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RESUMEN

Lycalopex culpaeygonocido en el Ecuador como lobo de paramo azmdino
es un canido endémico que habita en los Andes dan$trica. La falta de estudios
sobre su ecologia y el alto riesgo de extincidtadespecie en el Ecuador, han hecho de
vital importancia establecer nuevos métodos qumipen recopilar informacion de la
especie. En este contexto, esta investigacion ggupo estandarizar un protocolo de
extraccién de material genético (ADN) a partir deestras fecales de lobo de paramo.
Este tipo de protocolo permite obtener informaa@nlogica y genética valiosa de la
especie, sin la necesidad del contacto directeetanimal. De igual manera, disminuye
los costos del muestreo ya que no es necesarggiara de los lobos. En este estudio se
evaluaron tres métodos manuales para la extradei®DN a partir de muestras fecales
recolectadas en el Parque Nacional Cayambe-Cocaételdo SDS/CAI utilizado para
extraer ADN de heces humanas, CTAB/CAI aplicadberes de monos aulladores del
Brasil (Alouatta caray y 2CTAB/CAI empleado en heces de primates delireedneo
(Macaca sylvanysy gorilas Gorilla g. gorilla). Los resultados visualizados en geles de
agarosa al 0.8% muestran una extraccion positivea pas tres meétodos. La
cuantificacion del ADN y la evaluacion de su puremadiante la medicion de su
absorbancia a 260/280 nm demostraron que el me@godn es 2CTAB/CAI con
valores promedio de 51.16 pbbtle ADN y pureza de 1.65. Posteriormente se r@aliz
procesos de amplificacion con un gen mitoconddab¢romo b) y microsatélites. La
amplificacion del citocromo b (78.72%) permitio mdificar la presencia de lobos de
paramo en la zona a través de sus muestras feéaesyual manera, valores de
eficiencia en la amplificacion de microsatélite$ 5&.76% para CPH8 y 59.46% para
CPH2, demostraron que se puede aplicar este tipoagdeadores identificados en otros
canidos para el material genético del lobo de pardistas caracteristicas convierten al
protocolo de extraccion y posterior amplificaci@ADN fecal en una técnica aplicable
para iniciar estudios genéticos enfocados en laawacion de este canido en nuestro
pais. Ademas de la posibilidad de aplicarla a atsgecies de mamiferos amenazados
en el Ecuador.

Palabras clave:EcuadorLycalopex culpaeydobo de paramo, extraccion ADN

de heces, citocromo b, microsatélites.
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ABSTRACT

Lycalopex culpaeuknown in Ecuador as Andes fox is an endemic canid
distributed in the Andes. The lack of informatidmoat its ecology and natural history
had encouraged researchers to look for new metiodishe high risk of extinction the
species in Ecuador, have done of vital importarstabdish new methods to collect
information about the species. In this context, ié&earch proposed to standardize a
protocol for extraction of genetic material (DNApPin fecal samples of Paramo wolf.
This type of protocol allows obtain ecological infation and genetic valuable of the
species, without the need for direct contact withmeals. Kikewise, lowers costs of
sampling because it is not necessary to capturgesoln this study evaluated three
manual methods for extracting DNA from fecal samptellected in Cayambe-Coca
National Park: the SDS/CAI method used to extraddADfrom human feces,
CTAB/CAI applied in feces of Brazilian howler monjee (Alouatta caray and
2CTAB/CAI used in feces of Mediterranean primate&ag¢aca sylvanysand gorillas
(Gorilla g. gorilla). The results visualized in agarose gels showed% @&sitive for all
three extraction method®NA quantification and evaluation of its purity byeasuring
its absorbance at 260/280 nm showed that the besftooh is (2CTAB/CAI) with
average values of 51.16 ng/ul and 1.65 of putigter were performed amplification
processes with a mitochondrial gene (cytochrome abyl microsatellites. The
amplification of cytochrome b (78.72%) allowed itlgn the presence of Paramo
wolves in the area through their fecal samplé&kewise, values of efficiency in
amplifying of microsatellite CPH8 of 56.76% and £%% for CPH2 demonstrated that
can be apply this type of markers identified inestibanids for Paramo wolf genetic
material. These features make the extraction pobted later fecal DNA amplification
in a technique applicable to initiate genetic stsdiocused on the conservation of this
canid in our country. Besides the possibility tglgpto other species of threatened
mammals in Ecuador.

Keywords: Ecuador,Lycalopex culpaeysAndean fox, stool DNA extraction,

cytochrome b, microsatellites.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Formulacién del problema

El Ecuador, es considerado como un pais “megadiVgese a su reducida
superficie territorial ocupando la posicidon 17 anking mundial. Su gran biodiversidad
se debe a la presencia de un alto nimero de emusistproducto de la ubicacion
geografica del pais en la zona ecuatorial, la preaele la cordillera de los Andes y la
influencia de las corrientes marinas en nuestragasoEstos factores han permitido la
formacion de tres regiones continentales en el dmu&osta, Sierra, Amazonia y una
Region Insular que son las Islas Galapagos. La ragaeantidad de habitats presentes
en estas regiones son el hogar de alrededor deQLéspecies de plantas vasculares, el
10% de la flora mundial y alrededor de 2.700 egsede animales, el 11,17 % de la
fauna mundial (Tirira & Burneo, 2011; Baez, 2012). cuanto a mamiferos, el Ecuador
ocupa el noveno puesto en el mundo con 404 espeeiEs cerca de 5.000 existentes.
Sin embargo debido a la pérdida y fragmentaciotosldnabitats naturales del pais, las
especies de mamiferos amenazadas se han incremesitagndo al Ecuador en el
primer puesto en Latinoamérica y el segundo en wido en cuanto al nUmero de
especies amenazadas, con un total de 104, dandoresaitado que de cuatro especies
de mamiferos del pais, una se encuentre en paligrel Ecuador (Tirira & Burneo,
2011).

Una de estas especies amenazadas es el lobo adeop@sacalopex culpaels
Este canido habita los Andes de Sudamérica y sgeatra ampliamente distribuido en
la region (Jiméneet al, 2008). Para el caso del Ecuador, se encuentraigalmente
en los pisos templados y altoandinos de todo e fErira, 2007). A pesar de su
nombre comun, L{ycalopex culpaeuske trata de un zorro de gran tamafo que se
caracteriza por tener una coloracion de pelajeuemayoria rojiza, una gran cola, con
un comportamiento solitario y territorial que hageetesario grandes extensiones de
habitat para sostener una poblacion viable (PaaRi@07; Jiménez & Novaro, 2004). A
pesar de su amplio rango, los estudios sobre sptrie en nuestro pais son escasos,
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caso contrario a lo que ocurre en Chile y Argentioade se ha puesto énfasis al
estudio de este carnivoro (Palacios, 2007; Jimé&eéwvaro, 2004; Novaro, 1997;
Novaro & Funes, 1994).

En cuanto a su estado de conservacién en el Equadtwbo de paramo ha
enfrentado amenazas como la caza, su persecudi@epan depredador de animales
domeésticos y la posible pérdida de variabilidad éfjea debido a la pérdida y
fragmentacion de su habitat, que han atentado womobrevivencia (Tirira, 2007;
Zapata-Riost al, 2011). Estas multiples amenazas han incentizatomar medidas
para su conservacion como la declaracion de espemtiegida desde 2002, su inclusion
en la segunda edicion del Libro rojo de los maroffedel Ecuador de 2011 en la
categoriaVulnerable (especie silvestre que enfrenta un alto riesgo xdmagon en
estado silvestre), y por ultimo incrementar lasestigaciones en torno al lobo de
paramo, para llenar los vacios de informacién stzbespecie en el pais (Zapata-Ribs
al., 2011).

1.2 Justificacion del problema

A pesar de que el lobo de paramo es uno de losatesnmas comunes en el
paramo ecuatoriano, existe poca informacion disgpersobre su ecologia, distribucion,
requerimientos de habitat, variabilidad genéticastado real de conservacion, datos
fundamentales para establecer planes de manejosgm@cion de esta especie (Zapata-
Rios & Suérez, 2005). En los ultimos afios, datogtysos han revolucionado estudios
de manejo y conservacion de especies debido aasuujilidad y gran cantidad de
informacion con pocos recursos. Es importante estdd variabilidad genética de la
especies, ya que es la fuente que permite la Subreva y adaptacion de las especies a
los cambios ambientales. Esta informacion es imaptetpara identificar sitios donde se
ha perdido dicha variabilidad genética, productdadeeduccion severa del tamafio de
poblacion debido a la fragmentacion de su habitaskamiento en las poblaciones de
animales, formando cuellos de botella en dondespecies se encuentran en un alto
peligro de extincién, (Godoy, 2009; Gonzalez, 20@ilip et al, 1986).



En este contexto, la genética de la conservatidgvenido consolidandose en los
ultimos afios a favor de la conservacion de esped¢@sendo como objetivos
principales evaluar la variacion genética de lalslgmones y proponer medidas para
preservar la biodiversidad genética. Para estdéizeuta biologia molecular, teniendo
como principal herramienta a los marcadores madeesl Su aplicacion ha permitido
analizar las poblaciones a nivel de individuo y eesp haciendo posible el
entendimiento de su historia evolutiva, demograféeologia. También los marcadores
moleculares aportan herramientas eficientes paraidéatificacion de especies,
asignacion de individuos a poblaciones, e ideaiifizn de individuos; utilizando este
conocimiento para establecer estrategias adecpadada conservacién de especies en
peligro (Godoy, 2009; Gonzalez, 2003; Lucchahal, 2002).

