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Myrmecophaga fridactyla y Tamandua tetradactyla son especies amenazadas por el
atropellamiento vial. Esta visible presion, sumada a caracteristicas como bajas tasas
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medio de SIRIEMA v. 2.0. Se utilizd una prueba de X?-cuadrado para establecer la
significancia estadistica entre las proporciones sexuales encontradas y las esperadas para
estas especies. El andlisis de las coberturas del paisaje se desarroll6é con el software QGIS
v. 3.3.2. En M. tridactyla se identificaron 14 machos y 6 hembras y T. tetradactyla 9
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machos y 17 hembras. Se encontré que la proporcidn sexual de individuos atropellados de
M. tridactyla no fue significativamente diferente mientras en T. tetradactyla se encontrd
significancia para las proporciones 2:1 y 3:1. Se identificaron 8 puntos calientes de
atropellamiento en toda la carretera. La cobertura predominante fue Pastos. Resaltamos la
importancia de este primer analisis de proporciones sexuales asociadas al atropellamiento
en Colombia para establecer acciones de conservacion.

ABSTRACT: (Maximo 250 palabras)

Myrmecophaga tridactyla and Tamandua tetradactyla are species vulnerable for roadkill.
This visible effect, added to species characteristics such as low reproductive rates,
specialized diet and long parental care periods increases the vulnerability of these
organisms. In addition, the lack of sexual dimorphism in the order Xenarthra makes it
difficult to establish roadkill rates by gender. We identify the sex of roadkill individuals using
molecular tools to analyze the mortality rate and the landscape coverage associated with
road mortality. Consequently collected from this investigation 57 samples (28 of M.
tridactyla and 29 of T. tetradactyla) that were recorded on national route 65. Sex
identification was made using nuclear fragments of SRY gene and Zinc finger gene. The
analysis of roadkill were determined with SIRIEMA v 2.0 software. Also, a X?-square test
was used to establish the sexual proportions in the study sample. The analysis of the
landscape coverage associated with road accidents was developed using the QGIS v 3.3.2
Lima software.This way, for M. tridactyla were identified 14 males and 6 females and for T.
tetradactyla 9 males and 17 females. As a result, it was found that the sexual proportion of
roadkill individuals of M. tridactyla was not significantly different, while in T. tetradactyla,
significance was found for proportions 2:1 and 3:1. In addition, 8 hotspots were identified.
The principal landscape coverage was grass. Thus, we highlight the importance of this first
analysis of sexual proportions associated roadkills in Colombia to establish conservation
actions.
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Ecologia de carreteras de osos hormigueros en Colombia: Una vision

molecular

Resumen

El atropellamiento de fauna es una de las principales causas antropogénicas de
pérdida de biodiversidad en el mundo. El oso palmero (Myrmecophaga tridactyla) y
el oso melero (Tamandua tetradactyla) endémicos de centro y Suramérica son
especies amenazadas por este factor. En Colombia, el atropellamiento de estos
especimenes ha sido registrado principalmente en la regién de la Orinoquia. Esta
visible presién, sumada a caracteristicas de las especies como bajas tasas
reproductivas, dietas especializadas, bajas densidades poblacionales y largos
periodos de cuidado parental incrementan la vulnerabilidad de estos organismos.
Adicionalmente, la ausencia de dimorfismo sexual presente en la orden Xenarthra
dificulta el establecimiento de las tasas de atropellamiento por género. Asi,
pensando en lo anterior, nuestro objetivo fue identificar el sexo de individuos
atropellados a partir del uso de herramientas moleculares para analizar la tasa de
mortalidad y las variables asociadas al atropellamiento. De esta manera, la
fundacién Cunaguaro colecté y doné a esta investigacion 57 muestras biolégicas de
tejidos, pelo y sangre (28 de M. tridactyla y 29 de T. tetradactyla) registradas en la
ruta nacional 65 que comunica a los departamentos de Casanare y Meta. La
identificacion del sexo se realizé utilizando fragmentos nucleares del gen SRY del
cromosoma Y y el gen Zinc finger homélogo en los cromosomas Y y X. La
determinacién de la tasa de mortalidad, los hotspots y el analisis de su distribucién
se realiz6 por medio de las pruebas 2D-Ripley K, 2D-Hotspot y el modelo Mortality
Rate Estimate del paquete estadistico del software SIRIEMA v. 2.0. Igualmente, se

utilizé una prueba de X2-cuadrado a través del programa R para establecer la
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significancia estadistica entre las proporciones sexuales encontradas y las
esperadas para estas especies. Por otra parte, el andlisis de las coberturas del
paisaje asociadas a los atropellamientos se desarrollo utilizando el software QGIS
v. 3.3.2. Lima y el programa Google Earth. De esta manera, para la especie M.
tridactyla se identificaron 14 machos y 6 hembras y en T. tetradactyla 9 machos y
17 hembras muertos por atropellamiento. Partiendo de lo anterior, se encontré que
la proporcion sexual de individuos atropellados de M. tridactyla no fue
significativamente diferente de lo esperado mientras en T. tetradactyla se encontro
significancia para las proporciones esperadas 2:1 y 3:1. Por otro lado, se
identificaron 8 puntos calientes de atropellamiento en toda la carretera. Asi,
resaltamos la importancia de este primer andlisis de proporciones sexuales
asociadas a los atropellamientos de osos hormigueros en Colombia para establecer
acciones de conservacion enfocadas no solo en las especies, sino también en las

caracteristicas por sexo.

Palabras clave: Dimorfismo sexual, atropellamiento, hotspots, SRY, ZF,

Xenarthra, Orinoquia
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Road Ecology of Colombian’s anteaters: A molecular ecology vision

Abstract

Road mortality is one of the principal human causes of biodiversity loss in the world.
The Giant anteater (Myrmecophaga tridactyla) and the lesser anteater (Tamandua
tetradactyla) endemic to Central and South America are species vulnerable to
extinction for this factor. This visible effect, added to species characteristics such as
low reproductive rates, specialized diet, low population density and long parental
care periods increases the vulnerability of these organisms. In addition, the lack of
sexual dimorphism in the order Xenarthra makes it difficult to establish roadkill rates
by gender. In Colombia, road-mortality studies with specimens of myrmecophagidae
are made principally in Orinoquia. Our aim is to identify the sex of roadkill individuals
using molecular tools to analyze the mortality rate and the variables associated with
road mortality. Consequently, Fundaciéon Cunaguaro collected and donated from this
investigation 57 tissue, hair and blood samples (28 of M. tridactyla and 29 of T.
tetradactyla) that were recorded on national route 65 that connects Casanare and
Meta. Sex identification was made using nuclear fragments of SRY gene and Zinc
finger gene homologous on the Y and X chromosomes. Running-over rates, hotspots
and the distribution of events were determined with the 2D-Ripley K, 2D-Hotspot
tests and the Mortality Rate Estimate model of the statistical package of the
SIRIEMA v 2.0 software. Also, a X2-square test was used in the R program to
establish the sexual proportions in the study sample. Moreover, the analysis of the
landscape coverage associated with road accidents was developed using the QGIS
v 3.3.2 Lima software and the Google Earth program. This way, for M. tridactyla were

identified 14 males and 6 females and for T. tetradactyla 9 males and 17 females.
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As a result, it was found that the sexual proportion of roadkill individuals of M.
tridactyla was not significantly different from what was expected, while in T.
tetradactyla, significance was found for the expected proportions 2:1 and 3:1. In
addition, 8 hotspots were identified. Thus, we highlight the importance of this first
analysis of sexual proportions associated with anteaters roadkills in Colombia to
establish conservation actions focused not only on the species, but also on
characteristics by sex.

Keywords: Sexual dimorphism, roadkill, Hotspot, Molecular sexing, Orinoquia
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INTRODUCCION

Las carreteras, historicamente, han simbolizado un factor importante de
desarrollo para las sociedades ya que facilitan el crecimiento econémico y social de
las naciones (Colorado-Jiménez et al., 2015; Caspa, 2022). Sin embargo, su
desarrollo, construccion y uso, afecta los componentes biéticos y abiéticos (Garcia-
Lépez y Garcia-Peluffo, 2022) de los ecosistemas. De esta manera, estas
infraestructuras alteran el microclima, la dinamica hidrolégica, contaminan el
entorno y limitan el movimiento de las especies causando pérdida de la conectividad
entre las poblaciones y fragmentacion de sus habitats (Sanchez et al., 2013). Asi,
una de las principales representaciones del impacto negativo de las carreteras es el
atropellamiento de los individuos que habitan las zonas aledafias de estas

estructuras (Arroyave et al., 2006; Sanchez et al., 2013).

El atropellamiento ha sido la principal causa de la mortalidad sobre los
vertebrados silvestres (Schwartz et al., 2020; Rodriguez et al., 2023). Siendo que,
en el caso particular de los mamiferos, en los dltimos afios, las colisiones han
aumentado pronunciadamente en respuesta de una huella humana que cada vez
es mayor y prominente (Moore et al., 2023); asi, se ha reportado, que en paises
como Brasil el numero de mamiferos atropellados alcanza los 2,2 millones de
individuos al afio, mientras que en el continente europeo se reporta anualmente 29
millones de individuos (Ascensao y Desbiez, 2022). Ahora bien, Colombia no es
ajena a esta problematica, no obstante, los levantamientos de individuos

atropellados y afectados por carreteras aun son limitados (Montenegro, 2018).

Para realizar los levantamientos de fauna atropellada, factores como la dieta,

la morfologia y la historia de vida de un organismo deben ser considerados



18 Sexaje molecular de las especies de osos hormigueros Myrmecophaga tridactyla y Tamandua

tetradactyla con una perspectiva de ecologia de carreteras en Colombia

en la hora de entender la vulnerabilidad de las especies ante un
atropellamiento (Medrano-Vizcano et al., 2022), siendo que, las tasas mas
altas de mortalidad debido al atropellamiento, son registradas principalmente
en especies con habitos nocturnos, reproduccion rapida, masas corporales
intermedias, dieta basada en invertebrados o carrofia y movimientos lentos
(Medrano-Vizcano et al., 2022). Estos aspectos sumados a mecanismos de
dispersion, disponibilidad de recursos y hasta comportamientos intrinsecos,
como el sesgo de género, afectan a las poblaciones silvestres pues, segun
Kuijper y Johnstone (2017) dependiendo de la especie es posible causar una

futura pérdida en la diversidad genética de ciertas poblaciones.

Dentro de los vertebrados esta el orden Xenarthra que agrupa a la familia
Myrmecophagidae que contiene a las especies Myrmecophaga tridactyla (Linnaeus
1758) comunmente llamada como o0so hormiguero palmero y Tamandua
tetradactyla (Linnaeus 1758) conocida como oso melero (Forlano et al., 2013;
Rojano et al.,, 2015b). Estos dos tipos de o0sos hormigueros se caracterizan por
presentar una baja tasa reproductiva (un unico individuo por gestacion) con periodos
largos de cuidado parental (entre 4 y 5 afios), movimientos lentos, dieta basada casi
exclusivamente en hormigas y termitas (siendo algunas especies mas consumidas)
y, todavia, carecer de dimorfismo sexual (de Carvalho et al., 2021). Su distribucion
es limitada a América Central y América del Sur, ya que M. tridactyla se reporta
desde las zonas neotropicales de Guatemala hasta Argentina, encontrandose en
Colombia en las regiones de la Orinoquia, Amazonia, Caribe y ciertos
departamentos de la regién Pacifica y Andina (Alberico et al., 2000; Rodriguez-
Mahecha et al., 2006; Humanez y Chacén, 2014; Rojano et al., 2015a), mientras
que T. tetradactyla se distribuye inicamente en Sudamérica desde Venezuela hasta
Argentina, siendo reportado para Colombia en las regiones de la Amazonia y la
Orinoquia (Rojano et al., 2014; Alzate-Gaviria et al., 2016).



19 Sexaje molecular de las especies de osos hormigueros Myrmecophaga tridactyla y Tamandua

tetradactyla con una perspectiva de ecologia de carreteras en Colombia

Sin embargo, a pesar de que su distribucion es relativamente amplia, estos
mamiferos tienen pocos sobrevivientes en cada uno de sus géneros, siendo que
para Myrmecophaga, M. tridactyla es la Unica especie viva (Gaudin et al., 2018),
razon por la cual se le clasifica como vulnerable por la Red list of Threatened
Species (IUCN) considerando ademas de este hecho, que en los ultimos 10 afios
se ha perdido al menos el 30 % de su poblacién (Figel et al., 2015; Fromme et al.,
2023). Lo anterior, debido a la pérdida de habitat, los incendios forestales, la caza
furtiva, los procesos de domesticacién, la comercializacion de su carne, los
conflictos con perros y las muertes por los atropellamientos (Miranda et al., 2015;
Rojano et al., 2015b; Bertassoni y Ribeiro, 2019). En Colombia, tanto para M.
tridactyla como T. tetradactyla, las colisiones, son consideradas como la mayor
amenaza sobre estas especies, debido a que dentro de los registros de mortalidad
por accion antropica se reporta que al menos un individuo muere al dia en diversas

regiones del pais (Holguin-Contreras, 2019; Schwartz, et al., 2020).

Bajo este panorama, es importante comprender e identificar el impacto que
las mortalidades tienen sobre estas dos especies de 0sos hormigueros en el pais.
Sin embargo, existe un problema que limita alin mas los estudios en estos
organismos, el cual es la ausencia de dimorfismo sexual (Gaudin et al., 2018). En
la mayoria de las especies del orden Xenarthra no es posible el uso de caracteres
morfolégicos secundarios para la identificacion del sexo (Bento et al., 2019; Cots et
al., 2019). Sumado a ello, en muchos casos los especimenes que son atropellados
son encontrados en un estado de descomposicion avanzada o, por lo contrario, sin
algunos miembros corporales debido al impacto con el vehiculo después de la
colision (Molbert et al., 2023). De este modo, una de las alternativas que surge para
ayudar a la identificacion sexual de los individuos en especies que sufren esta
problematica, es el uso de las herramientas moleculares, que por afios han sido de

gran ayuda.
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Las técnicas moleculares mas avanzadas han proporcionado alternativas
mediante las cuales es posible, a partir de tejidos como el pelo, la sangre o pedazos
de mdudsculos, extraer ADN y analizar secuencias de genes nucleares o
mitocondriales (Vozdova et al., 2019; Ardicli, 2021). Asi, por ejemplo, el gen SRY
del cromosoma Y y, partes del gen Zinc finger localizado en los cromosomas Y y X
(Barragan-Ruiz et al., 2021a) han permitido identificar satisfactoriamente el sexo de
los individuos atropellados en la orden Xenarthra. De esta forma, este método
especifico ya fue descrito y testado para otras especies de mamiferos, siendo
considerado un método eficaz, efectivo y rapido para la identificacion del sexo
(Rosel, 2003; Bento et al., 2019; Cots et al., 2019; Joshi et al., 2019).

