Saucerottia cyanifrons presenta moderada diferenciacion, alta diversidad haplotipica y baja
diversidad nucleotidica que sustentan procesos de expansion poblacional. La mayor variacion
genética de la especie es aportada por los individuos més que por las subpoblaciones
(Santander y Boyaca). El rango de tamafio efectivo poblacional estd en los limites teéricos a
lo recomendado para conservacion a corto y largo plazo; sin embargo, se le debe prestar
atencion, especialmente a la conservacion de los ecosistemas donde esta presente, incluidos
aquellos en los que coexiste con S. castaneiventris.

La identificacion de haplotipos Unicos y las estimaciones de tamafio efectivo poblacional en
las dos especies de Saucerottia consideradas, constituyen informacion importante para la
conservacion de especies endémicas de colibries de Colombia que debe servir para la revision
de los criterios de amenaza de ambas especies a nivel nacional e internacional. Asi mismo, la
distribucion exclusiva de S. castaneiventris y la presencia de S. cyanifrons en el Cafion del
Chicamocha, ponen de manifiesto la urgencia de conservar este ecosistema bajo la premisa
que actiia como conductor de dindmicas poblacionales de especies endémicas de diferentes
grupos biologicos.
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7. Recomendaciones

Se recomienda:

Evaluar marcadores nucleares en ambas especies del género Saucerottia que permitan
dilucidar, entre otros aspectos, los niveles de endogamia potencialmente presentes en ellas.

Generar acciones, por parte de los tomadores de decisiones, que contribuyan de manera
efectiva con la conservacion de S. castaneiventris, bajo la consideracion de lo establecido en la
Ordenanza 019 de 2015 de la Gobernacion de Santander.

Realizar estudios dirigidos a la identificacion e implementacion de corredores biologicos
que conecten diferentes ecosistemas que usa S. castaneiventris en su migracion altitudinal en el
Caiodn del Chicamocha.

Ampliar el muestro y analisis de la diversidad genética de S. cyanifrons en diferentes
localidades a lo largo de su distribucion en la cordillera oriental, asi como se hace imperativo

dilucidar la incertidumbre filogenética de esta especie de colibri endémica de Colombia.
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Apéndices

Apéndice A.
Informacion de las localidades muestreadas

Localidades donde se recolectaron muestras de
Saucerottia castaneiventris

Altitud Localidad Ecosistema Cad.
1300 Los Santos Agroecosistema Saca2
Saca3
Saca4
Saca5
Saca6
Saca7
Saca9
1900 Soata Sub xerofitico Sacal0
Sacall
Sacal2
Sacal3
Sacal4
Sacal5
Sacal6
Sacal7
Sacal8
Sacal9
Saca20
Saca2l
Saca22
Saca23
Saca24
Saca25
Saca26
Saca27
Saca28
Saca29
Saca30
Saca31
Saca32
1600 Aratoca Agroecosistema Saca33
Saca34
Saca35
Saca36
Saca37
Saca38

&3

Localidades donde se recolectaron muestras de

Saucerottia cyanifrons
Altitud Localidad  Ecosistema
1300 Los Santos  Agroecosistema

700 San Vicente Agroecosistema

1370 Hato Agroecosistema
1000 Elsilencio  Agroecosistema
1900 Soata Sub xerofitico

1600 Aratoca Agroecosistema

Céd.
Sacy 4
Sacy 5
Sacy 6
Sacy 7
Sacy 8
Sacy 13
Sacy 25
Sacy 42
Sacy 49
Sacy 50
Sacy 51
Sacy 52
Sacy 53
Sacy 54
Sacy 55
Sacy 56
Sacy 45
Sacy 46
Sacy 47
Sacy 48
Sacy 107
Sacy 109
Sacy 110
Sacy 116
Sacy 121
Sacy 122
Sacy 123
Sacy 124
Sacy 125
Sacy 126
Sacy 127
Sacy 128
Sacy 129
Sacy 130
Sacy 131
Sacy 132
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120 Jordan

130 Giron

Xerofitico

Sub xerofitico

Saca39
Saca40
Saca41
Saca42
Saca43
Sacad44
Saca45

84

Sacy 133
Sacy 134
Sacy 136
Sacy 137
Sacy 140
Sacy 142
Sacy 144
Sacy 146
Sacy 150
Sacy 151
Sacy 152
Sacy 153
Sacy 155
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Apéndice B.
1. Sitios polimorficos de S. castaneiventris en el gen ATPasa6-8