La principal problematica para la realizacion déeegpo de estudios es la
obtencion de ADN, debido a lo dificil y costoso gasulta la manipulacion directa del
animal y su muestreo, complicandose aun mas cussmttabaja con carnivoros. Una de
las opciones es la extraccion de ADN a través destmeos no invasivos, en donde se
utilizan muestras fecales, pelo, plumas, ufias Wpsede tejidos para extraer ADN de
animales silvestres; convirtiendo a la técnicammeétodo eficaz para obtener muestras
biologicas de los animales de manera indirectaa@es de indicios de su presencia
(Paxinoset al, 1997; Prugtet al, 2005; Smithet al, 2005; Berry, 2007; Echegaray
al., 2008). Las muestras fecales son especialmeiiés @uando se estudian a los
animales silvestres y en peligro de extincion. Bdd\ extraido de las heces puede ser
amplificado por la Reaccion en Cadena de la Polisae(PCR) que nos permite obtener
fragmentos especificos de ADN de la especie erdiestie formain vitro. Ademas la
recoleccion de excrementos es un metodo de faaikbamn, permite obtener muestras
sin capturar a los animales, y se necesita mergmlidgue de personal y recursos para
localizar los indicios de los animales; convirtiena la técnica en un método menos
costoso para realizar un censo masivo de las pob&sde canidos (Prugh al, 2005;
Echegarat al, 2008).

Por otro lado, la estandarizacién de un protoca@lmapa extraccion de ADN a

partir de muestras fecales es un proceso difiebhjdb a que el ADN del individuo a
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extraer se encuentra en pequefias cantidades, ddgradcontaminado con material
genético exdgeno e inhibidores de la PCR presemtéss heces (Taberlet al, 1999;

Broquetet al, 2007). Aunque actualmente existen kits de egibacde ADN fecal

rapidos y eficaces, la mayoria de estos son alt@m@ystosos y no aplicables a la
realidad nacional del Ecuador. Por lo que es neeesa estandarizaciéon de un
protocolo de extraccién de ADN que sea mas ecormaligualmente rapido y eficiente
para extraer ADN de las muestras fecales de lobop@emo. El protocolo

estandarizado podra ser utilizado en posterioreglies para determinar la situacion
actual de este carnivoro en el Ecuador y de estenaaonocer sobre su distribucién,
requerimientos de habitat, ecologia, abundanciariabilidad genética. Ademas abrira
las puertas a una serie de estudios de genétida denservacion a nivel local y
regional. Datos que son fundamentales para el maneajonservacion del lobo de
paramo en nuestro pais. La técnica también podrapdieada en el estudio de otros
animales amenazados. Convirtiéndose ademas en eautws dorimeros estudios en el

Ecuador enfocados en el lobo de paramo que utitezaricas moleculares.

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Estandarizar un protocolo para la extraccion de Al@Nnuestras fecales de lobo
de paramol(ycalopex culpaeus).

1.3.2 Objetivos especificos

» Validar tres métodos de extraccion de ADN a pddimuestras fecales.

» Determinar el mejor método de extraccion de ADNifemediante la
evaluacion de concentracion y pureza del ADN.

» Comprobar la calidad del ADN mitocondrial extrafdediante su amplificacion
utilizando cebadores especificos para el géngealopexpor PCR.

« Comprobar la calidad el ADN nuclear extraido metida amplificacion de un

microsatélite identificado en otro carnivoro denisma familia.
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1.4 Marco teérico

1.4.1 Ellobo de paramoLycalopex culpaeus

1.4.1.1 Descripcién

El géneroLycalopexantes llamaddseudalopex Dusicyoncomprende un grupo
de canidos endémico de América del Sur en el quealatente se reconocen las
siguientes especiek: culpaeusL. griseus L. sechuragelL. fulvipes L. gymnocercuy
L. vetulus.En el Ecuador solo se ha reconocido una subespgcaopex culpaeus
reissii (Figura 1.1) (Jiménez & Novaro,2004). El zorro culpeo, en nuestro pais
conocido como lobo de paramo o zorro andino esiemitro mas grande de este
género, y uno de los de mayor tamafio de la regidperado solo por el lobo de crin
llamado también Aguara Gua@irysocyon brachyuru&uzmaret al, 2009).

En realidad se trata de un gran zorro que se eaizectpor un ladrido similar al
perro doméstico, con su cabeza y patas rojizagestre, cuello y boca blancos y su
lomo es gris rayado de negro. La cola esta muyaolabtle pelos grises que se vuelven
negros en su punta (Jiménez & Nova?004). Lycalopex culpaeugs una especie
dimérfica, los machos son mas grandes y en promk8iveces mas pesados que las
hembras, el peso de un lobo juvenil es de 3.6légahdo a pesar hasta 13 kg cuando es
adulto, el largo de su cuerpo, incluida la colaewstar entre 130 y 150 cngegun

datos obtenidos para Chile y Argentina (Jiméndsafaro,2004;Palacios, 200




Figura 1. 1. Lobos de paramo [ycalopex culpaeustomados con trampa de camara en el Parque
Nacional Cayambe-Coca, Ecuador
(A) Lobo solitarig (B) Lobo con cria(Cortesia d® Galo Zapata Rios, 2009)

1.4.1.2 Clasificacion taxondmica

La taxonomia del lobo de paramo ha sido un temautgho debate ya que se lo
ha categorizado en diferentes géneros en los @tirabos: Canis Dusicyon,
Pseudalopex YyinalmenteLycalopex(Tabla 1.1). Actualmente, la taxonomia de este
canido sigue sin resolverse debido a su amplio aateg distribucion, a la alta

variabilidad fenotipica y a la escasez de inforda¢ldiménez & Navarro, 2004).

Tabla 1. 1. Clasificacién taxonémica del lobo de
paramo. (Tirira, 2007).

Clase Mammalia
Subclase Theria
Orden Carnivora
Familia Canidae
Género Lycalopex
Especie culpaeus
Nombre Cientifico Lycalopex culpaeus
Nombre Comun Lobo de paramo

1.4.1.3 Analisis filogenético de los zorros de Sudamérica

Wayneet al. (1997), realizé un estudio donde se analizardil 2fares de bases
del ADN mitocondrial utilizando tres genes (citao b, citocromo ¢ oxidasa | y

citocromo c oxidasa Il) en 23 canidos en los qumdeye a los zorros de Sudamérica.
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Los resultados indican que los zorros sudamericesids estrechamente relacionados y
difieren de las otras especies de canidos anabzaddicionalmente, el género
Pseudalopex y Lycalopero presentan mayor diferenciacion genética enlices,e
sustentando su similitud morfologica, por lo queessmienda que deben ser incluidos
en un solo género (Figura 1.2). El taxén evolutigate mas cercano pakgcalopex

culpaeusseriaLycalopex vetulus

Urocyon cinereoargentels

Vulpes viiipes
Qtocyon meqgalolis
Nycleruetes procyonoides

L I
83 Cuon aipinus

L ycaon pictus

100

94 Speothos venaticls
Chrysocyon brachyinus
Cerdocyon tfrous
Atalocynus microlis

i { ycalopex ciipaens
Cambios de caracter
{Mutaciones de ADN Lycafopex velbuus

100

I ycalopex sechurae

Figura 1. 2. Arbol evolutivo utilizando de los cardos maxima parsinomia.
Basado en el andlisis de 2001 pares de bases deldifaondrial (citocromo b, citocromo ¢ oxidasadifocromo
c oxidasa Il). (Waynet al, 1997).

1.4.1.4 Héabitat

El lobo de paramo vive en diferentes habitats quedesde las montafias altas sin
vegetacion, pasando por los bosques y valles, Hasfar a los desiertos abiertos.
Ingresa en los bosques andinos en los cuales alcaayor densidad que en terrenos
abiertos. Se alimenta principalmente de pequefiedores, conejos, insectos, frutas y
bayas; pero también de carrofia de guanacos y wotansiferos domeésticos como la

oveja y aves de corral (Trujillo & Truijillo, 200diménezt al, 2008).



1.4.1.5 Distribucion

Se distribuye ampliamente a lo largo de los Andaggiones montafiosas de
América del Sur, desde la Provincia de Narifio etof@bia en el Norte, pasando por
Ecuador, Peru, Bolivia hasta Tierra del Fuego eeGhla Patagonia en Argentina en
el Sur (Figura 1.3) (Jiménezt al, 2008). Son animales solitarios, territoriales, d
habitos diurnos y nocturnos; que raramente compadgitorio con la hembra. Su
territorio es variable, presentando un rango dekB2para las hembras y 3,6 kipara
los machos, llegando incluso a 10 *ken los desiertos (Jiménez & Novaro, 2004;
Palacios, 2007). En época de reproduccion ambasionies de la pareja se turnan para
alimentar a la camada que va de 3 a 8 ejemplarepafeamiento ocurre entre agosto y

octubre y tienen una gestacion de unos 58 diagéret al, 2008).

Figura 1. 3. Mapa de distribucion del lobo de param en América del Sur.
(Modificado de Jiménez & Navarro, 2004).

En el Ecuador habita en los pisos templados y radioas de todo el pais.
Ademas hay registros en la zona subtropical altavalke del rio Guayllabamba, en el
noroccidente de la provincia de Pichincha y en Gumates, provincia del Azuay
(Tirira, 2007; Zapata-Riost al, 2011) (Figura 1.4).



Figura 1. 4. Mapa de distribuciéon del lobo de param en Ecuador.
(Zapata-Rio®t al, 2011).

1.4.1.6 Meétodos empleados para determinar la abundancia de

canidos silvestres

La abundancia de los canidos puede ser determmadéante métodos directos

que involucran la participacion directa de contamales, ya sean vivos (trampas,
avistamientos) o muertos (registros de colecciobmuestras muertas), y mediante
métodos indirectos que involucran el conteo deasigie la presencia de los animales

(Tabla 1.2). Para utilizar estos métodos, se reguie una adecuada aplicacion y

estandarizacion de la técnica a aplicarse (Ge$d,)20

Tabla 1. 2. Métodos directos e indirectos para deteinar la abundancia de canidos
silvestres.(Gese, 2004).