Asi y considerando lo anterior, este estudio busca analizar y entender las
consecuencias del fendmeno del atropellamiento sobre las especies M. tridactyla y
T. tetradactyla en Colombia, utilizando marcadores moleculares que permitan
identificar el sexo de los individuos, asi como entender las consecuencias de la

perdida de estos en sus respectivas poblaciones.
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1. Planteamiento de la investigacion

Las carreteras han sido elementos vitales para el desarrollo humano (Healey
et al., 2020; Barrientos et al., 2021; Oddone-Aquino y Nkomo, 2021; Ruiz-Ramirez
et al., 2022). Sin embargo, estas infraestructuras generan de manera permanente
efectos adversos sobre los ecosistemas (Oddone-Aquino y Nkomo, 2021; Rubio-
Rocha et al., 2022). Asi, uno de los impactos negativos que mas afectan a los
vertebrados son los atropellamientos que suelen causar la muerte de los individuos

cuando cruzan las vias (Heigl et al., 2022; Rubio-Rocha et al., 2022).

En este sentido, Moore et al., (2023) mostré que durante los ultimos afios la
tasa de atropellamiento en mamiferos ha aumentado, pues, comparado con los
otros grupos faunisticos, los mamiferos terrestres son los mas vulnerables a los
efectos antrépicos, ya que la mayoria de ellos presenta una baja densidad
poblacional y, ademas, requieren de extensas areas para moverse entre grandes
distancias (Serrén et al., 2020). Adicional a lo anterior, Carvajal (2013) describe qué
caracteristicas funcionales y comportamentales en los mamiferos, los hacen
catalogarse muchas veces como “torpes” de “pobre vision” o con “movimientos

lentos en tierra” generando que sean mas susceptibles al atropellamiento.

De esta manera, y considerando las anteriores caracteristicas, uno de los
grupos que hoy ha sido catalogado como el mas afectado por las colisiones son los
Vermilingua (Rojano et al., 2023). Dentro de estos, especies como M. tridactylay T.
tetradactyla son foco de atencion por varios grupos de investigadores en América
Latina, ya que a lo largo de su distribucién por Centro y/o Sudamérica estan en
riesgo de extincion debido a los efectos de la via (Oliveira et al., 2020; Ascenséo y
Desbiez, 2022; Pinto et al., 2022; Vaschalde et al., 2023).
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En Colombia, la region de la Orinoquia es una de las zonas que mas ha
reportado estas especies afectadas por las carreteras (Rojano y Avila, 2021; Garcia-
Lépez y Garcia-Peluffo, 2022; Rojano et al., 2023). Siendo que, T. tetradactyla es
una de las especies con mayor numero de incidentes por colisiones, mientras que,
M. tridactyla tiene una alerta de cuidado y diversos planos de conservacion debido
al riesgo que sus poblaciones presentan ante una inminente disminucion de sus
individuos (Rojano y Avila, 2021; Garcia-Lopez y Garcia-Peluffo, 2022) que en
algunos afios, podria llevar a sus poblaciones hasta una posible extirpacion en la
zona (Duran-Galindo, 2018; Rojano y Avila, 2021; Rojano et al., 2023).

En adicion, estas especies no presentan un dimorfismo sexual evidente,
siendo que, machos y hembras sélo pueden distinguirse mediante una palpacién
minuciosa de sus genitales (Cots et al., 2019; Fromme et al., 2021), siendo este
método mas complicado, ya que hay evidencias que han encontrado érganos
vestigiales en los individuos del orden (Fromme et al., 2023). En conclusién, segun
Castillo et al., (2015) ante un panorama como este, la verificacion del sexo por
inspeccion no es confiable y en muchos casos no es correcta debido al mal estado

con el que quedan los cuerpos tras la colision.

Considerando lo anterior, es posible pensar en los problemas que podria
traer la caracterizacion de las poblaciones y especies, ya que la identificacion del
sexo de los individuos es crucial para analisis poblacionales como de viabilidad
poblacional, siendo que no esta siendo realizada de manera oportuna (Rossell et
al., 2011; Gurkan et al., 2023). Asi, integrar a los métodos tradicionales de
identificacion sexual las herramientas moleculares seria una opcién para construir
hipotesis eficientes que permitan generar informacion puntual sobre el panorama

actual de estas especies en ciertas regiones de Colombia.
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Pregunta de investigacion

¢, Como las carreteras impactan la razén sexual de las especies Myrmecophaga

tridactyla y Tamandua tetradactyla en la Orinoquia Colombiana?
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2. Justificacién

Las carreteras son estructuras de impacto para la vida silvestre ya que son
un factor importante en la disminucion del nimero efectivo poblacional de algunas
especies (Torres et al.,, 2016). En Colombia, los estudios que dimensionan la
problemética en torno a los efectos de las carreteras sobre la biodiversidad son
limitados (Adarraga-Caballero y Gutiérrez-Moreno, 2019). Sin embargo, para la
region de la Orinoquia Colombiana, region con exuberante biodiversidad, los
estudios realizados (aunque bajos) han mostrado nimeros poco alentadores para
algunas especies (Durango-Galindo, 2018; Rojano y Avila, 2021).

Dentro del complejo de carreteras que atraviesan la region de la Orinoquia,
la carretera nacional 65 que comunica a los departamentos de Casanare,
Cundinamarca y Meta se caracteriza por extenderse a lo largo del piedemonte
llanero atravesando sistemas naturales como bosques, sabanas y humedales (ANI,
2015; Astwood et al., 2018). Asi, para algunos tramos de la ruta ya se han reportado
tasas de atropellamiento que se consideran altas debido a que comprenden cortos
periodos de tiempo (Astwood et al., 2018; Durango-Galindo, 2018).

Para mamiferos, los levantamientos de fauna atropellada no han sido
alentadores. Eso, debido al poco conocimiento de las estructuras poblacionales de
las especies de la zona siendo que se dificulta la comprension de la dinamica y
estructura de las poblaciones, asi como también limitan el entendimiento de su
estado ecoldgico (Rossell et al., 2011; Gurkan et al.,, 2023). Para xenartros,
especialmente 0sos hormigueros, estas informaciones son aun mas escasas,
siendo que actualmente son listados como los terceros mamiferos mas vulnerables,

antecedidos por perros de monte (Cerdocyon thous) y zariglieyas (Didelphis spp.).
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Especies con ausencia de dimorfismo sexual, largos periodos de gestacion,
dieta limitada, y largas dispersiones, demuestran ser un desafio en este contexto,
ya que, tras el atropellamiento, las caracteristicas visibles morfolégicas tienden a
empeorar (tornandose en ocasiones irreconocibles con el tiempo) (Gurkan et al.,
2023). De esa forma, pensar en alternativas que permitan el estudio de este tipo de
especies, se tornan como la Unica opcién viable y confiable para identificar el sexo
de los individuos accidentados (Barragan-Ruiz et al., 2021a) e inclusive generar

datos poblacionales que puedan ser utilizados en el desarrollo de planos de accion.

Teniendo en cuenta este contexto, es necesario que sean realizadas
investigaciones de este tipo en las cuales la interdisciplinariedad se hace presente
ya que permiten resolver problematicas como la determinacion sexual de estos
organismos y generan informacion poblacional que ayuda a construir medidas de
conservacion entorno a especimenes catalogados en peligro o vulnerables (De
Antonio et al., 2021; Gutiérrez, 2021).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Identificar el impacto que tiene la carretera 65 que comunica los
departamentos del Meta, Cundinamarca y Casanare sobre la razén sexual
de las poblaciones de Myrmecophaga tridactyla y Tamandua tetradactyla en

la Orinoquia Colombiana.

3.2 Objetivos especificos

v ldentificar molecularmente el sexo de M. tridactyla y T. tetradactyla de
individuos atropellados considerando que son especies sin dimorfismo
sexual;

v ldentificar las coberturas del paisaje asociadas al atropellamiento de
individuos de las especies M. tridactyla 'y T. tetradactyla;

v Establecer las zonas calientes (hotspots) de los atropellamientos de las

especies M. tridactyla y T. tetradactyla;
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4. Marco teoérico

4.1 Biodiversidad colombiana

En la actualidad, Colombia es considerada como la segunda nacién que mas
biodiversidad posee en el mundo ya que en tan solo 0,7% de la superficie que ocupa
posee el 10 % de la biodiversidad total (Gonzalez-Galli et al., 2022). En este sentido
se posiciona como el primer pais en rigueza de especies de aves, segundo en
anfibios, peces de agua dulce y mariposas, tercero en reptiles, cuarto en plantas y
quinto en mamiferos (Andrade, 2011; Agudelo y Cortes-Gomez, 2021; Ruiz-Agudelo
et al., 2022).

Lo anterior es el resultado de su estratégica posicion geogréfica, su historia
geoldgica y la variabilidad de sus condiciones climaticas, hidrolégicas y
geomorfolégicas que generan una alta heterogeneidad de ecosistemas que ofrecen
distintas condiciones a los organismos (Garcia-Garcia y Diaz-Timoté, 2022). Asi, en
Colombia se encuentran alrededor de 311 tipos de ecosistemas continentales y
costeros representados principalmente por bosques, paramos, humedales, sabanas
naturales, valles interandinos, desiertos, nieves, pastos, otros sistemas naturales
con poca transformacién y paisajes transformados para usos antropogénicos
(Ministerio de ambiente y desarrollo sostenible, 2016). Cabe destacar que esta
biodiversidad se encuentra distribuida en cinco regiones naturales denominadas
Pacifico, Caribe, Orinoquia, Amazonia y Andina (Rangel, 2015), sin embargo, son
los Andes y la Orinoquia las dos regiones mas biodiversas del pais (Pardo y Rangel,
2014; Castillo-Figueroa et al., 2019; Guerra et al., 2019).
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4.1.1 Biodiversidad de la region de la Orinoquia

La regién de la Orinoquia representa territorialmente la cuarta parte del pais
ya que contiene aproximadamente 25 millones de hectareas, las cuales, se
distribuye en los departamentos de Casanare, Meta, Arauca y Vichada (Bastidas et
al., 2023; Romero-Hernandez, 2023). Esta region tiene una ubicacion geogréfica
estratégica que le permite contar con 156 ecosistemas naturales distribuidos entre
sabanas inundables, altillanuras planas o disectadas, piedemonte, transiciones
selvéticas y cordillera (Ruden et al.,, 2020; Rozo-L6pez et al., 2021, Romero-
Hernandez, 2023). Es importante resaltar que 58 de estos sistemas naturales no
hacen parte de las areas protegidas del pais siendo que, en la region, las Sabanas
inundables son las mas vulnerables (Rozo-Lépez et al., 2021).

En cuanto a la biodiversidad, esta regidén contiene el 8 % de musgos, 8 % de
liguenes,16 % de plantas angiospermas, 17 % de helechos, 41 % de aves, 40 % de
mamiferos, 24 % de reptiles, 44% de peces dulceacuicolas y el 10 % de anfibios del
pais (Rangel, 2015; Vargas-Serna et al., 2022).

En el caso particular de los mamiferos, la Orinoquia ha resaltado en términos
de endemismos y como reservorio de poblaciones amenazadas (Trujillo et al., 2010;
Botero et al.,, 2021). Esta mastofauna estd constituida por organismos andinos,
amazoénicos y del Escudo Guayanés (Mosquera-Guerra et al., 2020), que se
dispersaron en esta zona como resultado de procesos evolutivos y de movilidad
durante eventos de glaciaciones e Inter-glaciaciones (Correa et al., 2005; Paez-
Vasquez et al., 2020), por tanto, sus ecosistemas presentan una mezcla de faunay
flora proveniente de varios biomas adyacentes (Mora-Fernandez et al. 2015). En
este sentido, para la region este grupo se representa por especies terrestres
grandes y pequefas, arboricolas, semi-fosoriales, acuaticas y voladores, siendo
gue se ha reportado una riqueza de 318 especies (Guerra et al., 2019; Botero et al.,
2021).
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Cabe destacar que esta diversidad tiene una gran importancia para los
ecosistemas de la regiébn como las sdbanas y bosques ya que en estas areas los
mamiferos cumplen multiples funciones como polinizacién, control poblacional,

dispersion de semillas y ciclaje de nutrientes (Guerra et al., 2019).

m Sabanas

A nivel Sudamericano, Colombia es considerado como el segundo pais con
sistemas de sabana naturales mas grande después de Brasil (Meza et al., 2021).
Estos ecosistemas abarcan aproximadamente 18 millones de hectareas, de las
cuales el 94,4 % estan en la region de la Orinoquia (Mijares- Santana et al., 2019).

Las Sabanas de la Orinoquia se clasifican en estacionales e inundables, las
primeras se distribuyen en los departamentos de Vichada y Meta mientras las otras
estan presentes en Arauca y Casanare (Prissmann et al., 2020; Romero-
Hernandez, 2023). Teniendo en cuenta lo anterior la dinamica de estos ecosistemas
esta fuertemente marcada por el ascenso y descenso de las aguas durante los
periodos de invierno y verano (Contreras, 2016).

En general, estos ecosistemas se caracterizan por presentar una cobertura
vegetal de herbazales densos con arboles y arbustos dispersos y suelos de baja
fertilidad (Romero-Hernandez, 2023).

4.1.2 Amenazas de la biodiversidad colombiana

La pérdida de biodiversidad es una de las crisis ambientales mas graves del
altimo siglo (Cardinale et al., 2012; Johnson et al., 2017; DiBattista et al., 2020;
Martinelli, 2021), pues, segun Peréz-Garcia (2020) se estima que hasta un millon
de especies de plantas y animales estan en peligro de desaparecer en
consecuencia de factores antropogénicos como fragmentacion de habitats,

deforestacion, ampliacion de la frontera agricola, introduccion de especies exoticas,
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propagacion de patdgenos, caza, incendios forestales, cambios de usos de suelo,
entre otros (Rangel, 2005; Andrade et al., 2018; Martinelli, 2021).

Histéricamente la conjuncion de factores como pérdida y degradacion del
habitat, introduccion de especies, sobreexplotacion de recursos, contaminacion
ambiental y cambio climatico han ocasionado las mayores pérdidas en la
biodiversidad pues, desde el siglo XVI, han generado la desaparecido de al menos
680 especies de vertebrados (Martinez-Polanco, 2008; Peréz-Garcia, 2020).
Igualmente, en la actualidad, se ha reportado un descenso del 69% de las
poblaciones de mamiferos, reptiles, aves, peces y anfibios de todo el mundo (WWF,
2022).