Sitios 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
KF624601.1 7914 7954 7957 8030 8169 8285 8361 8483 8521 8555 8579
KF640818.1 ATP T C G A G C C T
ATPSaca2 C
ATPSaca4
ATPSacas
ATPSacall
ATPSacal2
ATPSacal3
ATPSacal4
ATPSacal5
ATPSacal6
ATPSacal7
ATPSacal8
ATPSacal9
ATPSaca20
ATPSaca2l
ATPSaca22
ATPSaca23
ATPSaca24
ATPSaca25
ATPSaca26
ATPSaca27
ATPSaca28
ATPSaca29
ATPSaca30
ATPSaca32
ATPSaca33
ATPSaca34
ATPSaca35
ATPSaca36
ATPSaca37
ATPSaca38
ATPSaca40
ATPSaca41
ATPSaca42 .
ATPSaca43 T
ATPSaca44 . T . .
ATPSaca45 G G . A . T

>
>
>

ol ioNioNioN oo IONIONE
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Nota. KF624601.1 corresponde a la secuencia del mitogenoma completo que indica la posicion, y KF640818.1 a la
secuencia de referencia con la que se alinearon las secuencias de este estudio. Los puntos significan que no hay
cambios.
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Apéndice C.
1. Sitios polimorficos de S. castaneiventris en el gen ND2

Sitios 1 2 3 4 5 6 7 8
KF624601.1 4850 4914 4951 4975 4997 4998 4999 5000
KJ602165 G A C C T C C A
ND2Saca2 . . . . . T

ND2Saca3 A . . . . A .

ND2Saca4 A . . . . . . C

ND2Saca5

ND2Saca6

ND2Saca?7

ND2Saca9

ND2Sacall

ND2Sacal2

ND2Sacal3 .

ND2Sacal4 A

ND2Sacal6

ND2Sacal?7 .

ND2Sacal8 A

ND2Sacal9

ND2Saca20

ND2Saca2l

ND2Saca22 .

ND2Saca23 A

ND2Saca25

ND2Saca26

ND2Saca27

ND2Saca28

ND2Saca29 .

ND2Saca30 A . .

ND2Saca31 . . T . . . .

ND2Saca32 A . . . A . T

ND2Saca33

ND2Saca34 .

ND2Saca36 A

ND2Saca37

ND2Saca38 .

ND2Saca39 A

ND2Saca42 . .

ND2Saca43 A T

ND2Saca44 A . . .

ND2Saca45 . . . A . . . .
Nota. KF624601.1 corresponde a la secuencia del mitogenoma completo que indica la posicion, y KJ602165
corresponde a la secuencia de referencia con la que se alined las secuencias de este estudio. Los puntos significan que
no hay cambios.
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Apéndice D.
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Composicion nucleotidica de los genes mitocondriales ATPasa6-8 y ND2 de S. castaneiventris y

S. cyanifrons

Saucerottia castaneiventris Saucerottia cyanifrons
ATPasa6-8 ND2 ATPasa6-8 ND2
C: 35,86% 34,38% 35,86% 34,94%
T: 25,13% 24.22% 25,14% 23,65%
A: 29.31% 31,06% 29.,94% 30,91%
G: 9,71% 10,35% 9,07% 10,49%
Apéndice E.

Resultados de AMOVA y diferenciacion genética de S. castaneiventris

Fuente de variacion Suma de cuadrados Componente de varianza % de variacion

Entre poblaciones

ATPasa6-8 0,403 -0,0176 -2,534

ND2 0,357 -0,00409 -0,955

En las poblaciones

ATPasa6-8 24,152 0,71 102

ND2 15,129 0,432 100
Apéndice F.

Estimaciones bayesianas del tamario efectivo poblacional (N,) y su relacion con el tamafo

censal (N) para los loci mitocondriales ATPasa6-8 y ND2 en S. castaneiventris

Locus Relacion Ng/N (%) Interpretacion
ATPasa6-8 442 -2,51 Proporcion moderada de individuos efectivos
ND2 3,42-0,55 Proporcion baja; posible efecto de deriva

Nota. El tamafio censal total se tom6 de Renjifo et al. (2016): 24.120 individuos.
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1. Sitios polimorficos de S. cyanifrons en el gen ATPasa6-8

Sitio

1 2 3 4

DIVERSIDAD GENETICA DE COLIBRIES ENDEMICOS EN SANTANDER

6

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

KF624601.1

7801 7876 7894 7906 7916 7919 7939 7989 8022 8041

8082 8109 8112 8115 8131

8133 8178 8215 8253 8262 8323 8331

8406 8463

ATPSacy142

A G

C

A

T

C

C

T

T

A

G

A

A

ATPSacy4

A

T

A

C

C

T

G

A

ATPSacy5

ATPSacy6

=ll=lolle]

ellollall!
=ll=lelle]

G
A
A

T
C
C

Q=

H|=lala

Q==

Q> |»