Métodos Directos Métodos Indirectos
Informes de coleccidn y registros de piel Encuedtasstaciones odoriferas
Muestras muertas en carreteras indices de Actividad
Conteo de animales conducidos a una area Transketbeposicion de excretas (conteo
de heces, analisis de ADN)
Encuestas con faros Conteo de huellas a lo largo de un transecto
(animales nocturnos)
Trampas camara Encuesta de guaridas y madrigueras
Captura por unidad de esfuerzo Encuesta de respai@sicalizaciones
Captura- marca-recaptura Frecuencias de avisosgtedhcion

Conteo directo por eliminacion
Transecto en tiras 0 muestreo en area
Identificacion de animales individuales
Radio-telemetria




1.4.1.7 Principales amenazas del lobo de paramo

A nivel internacional, la Unién Internacional pata Conservacion de la
Naturaleza (UICN) destaca como la principal amergza enfrenta esta especie en
Sudamérica a la caza para comercializar su piei@ez & Novaro, 2004). Producto de
ella, se exportaron de manera indiscriminada ddeCiesde 1910 hasta 1984, 5
millones de pieles, de las que 1'550.000 fuerore@sg nativas (Torres, Castro &
Oliva, 2009). Garcia (1991) afirma que en Argenenére los afios de 1980 a 1986 se
exportaron anualmente en promedio valores supersr£00.000 pieles, entre las que
también constan pieles de lobo de paramo. Adicoeate, el lobo de paramo puede ser
afectado por la persecucion ya que representaligtgpara los animales de granja, la
depredacion causada por perros salvajes y domgsticalgunas areas (Novaro, 1997),
asi como la presencia de parasitos intestinales(#z & Novaro, 2004), que pueden
llegar a causar problemas en sus poblaciones. IBoroudla UICN establece que la
pérdida del habitat no parece ser una importanenapa para el lobo de paramo, pues e
ha observado que en un habitat libre de las amenam@tes mencionadas y con
abundante alimento el lobo de paramo vuelve ot asgroliferar (Jiméneet al,
2008).

Para el caso del Ecuador, se han presentado Emilmnenazas, entre estas
nuevamente la caza para comercializar su pielplsuacbaculo (hueso peniano) que son
considerados amuletos de buena suerte, su cazizparte o por la persecucion de este
animal por los campesinos que lo consideran unaaraepor ser un depredador de sus
animales domeésticos, principalmente de ovejas g deecorral (Tirira, 2007; Zapata-
Rioset al, 2011). Adicionalmente, una gran amenaza pai@belde paramo en el pais
es la pérdida del habitat, debido a causas antémypcag, ya que el hombre ha destruido
y quemado los paramos del Ecuador para utilizaxdoso zona agricola, por la mineria
y la construccion de carreteras sumando la actividanana en torno a ellas. Esto ha
ocasionado que el 58% del area de distribuciomiigst del lobo de paramo haya sido
alterada y que del area actual de distribucionnapel 45 % se encuentra dentro de
areas protegidas (Zapata-Ra&isal, 2011). Esta fragmentacién del paramo ha aistado
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las poblaciones del lobo de paramo perdiendo ptebente su variabilidad genética
(Zapata-Rio®t al, 2011).

1.4.1.8 Medidas de Conservacion

A nivel internacional, la UICN, cre6 un grupo depesalistas de canidos para
iniciar esfuerzos de conservacion de esta y ospsaies (Zapata-Ri@s al, 2011), y la
incluyo en la Lista roja de Especies amenazadas, g la categoriaeast Concern
(Preocupacion Menor) es decir la especie no ed&logada en peligro, ya que se
considera una especie abundante y de amplia disiio en Sudamérica (Jimének
al., 2008). Por otro lado la Convencion sobre el Comehaiernacional de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora silvestre (CITEShdmye dentro deRpéndice I en
el cual se listan a las especies que en la acadald se encuentran en peligro de
extincion, pero que podrian llegar a esta situasiono hay un control estricto en el

comercio de estos especimenes.

A nivel sudamericano, varios paises han tomadodasdie conservacion de esa
especie. En Chile, la caza del lobo de paramodwmsiohibida desde 1980, aunque la
ley todavia no ha sido redactada. En el caso deemdirip la legislacién lo ha
considerado en peligro por decreto en 1983. Sinaegab el comercio a nivel nacional
y la exportacion de pieles de lobo de paramo sgieiedo legal en la actualidad. En
Perd, no se considera a esta especie en peligrtideion y la caza puede ser legal si
un plan de gestion es aprobado por el gobierndBdivia, aunque la exportacién de
pieles fue prohibida en 1986, la especie no estéegida (Jiménezt al., 2008).
Finalmente para el Ecuador el lobo de paramo estégido por la legislacion desde el
8 de octubre de 2002 mediante el Registro oficial 879, por lo que su caceria y
comercializacion esta prohibida en todo el terigtoacional. Ademas como medida de
conservacion; la especie ha sido incluida en lars#ay edicion del Libro rojo de los
mamiferos del Ecuador de 2011, en la categfulnerable; es decir la especie enfrenta
un alto riesgo de extincion en estado silvestraddel las multiples amenazas que ha

enfrentado la especie en el pais (Zapata-&ias, 2011).
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1.4.2 Genética de la conservacion y marcadores moleculareen la

conservacion de especies y su biodiversidad genatic

Tan importante es conservar la identidad genétedad especies que en los
altimos afios se ha creado una disciplina: la Geméte la conservacion. Sus objetivos
son evaluar la variacion genética de las poblasigngroponer medidas para preservar
la biodiversidad genética. Para esto utiliza laétjea molecular, teniendo como
principal herramienta a los marcadores moleculdosscuales por ser variables en la
estructura de su ADN permiten detectar diferenerdee especies e incluso organismos
de la misma especie. Estos marcadores se puedkmagxgn cualquier gen o producto
génico de cualquier organismo asi como en sitioslelmo hay genes (Gonzalez, 1998;
Godoy, 2009). Su aplicacién ha permitido analiaarpoblaciones a nivel de individuo
y especie, haciendo posible el entendimiento déistoria evolutiva, demografia y
ecologia. También los marcadores moleculares apbdgaamientas eficientes para la
identificacion de especies, asignacion de indivedagooblaciones, e identificacion de
individuos. Este conocimiento permite establecetrateggias adecuadas para la

conservacion de especies en peligro (Godoy, 2009).

1.4.3 Muestreo no invasivo en animales silvestres

La principal problematica para la realizacion dé¢eegpo de estudios es la
obtencion de ADN, debido a lo dificil y costoso gasulta la manipulacion y muestreo
de los animales, complicAndose aun mas cuandalsgdrcon carnivoros. Una de las
opciones es la extraccion de ADN a través de memstno invasivos que permiten
obtener material sin causar estrés al animal, &stionportante cuando se trabaja con
animales en peligro de extincion (Heymagiral, 2006; Bejeet al, 2009). En este tipo
de muestreos se utiliza pelo, plumas y hecesslarionales en estudio para extraer su
ADN (Echegarayet al, 2008; Smithet al, 2006; Berry, 2007; Prught al, 2005;
Paxinoset al,, 1997).

En nuestro pais no se ha realizado este tipo deliest para analizar las

poblaciones de lobo de paramo, sin embargo estécééya se ha aplicado para el
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analisis no invasivo en dos especies de mamiferqmekgro de extincién (Tabla 1.3).
Estos antecedentes convierten a este estudio edeufas pioneros en esta area, y el
primero que se enfoca en el andlisis no invasivéotde de paramo, utilizando técnicas
de biologia molecular.

Tabla 1. 3. Estudios realizados en el Ecuador en torno al an&ls no invasivo de mamiferos
en peligro de extincién.

Autor Investigacion
Jiménez, 2009 Optimizacién de los Métodos de Recidla, Conservaciéon y
Extraccién de DNA Nuclear a partir de Muestras ser&mento de
Oso de AnteojosI{remarctos ornatys
Segovia, 2006 Escatologia Molecularlexryothrix lagotricha(Primates:
Platyrrhini): Un método no invasivo de amplificatide ADN.

1.4.3.1 Estandarizacion del protocolo de extraccion de ADN

El objetivo de estandarizar un protocolo de exitacadde ADN es obtener un
ADN integro, de gran cantidad y altamente puroa@dicacion debe ser rapida, sencilla
y de bajo costo. Esto se logra mediante la estmadén de cuatro pasos

fundamentales para extraer el ADN de las célulasz¢@ki, 2000):

- Ruptura celular: De esta manera se libera el ADN de las células| psmer paso
para la extraccion de ADN. Se puede romper laslaglde manera quimica,
mecanica o enzimatica. El mejor método para rorigsecélulas y obtener intacto el
ADN es mediante la aplicacion separada o combinkedguimicos (detergentes) y
enzimas. La ventaja de los detergentes es que pudigbilizar los lipidos de la
membrana celular resultando en un método menosiabrde lisis celular. Los
detergentes usados en la lisis son el dodeciltsutfa sodio (SDS), dodecil sulfato
de litio (LDS), sarcosil, bromuro de cetiltrimetitanio (CTAB) y el bromuro de
cetildimetilamonio (CDA). El material usado parararr el ADN, debe suspenderse
en un buffer de lisis que mantenga la estructutaAN durante los pasos de
ruptura y purificacién, ademas que la remocién meepnas y ARN sea facil y que
no modifique la estructura del ADN. El buffer dsidi contiene el detergente, las
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enzimas, sales para mantener la fuerza iénica ainiaCl, y EDTA que actla
como inhibidor de DNasas (Surzycki, 2000).

Remocion de proteinas y RNAEI siguiente paso es remover las proteinas y el
ARN del lisado celular. La remocion de proteinas ld solucion de ADN
(deproteinaziéon) depende de las diferencias fsamtre las propiedades de los
acidos nucleidos y proteinas. Los métodos empleardfsncion de estas diferencias
son: diferencias de solubilidad (uso de solventgarocos como el método fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico), diferencias de dmlidad a sales o complejos (uso
de detergentes CTAB o CDA con NaCl), diferenciasadisorcion a superficies
cargadas (uso de columnas de silica), diferenaiagoumen especifico (uso de
centrifugacion con gradiente de densidad) y difeesnen la sensibilidad a enzimas
digestivas (uso de proteinasa K). La remociéon d&NAse la realiza por
procedimientos enzimaticos usando RNasa (Surz0Ki0).