Para Colombia se considera que las regiones mas ricas seran las que
experimentaran los efectos mas drasticos sobre la biota (Rangel, 2005). De acuerdo
con ello, se ha reportado que la biodiversidad colombiana ha evidenciado una
disminucién promedio del 18% (Instituto Alexander von Humboldt, 2017).
Adicionalmente, en un informe publicado por el Instituto Alexander von Humboldt
(2021) se expuso que para el 2030 se prevé que, debido a las presiones
antropogénicas, la Orinoquia y la Amazonia tendran una reduccion del 9% de sus
coberturas, siendo que, ecosistemas como selvas tropicales y sabanas inundables
seran afectadas significativamente, pese a ser actualmente las areas mas grandes

con menos transformacion en el pais.

m Contaminacion causada por infraestructuras

Una de las mayores causas de contaminacion ambiental son las
infraestructuras viales. Asi, es de importancia entender que la fauna cercana a la
infraestructura vial es afectada principalmente por dos tipos de contaminacion:
luminica y acustica (Cauich, 2021). La contaminacion luminica hace referencia a la
emisidon excesiva de luz artificial (Reichmann-Martinez, 2022), la cual puede alterar

la orientacion, el comportamiento, metabolismo y crecimiento de los organismos
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regulados por ritmos circadianos (Xue et al., 2020; Cauich, 2021). Igualmente, se
ha descrito que el aumento de la luminosidad puede generar que se extiendan los
periodos de actividad de especies diurnas o crepusculares (Cauich, 2021). Cabe
mencionar que la sensibilidad a la luz depende del disefio y tamafio del ojo del
organismo (Gaston et al., 2012; Bliss-Ketchum et al., 2016), partiendo de ello, se ha
planteado que ante la luz artificial los mamiferos son los méas afectados
conductualmente debido a la estructura fisica de su ojo (Bliss-Ketchum et al., 2016).

Por otro lado, la contaminacién por ruido se ha descrito que este altera la
distribucion espacial y disuade a la vida silvestre de ocupar areas importantes para
alimentacion y reproduccion, interfiere en la comunicacion, el forrajeo, la fisiologia y
el comportamiento de los organismos al inducir el estrés o distraer e impedir que
estos presten atencion a la informacién pertinente del entorno (Kleist et al., 2018;
Kok et al., 2023). Con esto, la respuesta conductual méas frecuente de los mamiferos
es evitar estas fuentes de contaminaciéon (Bliss-Ketchum et al., 2016; Erbe et
al.,2022). De esta manera, la contaminacion por ruido y luz puede impulsar cambios
en la distribucion y el uso del habitat (Kok et al., 2023). En el contexto de las
carreteras, esta respuesta genera preocupacion, pues, cuando los habitats son muy
fragmentados y la conectividad limitada, la contaminacion sonora y luminica genera
una barrera para la migracion y dispersion de la fauna (Barber et al., 2011; Bliss-
Ketchum et al., 2016; Erbe et al., 2022) lo que a largo plazo puede afectar la

diversidad genética y limitar el acceso a recursos (Bliss-Ketchum et al., 2016).

m Antropizacion

La antropizacion se manifiesta cuando la acciéon del hombre genera pérdida
y modificacion en las condiciones naturales de un ecosistema (Ornelas et al., 2019;
Ramén y Bollo, 2023). Por lo general, estas modificaciones se ejecutan para

construir infraestructura de vivienda o vial, usar energias no renovables o expandir
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la frontera agricola y ganadera (Dornelas, 2010; Ochoa-Ochoa y Rios-Mufioz,
2019).

Asi, para la fauna la antropizacion conduce a la pérdida en la calidad del
habitat (Perrin et al., 2023). Esta pérdida trae consigo la escasez o ausencia de
recursos esenciales para las especies (Martinez-Polanco, 2008). Las poblaciones
de mamiferos medianos y grandes requieren de extensas areas de habitat para
suplir sus necesidades (Gallardo-Tellez, 2021), por lo tanto, en estos organismos,
la antropizacion genera una mayor presion ya que se incrementa el riesgo de ser
atropellados al movilizarse con mas frecuencia en la busqueda de recursos
esenciales en zonas fragmentadas (Rojano et al., 2023).

Sumado a ello, la pérdida y fragmentacion del habitat disminuye el tamafio
de las poblaciones y promueve la pérdida de la diversidad genética (Lino et al.,
2019). Estos efectos ya se han reportado para poblaciones de 0sos hormigueros
(Rojano et al., 2023).

m Cambios de uso de suelo

Los cambios en el uso del suelo son ocasionados por actividades humanas
como la agricultura, expansion urbana y la deforestacion y por fenédmenos naturales
como el cambio climético, la erosién y las inundaciones (Gelvez, 2021). Asi, el
cambio en el uso de la tierra es una de las principales causas en la pérdida de
biodiversidad global (Watt, 2020), ya que este proceso genera fragmentacion y
pérdida de habitat, pérdida en la conectividad y aumento en las interacciones
humano-fauna (Narayan y Rana, 2023). Igualmente, altera la composicion y
diversidad de los biomas con el incremento en la contaminacion y alteracion de la
calidad de los recursos (Isaacsa et al., 2016; da Silva et al., 2018; Gelvez, 2021).

Ahora bien, la fauna reacciona de diferentes maneras a los cambios en el
uso de la tierra (Watt, 2020). Los mamiferos grandes dificilmente se mantienen en

paisajes dominados por humanos (Sieber et al., 2015), pues, a menudo la
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transformacion de los ecosistemas conlleva a una reduccion en la oferta de recursos
necesarios para alimentarse, refugiarse o reproducirse, lo que genera que las
especies se vean obligadas a buscar estos servicios, movilizandose a través de
otros espacios que en ocasiones le son hostiles e incrementan el riesgo de
atropellamiento (San Vicente y Valencia, 2008).

Cabe destacar que para Colombia las mayores transformaciones de los
ecosistemas naturales estan vinculadas a la expansion de la frontera agricola y
ganadera (Humboldt, 2021). En la Orinoquia las sabanas naturales se han
transformado principalmente por el acelerado desarrollo de la agricultura con
cultivos de palma de aceite y el desarrollo de la industria petrolera, la ganaderia y
la expansion urbana con un marcado incremento en la infraestructura vial (Instituto
Alexander Von Humboldt, 2021; Ramos-Diaz, 2021).

m Deforestacion

La deforestacion es un proceso de destruccién donde se elimina una zona
verde como consecuencia de fendbmenos naturales o antropogénicos (Panesso et
al., 2023). La deforestacion causada por el hombre es producto de la tala de arboles,
incendios provocados, conflictos bélicos y el crecimiento agricola, ganadero,
minero, vial y urbanistico (Panesso et al., 2023).

En la naturaleza, este fendbmeno genera probleméaticas como: alteracién de
la temperatura, retencidon y emision de gases de efecto invernadero, inundaciones,
compactacion del suelo y pérdida de habitat generando dafios en el ecosistema y
reduccion de biodiversidad (Bonfanti y Sanchez, 2019, Saucedo-Banda, 2023).
Igualmente, la deforestacion afecta negativamente la riqueza y dispersion de las
especies y las dinamicas troficas de los ecosistemas, siendo que, a partir de su
accion, las poblaciones pueden enfrentar procesos graves de defaunacion

(Calderon-Caro y Benavidez, 2022).
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Se estima que globalmente se ha perdido el 15% de las coberturas vegetales
como consecuencia de este fendmeno (Panesso et al., 2023). En Colombia, las
areas deforestadas entre el 2019 y 2020 aumentaron entre 158 mil a mas de 171
mil hectareas (Instituto Alexander Von Humboldt, 2022), gracias al cambio en el uso

del suelo principalmente con la construccion de carreteras (Chaves, 2023).

m Carreteras

Las carreteras son elementos de comunicacion terrestre vitales para el
desarrollo de una poblacién (Villanueva et al., 2018). Sin embargo, estos sistemas
generan ciertas consecuencias negativas sobre el ecosistema como la
fragmentacion, el efecto barrera, el aislamiento de poblaciones, dispersion de
especies exaoticas, cambios micro climaticos, produccion de ruido y luminosidad,
contaminacion quimica, modificaciones en el comportamiento de los animales y el
incremento de las tasas de mortalidad por atropellamiento (Arroyave et al., 2006;
Coffin, 2007; Delgado, 2014; Barragan-Ruiz, 2020).

Asi, es el atropellamiento el que mayor efecto tiene sobre las poblaciones de
vertebrados silvestres especialmente los mamiferos ya que las vias representan un
factor de mortalidad que los amenaza, pues eventualmente se incrementa el riesgo
de desaparicion local de especies y poblaciones ya que estos por lo general
presentan bajas tasas de reproduccion y recorren amplios territorios (Coffin, 2007,
Laurance et al., 2009; Seijas et al., 2013; Delgado, 2014, Coitifio-Banquero, 2019;
Cervantes-Huerta y Duran-Antonio, 2022).

Lo anterior debido a que las carreteras resultan como elementos atractivos
para algunos animales en busca de alimentos o termorregulacion (Arroyave et al.,
2006). Igualmente, ciertos patrones de conducta como migraciones, cortejo,
reproduccion, apareamiento, entre otros, ocasionan que haya una mayor cantidad
de animales muertos en determinados periodos (Cupul, 2002; Arroyave et al.,

2006). Sumado a esto, aquellas especies que tienen distintos corredores de
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movimiento para sus actividades biolégicas estdn mas expuestas debido a que
entre mas caminos tengan que cruzar dentro de su area de distribucién, mayor sera
la probabilidad de una colision (Jaramillo-Fayad et al., 2021).

Teniendo en cuenta lo anterior, se ha reportado que esta problematica
anualmente afecta millones de organismos en el mundo pues paises como Brasil
han estimado un total de 475 millones de animales atropellados, Estados Unidos
365 millones y Australia cinco millones de anfibios y reptiles (Davenport y
Davenport, 2006; Bager et al., 2016; Jaramillo-Fayad et al., 2021).

m Carreteras de Colombia

En Colombia existen aproximadamente 206.102 km de carreteras de las
cuales 299,45 km corresponden para el departamento de Casanare donde el
83,90% de las vias son pavimentadas (INVIAS, 2022). Ahora bien, en la busqueda
de fortalecer el flujo de mercancias, personas y potenciar la presencia del estado
en las zonas mas remotas se preveé que para el 2035 el pais tendra un aumento de
7.000 km en carreteras (Jaramillo-Fayad et al., 2021).

De acuerdo con Benavides y et al., (2015) es inevitable que estas nuevas
intervenciones se ejecuten en zonas de alta biodiversidad, de endemismos, o de
ecosistemas vulnerables, por lo cual, es vital la incorporacién de acciones de
mitigacion a los procesos de disefio, construccion y operacion ya que segun
Jaramillo-Fayad y et al., (2021) actualmente la mayoria de las vias del pais han sido
construidas sin planificar disefios que eviten y reduzcan los impactos de las vias
sobre los ecosistemas o la fauna silvestre.

Asimismo, para la region de la Orinoquia se ha reportado que en el
departamento de Casanare, el mayor niumero de colisiones esta asociado a la
especie Caiman crocodilus, mientras en lo relacionado con los mamiferos, las
especies mas atropelladas fueron Tamandua tetradactyla y Cerdocyon thous, sin

embargo, destaca este factor sobre especies amenazadas como Myrmecophaga
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tridactyla (Rojano y Avila, 2021; Garcia-Lépez y Garcia-Peluffo, 2022).

m Hotspots o puntos calientes de atropellamientos

Los puntos calientes de atropellamientos son considerados como las zonas,
tramos o intersecciones en donde se concentra la mayor cantidad de accidentes
viales, que no son producto del azar y, por tanto, se convierten en potenciales
puntos de intervencion haciendo necesario el uso de datos de localizacion que
permitan estimar las tasas de colision entre animales y vehiculos (Jibril y
Wabundani, 2014; Santos et al., 2015; Bermudez, 2019; Lota et al., 2022).

Esta localizacion requiere de un examen regular de los cadaveres en
carreteras con la finalidad de identificarlos y georreferenciarlos. Por lo general los
hotspots se determinan considerando los taxones por separado, ya que algunas
medidas de mitigacion son especificas del taxéon (luell et al., 2003; Glista et al.,
2009; Santos et al., 2015; Rodriguez-Castro et al., 2017). Seguidamente estos
puntos se hallan mediante herramientas estadisticas basadas en la distancia media
observada de los sitios de los atropellamientos de los vecinos proximos (Lota et al.,
2022).

Asi, su caracterizacion es necesaria en la evaluacion de la muerte de la
fauna y la estimacion de las areas propensas de accidentalidad con la finalidad de
establecerlas como areas prioritarias para la aplicacion de medidas de
conservacion y mitigacion (Rojano y Avila, 2021). Con ello, es recomendable que
estas investigaciones se ejecuten junto con analisis centrados en la distribucion,
abundancia y patrones de movimiento de los animales en el area aledafa

(Ascenséo et al., 2019; Cervantes-Huerta y Duran, 2022).
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4.2 Superorden Xenarthra

Actualmente los integrantes de este superorden se distribuyen en
Norteamérica, Centroamérica y Suramérica, sin embargo, hace 65-80 Ma se
originaron en Sudameérica tras la separacion del continente africano (Superina y
Abba, 2020). Los Xenarthra se encuentran conformados por los clados Pilosa
(osos hormigueros y perezosos) y Cingulata (armadillos), los cuales comparten
caracteristicas unicas como articulaciones intervertebrales adicionales, reduccion
o pérdida de dientes premaxilares, tasas metabdlicas basales bajas y
temperaturas corporales bajas y cambiantes (Gaudin y McDonald, 2008; Vizcaino
y Loughry, 2008; Superina y Abba, 2020; Basso, 2021). Sumado a ello sus hébitos
son terrestres, cavadores o arboricolas, razon por la cual, tienen extremidades
modificadas con ufias grandes y robustas (Basso, 2021).

Filogenéticamente, los Xenartros se consideran como uno de los cuatro
linajes principales de mamiferos placentarios (Springer et al., 2005; Murphy et al.,
2007; Superina y Abba, 2020). En la actualidad estan representados con 31
especies donde 21 especies son armadillos, 6 perezosos y 4 0sos hormigueros
(Barragan-Ruiz, 2020), no obstante, esto corresponde a una pequefia proporcion
del pasado ya que se constituian de 400 especies en el Cenozoico (Basso, 2021).

4.2.1 Orden pilosa

El orden Pilosa se compone de cuatro familias: Myrmecophagidae,
Cyclopedidae, Bradypodidae y Megalonychidae (Noss et al., 2010) que se
distribuyen Unicamente en América Central y del Sur (Reyes-Amaya et al., 2015).
Cabe sefalar que estos se diferencian del orden Cingulata porque su cuerpo no
esta cubierto por un caparazon dérmico si no por pelo (Cuartas y Marin, 2014).
Actualmente se considera que este orden posee 10 especies vivas, para Colombia

se reportan 7 donde 4 son de hormigueros y 3 de perezosos (Reyes-Amaya et al.,
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2015).

m Suborden Vermilingua

El suborden Vermilingua se constituye por dos familias: Myrmecophagidae
y Cyclopedidae (NCBI, 2023). Estos organismos se caracterizan por la morfologia
de su lengua ya que es larga, delgada y protractil y le permite alimentarse de
insectos eusociales (Casali y Perini, 2017; Casali et al., 2017). Por otra parte, la
distribucion de estos organismos es exclusivamente Neotropical desde México

hasta Argentina (Casali et al., 2017).

m Familia Mymercophagidae

La familia Myrmecophagidae se encuentra representada por los géneros
Myrmecophaga y Tamandua (Gardner, 2008; Portillo et al., 2022). En este sentido
los individuos se diferencian por mantener una dieta insectivora, poseer un buen
desarrollo del sentido del olfato, pero no de la vista y el oido, un rostro alargado,
una lengua larga, pegajosa y retractil, carecer de dientes, tener mucho pelo en la
cola y presentar cinco dedos con cuatro garras en los miembros anteriores y
posteriores que se adaptan para funciones terrestres como desenterrar hormigas

y romper termiteros (Cuartas y Marin, 2014; Portillo et al., 2022).

m Mymercophaga tridactyla - Oso palmero

Esta especie conocida comunmente como 0so bandera, oso caballo u 0so
hormiguero gigante, histéricamente se ha distribuido desde Belice hasta el norte
de Argentina, (Parera, 2002; Fuster et al., 2018); sin embargo, en el transcurso de
los ultimos 200 afios, su rango de distribucion ha disminuido significativamente

siendo que, se considera extinta en paises como Uruguay, Belice, Guatemala y El
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salvador (Parera, 2002; Pérez y Llarin, 2009; Gonzélez y Martinez-Lanfranco,
2010; Ameneiros et al., 2015; Roberto, 2017).