QQ (> |>

T
C
C

> > Q0

el

A
G
G

A
G
G

QQ (> >

ATPSacy7

ATPSacy8

— |-

ATPSacy13

ATPSacy25

ATPSacy42

alal
(=]

[ellelR

[elle]R

EIEIE

ajal

QQ|

> (>

ajal

Qla|-

Qla|

QQ|-

ATPSacy67

ATPSacy79 T . C T

ATPSacy98 T . C T

> (>

> >

ATPSacyl107

ATPSacy109

ATPSacyl 16

a|a|al

ATPSacyl21

ATPSacyl22

ATPSacyl23

ATPSacyl24

ATPSacyl25

ATPSacyl26

ellellellellelt

ATPSacy127

ATPSacyl28

ATPSacyl129

ATPSacyl130

[ellelE

ATPSacyl31

ATPSacy132

ATPSacyl33

ATPSacyl34

ATPSacyl36 T . C T A
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Nota. KF624601.1 a
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la secuencia del mitogenoma completo que indica la posicion, y ATPSacy142 corresponde a la secuencia de referencia con la que se aline6
las secuencias de este estudio. Los puntos significan que no hay cambios.
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2. Electroferogramas de los haplotipos de S. cyanifrons. Se muestran la secuencia de referencia KF'640818.1, los haplotipos HI, H2 y

H7; los nucledtidos 6, 99, 111, 121, 314, 317, 336 y 338 sitios de cambio.

1 10

Identity I
Ow KFE40818.1[ATP ATGCCTCAACTAAACCC

NHLAW%WHDIéTGCCCCAACTAAACCC

[+ H2_ATPSacy5 IéTGCCTCAACTAAACCC

TGCCCCAACTAAACCC,

L& H7_ATPSacy153

100 10 120

= =2 2 |
ACCCACTAACACCCCTTTAGAAAAAACC

~ A

ACCTACTAACACCCCCTTAGAAAAAGCC

—|_|J—|_,—|_l—‘_‘—'

ACCCACTAACACCCCTTTAGAAAAAACC

ACCTACTAACACCCOCTTAGAAAAAGCC

310 320 330 340

TCCACATGATCACAAAACAATTAATAGTTCCA
TCCATATAATCACAAAACAATTAATAATTCCAN

—|_|—|_l_‘—'_‘—|_r

TCCACATGATCACAAAACAATTAATAGTCCCA!

TCCATATAATCACAAAACAATTAATAATTCCAY
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Apéndice H.

1. Sitios polimorficos de S. cyanifrons en el gen ND2

Sitios 1 2 3 4 5 6 7 8
KF624601.1 4095 4113 4437 4438 4491 4494 4545 4721
ND2Sacy142 T T C C A G C C
ND2Sacy4 . . . . . . . .
ND2Sacy5 . . . . . . . T
ND2Sacy6 . . . . . . . T
ND2Sacy45 . . . . . . . .
ND2Sacy107 C C T . . . . T
ND2Sacyl110

ND2Sacyl121

ND2Sacy122

ND2Sacy124

ND2Sacyl125

ND2Sacy126 . . . . .

ND2Sacyl127 . . . . G

ND2Sacyl31 . . . . G

ND2Sacy132 . . . . . . .
ND2Sacy133 . . . . . . T
ND2Sacy134 . . . . . . . .
ND2Sacy136 . . . T . . . T
ND2Sacy137
ND2Sacy140
ND2Sacy146
ND2Sacy148
ND2Sacy150
ND2Sacyl151
ND2Sacy152 . . . . .
ND2Sacy153 . . . . . A .

ND2Sacy155 . . . . . . T .

Nota. ATPSacy142 corresponde a la secuencia de referencia con la que se alined las secuencias de este estudio, y
KF624601.1 a la secuencia del mito genoma completo que indica la posicion. Los puntos significan que no hay
cambios.

Qlaa|al
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2. Electroferogramas de los haplotipos de S. cyanifrons. Se muestran la secuencia de referencia Sacy142, los haplotipos HI, H3 y
H4. Los nucleotidos 504 y 558 sitios de cambio.

510 530

5l = . 5 i
Identity I . B

M@m@ OOOCTCEO0

O+ H3_ND2Sacy142 T G

L+ H1_ND2Sacy150 T G A

B+ H4_ND2Sacy133 T G A A T A T A AA T AA T C
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Apéndice I.
Resultados de AMOVA y diferenciacion genética de Saucerottia cyanifrons

Fuente de variacion = Suma de cuadrados =~ Componente de varianza % de variacion

Entre poblaciones

ATPasa6-8 9,735 0,411 9,931
ND2 0,471 0,00886 -1,58
En las poblaciones

ATPasa6-8 130,589 3,731 90,0069

ND2 14,270 0,57079 101,58