Concentracion de ADN:Después de la remocion de proteinas y ARN, el ABbkd
ser concentrado. Este paso tiene dos propositaosentrar el ADN de la solucion de
deproteinizacion y remover nucleétidos, aminoacidogmpurezas de bajo peso
molecular. El proceso se lo realiza precipitand@@N con alcoholes (etanol o
isopropanol), con didlisis o concentrando el ADMNngo compuestos que absorban

el agua (Surzycki, 2000).

Determinacién de pureza y concentracion del ADNFinalmente en este paso se
evallan la pureza, concentracion y rendimiento &N extraido. La
espectrofotometria ultravioleta (UV), fluorometsiacomparacion de la intensidad
de bandas en geles de agarosa es util para dederaiooncentracion del ADN. La
pureza del ADN sobre las proteinas se calcula ahpapar la lectura de la
absorbancia a 260 nm y 280 nm (Surzycki, 2000).
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1.4.3.2 Extraccién de ADN a partir de heces

Las heces son especialmente Utiles cuando se astados animales silvestres y
en peligro de extincion ya que el muestreo no peatal animal, y ademas son faciles
de recolectar y transportar (Tered al, 2002). Es posible extraer el ADN de los
excrementos, debido a que las heces salen impragnaah células epiteliales del
intestino (Wasseet al.,1997), y este ADN extraido (Figura 1.5) puede sgpldicado
por la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (P&EB)ng & Wayne, 1997).

Varias técnicas han sido utilizadas para extraeAlpartir de heces de animales
silvestres. El método dguanidinium tiocianato silic§ GUSCN/silica) (Taberlett al,
1996; Reeckt al, 1997; Eggeret al, 2003; Frantzt al, 2003) emplea columnas de
purificacion para eliminar contaminantes. EI méto@®AB, fenol cloroformo y
purificacion con columnalslillipore (Zhanget al, 2006). EI método fenol-cloroformo y
purificacion con columnaslicroSpin (Ernestet al, 2000). EI métodaChelex 100
(Walshet al, 1991; Reect al, 1997, Frantz, 2004). El kit comercial mas utiliases
“QIlAamp DNA Stool Mini Kit”.Los estudios muestran que se puede obtener ADN de
buena calidad y cantidad, elimindndose la mayoma irthibidores de la PCR,
produciendo porcentajes altos de amplificacionatgrara ADN nuclear como ADN
mitocondrial proveniente de excrementos de aninslesstres (Bhagavatula & Singh,
2006; Zhanget al, 2006; Berry, 2007; Prught al, 2005; Echegaragt al, 2008;
Jiménez, 2009). Sin embargo es necesario estaadarizmétodo manual para extraer
ADN de las heces, ya que el uso de las técnicas améncionadas resulta costoso para

la realidad nacional y en muchos de los casostao egsponibles en el laboratorio.

1.4.3.3 Factores que afectan la extraccion y amplificaciénlel ADN

fecal

Una desventaja importante en la toma de muestcatefe es que generalmente
producen pequefias cantidades de ADN del individuanterés, y el ADN existente
estd a menudo muy degradado y contaminado con ialaggnético exégeno e
inhibidores de la PCR como sales biliares, pddigeos y bilirrubina presentes en las

heces (Broquett al. 2007; Taberleet al, 1999). Esto conduce a una alta tasa de error
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en el andlisis de microsatélites (genotipificacignes por ello que se requiere la
implementacion de procedimientos especiales quenteen la exactitud de los
resultados (Waits & Paetkau 2005).

El éxito de la extraccion y amplificacion del ADBchl se ven influenciados por
factores extrinsecos no controlables tales com@edestura, humedad, exposicion al
sol, y otras variables ambientales a las cualeshémes son expuestas antes de la
recoleccion (Farrel, Roman & Sunquist, 2000; Lucclket al, 2002). En un estudio
realizados por Linn (1981), se observé que el ADNIas heces es probablemente
afectado por el dafio oxidativo, la hidrdlisis, ydlgestion enzimatica. Algunos factores
que igualmente influyen en la tasa de error y quedpn ser controlados por el
investigador son: el intervalo de tiempo entredpasicion y la recoleccion, el método
de conservacién del ADN, la duracion de almacenatmjey las diversas técnicas de
laboratorio utilizadas en los protocolos de exiatcy PCR (Wasseet al, 1997;
Panasci, 2009).

La dieta del organismo también ha sido demostragoinfluyen en las tasas de
éxito de la genotipificacién, debido a inhibidords la PCR presentes en plantas
ingeridas por los animales (Monteieb al. 1997; Kohn & Wayne 1997) y al tejido de
animales presentes en las heces (Mumghal, 2003). Adicionalmente, los resultados
pueden variar segun la especie y las condicior@égicas del lugar, por lo que se debe
estandarizar la técnica para un estudio en paaticde este modo la técnica sera mas

eficiente y con menor tasa de error (Piggott, 2004

1.4.3.4 Métodos de conservacion del ADN fecal

En varios estudios (Frantzeh al,1998; Gerloffet al., 1999; Piggott & Taylor,
2003; Frantz, 2004), se observo que el ADN nudearonserva mejor en buffer DETs
(20% DMSO, 0.25 M EDTA, 100 mM Tris pH 7.5 y NaGlrp saturacién), mientras
que el etanol al 70%, la congelacion a -20°C @ehdo de las heces en silice suelen ser
preferibles para conservar el ADN mitocondrial. ddtrestudios sefialan que la

conservacion con etanol al 95% y 96% igualmente daanos resultados para
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amplificar microsatélites conservdndose el ADN por largos perioddkafget al.,
2006;Boschet al, 2005). El etanol absoluto (100%) también sethiaado, y el ADN

se conserva durante mas tiempo, siendo esto Utjlugaen muchos casos las muestras
no pueden ser analizadas de inmediato (Wastsat, 1997; Mukherjeeet al, 2007).
Por otra parte, el grupo de especialistas de Tdjipir Specialist Group, 2006), no
recomienda el uso del etanol para conservar lasstnage fecales porque pueden
interferir con la extraccion de ADN y su amplificat, debido a las diferentes
condiciones a las que se exponen los excrementodayaplicabilidad en diferentes
especies. Todavia no hay un consenso para deterlaitécnica de conservacion mas
adecuada (Panasci, 2009).

1.4.4 Marcadores mitocondriales

En animales el ADN mitocondrial (ADNmt) es un gersorxtracromosomal
circular pequefio, de alrededor de 15-20 kb, contpyss 37 genes en su mayoria y
gue carecen de intrones. Estos genes codificanZ@afd&kNt, 2 ARNr y 13 ARNm que
codifican para proteinas implicadas principalmearieel transporte de electrones y la

fosforilacion oxidativa de la mitocondrias (Booi®99; Larget Simon & Kadan, 2002).

Al utilizarse como marcador molecular el ADN mitadoial, tiene muchas
ventajas: evoluciona mas rapido que el ADN nucledemas distintas regiones del
genoma mitocondrial evolucionan a ritmos diferergeamitiendo elegir las regiones
adecuadas para los diversos analisis. Otra vesdgajae el ADN no se recombina por lo
que permanece intacto en la poblacion ya que esiddo por la madre en la mayoria de
especies. Estas caracteristicas hace que losdndwide la especie tengan una sola
historia genealdgica a través de los linajes mase(Alurst & Jiggins, 2005). Ademas,
cada célula tiene mas copias del genoma mitocdngu@ el ADN nuclear, se ha
observado que una tipica célula somatica contieree 00 a 1000 mitocondrias
(Jimeno & Hidalgo, 2006). Por ultimo el ADNmt puesler facilmente amplificado a
partir de una variedad de taxa debido a que leesetalse puede obtener sin clonacion.

Todo esto ha hecho que se elija al ADNmt como etatr molecular ideal en varias
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poblaciones, para estudios filogenéticos, taxondsig biogeograficos (Hurst &
Jiggins, 2005). En carnivoros se han utilizado raedguregiones del ADN mitocondrial

en estudios filogenéticos, evolutivos y de idecaifion de especies (Tabla 1.4).

Tabla 1. 4. Regiones del ADN mitocondrial utilizada en estudios poblacionales
de carnivoros.(Chavest al, 2012).

Regién Descripcién
Cytb Gen citocromo b
Col Gen citocromo oxidasa |
ATP6 Gen ATP sintetasa 6 (incluyendo una porcién que se
sobrepone con ATP8)
CR Regién control del ADNmt
16S Gen 16S, rRNA

1.4.4.1 Citocromo b (Cytb)

El citocromo b es un gen que est4 implicado emaelsporte de electrones de la
cadena respiratoria de la mitocondria. La varidhadi de la secuencia de ADN d&Jtb
hace que sea de gran utilidad para la comparaei@sjgecies del mismo género o de la
misma familia (Greemt al. 1997; Irwin, 1991). Este gen (Figura 1.5) estpl@amente
estudiado en los carnivoros, y se lo ha utilizado reimerosos estudios para
identificarlos (Figura 1.6). En canidos esta ammpéate estudiado por lo que es

considerado un marcador universal (Castresana, ZJ@lest al, 2012).

| Felis catus numt (~7.9 Kb) |

| Panthera numt (~12 5 Kb) |

B | wps |NDs| cr | 12s] 16s IND1 | ND2 cozmATPa(ATPs-

Carnivora mtDNA
(~16.7 Kb)

: et MINICOI(187bp) —
COl barcode region (658 bp) H 8

i ATPS (126 bp)
] A (160 bp)
l% B (385 bp) TP8 &

——— C (307 bp) .
== (110 bp) ’
E (421 bp) F (500-1000 bp) :}

cvrB |

Figura 1. 5.Esquema del ADN mitocondrial en carnivoros(Chavest al, 2012).
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Figura 1. 6.Marcadores moleculares utilizados para la identifiacion de carnivoros descritos en la
bibliografia empleados en diferentes articulos cidfficos.