Morfologicamente esta especie presenta una cabeza elongada y angosta
cubierta con pelo corto, delgado y duro, su nariz y orejas son pequefias, las
extremidades anteriores tienen tres garras grandes y dos pequefias, mientras las
posteriores tienen cinco garras cortas y su cola es larga y voluminosa compuesta
por pelos que cuelgan (Noss et al.,, 2010). Adicionalmente, presenta una
coloracion gris-marrén en la zona dorsal acompafiada de una caracteristica franja
ancha, negra, bordeada de blanco que se extiende desde los hombros hasta el

pecho y cuello (Noss et al., 2010) (Figura 1).

Figura 1. Individuo adulto de la especie Myrmecophaga tridactyla avistado en la

sabana inundable del departamento del Casanare

Foto: tomada por Cunaguaro, 2021 (https://www.cunaguaro.org/)

De manera general, estos organismos ocupan biomas como los bosques
lluviosos y secos, sabanas arboladas y pastizales abiertos, no frecuentan zonas
altas ni frias, mantiene una dieta principalmente de hormigas y termitas (Di Blanco,
2015; Jiménez et al., 2015), pesan entre los 20 y 45 kg, alcanzan longitudes entre
los 1.8 a 2.2 m y logran su madurez sexual alrededor de los dos a los tres afios,
razon por la cual se catalogan como especies con bajas tasas reproductivas al

encontrarse un promedio de una cria por afio durante un periodo de gestacion
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media de 190 dias (Di Blanco, 2015; Superina y Abba, 2020). Igualmente, se
consideran como individuos solitarios excepto por las épocas reproductivas
comprendidas entre ciclos de tres a cinco dias y la relacién entre la madre y su
cria durante el periodo de crianza de un afio (Del Valle y Halloy, 2003; Jiménez et
al., 2015).

Respecto a conservacion se considera que ademas de las perturbaciones
antropogénicas por cambio de habitat y por los atropellamientos, caracteristicas
como la especializacion de la dieta, la baja tasa reproductiva, la ineficiente
capacidad de fuga y los periodos largos de cuidados parental inciden en su

supervivencia (Fuster et al., 2018).

m Tamandua tetradactyla - Oso Melero

Esta especie conocida como 0oso melero, oso hormiguero de collar, oso
colmenero o zorro hormiguero se caracteriza por habitar biomas como bosques
hamedos tropicales, bosques secundarios, areas inundadas, sabanas vy
manglares (Alberico et al., 2000; Alzate-Gaviria et al., 2016). En suma, presentan
comportamientos solitarios y arboricolas, su dieta esta constituida por termitas,
hormigas, pupas de insectos, abejas, heterépteros, miel y semillas y son maduros
sexualmente tras los dos afios siendo que su gestacion tiene una duracion de 130
a 190 dias (Pérez y Gonzales, 2004; Valdes y Brenes, 2012; Hossotani y Luna,
2016; Dupont et al., 2018).

Morfologicamente son de tamafio mediano ya que miden desde 1 a 1,5 m
de longitud total y pesan entre 3.8 kg a 8.5 kg, presenta un craneo alargado y
estrecho, una boca pequefia y sin dientes, una lengua larga provista con saliva
pegajosa, ojos pequefios y orejas redondeadas grandes, cola y patas delanteras
con garras curvas y largas (Alves da Rosa et al., 2010; Dupont et al., 2018). Estos
individuos presentan una coloracién variable en tonalidades doradas, marrén, o

negro (Rojano et al., 2014) (Figura 2).
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Figura 2. Individuo adulto de la especie Tamandua tetradactyla

Foto: tomada por Scholl (2015)

4.2.2 Dimorfismo sexual

El dimorfismo sexual refiere a las diferencias morfologicas y fisioldgicas que
identifican a los individuos del sexo opuesto de una especie, este presenta un
grado de caracterizaciéon por lo cual varia entre las especies, siendo que algunas
no poseen (Chirinos et al., 2011).

En el caso particular de las especies Myrmecophaga tridactyla y Tamandua
tetradactyla existe una ausencia de este conjunto de rasgos, por lo que para su
caracterizacion sexual es necesario la intervencion y manipulacion del organismo
para la aplicaciéon de técnicas de palpacion de estructuras como criptorquidia y el
saco urogenital (Braga, 2010); cabe destacar que esta técnica suele complicarse
debido a la localizacion interna de los testiculos, la casi ausencia de un perineoy

el reducido tamafio del pene (Rossi et al., 2013).

4.2.3 Ecologia molecular

La ecologia molecular es una ciencia interdisciplinar que usa herramientas,

teorias y enfoques de la biologia molecular, genémica y bioinformatica para
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resolver incognitas de la ecologia, evolucion, conservacion y etologia (Andrew et
al., 2013; Rodriguez-Correa et al., 2017).

Esta disciplina ha evolucionado gracias a la implementacion de nuevas
tecnologias moleculares (Eguiarte et al., 2007; Rowe et al., 2017), que han sido un
aliado importante para el estudio de las poblaciones, al facilitar la identificacién de
especies, el sexaje, los andlisis de diversidad, la filogeografia y el estado
epidemioldgico de las especies (Barragan-Ruiz et al., 2021a; Moore et al., 2023).

En el sexaje molecular se ha demostrado que el empleo de marcadores
moleculares, es eficiente para la identificacion de machos y hembras en casos
donde las especies 0 sus circunstancias impiden la identificacion a través de
caracteristicas fisicas distintivas (Matta-Camacho et al., 2009); asi, esta técnica
garantiza resultados confiables, exactos y rapidos e igualmente constituye un
método que minimiza el estrés de los organismos durante la toma de muestra
(Velarde-Félix et al., 2008; Matta-Camacho et al., 2009).

A partir de lo anterior, la identificacion molecular del sexo ha jugado un papel
crucial en ramas como la ecologia, evolucién, genética de poblaciones,
identificacion forense y conservacion (Matta-Camacho et al., 2009), siendo que, en
campos como ecologia de carreteras, la determinacién molecular del sexo se ha
constituido como una técnica efectiva para identificar la razon sexual de los
cadaveres tras la colision ya que debido al estado de descomposicion de los
cuerpos no siempre se logra determinar a partir de caracteres morfolégicos (Rojano
et al., 2023).

4.2 .4 Genética molecular en Xenarthras

En los Xenarthras las técnicas moleculares han permitido resolver incognitas
asociadas a su filogenia taxonomica, filogeografia, evolucion y sexualidad,
(Superina y Loughry, 2015; Gabrielli, 2021; Salazar-Moscoso et al., 2022). En el

caso especifico de los Vermilingua recientemente se han incrementado los estudios
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asociados a su sexualidad ya que al estar ausentes las diferencias sexuales
(Guiscafré y Cotts, 2021), hace que organismos como T. tetradactyla y otros 0sos

hormigueros sean susceptibles a errores de sexado (Cots et al., 2019).

m Sexaje molecular

El sexaje molecular se desarrolla gracias a las diferencias genéticas
presentes en los cromosomas sexuales (Bento et al., 2019; Lim et al., 2020). En la
mayoria de los mamiferos los cromosomas sexuales son heterogaméticos ya que
los machos presentan un sistema XY mientras las hembras son XX, siendo que la
presencia del cromosoma Y es determinante para el desarrollo masculino
(Colorado-Garzon et al., 2012). Esta masculinizacion es gracias a la activacion de
la region SRY (sex determining region del cromosoma Y) ya que durante la etapa
embrionaria se encarga del desarrollo de los testiculos y caracteres secundarios al
activar una liberacién de hormonas (Arias y Huanca, 2009; Cervantes et al., 2009;
Caselli-Schrader, 2013). Sumado a ello, el gen SRY es una secuencia altamente
conservada en mamiferos (Caselli-Schrader, 2013).

Teniendo en cuenta lo anterior, Barragan-Ruiz et al., (2021a) exponen que
la amplificacion de este gen es idonea para el reconocimiento del sexo masculino
en este orden; pues al observarse los productos de amplificacién de este gen en un
gel de agarosa se puede identificar a los machos a través de la presencia de una
Unica banda y en ausencia de esta a las hembras (Caselli-Schrader, 2013); sin
embargo, la amplificacion de este Unico gen es un riesgo debido a la posibilidad de
obtener falsos negativos (es decir, exceso de genotipos femeninos) por lo que es
necesario la co-amplificacion de otros genes (Barragan-Ruiz et al., 2021a; Aznar-
Cormano et al., 2021).

Para mamiferos, ademas de la regién Y (SRY) comunmente se utiliza el gen
del dedo de zinc (ZF) (Pelizzon et al., 2017; Lim et al., 2020). El gen ZF se encuentra

en el cromosoma X (ZFX) y en el cromosoma Y (ZFY) en la region pseudo-
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autosémica (Lim et al., 2020); al estar presentes en los dos cromosomas sexuales
son eficientes como control positivo de PCR (Arias y Huanca, 2009; Barragan-Ruiz
et al., 2021a; Lim et al., 2020).

Cabe destacar que la co-amplificacion o PCR multiplex se realiza porque, en
ocasiones, la baja calidad del ADN con la que se trabaja (tejidos degradados,
especimenes de museo o muestras fecales), puede generar inconsistencias en el
resultado por la presencia de inhibidores en las muestras (Joshi et al., 2019).

En este sentido, para la realizacion del sexaje por PCR las fuentes
potenciales de ADN son pelos, plumas, ufas, sangre, heces, orina, escamas,
cascaras de huevo, tejido de animales muertos, especimenes de museo o fésiles
(Nardelli et al., 2011). En este sentido, si se considera la densidad celular la mayor
fuente de ADN es ofrecida por tejidos ricos en células como el higado, musculo o
la sangre, lo cual contrasta con la poca recuperacion que se puede obtener de
tejidos con menor densidad como plumas, huesos, pelos, escamas, ufias y cuernos
(Bengtsson et al., 2012); no obstante, la densidad celular de un tejidos varia entre
taxones, especie e incluso entre individuos ya que estos cambios estan dados por
las condiciones funcionales, espaciales o temporales que enfrentan los organismos
a lo largo de la vida (Bengtsson et al., 2012).

Sumado a lo anterior, esta técnica es eficiente ante la ausencia de
dimorfismo sexual en una especie, ya que proveen muestras de ADN no invasivas
gue permite caracterizar a los organismos sin tener que capturarlos o incomodarlos
(Taberlet et al., 1999; Cervantes et al., 2009) o en el caso de pérdida de caracteres

taxonomicos, como en el caso de los atropellamientos.
m ADN de muestras de tejido
Los tejidos son agregaciones de células especializadas (Richardson y

Goosen-de Roo, 2009). De esta manera, en animales, los tejidos se clasifican

principalmente en epitelial, conectivo, muscular o nervioso (Boal, 2012). En este
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sentido, los tejidos son una excelente fuente de ADN debido a su alta densidad
celular, no obstante, son susceptibles a degradarse rapidamente por lo que es
necesario almacenarlos y procesarlos tras recolectarlos (Drug-Farma, 2006). En
consecuencia, la calidad del ADN depende de la edad del tejido y sus condiciones

de conservacion (Drug-Farma, 2006).

m ADN de muestras de sangre

La sangre se constituye un 50% de plasma y el restante de elementos
celulares como eritrocitos, plaquetas y leucocitos (Curtis et al., 2008). En
mamiferos, los eritrocitos (tras su maduracion) y plaguetas (desde su génesis)
pierden su nucleo mientras los leucocitos lo conservan (Moras et al., 2017; Soslau,
2020; Martin y D’Avino, 2022; Ducamp y Ostuni, 2023); por tanto, para los analisis
con ADN gendmico las células de interés son los leucocitos (Lee y Tripathi, 2020).

El ADN presente en la sangre es de alta calidad (Lee y Tripathi, 2020), sin
embargo, las células son fragiles y se degradan rapidamente tras el muestreo por
lo que es un desafio preservarlas con el tiempo (Ait-Belkacem et al., 2021). Ante
este panorama, una opcién son las muestras de sangre seca ya que facilita su
recoleccion, el almacenamiento y conservacién y disminuye los riesgos de

contaminacion bacteriana o por hemdlisis (Gupta y Mahajan, 2018).

m  ADN de muestra de pelo

Los pelos son elementos epidérmicos queratinizados (Alberts et al., 2010).
Su estructura consiste principalmente en el tallo y la raiz (Liu et al., 2023). La raiz
posee un bulbo que contiene una papila folicular (Sanchez et al., 2010). La papila
folicular se caracteriza por contener células madre, melanocitos y melanosomas e
igualmente el tallo presenta células medulares (Sanchez et al., 2010).

En el cabello o pelo se puede encontrar ADN gendmico nuclear y
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mitocondrial. Sin embargo, el ADN del cabello es muy degradado y fragmentado
(Liu et al., 2023). Segun Vaishali y et al., (2019) las células del bulbo contienen la
mayor cantidad de ADN ya que en el cabello son las Unicas células nucleadas
debido a que las otras células a medida que se alejan de la capa germinativa por el
tallo se aplanan, endurecen y pierden su nucleo (Juarez et al., 2007; D'Orio et al.,
2023).

4.3 Ecologia de paisaje

La ecologia del paisaje es una disciplina que se caracteriza por estudiar las
variaciones y funciones de un territorio a diferentes escalas espaciales para
determinar su composicion y configuracion (Gurrutxaga y Lozano, 2008). Asi, esta
se centra en el analisis de variables del paisaje como patrones espaciales (tamafio,
formas, parches, conectividad y corredores), fragmentacion, heterogeneidad, usos
del suelo, coberturas vegetales, entre otros (Aguilera, 2010).

Partiendo de lo anterior, los parametros son evaluados por medio de indices,
sistemas de informacion geografica y métricas (Aguilera, 2010). Las métricas que
dependen del enfoque investigativo evallan la estructura de un paisaje
considerando tres niveles: nivel fragmento o parches, nivel clase y nivel paisaje
(Medina, 2022).