El citocromo b (CB) es el marcador que mas se hiazadi para identificar a los carnivoros silvestr€é® = Region
control, 16s = Gen 16S, BA = Acidos biliares, MS icidsatélites, OT = Otros. (Chavesal.,2012).

Las secuencias del gen d&ytb se han utilizado especificamente para establecer
relaciones filogenéticas e identificar grupos taduoitos en aves (Questiat al.,
1998), en simios (Castresana, 2001), en felinosadBwhatula & Singh, 2006) y en
canidos, incluyendo también al lobo de pérabysalopex culpaeugWayneet al,
1997; Wayne, Geffen y Vila, 2004). Este marcadorsit amplificado con éxito a
partir de ADN obtenido de muestras fecales. Elealmiento de estas secuencias ha
permitido determinar las variaciones a nivel nuiithco. De igual manera, esta
informacion se ha utilizado para disefiar cebadespecificos de PCR que permitan
identificar a las especies a través de muestredsvasivos. Varios estudios demuestran
la efectividad de estos métodos: Berry (2007) lidgzd para identificar al zorro rojo
(Vulpes vulpes especie invasora en Australia; Echegaetyal (2008) us6 ADN
mitocondrial para identificar a lobo€#nis lupu}¥ en el Pais Vasco; Farred al. (2000)
los usaron en el zorro cangrejei@efdocyon thous)También se ha utilizado este
marcador para identificar a carnivoros endémicdsldpon (Kurose, 2005) y Farrel,
Roman & Sunquist (2000) también uso este marcad@ jolentificar al pumaPuma

concolo)) y al jaguar Panthera onca
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1.45 Marcadores microsatélites SSR

Son marcadores moleculares microsatéliteaocidos también conf®SR'simple
sequence repeats’Los SSRs presentan segmentos cortos de ADNarude 1 a 6
pares de bases (pb), los cuales se repiten enntéyndie forma aleatoria en el genoma
de los organismos eucariotas. Presentan algunamjagnsobre otros marcadores
(RFLP, RAPD ya que: son altamente polimorficos, presentarerf@a mendeliana
simple, y son codominantes (pudiéndose diferefogidividuos homocigotos de los
heterocigotos), ademas son féciles de medir y zaraliTodas estas facultades han
hecho que en la actualidad estén considerado$a paayoria de investigadores como la
mas poderosa herramienta para los estudios deiggerdd poblaciones (Cheng &
Crittenden, 1994; Guohao, 2003) (Figura 1.7).

Primer 1

CAcevyn

| ?F(. !6:\'l'.v\']'{']'(}GT_-‘s

GIGGACTATAGACCAT—ACACACACACACACAC—GCIGTGATGGTICTALC

Microsatélite

CACCTGATATCTGGTA—TGTCTGTGTGTGTGTG— -CGACA[TA[‘Q:}(’EH(':

UCIU'IL}.-U{;{,‘]-(-}.\_K,
Primer 2

Figura 1. 7.Marcadores microsatélitesSSR Ejemplo de un di-nucleétido A-C(n).
(Aranguren & Jordana, 2001).

El uso de microsatélites de ADN nuclear present \@mtajas importantes en
cuanto a la amplificacion de ADN de muestras fexdl@ primera su elevada tasa de
polimorfismo permite el estudio de la fauna silvest nivel individual y poblacional,
sin tomar contacto directo con los animales (Gaxza2003). A nivel individual, la
identificacién de alelos permite asignar a un imilio a un probable grupo de origen,
permitiendo analisis de parentesco, paternidad y aehlisis de estructura
intrapoblacional. Mientras que a nivel poblaciosal puede estudiar la pérdida de la
variabilidad genética de las poblaciones, evaluandopérdida de heterozigosidad,
pérdida de alelos, cambios en la distribucion @ély variacion en las frecuencias
alélica, causados por la reduccion severa del tandd poblacion debido a la

fragmentacion de su habitat y aislamiento, formacukllos de botella (Godoy, 2009;
20



Gonzalez, 2003). La segunda ventaja es que el ADR&raamplificado por PCR no
necesita ser de alta calidad, puede estar en umzad@a estado de degradacion y puede

encontrarse en cantidades reducidas (Gonzalez).2003

La amplificacion ha sido exitosa a partir del Ab#¢al en poblaciones de lobos
(Echegarayet al, 2007), en zorros de San JoaqWnolpes macrotis muticéSmith et
al., 2006), y en coyotes (Prugit al, 2005). También se han identificado varios
microsatélites para genotipificacion del zorro cartiAlopex lagopus (Jakubczak,
Knaga & Jeewska, 2009) y para el zorro rojo (Moore, Brown &ckss, 2010) que
podrian ser utilizados en estudios poblacionales.

1.4.6 Reaccion en Cadena de la polimerasa (PCR)

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa, conocita &CR por sus siglas en
inglés Polymerase Chain Reactipres una técnica innovadora de biologia molecular
desarrollada en 1983 por Kary Mullis que permitesilatesis ih Vitro” de ADN. Se
puede obtener un gran niamero de copias de un é@gnde ADN particular, partiendo
de un minimo de ADN blanco. La técnica es tan efoquze en teoria basta partir de una
Unica copia de ese fragmento de ADN, para podedifiwado (Surzycki, 2000). La
PCR estandar se lleva a cabo en 3 pasos fundaegrdaknaturalizacion, alineamiento

y extensién (Figura 1.8).

La desnaturalizacion consiste en separar la dallleehde ADN en dos cadenas
simples, ya que el sustrato de la Taq polimeragd ADN de simple cadena que actua
como molde para la sintesis de su nueva cadenad@wompmtaria, este paso se lo realiza
calentando la muestra a 94-95°C durante 30 adiihglos. El alineamiento consiste en
disminuir la temperatura para que los cebadores rimmeps se unan por
complementariedad de bases al ADN molde, normaknsattrabaja con temperaturas
de 50-55 °C durante 30 a 60 segundos, tomando entalwgue un aumento de
temperatura favorece la especificidad ya que digyeirias uniones incorrectas de los
cebadores con la hebra molde. Finalmente la exter=insiste en la sintesis de una

nueva cadena de ADN que va extendiéndose del extterminar 3’ de los cebadores,
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la polimerasa empieza a copiar la hebra, incorralesoxiribonucledétidos trifosfato
(DNTPs)en direccion 5537, esta etapa se la realiza a 72°C (Baredral, 1993,
Surzycki, 2000).
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Paso 3 Extension

Adicion de dNTPs Amplificaciéon
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Figura 1. 8. Esquema de la amplificacion de ADN poPCR. (Viljoen, Neland & Crowther, 2005)

1.4.7 Sistema de hipétesis o pregunta de investigacion

La estandarizacion de un adecuado protocolo daaiém de ADN a partir de

muestras fecales, permitird obtener ADN de purezsoncentracion adecuada para
analisis molecular en el lobo de paramo.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

El proyecto fue posible gracias al financiamientla Escuela Politécnica del
Ejército (ESPE); mediante el proyecto de iniciaci@rentifica 2011 titulado
“ESTANDARIZACION DE UN PROTOCOLO PARA LA EXTRACCIONDE DNA
DE HECES DE LOBOS DE PARAMOLYCALOPEX CULPAEUSY a los fondos

internos para docencia de los laboratorios de Bimtegia de la ESPE.

Los ensayos de laboratorioeron realizados en su totalidadles Laboratorios de

Biotecnologia Humana y Animal de la ESPE.

Los controles positivos de lobo de paramo, fugmmporcionados por eZooldgico

de Quito en Guayllabamba.

La recoleccion de muestras fecales se realiz6 étaegjue Nacional Cayambe-
Coca, gracias al Ministerio del Ambiente (Direcciprovincial de Pichincha) que
facilito la recoleccion, mediante la autorizaci@idvestigacion cientifica N° 41-2011-
IC-FAU-DPAP-MA.

2.2 Zona de Estudio

El proyecto se desarrollé en dos etapas: trabagango y de laboratorio.

2.2.1 Trabajo de campo

Los muestreos se realizaron en el Parque Nacioaghr@be-Coca, que esta
ubicado al nororiente del pais, aproximadamentéakin de Quito, ocupando cuatro

provincias: Imbabura y Pichincha en la Sierra, &mies y Napo en la Amazonia.
(MAE, 2011).
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2.2.2 Trabajo de Laboratorio

Posteriormente las heces se analizaron en los amms de Biotecnologia
Animal y Biotecnologia Humana de la Escuela Patitge del Ejército (ESPE), que se
encuentran ubicados en Sangolqui, Av. El Progr@so,canton Rumifiahui, provincia

de Pichincha.

2.3 Periodo de tiempo de la investigacion

La presente investigacion fue iniciada en el mesAdesto del afio 2011 y

finalizada en el mes de Julio del 2012.

2.4 Disefno

Se ha trabajado con un disefio cuasi-experimeraakgado en funcion de los

objetivos de la investigacion:

1) Para la validacion de los métodos de extracciorAD@&l fecal se utilizara una
muestra fecal y se realizara por duplicado la egiém para garantizar la
reproductibilidad de los métodos empleando adenrascantrol negativo para

descartar contaminacion.

2) En la determinacién del mejor método de extraccd@®mDN se utilizara un disefio
completamente al azar (DCA) con tres tratamientae gon los métodos de
extraccion de ADN (SDS/CAI, CTAB/CAI, 2CTAB/CAI) eBb muestras fecales

diferentes; evaluando concentracion y pureza @N A

3) Para evaluar la amplificacion del ADN mitocondrisé empleara cebadores
especificos para el géndrgcalopexy se obtendran los porcentajes de amplificacion
e intensidad de banda en funcion de la edad desiéfo de las muestras fecales

recolectadas.
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4) En la amplificacion de microsatélites se obtendrpoecentaje de amplificacion e
intensidad de banda para muestras fecales clakiican funcion de la edad de

deposicion.

5) Se determinara la sensibilidad y especificidacedshyo

6) Se determinara cual categoria de muestras fecalefureion de la edad de

deposicion es la mas adecuada para ser utilizadstedios moleculares

2.5 Procedimiento

2.5.1 Obtencion de controles positivos

Se tomaron dos muestras de sangre y tres de hesead de una pareja de lobos
de paramo que se encuentran albergados en el Zowldg Quito (Figura 2.1). El
personal del zooldgico fue el encargado de la tdmanuestras. Se tomd en cuenta,
ademas, la dieta de los lobos, que esta basadaresaojas y sardina, ya que el tipo de
alimento influyen en el método de conservacion tyaexion de ADN fecal (Jiménez,
2009). Para la recoleccién de las muestras fesalesilizdé una paleta de madera estéril,
se recogio las heces mas frescas encontradagaendalel zoologico y se las coloco en
una caja plastica bien etiquetada. La toma de magesanguineas se realizé de acuerdo
al protocolo establecido por el zooldgico, par® gtimeramente se anestesié a los
lobos macho y hembra, se desinfect6 el area deeta won alcohol antiséptico y
mediante una puncion en la vena cefalica se pro@decolectar 2 ml de sangre a cada
individuo, la sangre se deposité en tubos con @agglante EDTA. Las muestras tanto
sanguinea como heces fueron transportadas en ueernmrtatil y se almacenaron en

el laboratorio de Biotecnologia de la ESPE a -284€ta su posterior analisis.
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Figura 2. 1. Recoleccién de muestras sanguineasegdles de una pareja de lobos de paramo del
zoologico de Quito en Guayllabamba.
(A) Jaula de los lobo$B) Lobo de paramdC) Recoleccién de heces.

2.5.2 Obtencion de controles negativos

Se procediod a recolectar una muestra sanguineasdgguientes animales: perro
(Canis lupus familiaris) pariente cercano al lobo de paramo (familia Cagricconejo
domeéstico Qryctolagus cuniculyspariente cercado del conejo de morglilagus
brasiliensis) y gallina doméstica@allus gallu, presas del lobo de paramo segun
Trujillo & Trujillo (2007), (familia Leporidae y Pdsianidae respectivamente) y una
muestra de pelo de gatbgis catu3, pariente cercano del puma (familia Felidae) para
extraer su ADN vy realizar los ensayos de espeddttide la amplificacion por PCR del

ADN de lobo de paramo.

2.5.3 Recoleccion de muestras fecales en los paramos Bafrque Nacional

Cayambe-Coca

La recoleccion de excretas se realiz6 durante ksemde octubre, noviembre de
2011 y febrero de 2012 en paramos del Parque Naloitamyambe-Coca a partir de los
3.000 metros sobre el nivel del mar. En el proasaolecta se utilizaron guantes de
nitrilo para evitar contaminacién. Las heces seaaon en fundas de plastico ziploc ©
etiquetadas con la siguiente informacién: sitiondeestro, fecha, codigo de la muestra,
coordenadas y categoria (Anexo A). Se reconocas a&xcrementos en funcion de las
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caracteristicas que presenlas heces de los zos (Anexo B), midiendo ademas
didmetrocon un calibradc (Figura 2.3). Seealiz6 los muestreos en 6 sitios diferer
del area protegida y geoké dosmétodos de muestreo para localizar a los excrersi
el conteo de heces en transecto lineal de deposicidie aproximadamente : km en
carreteraen una solo sitio (" y el conteo de heces en distintos sitios (1,2,Z de
aproximadamente 5087 cada unaconocido este muestreo como conteo de hec
un area superficialGese,2004), para lo cual se emplearda 3 a 4 personas pe
localizar las hece@~igura 2.: y Figura 2.3A y 2.3B)Adicionalment, las heces fueron
fotografiadascolocando una rec de 20 cm que sirvio de referenciel tamafio de las
heces ygeoreferenciadas utilizando un GPS GARMIN eTrex®h2anne. Finalmente
se las transporté en unnevera portatil para luego saimacenadas -20°C en el
laboratoriode Biotecnologia de la ES hasta que su posteriextraccion de ADMN

Image

Figura 2. 2.Mapa de los sitios de muestreo en el Parque Nacidr@ayambe-Coca.

(1) Area 1.(2) Area 2 (3) Area 3.(4) Area 4.(5) Area 5 (T) Area 6= Transectc Google earth.
Version 6.2. (Microsoft Windows, 2012).
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Figura 2. 3.Recoleccion de muestras fecales en los paramos Eaftque Nacional Cayamb-Coca
(A) Transecto lineal de deposic de 3 km.(B) Conteo de heces en un arepesticial de aproximadamente m?.

(C) Recoleccién de excrement(D) Etiquetado de la muesti@&) Muestra fecal recolecta. (F) Medicién del
diametro de una muestra fe. El calibrador marca 2 cm.

La clasificacion de lamuestras fecales en funcion de la edad de deposse
baso ercaracteristicas externas que combini colory el brillo de la capa externa de

muestrafecal. Estas caracteristicas son diferentes parastnas frescas y vieji
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(Palacios, 2007)Dado que no se puede determinar el tiempo exaatoegtuvo la
muestra en el paramo después de la deposicidrstisgdda edad de la muestra en 48
horas para muestras frescas y 7 dias hasta 3 pasesiuestras semifrescas y residuos
(Mukherjeeet al, 2007) (Tabla 2.1).

Tabla 2. 1. Clasificacion de las heces en funciée ¢tk edad de deposicion de la muestra fecal.
Adaptado para muestras fecales de lobo de param@Mukherjeeet al, 2007 & Palacios, 2007).

Categoria Caracteristicas Edad de
deposicion
estimada

Frescas Heces de Recolectadas directamente de la jaula por lo gasws®e que
zoologico son frescas; y el tiempo de deposicion de las niseda de
pocas horas. Presentan una textura blanda, brélasi@gra.

Heces de  Presentan una textura blanda, brillosa e integréopque se

paramo asume que son frescas (se recolect6 en dias neplado Mer?grgz 48
Semifrescas Heces de  Presentan una textura dura, himeda y color opacis o(se
hamedak paramo recolectd en dias nublados). No se podia sabengbd que
estuvieron en el paramo después de la deposiéioambargo
se encontraban integras.
Semifrescas Heces de Presentan una textura dura, seca y color opacis o(sg
secas paramo recolect6 en dias soleados). No se podia sabiermgd que
estuvieron en el paramo después de la deposi¢ibantargo
se encontraban integras. 7 dias hasta
Residuog Heces de Se observo solo pequerios residuos de las heass., y 3 meses

paramo  desconoce el tiempo que han transcurrido en eimrpero se
asumio que es mayor al tiempo de las anteriorsgfickciones
por su grado de degradacion (se recolect6 en dfdados).

!La presencia de hueso y pelo se observé en toslaatiegorias de heces recolectadas en el parasue pratarse de posibles
presas como el conejo de morfsglyilagus brasiliens)so roedores

2.5.4 Validacion de los tres métodos de extraccion de ADfecal

En esta investigacion, se emplearon tres técnicemiates de extraccion de ADN
fecal aplicadas para otros mamiferos y que fuenaorgradas en la bibliografia, por lo
gue no son especificas para muestras fecales dedBlparamo. Por esta razén, se
realizaron ensayos hasta obtener extraccion pasiievADN de las heces de lobo de
paramo. En estos ensayos se probd de manera e@spedimo varia la extraccion,
empleando o no un pretratramiento de las hecesweno fisioldgico, aplicando de 1 a
3 lavados y cambiando las condiciones de consénvaig la muestra fecal: con y sin
etanol. En la validacion ademas, se utilizo unastra fecal recolectada en el paramo y

que estuvo almacenada durante dos meses y med0 a&C- en el laboratorio de
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Biotecnologia de la ESPE. Cada extraccion de ADNesdizO por duplicado para
garantizar la consistencia y reproducibilidad détado, empleando ademas un control

negativo (en lugar de heces se coloc6 agua), pataae contaminacion.

2.5.4.1 Conservacion de las muestras fecales

Todas las muestras fecales fueron conservadas regelacion a -20 °C sin la
adicion de ningun preservante para evitar la degiad del ADN (Tapir Specialist
Group, 2006; Vargas, 2009). Para evaluar la inflisedel etanol en la conservaciéon de
la muestra y en la posterior extraccion de ADNa umuestra fecal fue conservada a
-20°C adicionandole etanol, en una relacion de Btahol por | g excremento de

(Wasseret al., 1997) y sin la adicion de etanol.

2.5.4.2 Pretratamiento de las muestras fecales antes de mér su
ADN

Se modificé el método empleado por Tacal (2008), el cual extrajo ADN de
excrementos de cerdos realizando un lavado prendea buffer salinas PBS. Para la
extraccion de ADN de muestras fecales de lobo denp@ se utilizo para el lavado de
las heces otra buffer salina; el suero fisiolégingectable, utilizando la relacion
excremento/suero (1g:5ml) empleado anteriormentéWasseeet al, 1997). Se peso 4
g de heces descongeladas y se homogenizé con 2@ suiero fisioldgico en tubos
Falcon® de 50 ml. Posteriormente se colocé @0@e solucion en un microtubo de 2
ml y se centrifugd a 10.000 rpm por 5 min, se rémste paso y se almacend a -4 °C
por 12 horas. Finalmente, se homogenizo y se tegria 10.000 rpm por 5 min,

desechando el sobrenadante y dejando el pelletdét iniciar la extracciéon de ADN.