En la actualidad, las métricas permiten cuantificar los cambios de un territorio
a través del uso de indices (Medina, 2022). Un ejemplo de lo anterior fue expuesto
por Correa et al., (2014) pues, para cuantificar la estructura y conectividad de un
area durante un periodo de tiempo especifico utilizaron diez indices de paisaje como
métricas de area y configuracion de fragmentos (porcentaje de cobertura, tamafio
del fragmento, indice del fragmento mas grande y densidad de fragmentos) y
meétricas de conectividad y aislamiento (indice de proximidad, Conectancia
y Cohesion).
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Por otro lado, el uso de este enfoque en la resolucion de problematicas dentro
de los vermilingua ha sido principalmente para analisis de atropellamiento,
distribucion, uso de habitat, fragmentacion y urbanizacion (Gutiérrez-Sanabria,
2017; Mufoz-Vargas, 2022), un ejemplo de ello se refleja en el estudio realizado en
Costa Rica por Gutiérrez-Sanabria (2017) donde el analisis de las variables del
paisaje permiti6 determinar el impacto y las caracteristicas que favorecen el
atropellamiento en la especie Tamandua tetradactyla.

Igualmente, en Colombia el uso especifico de sistemas de informacion
geograficos ha facilitado la determinacidn de caracteristicas como el area de vida y
uso de habitat de especies como Myrmecophaga tridactyla, lo cual es un avance,
ya que, el conocimiento de las preferencias de habitats permite predecir patrones
en otras poblaciones de esta especie con condiciones de paisaje ecoldgicamente

similares (Mufioz-Vargas, 2022).

4.4 Biologia molecular para la conservacion

Las iniciativas de conservacion se centran en prevenir y detener la extincion
de las especies (Hennessy, 2014). Bajo este propdsito, los gobiernos crean figuras
como areas protegidas, acuerdos internacionales y marcos juridicos para proteger
a estas especies (Supple y Shapiro, 2018).

En los dltimos afios la genética ha sido una herramienta importante en la
gestion de esta conservacion (Nardelli y Tunez, 2017) ya que permite identificar
“‘puntos criticos” de biodiversidad para priorizar su proteccién (Supple y Shapiro,
2018). Ademas, permite estudiar rapidamente una extensa gama de caracteristicas
individuales y poblacionales de un sitio determinado (Geffen et al., 2007).

Los mayores beneficios de estas herramientas genéticas se obtienen a partir
de la interdisciplinariedad (Byrne, 2018) ya que los datos genéticos son mas utiles
junto con datos tradicionales como historia de vida, distribucién, demografia, etc

(Geffen et al., 2007); siendo que, la sintesis de esta variedad de informacién permite
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la toma de decisiones y el establecimiento de politicas de conservacion mas solidas
desde diferentes perspectivas (Byrne, 2018).

De esta manera, las técnicas moleculares han permitido detectar aspectos
importantes para la conservacion como zonas hibridas y poblaciones mezcladas,
identificar individuos, especies, poblaciones y unidades de conservacion, cuantificar
la dispersion, diversidad y el flujo genético, estimar el tamafo actual e historico de
las poblaciones y evaluar la paternidad, el parentesco, el éxito reproductivo, los
sistemas de apareamiento y la organizacion social (Geffen et al., 2007; Nardelli y
Tanez, 2017).

Ahora bien, uno de los parametros mas importantes en el estudio de la
genética de conservacion es la estimacion del tamafio efectivo de una poblacion
debido a que este andlisis permite calcular la tasa de perdida de variacion genética
y la tasa de endogamia (Geffen et al., 2007). El tamafio efectivo de una poblacion
puede calcularse a partir de datos demogréaficos, no obstante, estos datos son
dificiles de obtener para la mayoria de las especies (Geffen et al., 2007), pues a
menudo la obtencion de estos datos se obstaculiza por la propia historia natural de
las especies (Katz et al., 2020) o el contexto del estudio (animales muertos o restos
de estos) (Zenke et al., 2022).

En poblaciones “ideales” el tamano de una poblacion es constante y la
proporcion de sexos es igual, sin embargo, en las poblaciones “reales” esto no
ocurre (Geffen et al., 2007). Partiendo de ello, para la conservacion es imperativo la
estimacion de las proporciones de sexos ya que las proporciones de sexos
sesgadas en poblaciones pequeias pueden acelerar la extincion local (Katz et al.,
2020). En otras palabras, estos estudios son importantes porque son fuentes de
informacion para evaluar la viabilidad de una poblacion (Holleley et al., 2023) al ser
indicativos del estado de los sistemas de apareamiento y el tamafio efectivo de la
poblacion (Lehne et al., 2018).
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4.4.1 Conservacion y ecologia de carreteras

Debido al impacto que las carreteras ejercen sobre la biodiversidad, se ha
disefiado una amplia gama de herramientas para mitigar sus efectos negativos
(Vasiliev, 2022). Estas estrategias de mitigacion tienen dos propaositos: influir en el
comportamiento de los conductores o influir en el comportamiento animal (Rytwinsk
et al., 2016). Dentro de las primeras estrategias destacan la instalacion de sefiales
de advertencia, educacion ciudadana, medidas para reducir el volumen o velocidad
del trafico y cierres temporales de carreteras (Lester, 2015; Rytwinsk et al., 2016)
mientras en las segundas se encuentran los pasos de fauna aéreos y subterrdneos
(alcantarillas y tuneles), la introduccion de barreras fisicas como cercas, estrategias
para ahuyentan a los animales como repelentes de olores y reflectores de
advertencia, entre otros (Bagery Fontoura, 2013; Bennett, 2017).

Ahora bien, la mortalidad en las carreteras es especifica para cada especie,
pues, una variedad de factores intrinsecos (edad, patrones de actividad, temporada,
género, dieta, respuestas conductuales y tamafio del area de distribucion) influyen
en la tasa de colision (Bennett, 2017), siendo que, la eficacia de las estrategias de
conservacion depende para cada especie (Kusta et al., 2015), debido a que no
existe una estructura o un elemento disuasorio genéricos que se adapte a todos los
organismos, por lo que es imperativo implementar y complementar multiples formas
de mitigacion en los que se tengan en cuenta la historia de vida y los factores

asociados a la vulnerabilidad de las especies afectadas (Bennett, 2017).

4.4.2 Estado de conservacion del orden Xenarthra

El 22,6% de todas las especies de mamiferos evaluadas a nivel global estan
bajo alguna figura de amenaza (Quintela et al., 2022). Dentro de las 31 especies del
orden Xenarthra cinco han sido evaluadas como casi Amenazadas, una en Peligro

Critico y cuatro como Vulnerables (UICN, 2018), no obstante, estos reportes varian
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dependiendo de la localidad, pues, dentro de las quince especies que globalmente
se catalogan en Preocupacion Menor, ocho estan amenazadas en al menos un pais
en el que se han reportado (Superina y Abba, 2020). Para Colombia, la especie M.
tridactyla esta categorizada como amenazada (Rojano y Avila, 2021). Partiendo de
lo anterior, se supone que al menos la mitad de los organismos de este orden
enfrentan amenazas y riesgos significativos para su conservacion (Superina y Abba,
2020).
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5. Antecedentes

5.1 Ecologia de carreteras

A nivel mundial, las carreteras se reconocen como una de las infraestructuras
que mas afectan a la vida silvestre (Pinto et al., 2022). Asi, uno de sus efectos mas
conocidos es el atropellamiento (Marin-Carvajal et al., 2014) ya que amenaza a la
biodiversidad al alterar los patrones de movimientos de los organismos y su flujo de
genes lo que puede conducir a futuro a un aislamiento poblacional y posteriormente
a la pérdida de la diversidad genética (Medrano-Vizcaino et al., 2022). Ahora bien,
debe destacarse que los efectos de estos impactos varian segun las diferentes
regiones, habitats y taxones (Medrano-Vizcaino et al., 2023).

En este sentido, Medrano-Vizcaino et al., (2022) reporté que para
Latinoamérica las tasas de atropellamiento eran altas en paises ubicados en Centro-
América, las regiones andinas (Venezuela, Colombia, Ecuador y Perua), Uruguay, el
este de Brasil, centro y este de Argentina y el sur de Chile; igualmente destacé que
las tasas eran mas altas para aves grandes y mamiferos medianos con
caracteristicas como reproduccién rapida, altas densidades poblacionales,
carrofieros o con dietas basadas en invertebrados siendo que en este estudio, para

mamiferos, el orden taxondmico con la tasa de atropellamiento mas alta fue Pilosa.

5.1.1 Estado de Ecologia de carreteras en Colombia

En Colombia la producciéon de investigaciones académicas en torno al
atropellamiento de vertebrados es limitada (Garcia-Lopez y Garcia-Peluffo, 2022).
Por tal razén, este impacto ha recibido poca atencion en el pais, siendo que, ain no

hay cifras concretas sobre los atropellamientos de fauna silvestre, ni mucho menos,
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evaluacion de los costos generados por la pérdida de servicios ecosistémicos ante
la afectacién sobre la biodiversidad (Meza, 2023; Fayad et al., 2019) ya que, la
mayoria de los estudios se han centrado en el recuento de animales atropellados,
mientras unos pocos han buscado analizar los patrones espacio-temporales o
estimar las tasas de eventos de atropellamiento (Meza, 2023).

Teniendo en cuenta lo anterior, para la regiéon andina, en el municipio de
Envigado, Antioquia, Obando-Tobon (2022) reportd 279 eventos de atropellamiento
para mamiferos no voladores, aves y reptiles; asi, destaca que, en esta area,
especies con caracteristicas como “actividad nocturna”, “busqueda de recursos
(alimento o temperatura)” o “altos requerimientos espaciales” son mas vulnerables
al atropellamiento. Igualmente, Arana-Rivera et al., (2022) registraron en el
departamento del Huila un total de 102 ejemplares muertos donde el 52%
corresponde a mamiferos, el 34% reptiles, 12% aves y 3% anfibios.

Por su parte, Lozano y Patifio-Siro (2020) reportaron en el municipio de San
Jer6nimo, Antioquia 95 eventos de atropellamiento de los cuales el 30%
corresponden a mamiferos, 47% a reptiles, 17% aves, y el 4% a anfibios; sumado
a ello, en la investigacion hallaron una relacion entre el disefio geométrico de las
vias y las colisiones ya que registraron los puntos calientes en segmentos curvos
de las carreteras, por lo que concluyeron que para la fauna de la zona, las carreteras
curvas son mas peligrosas que las lineas rectas.

De igual modo, Uribe (2019) destaca en su estudio en el Valle de Aburra 'y
Oriente Antioquefio un total de 100 animales atropellados donde los mamiferos
representan la mayor cantidad de eventos con 49 registros, las aves con 35
individuos, los reptiles con 11, y finalmente los anfibios con 3. Asi mismo, Uribe
(2019) destaca que las variables que mas influyen en los atropellamientos son
“paisaje/ tipo vegetacion” y “mes de registro”.

Por otro lado, en Santander, Meza (2019) reportd 152 mamiferos

atropellados de los cuales el 91% estaba representados por las especies Didelphis
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marsupialis (la zarigiieya comun), Cerdocyon Thous (zorro cangrejero), Tamandua
mexicana (Tamandua del norte) y Procyon cancrivorus (mapache cangrejero).

Asimismo, en la via el Escobero de Envigado, Antioquia, Delgado (2014)
reporté 35 mamiferos atropellados de los cuales el 54% correspondian a
marsupiales, 26% a carnivoros y 17% a roedores. En adicion, en el 2007, este
mismo investigador, reporto en el area 58 mamiferos atropellados donde el 34%
eran marsupiales, 34% roedores, 21% carnivoros, 5% insectivoros, 3% leporidos y
2% dasipodidos (Delgado, 2007).

Ahora bien, para la region del Caribe, Lopez et al., (2022) en la Ruta 90
“troncal del caribe”, hallé 98 ejemplares de vertebrados atropellados entre los cuales
45 eran reptiles, 43 anfibios, 8 mamiferos y 2 aves. En adicion, Lopez et al., (2022)
reporté una tasa de atropellamientos de 1,36 individuos/kildmetro por dia. Por su
parte, Adarraga-Caballero y Gutiérrez-Moreno (2019) evaluaron en el departamento
de Magdalena dos tramos donde la tasa de atropellamiento del primer segmento
era de 0.16 Ind/km y 0.12 Ind/km para el segundo; igualmente encontraron un total
de 208 atropellamientos de los que 77 eran mamiferos, 63 reptiles, 48 aves y 20
anfibios.

A su vez, en el departamento de Sucre, De La Ossa-Nadjar y De la Ossa-V
(2015) reportaron 608 individuos atropellados entre los cuales 253 eran anfibios,
219 reptiles y 111 mamiferos; adicionalmente destacaron que variables climaticas
como “sequia” se relacionaban con el aumento en los atropellamientos ya que, ante
la escasez de alimento derivada de la falta de lluvias, los animales se veian
obligados a recorrer mayores distancias y cruzar vias.

En simultdneo De La Ossa-V y Galvan-Guevara (2015) registraron en el
departamento de Sucre 431 eventos de atropellamientos donde 28% eran
mamiferos, 28% aves, 22% reptiles y 21% anfibios, asi, destacaron que las especies
mas afectadas eran C. thous (zorro), Iguana iguana (iguana), Crotophaga ani
(garrapatero), T. mexicana (tamandua del norte) y D. marsupialis (zariglieya).

Finalmente, Payan et al., (2013) reportaron para la “ruta del sol”, 340 vertebrados
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atropellados dentro de los cuales los mamiferos eran los méas afectados. Cabe
destacar que en esta investigacion se hallé una tasa de mortalidad anual de
45/ind/km

Respecto a la regidon del Pacifico, en el Valle del cauca, Stasiukynas et al.,
(2021) reportaron 175 eventos de atropellamiento, dentro de las cuales las especies
mas afectadas eran D. marsupialis (zariglieya) y Rhinella marina (sapo) ya que
tenian comportamientos generalistas y tolerantes a altos grados de perturbaciéon
antropogénica. Por otro lado, Castillo et al., (2015) registré en un segmento de la
via panamericana 894 individuos atropellados de los que 362 eran mamiferos, 288
anfibios, 186 aves y 58 reptiles. Cabe destacar que segun Garcia-Lépez y Garcia-
Peluffo, (2022) para la regiébn amazonica no se ha publicado ningun articulo
relacionado con este campo.

En cuanto a la Orinoquia, Garcia-Lépez y Garcia-Peluffo (2022) expusieron
que en esta region la mayoria de los organismos afectados pertenecen a reptiles y
mamiferos. Por su parte, Rojano y Avila (2021) registraron 139 eventos de colision
dentro de los cuales sobresalen 8 especies de mamiferos destacando 13 individuos
de Tamandua tetradactyla (oso melero) y siete de Myrmecophaga tridactyla (0so
palmero). Adicionalmente, Holguin-Contreras (2019) report6 en el tramo
Villavicencio - Casanare, un total de 87 eventos de atropellamientos donde 20
corresponden para la especie M. tridactyla y 67 para T. tetradactyla. Igualmente,
Duran-Galindo (2018) registré 262 ejemplares de organismos atropellados dentro
de los cuales las especies con mas eventos de atropellamiento fueron T.
tetradactyla, Didelphis spp. (zarigiieya), C. ani (garrapatero), R. marina (sapo), .

iguana (iguana) y Megascops choliba (lechucita neotropical).

5.2 Identificacion molecular del sexo en mamiferos

La literatura evidencia como las herramientas moleculares han sido un gran

aliado para el estudio de las especies de mamiferos. Por ejemplo Girkan et al.,
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(2023) determino el sexo de 109 individuos atropellados de las especies Canis
aureus (Chacal dorado), Canis lupus (lobo) y Vulpes vulpes (zorro comun) por
medio de la amplificacion por reaccion en cadena polimerasa (PCR) de genes
especificos de los cromosomas X y Y (Zfx y Zfy), encontrando que estos
procedimientos son herramientas Utiles en estas especies ya que logran establecer
diferencias entre machos y hembras al detectar dos bandas de ADN para los
machos y una banda en las hembras en la mayoria de las especies.

Por su parte, Barragan-Ruiz et al., (2021a) estandarizaron para los Xenarthra
los protocolos de identificacion genética del sexo con individuos atropellados de las
especies Myrmecophaga tridactyla (oso hormiguero), Tamandua tetradactyla (0so
melero) y Euphractus sexcinctus (armadillo amarillo). Lo anterior, por medio de la
amplificacion por PCR de fragmentos nucleares Zinc Finger ( Zfx y Zfy) y de la region
Y (SRY). Asi, Barragan-Ruiz et al., (2021a) demostraron que esta técnica es
eficiente para la identificacion del sexo en ejemplares sin dimorfismo sexual o sin
caracteristicas morfolégicas de diagnéstico luego de procesos como el
atropellamiento.

A su vez, Lim et al., (2020) realizé el sexaje para la especie Tapirus indicus
(tapir malayo) usando muestras de sangre y tejido de individuos silvestres
(rescatados, translocados, atrapados y atropellados) y en cautiverio. Esta
identificacion Lim et al., (2020) la realizaron mediante la amplificaciéon por PCR de
la region SRY y el gen Zinc Finger, encontrando que el sistema de marcadores
SRY/ZF era confiable al generar resultados que le permitieron tipificar con precision
el sexo de todos los 31 individuos (100%) analizados en la investigacion.
Igualmente, Miotto et al., (2012) determinaron el sexo de 11 individuos atropellados
de la especie Puma concolor (puma) a partir de la amplificaciéon por PCR del gen
amelogenina (AMELX y AMELY) presente en ambos cromosomas sexuales,
reportando 10 individuos machos y 1 un individuo hembra.

Finalmente, Russell et al.,, (2011) determino el sexo de zarigleyas

atropelladas a través de la amplificacién simultanea por PCR de cebadores W-
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(G6PD) y ligados a Y. De esta manera Russell et al., (2011) encontraron que esta
metodologia proporciona datos valiosos para las especies atropelladas que
normalmente no es posible asignar el sexo en campo ya que logré determinar el
sexo de 66 especimenes, aumentando asi, el tamafio de su muestra para futuros

analisis ecoldgicos y de conservacion en esta especie.

5.2.1 Identificacién molecular del sexo en especimenes colombianos

Una revision sistematica realizada durante los dltimos 10 afios mostré que
en Colombia no se han reportado estudios que determinen el sexo de mamiferos a
través de herramientas moleculares, casos que todavia son mas improbables al
hablar de animales atropellados.

Sin embargo, en aves, la identificacion molecular del sexo se ha mostrado
como una herramienta util para conseguir ejecutar programas de monitoreo,
conservacion, produccion y analisis de ecologia de poblaciones (Matta-Camacho et
al., 2009). De esta manera, en Colombia, se han reportado estudios con grupos
como Vanellus chilensis (alcaravan), Ara spp (guacamayos) y Sicalis flaveola
(canario coronado), en los que se han aplicado técnicas como la PCR para
amplificar genes como Helicasa con Cromodominio de Unién a ADN (CHD) ubicado
en los cromosomas sexuales W'y Z (Cruz-Bernate et al., 2013; Franco-Gutiérrez et
al., 2017; Espinoza et al., 2021). Respecto a los mamiferos, Lopez y Vasquez (2004)
reportaron la identificacion molecular del sexo para el género Bos spp. por medio

de la amplificacion por PCR del gen SRY.
m Andlisis moleculares en la Orinoquia
Para la region de la Orinoquia las investigaciones sobre los analisis moleculares

del sexo de los grupos faunisticos y el atropellamiento vial son limitadas (Garcia-

Lépez y Garcia-Peluffo, 2022). Asi, en la presente revision de antecedentes se
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encontrd Unicamente un trabajo enfocado en la estandarizacidén de protocolos para
la determinacion de sexo en mamiferos. En este Colorado-Garzon (2010) realiz6 un
estudio con la especie Hydrochoerus hydrochaeris (chigliro) con el cual busco
estandarizar la PCR sobre los marcadores moleculares Amelogenina (AMEL) y
SRY.

Teniendo en cuenta lo anterior, surge la necesidad de producir informacion
para grupos faunisticos como los mamiferos ya que problematicas como el
atropellamiento vial, los posicionan dentro de los grupos taxondémicos mas
vulnerables en las diferentes vias de las regiones de Colombia (Garcia-Lépez y
Garcia-Peluffo, 2022). Asi, para la region de la Orinoquia los esfuerzos deben
enfocarse especialmente con aquellas especies que frecuentemente se registran
afectadas en el contexto de las colisiones, como es el caso de M. tridactylay T.
tetradactyla que ademas son reconocidas como especies representativas en la
regién (Rojano et al., 2023). Sumado a esto, ya que, la mayoria de los estudios en
el pais se han centrado Unicamente en el recuento de animales atropellados, es
importante avanzar hacia un analisis multidisciplinario con herramientas como la
biologia molecular que permite tomar acciones para mitigar los impactos de esta

problematica.
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6. Métodos

6.1 Declaracion de Etica

Este proyecto se desarrolld6 con muestras que fueron donadas por la
fundacion Cunaguaro (https://www.cunaguaro.org/), siendo estas provenientes de
individuos muertos por atropellamiento. Asi, no se hace necesario una declaracion
de ética proveniente de comités, ya que no se implementaron medidas de captura,
sedacion o cualquier tipo de manipulacién a los individuos. Sin embargo, soportando
el marco legislativo, para la recoleccion de muestras, la fundacion Cunaguaro
cuenta con una autorizacion de la Corporacion Autonoma Regional de la Orinoquia
(CORPORINOQUIA) bajo la resolucion 500.36.18-1621 del 22 de octubre del 2018.

6.2 Area de estudio

El estudio se realiz6 en la carretera nacional 65 ubicada en el oriente de
Colombia, especificamente entre los departamentos de Meta, Cundinamarca y
Casanare. El area monitoreada tenia una extension de 352 km, iniciando desde la
ciudad de Villavicencio, Meta (04°10'04.35"N y 73°36'9.54"0) y finalizando en el
municipio de Paz de Ariporo, Casanare (5°52'52"N y 71°53'30"0). Asi, esta via
atraviesa los municipios de Villavicencio, Restrepo, Cumaral, Paratebueno,
Barranca de Upia, Villanueva, Monterrey, Aguazul, Yopal, Pore y Paz de Ariporo.

La carretera se rodea por el piedemonte llanero de la cordillera oriental e
igualmente se caracteriza por presentar a su alrededor coberturas mixtas de
sabana natural inundable, pastizales de uso agricola, cultivos de uso permanente
y semipermanente y bosques de tipo galeria aledafios a fuentes hidricas (Rojano y
Avila, 2021). El clima de la region es monomodal con dos periodos hidrol6gicos:
seco (diciembre-marzo) y lluvioso (mayo a octubre) (Rojano y Avila, 2021).


http://www.cunaguaro.org/)
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6.3 Colecta de muestras

Las muestras se obtuvieron de individuos muertos atropellados de M.
tridactyla y T. tetradactyla en la ruta nacional 65 (Meta-Casanare) (Figura 3). Entre
los afios 2015 y 2022 se colectaron un total de 56 muestras bioldgicas de tejido (T),
sangre seca (SC) y pelo (P), de las cuales 29 corresponden a la especie T.
tetradactyla (27 T, 1 SC, 1 P) y 27 corresponden a M. tridactyla (8 T, 12 SCy 7 P).

Figura 3. Individuo adulto de la especie Myrmecophaga tridactyla, de sexo
desconocido atropellado en la carretera nacional 65, sentido Meta-Casanare.

Foto: tomada por Cunaguaro, 2022 (https://www.cunaguaro.org/)

Las muestras de tejidos blandos fueron colectadas en tubos eppendorf,
conservadas en alcohol etilico absoluto y almacenadas en un ultracongelador a -80
°C, hasta la extraccion de ADN. Las muestras de pelo se reservaron en seco en
bolsas Ziploc con cierre hermético, mientras que las muestras de sangre se
conservaron en papel swap hasta su extraccion (Figura 4).
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Figura 4. Toma de muestras biolégicas de un individuo de la especie
Myrmecophaga tridactyla atropellado en la carretera 65 que conecta Meta-

Casanare.

Nota: La actividad fue realizada en la expedicion “Osos hormigueros” organizada y financiada
por la fundacién Cunaguaro en Yopal durante el afio 2022. En la foto es observado un grupo
de estudiantes (incluyendo la autora) participando de la campafia de captura Foto: tomado de

Cunaguaro, 2022 (https://www.cunaguaro.org/)

Para cada muestra se registro informacién ecologica como: tipo de tejido,
fecha, hora, punto de colecta (coordenadas geogréaficas UTM) registrados a través
de GPS y caracteristicas del paisaje aledafio. La carretera fue monitoreada en un
automovil a una velocidad comprendida desde los 40km/h a los 60 km/h, siendo

siempre analizada por dos observadores dentro del vehiculo.

6.4 Identificacién sexual en campo

La identificacién sexual en campo a partir de caracteristicas morfolégicas es
casi imposible. No obstante, cuando se hallaba la estructura reproductiva en
algunos especimenes durante la necropsia, o por palpacion interna invasiva, un
especialista identificaba el sexo del individuo. Estos datos fueron usados como
datos de control positivo para evaluar el protocolo de sexaje molecular en aquellos

individuos en los que el sexo era desconocido. De esta manera, se utilizaron 12
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muestras como control: T. tetradactyla dos ejemplares hembras y M. tridactyla
cuatro ejemplares hembras y seis machos.

6.5 Procedimientos de laboratorio

Las pruebas moleculares de extraccidn, cuantificacion, amplificacién por
reaccion en cadena polimerasa (PCR) y electroforesis se realizaron en el laboratorio
de Biologia Molecular de la Ciudad de Villavicencio, Universidad de los Llanos, sede
Barcelona, bajo la coordinacion y orientacion de la Profa. Dra. Karen Giselle

Rodriguez

6.5.1 Extraccion del ADN total

El ADN gendmico de las muestras de T y SC se extrajo usando el protocolo
convencional Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (Sambrook 1989). Por su parte,
la extraccion de muestras de P se realiz6 mediante el Kit Nucleo Spin-Tissue for
hair roots (Figura 5). Cabe destacar que los pelos de los individuos se seleccionaron
con anterioridad a la extraccion, teniendo en cuenta la presencia de foliculos pilosos

completos en sus raices.
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Figura 5. Extraccion de ADN de muestras de tejido y pelo. A. Fotografia mostrando
la extraccion de tejido por el protocolo Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico

(Sambrook 1989); B. Fotografia siguiendo el protocolo de extraccion para pelo del

kit Qiagen.

Nota: La fotografia B representa algunos procedimientos establecidos en el protocolo del Kit
Qiagen para la extraccion de ADN de muestras de pelo: Lisis celular, congelamiento de las

muestras con nitrégeno liquido y aumento de la temperatura con bafio maria.

La cuantificacion y la evaluacion de la calidad del ADN se realizé por medio
de electroforesis horizontal, utilizando agarosa a concentracion de 2% en gel. De la
misma forma, la concentracion y la relacion de absorbancia que indica la pureza
del ADN fueron evaluados por espectrofotometria a través del Nanodrop 2000
(Figura 6). A partir de las evaluaciones anteriores, se prepararon alicuotas de ADN
de las muestras extraidas, considerando la concentracion final (ng/pl) de ADN en
cada una de ellas: muestras con concentraciones menores de 8 a 20 ng/ul se
depositaron en nuevos tubos eppendorf sin diluir, mientras que las muestras con
concentraciones mayores a 30 ng/ul se diluyeron y se depositaron en nuevos tubos
para catalogarlas como diluciones de uso.
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Figura 6. Cuantificacion de ADN a través de espectrofotometria, utilizando el equipo
Nanodrop 2000.

6.5.2 Marcadores sexuales para la identificacion sexual

La identificacion molecular del sexo fue realizada por PCR multiplex juntando
dos regiones nucleares. De esta forma, fue realizada una PCR conteniendo un
fragmento del gen SRY del cromosoma Y (responsable de la determinacion sexual
en mamiferos) y otro fragmento del Zinc finger en los cromosomas Xy Y (Barragan-
Ruiz et al., 2021a).

Las reacciones se realizaron siguiendo el protocolo establecido por
Barragan-Ruiz et al., (2021a). Fueron utilizados 0,5 uM de cada primer, 1 unidad
(U) de Taq polimerasa Master Mix, y ~30 ng de ADN gendmico para un volumen
final de 12 pl de reaccién. La amplificacion consistid inicialmente en una
desnaturalizacion a 94 °C por 3 min; seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a
94 °C por 45 s, alineamiento a 62 °C por 45 s, y extension a 72 °C por 1 min, y una
extension adicional a 72 °C por 10 min (Barragan-Ruiz et al., 2021a).
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Los productos de PCR obtenidos se observaron en un gel de agarosa en
concentracion de 2 % tefiido con Bromuro de Etidio, y se visualizaron en un
fotodocumentador. Para cada PCR se incluyeron controles positivos (individuos con
sexo conocido) y negativos (blanco sin muestra de ADN, solo agua). En suma,
considerando lo sugerido por Barragan-Ruiz et al., (2021a) cada muestra se
amplificé tres veces de manera independiente para confirmar los resultados.

Asi, la identificacion del sexo de los individuos molecularmente se realiz6 a
partir de la media de visualizaciones y el analisis de las bandas amplificadas (360
pb para Zfx y Zfy) y 180 pb para SRY). En consecuencia, el sexaje de los machos
se determiné con la amplificacion de las dos bandas o Unicamente de la banda
correspondiente al gen SRY (180 pb), mientras para las hembras se tomé como

referencia la amplificacion de la banda ubicada en 360 pb.

6.6 Cobertura de paisaje

Las imagenes satelitales para la construccion de los mapas de cobertura y
uso del suelo se obtuvieron del satélite Landsat 8 a través del portal de libre acceso
USGS earth explorer (https://earthexplorer.usgs.gov/). Estas imagenes se
descargaron con menos del 20% de nubosidad, con una resoluciéon de 30m x 30m.
Fueron seleccionadas cuatro imagenes satelitales distribuidas en los
departamentos de Casanare, Meta y Cundinamarca, siendo estas imagenes las
Unicas disponibles en las plataformas.