2.5.4.3 Extracciéon manual de ADN fecal, método dodecil sudto de

sodio/cloroformo-alcohol isoamilico (SDS/CAI)

Se utilizé el método empleado para la extracd@®DN fecal humano en células

cancerosas del colon propuesto por Abbaszadegah (2007). Se modificé la lisis
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celular para muestras fecales del lobo de parama dguiente manera: se adicion6
1ml de buffer de lisis (Tris-HCI 200 mM; EDTA 70 mMlaCl 0.2M; SDS, 0.5 %; pH
9.0) y 1Qu de proteinasa K, luego se incub6 a 60 °C poorasy a 95 °C por 15 min,
removiendo el material contaminante por centrifiya@ 10.000 rpm durante 10 min.
El sobrenadante se transfirio a un microtubo de @ $8 coloc6 1 ml de etanol (100 %)
frio, incubando a -20 °C por 30 min para precipitgdr ADN. Posteriormente se
centrifugd a 10.000 rpm durante 15 min, se elimeh&obrenadante, se resuspendio el
pellet en 50Qul de TE (10 mM Tris; 1 mM EDTA; pH 8) y se incub®d °C por 15
min. También se modificd la extracciébn organicauyifiracion del ADN. Se coloco
700 pl de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) a la sofin y se homogenizd por 30
min. Finalmente se modificé la concentracion delNADe la siguiente manera: se
precipitdo con 1 ml de etanol absoluto frio por D?as, se realizé un lavado con 500
de etanol al 70% y se resuspendié el pellet de ADMS0ul de TE (pH 8) a 67 °C por
30 min. EI ADN se almacené a -80 °C para postesiaralisis.

2.5.4.4 Extraccion manual de ADN fecal, método bromuro de

cetiltrimetilamonio/cloroformo-alcohol isoamilico (CTAB/CAI)

Se utiliz6 el método empleado para la extracdénADN de heces de monos
aulladores del Brasilouatta caray propuesto por Oklandet al (2004). Se modifico
la lisis celular para muestras fecales del lobgp@emmo de la siguiente manera: se
adicioné 1 ml de buffer de lisis (CTAB 2%, Tris-HQO0 mM, EDTA 20 mM, NacCl
1.4 M; pH 7.5) y 1Ql de proteinasa K, luego se incub6 a 60 °C porrahy a 95 °C
por 15 min. Posteriormente se adiciongl%le RNasa y se incubo por 1 hora a 37 °C,
removiendo el material contaminante por centrifiya@ 10.000 rpm durante 10 min.
También se modificé la extraccion organica y paaiion del ADN. Se coloc6 7Q0
de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) a la sofutiy se homogenizé por 30 min.
Finalmente se modifico la concentracion del ADNl@siguiente manera: se precipito
con 1 ml de etanol absoluto frio por 12 horasgsa#izd un lavado con 5Q0 de etanol
al 70% y se resuspendio el pellet de ADN eme TE (pH 8) a 67 °C por 30 min. El
ADN se almacend a -80 °C para posteriores analisis.
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2.5.45 Extraccion manual de ADN fecal, método 2 bromuro de

cetiltrimetilamonio/cloroformo-alcohol isoamilico QCTAB/CAI)

Se utilizoé el método empleado para la extracciénADN a partir de heces de
primates del mediterranedlécaca sylvanysy gorilas Gorilla g. gorilla) propuesto
por Valletet al (2008). Se modifico la lisis celular para muestiecales del lobo de
paramo de la siguiente manera; se adicioné 1 ndufier de lisis (CTAB 2%, Tris-
HCL 100 mM, EDTA 20 mM, NaCl 1.4 M; pH 7.5) y il0de proteinasa K, luego se
incubd a 60 °C por 2 horas y a 95 °C por 15 minséguida se centrifugd a 10.000 rpm
por 10 min y se colocé el sobrenadante en un noeemtubo de 2 ml. Se modifico la
primera extraccion organica y purificacion del ADMNg colocé 700ul de
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) a la solucignse homogenizé por 30 min. Se
colocé el sobrenadante en un nuevo microtubo dé 2eradiciond 10Ql de buffer de
lisis (CTAB 10%, NaCl 0.5M, pH 5.5) y se incub6 @ € por 30 min. Adicionalmente
se coloco 5ul de RNasa y se incub6 a 37 °C por 1 hora. Tamb&modifico la
segunda extraccidon organica y purificacion del ADBe colocé 700ul de
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) a la solucignse homogenizé por 30 min.
Finalmente se modificé la concentracion del ADNlaisiguiente manera: se precipitd
con 1 ml de etanol absoluto frio por 12 horasgsa#izd un lavado con 5Q0 de etanol
al 70% y se resuspendio el pellet de ADN ens@e TE (pH 8) a 67 °C por 30 min. El

ADN se almacend a -80 °C para posteriores analisis.

2.5.5 Extraccion de ADN de controles positivos y negatbs

2.5.5.1 Extraccion de ADN a partir de sangre total

El ADN de las muestras sanguineas de lobo de paraawho, hembra, que
fueron los controles positivos y parte de los adas negativos: perro, conejo y gallina
fue extraido utilizando el método cloroformo-alcbhasoamilico, utilizado
rutinariamente en el Laboratorio de Biotecnologiamdna, modificado por Grijalva
(2006), del Centro de Terapia Génica, Brno, Repaltheca (datos sin publicar) para

extraer ADN a partir de sangre total.
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2.5.5.2 Extracciéon de ADN a partir de pelo

Debido a lo complicado que resulta la extraccidrsaegre a felinos, se optd por
extraer el ADN de un gato domeéstico a partir de omeestra de pelo. Se utilizo el
método 2CTAB/CAI estandarizado para heces, realzamodificaciones en la lisis
celular: utilizando 200 mg de pelo, aumentando5aniLla buffer de lisis (CTAB 2%,
Tris-HCL 100 mM, EDTA 20 mM, NaCl 1.4 M, pH 7.5r proteinasa K a 20l en
lugar de 10 ul e incubando la buffer de lisis yelo a 100 °C en lugar de 95 °C. A
partir de este paso se siguié el mismo procedimiegmpleado en el método
2CTAB/CAI para muestras fecales.

2.5.6 Determinacion del mejor método de extraccion de ADNecal

Se extrajo el ADN de 5 muestras fecales por dugilica se analizdé el mejor
meétodo de extraccion de ADN; evaluando su integrid@ncentracion y pureza. Se
utilizé un disefio completamente al azar (DCA) (8ablR). Los datos obtenidos fueron
analizados en el software estadistico InfoStatier2010 (Di Rienzeet al, 2010). A
partir del programa se obtuvieron los resultaddsadélisis de varianza (ANOVA) y
valores promedios de los métodos de extraccionid fecal empleados. En el caso de

contar con valores significativos para el analggsvarianza, se aplico la prueba de

Tukey.
Tabla 2. 2.DCA, para elegir el método de extraccién de ADN fet.
Unidad Variables Variables Variables
experimental Independientes Dependientes Intervinientes
(De respuesta) (Contaminadoras)
600 ul de Método de extraccion de Concentracion de ADN Temperatura,
solucién ADN y ADN: extraido en los humedad, exposicién
suero fisiologico. Tratamiento 1: tratamientos. al sol, factores a los
SDS/CAI. Pureza del ADN, gue las heces estan
Tratamiento 2: absorbancia a 260/2680 expuestas antes de la
CTABJ/CAI. nm. de recoleccion.
Tratamiento 3:
2CTAB/CAI.
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2.5.7 Estandarizacion del método de extraccion de ADN par muestras
fecales recolectadas en el zooldgico de Quito

Para la extraccion de ADN en las tres muestraslgecdel zooldgico, se
estandariz6 nuevamente el método 2CTAB/Cpara ser luego utilizado en la
extraccion de estas muestras. Se utiliz6 una nauéstal fresca de lobo de paramo
recolectada en el zooldégico de Quito y que estliivaeenada durante 6 meses a -20°C.
Se realizaron 3 y 4 repeticiones para obtener nild para los ensayos de PCR. Por lo
que se incrementd los lavados con suero fisiolé¢icen lugar de 3), se adiciono el
doble de cantidad de proteinasa K (20ul en vezQdelly RNasa (20 pl en vez de
10ul), se dejo inmerso con el suero fisiolégicolases por 6 dias en lugar de 12 horas
para lavar mejor la muestra fecal y finalmentereeipité el ADN con el etanol durante

12 horas.

2.5.8 Evaluacion de la eficacia del protocolo de extrao@n de ADN fecal

Se utilizé el método 2CTAB/CAI para la extracciém ADN fecal de todas las
muestras fecales recolectadas en el Zooldgico déo Quen el Parque Nacional
Cayambe-Coca. Y se comparo la concentracion y putek ADN extraido para las 4

categorias de heces recolectadas en funcion diadule deposicion.
2.5.9 Determinacion de integridad, pureza y concentraén del ADN
extraido
2.5.9.1 Electroforesis en geles de agarosa
Se utilizé la electroforesis en geles de agaros®.&l % para visualizar la
presencia e integridad del ADN extraido. La viszadion de resultados se realizé en un

fotodocumentador UVP BioDoc-ItTM System con luzaitoleta (UV) a una longitud
de onda de 365 nm.
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2.5.9.2 Cuantificacibn de ADN mediante fluorometria

Para medir la concentracion de ADN extraido se efpl kit Qubit™ dsDNA
HS Assay Kitsge la casa comercial Invitrogen™as mediciones se las realiz6 en el
fluorometroQubit® 2.0 para una cuantificacion répida y predsl ADN, se utilizo el
procedimiento sugerido en el manual (InvitrogenpGd2010a).

2.5.9.3 Determinacion de la pureza del ADN y cuantificacionen

espectrofotometro

Para medir la pureza del ADN en relacion a la auirtacion con proteinas, se
utilizé la relacion de absorbancia a 260/280 nrené® un ADN puro el que mas se
aproxime al valor de 2 (Surzycki, 2000). También realizé la medicién de la
concentraciéon de ADN de las muestras fecales qumudiron ser cuantificadas por el
Kit de cuantificaciéorQubit™ dsDNA HS Assay Kitkas mediciones se las realiz6 en el
espectrofotometro NanoVue™ Plus siguiendo el priotietito sugerido en el manual
(NanoVue™, 2010).

2.5.10 Amplificacion del ADN mitocondrial por PCR

Para evaluar si el ADN mitocondrial extraido de masestras fecales por el
protocolo de extraccidon es apropiado para ampiificase utilizd una PCR para

amplificar un fragmento de 200 pb del citocromo b.