Fue utilizado el software QGIS v. 3.3.2. Lima (QGIS Development Team,
2023) para inicialmente realizar ajustes sobre las imagenes satelitales, ajustes
como combinacion de bandas y correccion atmosférica. Posteriormente, fue
disefiado el poligono de la carretera, disefiador buffer de diferentes rangos tomando
como referencia la carretera y considerando el mayor y menor rango de movimiento
reportado por Miranda, (2004); Medriy Mouréao, (2005); Trovati y Brito (2009); Braga

(2010) y Barros-Ohana et al., (2015) para estas especies de 0sos hormigueros. Asi,
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fueron delimitadas tres areas de influencia de 50 km, 20 km y 5 km de radio que
posteriormente fueron medidas.

Las capas delimitadas se utilizaron como base para realizar el recorte de los
raster a través de la herramienta de extraccion en el Qgis para cortar raster por
capa de mascara. Una vez preparado los raster, se evaluaron y clasificaron las
coberturas del paisaje, y para ello, se utilizd el complemento de clasificacion
semiautomética (SCP) con su herramienta Band processing: classification Qgis.
Para esto, inicialmente, este complemento se entrené6 manualmente con poligonos
para crear un area de entrenamiento (ROI) con el fin de identificar y clasificar
automaticamente las coberturas. No obstante, fue necesario crear varios ROI
manualmente para mejorar y corregir el resultado de la clasificacion.

Sumado a ello, para establecer las macro-clases en el ROI se tuvo en cuenta
los pardmetros establecidos por el IDEAM (2010). Atendiendo a esto se consideré
lo siguiente:

e Zonas urbanas: uso del suelo destinado como centro urbano continuo
y discontinuo, zonas industriales, zonas verdes urbanas vy
instalaciones recreativas (alejadas de las ciudades)

e Cultivos transitorios: areas ocupadas durante temporadas por cultivos
de cereales (arroz y maiz), tubérculos, hortalizas, entre otros.

e Cultivos permanentes: areas ocupadas por cultivos que se desarrollan
por mas de un afo, ejemplo, cultivos de palma, citricos, mangos, café,
platano, etc.

e Bosques: areas naturales constituidas por un tejido continuo,
fragmentado, denso o abierto de arboles.

e Pastos: pastos limpios, arbolados o enmalezados

e Areas abiertas sin o con poca vegetacion: areas con poca o inexistente
vegetacion producto de suelos expuestos a quemas, degradacion
antropogénica, deslizamientos o condiciones naturales como

coberturas arenosas y afloramientos rocosos.
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e Aguas continentales: cauces naturales de rios, quebradas, lagunas y
lagos y cuerpos de agua artificiales como embalses y estanques de

acuicultura
6.7 Analisis de datos
6.7.1 Atropellamientos
m Tasa de mortalidad

Se utilizé el software libre SIRIEMA v 2.0 para analizar estadisticamente la
dispersién de los eventos de atropellamiento (Coelho et al., 2014). De esta manera,
para establecer la tasa de atropellamiento del total de individuos colectados se
utilizé el andlisis Mortality Rate Estimate del paquete de herramientas de SIRIEMA
(Teixeira et al., 2013; Coelho et al., 2014). Este analisis se basa en el modelo
Propuesto por Teixeira et al., (2013) (Figura 7).

Figura 7. Modelo matemético para el célculo de la tasa de atropellamiento.

Fuente: Coelho et al., 2014
N = lgNi = )-TRPI]X:] (1 = ie %PU -py 1)
i=0 i=0 j=1

Donde: N es el total de individuos atropellados; p es la capacidad de
deteccion del cuerpo en la via. Para mamiferos este valor corresponde a 0,59
(Coelho et al., 2014; Rojano y Avila, 2021); TR se ha descrito como el tiempo
transcurrido entre la colision y la desaparicion del cadaver. Este valor se obtuvo a
partir de la funcion “Estimar TR” disponible en el software SIRIEMA; TS es el
intervalo entre los muestreos realizados, A es el numero de individuos atropellados

por dia, i es un punto especifico en la via 'y j es cada evento de colision.
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m Hotspots de atropellamiento

La evaluacion de la no aleatoriedad de la distribucion espacial de los puntos
de atropellamiento se realizé a través de la prueba Ripley’s K-statistic disponible en
el software libre SIRIEMA v 2.0 (Coelho et al., 2014). Para ello, se consideré un
radio inicial de 300 metros (debido a &rea probable de movimiento de las especies),
aumentando el radio a 500 metros con un intervalo de confianza del 95% y 1,000
repeticiones (Barragan-Ruiz, 2021b). Por su parte, la prueba HotSpot 2D se utilizé
para establecer la ubicacién de los puntos calientes de accidentalidad de las
especies (Teixeira et al., 2013). Asi, para el calculo de estos puntos calientes se
consider6é un radio de 300 m, un intervalo de confianza del 95 %, y 1,000

repeticiones.

6.7.2 Analisis de proporciones sexuales de los atropellamientos

Para determinar la significancia estadistica entre las proporciones de
machos y hembras afectados por el atropellamiento en el area de interés y las
proporciones esperadas para las dos especies se empleé la prueba X2 cuadrado
usando el software R v. 3.2.5 (R Development Core Team, 2019). De acuerdo con
los datos publicados por Barragan-Ruiz et al., (2021b) y los métodos seguidos por
el autor, las proporciones sexuales esperadas para las especies en vida libre sin
intervencion antropica fueron 1:1, 2:1y 3:1, siendo siempre proporcion de machos:

proporciéon de hembras.

6.7.3 Cobertura de paisaje

Los porcentajes de area ocupada por cobertura fueron calculados a partir de

la herramienta SCP: Reporte de la clasificacion disponible en el software QGIS v.
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3.3.2. Lima donde este porcentaje se calcul6 para las zonas de influencia de 50 km,
20 km y 5 km. En suma, la zona de influencia de 5 km se consideré para el andlisis
del uso del suelo alrededor de los hotspots. Estos porcentajes fueron analizados por
areas de influencia, siendo que fueron realizados test de significancia utilizando test

t de student como método de comparacion con p < 0,05.
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7. Resultados

7.1 Datos de atropellamiento e identificacion molecular del sexo

Se registro un total de 56 individuos atropellados con una tasa calculada de
0,011 ind/dia/km de los cuales 27 corresponden a la especie M. tridactyla con una
tasa de 0,005 ind/dia’/km y 29 de T. tetradactyla con 0,006 ind/dia/km.

7.1.1 Extraccion e integridad de ADN gendmico

El andlisis de calidad e integridad del ADN reveld que las muestras de tejido
eran las menos degradadas (Figura 8). Asi, los tejidos en T. tetradactyla tuvieron un
éxito de amplificacion del 92% y en M. tridactyla un 87%, mientras para las dos
especies, aproximadamente el 80% de las muestras de sangre seca se amplificaron,
contrastante con muestras como pelo donde el éxito de amplificacion fue inferior al

30% en las dos especies.
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Figura 8. Integridad del ADN evaluada en gel de agarosa al 2% para las especies
Myrmecophaga tridactyla y Tamandua tetradactyla con tres tipos de muestras:

Tejido, Sangre y Pelo.
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7.1.2 Identificacion molecular del sexo

El sexaje fue realizado para 46 especimenes de los 56 colectados,
correspondiendo al 82.14 % de los individuos (Tabla 1). Siendo que, a partir del
analisis de las bandas amplificadas fue posible sexar el 75 % de los individuos

colectados de M. tridactyla y 90 % de T. tetradactyla (Figura 9).
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Tabla 1. Total de muestras biologicas colectadas para cada especie, con sus
respectivas asignaciones de sexo. Se muestra el porcentaje de falla (%) al que no

fue posible asignar molecularmente el sexo.

Amplificacién

Especie Falla (%) Total
Macho Hembra
M. tridactyla 14 6 7 (25%) 27
T. tetradactyla 9 17 3 (10%) 29
Total 23 23 10 56

Figura 9. Gel de agarosa al 2% mostrando los productos de PCR amplificados para
los genes en las especies de oso palmero (Myrmecophaga tridactyla - M) y oso
melero (Tamandua tetradactyla - T). Machos ejemplificados con dos bandas,

hembras con una banda superior. Carril 1: Marcador de peso molecular (Ladder).

Asi mismo, el andlisis de las 12 muestras de control mostré que en M.
tridactyla el sexaje molecular coincide con el reportado por el examen morfologico
realizado en campo por especialistas, ya que todas las muestras de control se

tipificaron correctamente con el sexo. Por su parte, en una muestra de T.
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tetradactyla se hallé una discrepancia entre el reporte molecular y morfolégico, pues
un individuo sexado morfolégicamente como hembra era macho en nuestro analisis.

Igualmente, la caracterizacion molecular del sexo revel6 que la tasa sexual
de mortalidad para la especie M. tridactyla es 2:1 en una relacion macho:hembra,
mientras que para T. tetradactyla la tasa es 2:1 en la relacidon hembra:macho. Sin
embargo, la proporcion encontrada para M. tridactyla no es significativamente
diferente (p = 0,6056) a las proporciones reportadas en la literatura (Tabla 2),
contrastante con la proporcion de atropellamientos encontrados para la especie T.
tetradactyla que fue significativamente diferente (p = 0,00000198) de las razones

2:1y 3:1 reportada hasta ahora (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados del test Chi cuadrado (x2) para la mortalidad de Myrmecophaga
tridactyla y Tamandua tetradactyla acorde a tres proporciones esperadas. Las

proporciones indican una relacion macho:hembra. Los valores significativos se

sefialan en negrita (p<0.05).

Tasas sexuales tedricas

1:1 2:1 3:1
(Desbiez et al., 2020) (Alves et al., 2006) (Medri y Mourao, 2005)
Especie x2 df P x2 df p x2 df p
M. tridactyla 3.2 1 0.073 0.1 1 0.751 0.26 1 0.6056
1.98E-
T. tetradactyla  2.46 1 0.116 12.01 1 0.00052 22.6 06

7.2 Puntos calientes y coberturas asociadas a los atropellamientos

A través de la prueba K Ripley se encontraron para la especie T. tetradactyla

bandas de distancias significativas entre los 0,3 km y 49 km y entre las distancias
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57 kmy 174 kmy las distancias 193 kmy 216 km. Lo anterior contrasta con el patrén
encontrado para M. tridactyla donde no se presentaron agregaciones significativas
(Figura 10).

Figura 10. Grafica producto del andlisis de la prueba K Ripley para la carretera
nacional 65. A. Andlisis correspondiente a la especie Myrmecophaga tridactyla; B.
Analisis para la especie Tamandua tetradactyla. En negro se observa los limites
de confianza superior e inferior y en azul el valor de la funcién L(r). Se considera

gue la significancia existe cuando la funcion L(r) excede los limites de confianza.
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Se identificaron 8 puntos calientes de atropellamiento a lo largo de los 352

km de la carretera nacional 65 (Figura 12). La especie M. tridactyla presentd 7
hotspots en los 45 km, 90 km, 172 km,188 km,197 km, 242 km y 250 km. Para la
especie T. tetradactyla se encontré un Unico punto critico de atropellamiento entre
los 50 km a 60 km (Figura 11)

Figura 11. Hotspots de atropellamiento a lo largo de la carretera 65. El color gris

representa a la especie Myrmecophaga tridactyla y el rojo a Tamandua tetradactyla
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Figura 12. Mapa mostrando las coberturas y uso de suelo segun Corine Land cover
en una escala de proyeccion de 1:100.000, utilizando imagenes rasteres de pixeles
de 30m x 30m. En la figura se muestran los hotspots en la carretera que atraviesa

a los departamentos de Meta, Cundinamarca y Casanare. Fuente: Autor
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Se encontré que en los tres buffers de 50 km, 20 km y 5 km el paisaje es
homogéneo presentando una cobertura de pasto predominante con una variacion
del 50% al 60%, seguida por coberturas de bosques con una ocupacion del 20% al

32% (Tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje calculado para las diferentes coberturas considerando los
buffers de 50 km, 20 km y 5 km.

Buffers
Uso del suelo

50 km 20 km 5km
Zonas urbanas 0.3% 0.5% 1.0%
Cultivos transitorios 7% 4.6% 4.8%
Cultivos permanentes 3.3% 4.6% 4.1%
Pastos 55.3% 58.3% 66.0%
Bosques 31.7% 30.0% 21.6%
Areas abiertas sin o con 1.5% 1.0% 1.3%

poca vegetacién
Aguas continentales 0.9% 1.0% 1.2%

En suma, alrededor de los hotspots de la especie M. tridactyla la cobertura
de los pastos vario entre el 50% al 82% siendo la cobertura mas dominante en todos
los hotspots de esta especie, seguido de los bosques con una ocupacion del 37%

al 11% vy los cultivos permanentes con el 10% al 1%. En el caso particular del hotspot
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de T. tetradactyla se hall6 que el pasto predominaba con un 55,3% no obstante, los
bosques representaron el 40,2% del uso del suelo en la zona (Tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje calculado para los diferentes usos de suelo alrededor de los

hotspots de las especies Tamandua tetradactyla y Myrmecophaga tridactyla.

Hotspots
Uso del suelo
T. tetradactyla M. tridactyla

57 km 45 90 172 188 197 242 250

km km km km km km km
Zonas urbanas 0.1% 0% 0% 0.02% | 0.01% | 0.02% | 0.1% | 0.9%
Cultivos transitorios 1.6% 1% 1.3% | 1.7% 1.2% 1.7% 3.1% | 2.2%
Cultivos permanentes 0.7% 8% 10.3% | 3.3% | 3.1% | 2.9% 1.7% | 1.4%
Pastos 55.3% 50% | 67.4% | 82.2% | 82.4% | 82.4% | 72.4% | 73.5%
Bosques 40.2% 37% | 20.4% | 11.6% | 12.9% | 11.5% | 21.5% | 20.1%

Areas abiertas sin o con

poca vegetacién 1.9% 2% 03% | 04% | 0.4% | 0.6% | 0.8% | 1.4%
Aguas continentales 0.3% 3% 0.1% | 0.7% 0% 09% | 0.4% | 0.5%
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8. Discusién

A pesar de no conocer las tasas de nacimiento de las especies en la region
de la Orinoquia, para M. tridactyla, nuestros datos mostraron que no hay diferencias
significativas entre los atropellamientos de ambos sexos de la especie, sugiriendo
que los atropellamientos se estan produciendo de manera aleatoria significando que
machos y hembras estan muriendo en las mismas cantidades. Sin embargo, al
comparar las proporciones encontradas por este estudio con las proporciones de
nacimiento establecidas en la literatura para M. tridactyla (1.5:1; 2:1; 2,5:1 Medri y
Mourao, 2005; Alves et al., 2006; de Freitas et al., 2015, respectivamente) e
inexistentes para T. tetradactyla (Barros-Ohana et al., 2015) encontramos que solo
para T. tetradactyla las hembras mueren en mayor proporcion (1:2) trayendo
consecuencias irreversibles para las poblaciones de esta especie.

Por otro lado, las tasas de atropellamiento encontradas para las especies M.
tridactyla y T. tetradactyla en este estudio, fueron comparadas por las encontradas
en la region en el afio 2019 por Holguin-Contrera (2019), mostrando que el nimero
de atropellamientos se han mantenido en las mismas proporciones. Esto es una
evidencia que las consecuencias ecoldgicas resultantes al perder individuos por
atropellamiento en los tramos estudiados estdn siendo acumuladas en las
poblaciones de osos hormigueros en Colombia. Asi, algunas de las explicaciones
posibles para nuestros datos, podria inicialmente deberse a que los
comportamientos de estas especies estan modelados por variables como la
temperatura, edad, caracteristicas del habitat, disponibilidad de recursos
(alimento/refugio), estacionalidad, sexo y condiciones individuales (Rojano et al.,
2015a; Muioz-Vargas, 2022).

Comportamientos de dispersion, por ejemplo, suelen no ser iguales entre
machos y hembras (Cockburn et al., 2002; Li y Kokko, 2019) en algunos mamiferos,

haciendo que uno de los sexos se torne mas vulnerable ante los impactos de las
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carreteras (Moore et al., 2023) debido a que termina haciendo mayor uso de estas.
En osos hormigueros colombianos, por ejemplo, las hembras poseen un &rea de
vida menor gque los machos de la especie (Di blanco, 2015; Rojano et al., 2015a)
debido a que el desplazamiento de ellas depende principalmente de la disponibilidad
de alimentos y recursos para sus crias. Por otro lado, para los machos, este
comportamiento se asocia con la disponibilidad de hembras (suceso reproductivo)
haciendo que estos recorren extensas areas con el propdésito de aumentar la tasa
de encuentro y marcar territorio (Mufioz-Vargas, 2022) y, por lo tanto, haciendo de
estos individuos vulnerables a las colisiones.

Con eso, nuestros datos reafirman algunas hipotesis levantadas por Desbiez
etal., (2020) y Noonan et al., (2022), que destacan que la perdida de machos debido
a los atropellamientos dentro de una poblacion tiene menor impacto que la perdida
de hembras, ya que el sexo limitante para el crecimiento de la poblacion y la
reproduccion es el femenino. No obstante, es importante resaltar que la alta
mortalidad de los machos en una region puede tener con el tiempo efectos genéticos
deletéreos que pueden poner en peligro la persistencia de la poblacion (Noonan et
al., 2022). Sumado a ello, Moore et al., (2023) destaca que la mortalidad de
hembras, aunque sea baja, pero constante, puede conducir a un escenario
catastrofico dentro de las poblaciones.

Lo anterior debido a que se reduce el suceso de fecundidad de las
poblaciones generando fendmenos biolégicos como el efecto Allee o efecto botella,
en el que los individuos no se reproducen al no encontrarse con mas individuos y
en donde sus poblaciones disminuyen su tamafio efectivo poblacional. Igualmente,
debe destacarse que la pérdida repentina de hembras en una poblacion puede
generar alteraciones en la dinamica del cuidado parental, lo que aumenta la
probabilidad de muerte por inanicion de sus crias (Moore et al., 2023).

Asi, aunque el evento de atropellamiento no necesariamente implique la
extirpacion de una poblacién local en un lapso corto, este fendmeno si puede alterar

su capacidad de supervivencia al causar pérdida de la capacidad de resiliencia y
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resistencia de la poblacion para enfrentar otros tipos de amenazas antropogénicas
como fragmentacién, incendios, contaminacion con agroquimicos, encuentros con
animales domésticos o enfermedades (Desbiez et al., 2020).

Igualmente, nuestro analisis sobre la distribucion de los atropellamientos. en
el cual. se identifican ademas algunos puntos hotspots, mostré que las coberturas
podrian tener algun efecto sobre el movimiento de los individuos y con ello el
atropellamiento. Al igual que en nuestros resultados para la especie T. tetradactyla
Cirino et al., (2022) encontraron que el riesgo de atropellamiento es mayor en la
presencia de areas abiertas como sabanas, incluso, este riesgo incrementa con el
desarrollo de la agricultura. Partiendo de ello, los autores explican que este hallazgo
se debe al movimiento de los individuos y su relacion con los bosques, pues, la
especie T. tetradactyla mantiene una estrecha relacion con las coberturas boscosas
debido a las necesidades de refugio térmico y la alta disponibilidad de oferta
alimenticia en hormiga y termitas (Hayssen, 2011), por tanto, con la reduccién de la
conectividad producto de la transformacién antropogénica (Cirino et al., 2022) se
puede generar una mayor mortalidad (Clevenger y Wierzchowsk, 2006) ya que
cuando en el entorno predominan las areas abiertas, sabanas y monocultivos y
carece de bosques densos y continuos para que los individuos se muevan a través
de las copas de los arboles, estos tienen que desplazarse por via terrestre, lo que
genera un mayor riesgo de atropellamiento (Cirino et al., 2022).

En los ultimos afios, los agroecosistemas de la Orinoquia colombiana han
incrementado su extension ocasionado fuertes cambios en las coberturas originales
de la region (Prissmann et al., 2020). En el hotspot hallado para esta especie, el
60% de las coberturas corresponden a pastos, areas sin vegetacién y areas de
cultivos. Asi, teniendo en cuenta nuestros resultados y lo reportado en la literatura,
consideramos la hipétesis de que el aumento de zonas fragmentadas y de poca
vegetacion posiblemente han tenido un impacto en esta especie.

Este panorama también fue reportado para M. tridactyla en biomas de

Cerrado brasilefios, en donde las coberturas vegetales abiertas (pastos y sabanas)
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albergan altas cifras de atropellamiento para los 0sos hormigueros de la zona
(Ascenséo et al., 2017). Asi, se ha reportado que cuando el porcentaje de bosque
es bajo, el efecto del pasto es positivo para predecir el atropello (Cirino et al., 2022)
debido a que los individuos atraviesan mas veces las carreteras en busca de sombra
y alimento (Ohana et al., 2015; Rojano et al., 2015c; Holguin-Contrera, 2019; Cirino
et al., 2022) y terminan siendo atropellados.

Nuestra tasa de éxito promedio para la asignacion del sexo, utilizando
material biol6gico colectado de individuos atropellados fue 84,8%, porcentaje
reportado en otras investigaciones con individuos atropellados del grupo Xenarthras
en Latinoamérica (Barragan-Ruiz et al., 2021a). En el caso particular de tejidos no
invasivos como pelo, heces y tejidos de individuos en estado de descomposicion,
suele recuperarse poco ADN con calidad y cantidad baja (Bengtsson et al., 2012).
Por otro lado, la discrepancia hallada entre el reporte de sexaje morfolégico y
molecular de una muestra de T. tetradactyla, resalta que este tipo de errores ocurren
mas frecuentemente en campo, dado que la identificacién morfolégica del sexo para
estas especies es dificil. Lo anterior, debido a la ausencia de dimorfismo sexual de
los individuos, la cual hace que la Unica forma de identificacion sea por palpaciéon o
ultrasonido (Cots et al., 2019). Asi, nuestro estudio refuerza la importancia del uso
de las herramientas para el estudio de estas especies.
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9. Conclusién

La técnica de PCR mdltiplex es una herramienta altamente eficiente en la
identificacion molecular del sexo de especies sin dimorfismo sexual, siendo que, los
resultados de esta investigacion respaldan de manera contundente la viabilidad y
precision de este método para especies como M. tridactylay T. tetradactyla. De esta
manera, este estudio representa un avance importante en la investigacion
colombiana del orden Xenarthra al emplear por primera vez herramientas
moleculares para establecer las proporciones sexuales de estas especies en el
escenario de la colisioén con vehiculos.

Por otro lado, se reconoce que en el transecto de la carretera nacional 65
gue atraviesa a los departamentos de Casanare, Cundinamarca y Meta, el trafico
vehicular ejerce una presidn sobre las especies estudiadas debido que se
identificaron 8 puntos de atropellamiento. Adicionalmente, se ha hallado una
relacion directa entre los atropellamientos y las coberturas abiertas como pastos de
uso agricola y sabanas. No obstante, debe destacarse que el efecto de este tipo de
coberturas parece ser mayor sobre la especie M. tridactyla ya que T. tetradactyla
presenta mayor registro de mortalidad en un transecto con alto porcentaje de
bosques. Esta asociacion se vincula con la disponibilidad de recursos alimenticios,
la conectividad y la baja oferta de refugios térmicos en el area. Con ello, se resalta
la importancia de comprender como la presencia de estos recursos influye en la
frecuencia de los atropellamientos.

Finalmente, se encuentra que la diferencia en la distribucion de
atropellamientos entre las dos especies estudiadas, con un predominio de hembras
en T. tetradactyla y machos en M. tridactyla, implica una diferencia importante que
debe considerarse en la viabilidad poblacional de las especies. Asi, estos resultados
exponen la urgencia de seguir implementando medidas de conservacién en la zona

y complementar las existentes por medio de estrategias efectivas como la
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instalaciéon y adecuacion de pasos de fauna, estructuras de sefalizacion,
mantenimiento de los parches de bosque, cercado del area, entre otras.

Por otro lado, considerando el alcance y los beneficios potenciales de las
herramientas moleculares, es importante que éstas integren y complementen las
investigaciones alrededor de las medidas de conservacion y los efectos de las
colisiones, pues, la capacidad de estas herramientas para proporcionar informacién
no puede pasarse por alto, ya que, su uso significa un paso relevante dentro del

estudio de carreteras y conservacion colombiana.
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10. Implicaciones para la conservacion

Es importante resaltar que este estudio hace evidente que el uso de
herramientas moleculares representa una soluciébn para contrarrestar el
desconocimiento alrededor de datos especificos como el sexo para especies no
dimorficas. Asi, al considerar el impacto de los resultados encontrados en esta
investigacion, es evidente que los atropellamientos son un campo poco estudiado
en nuestro pais, conclusiones expuestas por varios investigadores que explican que
los efectos de la mortalidad en carreteras necesitan mas conocimiento basico sobre
la ecologia, los habitats, las interacciones entre los organismos y el estado actual
de los ecosistemas (Garcia-Lopez y Garcia-Peluffo, 2022)

Los pasos de fauna son infraestructuras vitales para mitigar la mortalidad de
los animales en la carretera al conectar areas de bosque (Denneboom et al., 2021).
Segun Garzon-Rincon (2022) desde el 2020 a 2022 en la via Villavicencio-Yopal se
han instalado 18 pasos de fauna aéreos construidos en puntos estratégicos para el
cruce de mamiferos arboricolas. Durante el monitoreo de la efectividad de algunos
de estos pasos de fauna con cdmaras trampas se encontré que eran activamente
utilizados por especies como mono titi (Saimiri cassiquiarensis), chucha roja
(Caluromys lanatus), chucha comuan (Didelphis marsupialis) y rata de bambu
(Dactylomys dactylinus) (Garzon-Rincon, 2022). El paso de fauna CTCV08
(4°21'20.30"N y 73°18'42.87"0) ubicado entre Cumaral-Paratebueno coincide con
nuestra area de mayor mortalidad por atropellamiento para T. tetradactyla (hotpots-
kilbmetro 57). Atendiendo a lo anterior, destacamos la importancia de desarrollar a
futuro un seguimiento de esta infraestructura para evaluar su uso por estas
especies, no obstante, un reporte reciente de Covioriente expone que en la via de
estudio (se desconoce su ubicacion) el 0so melero usa estas infraestructuras para

cruzar (Covioriente, 2023).
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Igualmente, se ha informado que M. tridactyla utiliza activamente los pasos
de fauna subterrdneos en el &rea de estudio (Nieto, 2023). Cabe destacar que la
ubicacion de los cuatro pasos de fauna reportados por Nieto (2023), no coinciden
con nuestras zonas de hotspot para esta especie, lo cual evidencia que son
estrategias positivas en el area de influencia ya que estan mitigando en puntos
especificos el efecto de las carreteras sobre esta especie.

Considerando todo esto y basados en nuestros resultados, sugerimos que
las estrategias existentes de pasos de fauna en la via de estudio se complementen
con otras medidas aplicadas a estas especies en otros escenarios de latinoamerica
para asi lograr disminuir el impacto de estas infraestructuras sobre estos
organismos en la region.

Partiendo de ello, se encuentra que algunos enfoques de mitigacion dirigidos
a especies con tasas de reproduccion bajas y altas tasas de atropellamiento (sea el
caso de nuestras especies de estudio) buscan complementar las acciones a través
de vallas (sefales de alto, limites de velocidad o sefales de cruce de fauna) a lo
largo de las carreteras ya que se considera como una estrategia eficaz (Noonan et
al., 2022; Patterson, 2023), por lo que, basados en su efectividad, sugerimos el uso
de estos elementos en las zonas identificadas como puntos calientes a lo largo del
transecto de estudio.

Igualmente, proponemos la aplicacion de estrategias enfocadas en el
acondicionamiento con elementos que dependiendo de la biologia de las especies
pueden restringir o facilitar su paso en las zonas con mayor accidentalidad. Lo
anterior, basados en que con los osos hormigueros, se ha encontrado efectividad
en este tipo de estrategias, pues, Spanowicz, et al., (2020); Ascensao et al., (2021)
y Noonan et al., (2022) resaltan que cercar las areas aledafias a carreteras reduce
significativamente la probabilidad de atropellamientos, ya que se separa el trafico
de los vehiculos con el de los organismos. Sumado a ello, Ordofiez-Cruz (2021)
propone que acondicionar los pasos de fauna aéreo con especies arbéreas de

rapido crecimiento es una estrategia efectiva ya que se provee cobertura en los
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bordes de estas infraestructuras, lo que disminuye la fragmentacion y mejora la
conectividad, generando que la fauna use estos sistemas (sea el caso de la especie
T. tetradactyla), sin embargo, el éxito de este tipo de disefios también depende de
estrategias como sefalizacion, reductores de velocidad, cercado, educacion
ambiental y concientizacion.

Adicionalmente, atendiendo al alto registro de mortalidad asociado con
coberturas abiertas otra estrategia de conservacion que proponemos a largo plazo
es el mantenimiento de los parches de habitat como bosques riberefios o
fragmentos de vegetacion nativa dentro de la matriz del paisaje para que las
especies puedan acceder mas facilmente a recursos fundamentales como la
sombra. Esta propuesta surge al considerar las caracteristicas y necesidades
fisiologicas de estas especies, siendo que autores como Metzger, (2010) y Cirino et
al., (2022) plantean que de aplicarse puede ser exitosa con estos individuos. Asi
mismo, sugerimos implementar iniciativas como la de De Freitas et al., (2015) en la
qgue encontraron que la gestién de los bordes de la carretera puede ser beneficiosa
ya que se corta y elimina los nidos de hormigas que pueden representar para estas

especies recursos atrayentes hacia las carreteras.
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