2.5.10.1 Disefio de cebadores (primers)

En la actualidad no se ha secuenciado completaneéngenoma del lobo de
paramo y no se ha podido detectar algin gen o seieuge ADN conservada especifica

para esta especie, lo que dificulta realizar uragmsle amplificacion PCR para poder
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identificar a la especie. Por tal motivo se recuaila busqueda de secuencias del ADN
mitocondrial del lobo de paramo y de otras espedarionadas evolutivamente con la
finalidad de hallar regiones conservadas parapgads, las secuencias de ADN fueron
buscadas en la base genética del GenBaltk £012). Gracias a estudios filogenéticos
de canidos (Waynet al, 1997) se obtuvo la secuencia parcial de ADNgds del
citocromo b Cytb) del lobo de paramo (GenBank: AF028151.1, AnexoWilizando
la herramienta bioinformatica ClustalX version Zl0arkin, 2007), se realizd un
alineamiento entre las secuencias @gth) de las especies del géndrgcalopex(L.
vetulus, L. gymnocercus, L. griseus y L. secHusa¢ como del loboQanis lupu} y
para el perro doméstic€énis lupus familiaris Encontrando dos regiones conservadas
solo para el génerbycalopexque no estaban presentes en el perro o el lolgoiréEi
2.3), en base a esta informacion se disefid 2 wimsepecificos para el género
Lycalopex; LC-CYTB-F (5-TTCCAGCACCATCCAATATTTCCGC-3) y LC-
CYTB-R (5- GGCGCCGTTTGCATGTATGTAACG-3) utilizandda herramienta
bioinforméatica Primer BLAST version 2009 (NCBI, Z&), estos cebadores amplifican
un fragmento de 200 pb de ADN mitocondrial (Tabld)2Los primers disefiados
fueron analizados en OligoAnalyzer 3.1 version2(htegrated DNA Technologies,
2012) para comprobar su disefio y ademas se amsalihdémologia en BLAST versién
2012 (NCBI, 2012b); estos analisis demostraron tpse primers disefiados son
especificos para el géndrgcalopex(Anexo O, P, Q). Los primers fueron sintetizados
por la casa comercial Invitrogen™.
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Figura 2. 4.Alineamiento entre la secuencia deCytbde lobo de paramo. Programa de alineamiento
de secuencias ClustalX 2.0.

Frente a las especies del gérieyoalopex(L. vetulus, L. gymnocercus, L. griseus y L. seaiur lobo Canis
lupug y el perro domésticddanis lupus familiaris (A) Region de unié del primer forward ~ (49-73, pisiadel
Cytblobo de paramo)B) Region de uni6 del primer reverse (225-248, posidel Gitb lobo de paramo).

Tabla 2. 3. Disefio de primers para amplificar un sgmento de 200 pb del €b en el lobo de
paramo. Datos editados de Primer BLAST

Primer Secuencia de primer 5’- 3’ Tamafio Inicio Parada Tm! GC
(bases) %
Delantero 5-TTCCAGCACCATCCAATATTTCCGC-3 25 49 73 57.91 48
LC-CYTB-
F
Reverso 5-GGCGCCGTTTGCATGTATGTAACG-3' 24 248 225 59.72 54.1
LC-CYTB- 7
R

Temperatura de fusién del primer

2.5.10.2 Optimizacion de la PCR
2.5.10.2.1 Temperatura de hibridaciéon de los primers (Ta)

Se realiz6 un ensayo con el ADN obtenido de la reangl lobo hembra del
zooldgico de Quito para asegurarse de estar trad@jan el material genético del lobo
de paramo, y ademas asegurarse de estar trabajandm ADN éptimo para PCR (el
ADN de heces puede estar degradado). Primero sel@cdh temperatura de fusion o

melting del ADN (Tm), con la siguiente férmula:

Tm = 2(A+T) + 4(C+G) (Regla de Wallace)
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Posteriormente se encontro la temperatura dedaitiin o annealing de los primers

(Ta), calculada con la siguiente formula:

Ta=Tm-5

Y se realiz6 un ensayo con gradiente de tempegmtpaaa encontrar a que
temperatura hibridan mejor los primers (Tabla Z4)ensayo se realizé en un volumen
de reaccion de 50 ul, utilizandalxle ADN blanco, 1.uM por cada primer, 100M
de cada dNTPs, 2.5 mM de MgCl1x Buffer PCR (Invitrogen™), 2.5 U de Tag DNA
polimerasa (Invitrogen™) y agua PCR libre de nwgdsa El programa utilizado en el
termociclador de gradiente Techne-TC-512 constarde desnaturalizacion inicial de
96 °C por 4 minutos; 35 ciclos de: desnaturalizaca 96 °C por 30 segundos,
temperaturas de alineamiento por 30 segundos, satema 72 °C por 30 segundos;
seguido de una extension final de 72 °C por 4 romytun Gltimo paso para detener la

reaccion a 4 °C por 10 minutos.

Tabla 2. 4. Temperaturas de hibridacién de los prirars para amplificar el Cytben el material
geneético el lobo de paramo.

Primer Tm? Tm promedio Ta’ Gradiente de
calculada [°C] calculada [°C] temperatura [°C]
[°C]
LC-CYTB-F 74 74 69 60.8-62.1-66.6-68.3
LC-CYTB-R 74

Tm: Temperatura de fusién o melting del ADN.
Ta: Temperatura de hibridacién o annealing de los pgme

2.5.10.2.2 Ensayo de adyuvantes en muestras fecales

Una vez encontrada la temperatura de alineamientosiprimers, se ensayo la
PCR con el ADN obtenido de una muestra fecal de lid paramo recolectada en el
zoolbgico. Se realiz6 este ensayo para determinas sposible amplificar ADN
mitocondrial de las muestras fecales y se utilmd@ adyuvantalbdmina sérica bovina
(BSA) acetilada (BSA-acety) y sin acetilar (BSA-F&)0.1 pg/ulLa reaccion de PCR
estandarizada para muestras fecales utilizando piidignerasa (Invitrogen™) o Taq
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polimerasa FLMNH, se realiz6 en un volumen de 50 pl a las siguseotacentraciones
(Tabla 2.5). Para la amplificacién se utilizé ehteciclador Swift maxi modelo MX-BLC-
4 (ESCO, Singapur) empleando un programa de awcguifin especifico para el ADN
mitocondrial del lobo de paramo en muestras fecdlaisla 2.6).

Tabla 2. 5. Concentracién de reactivos en la PCR tipizada para la amplificacién delCytben
muestras fecales de lobo de paramo

Volumen por

: Concentraciones Concentraciones 2
Reactivo : reaccion,1X
de Reactivos Empleadas (u)
LC-CYTB-F 100 pmolfl 20 pmol/5Qul 0.2
LC-CYTB-R 100 pmolfl 20 pmol/5Qu 0.2
dNTPs 20 mM 0.4 mM 1
MgCI2 50 mM 2.5 mM 25
Buffer 10X 1X 5
BSA 2.5 pg/ul 0.1 pg/ul 2
Tagpolimerasa (Invitrogen™), 5.0 Ul 2.5 Upl 0.5
Taq polimerasa FLMNH 5.0 Ul 2.0 upl 0.4
H20 (Grado PCR) 35.6
Volumen del master mix por reaccion 45 pl
Volumen total de reaccion (afiadiendo 5 ul de ADN) 50 ul

Tabla 2. 6. Programacion del termociclador para lamplificacién del Cytb en muestras fecales
de lobo de paramo.

No. de ciclos Proceso Temperatura [°C] Tiempo
1 Desnaturalizacion Inicial 96 4 min
35 Desnaturalizacion 96 30 s
35 Alineamiento 66.6 30s
35 Extension 72 30s
1 Extensién Final 72 4 min
1 Detener la reaccion 4 10 min

2.5.10.3 Ensayo de Sensibilidad

Se realiz6 el ensayo de sensibilidad analitica @aaéuar el limite de deteccion de
ADN mitocondrial para la amplificacion PCR de muastfecales de lobo de paramo.
Se realizaron diluciones seriadas de ADN, a 1:100°11:1¢, 1:1d, 1:1¢, 1:10,
1:10, partiendo de una concentracién de ADN de 20 ngfjabla 2.7)La reaccién de
PCR se realizé en un volumen de 5w@filizando 5ul de ADN fecal (Tabla 3.3).

! Taq polimerasa (FLMNH) fue producida en el laboriat de Sistemética Molecular y Genética Evolutilel
Museo de Historia Natural de Florida (FLMNH) a #awde cepas decoli que contienen el gefag.
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Tabla 2. 7. Diluciones seriadas de ADN fecal, ensay
para amplificar el Cyth.

Diluciones Concentracion de Masa de
ADN [ng/ul] ADN* [pg]

1 20 100000
1:10 2 10000
1:10 0.2 1000
1:10° 0.02 100
1:10 0.002 10
1:10 0.0002 1.0
1:10 0,00002 0.10
1:10 0.000002 0.010

'Se amplifico 5 ul de ADN a una concentracion dengul, teniendo
en la reaccion PCR 100 ng de ADN equivalentes080.@g

2.5.10.4 Ensayo de Especificidad

Para evaluar la especificidad de los cebadoresialies en este proyecto para el
géneroLycalopexy de esta manera determinar que solo se ampdifia®N de lobo de
paramo y no amplifica ADN de otros canidos, posilpgeesas o de otros depredadores
como el pumaRuma concolox. Se realizé un ensayo de PCR con el ADN obted&lo
la pareja de lobos del zooldgico, versus los sigai animales (controles negativos):
(Canis lupus familiaris) pariente cercano al lobo de paramo (familia Cagicconejo
(Oryctolagus cuniculysy gallina Gallus gallug, presas del lobo de paramo (familia
Leporidae y Phasianidae respectivamente) y dashis( catu3, pariente cercano del
puma (familia felidae). Para el ensayo se empl@icaedimiento usado para amplificar
ADN de muestras sanguineas de lobo empleando 216 Uaq polimerasa FLMNH
(Seccion 2.5.10.2.1).

2.5.10.5 Amplificaciéon de todas las muestras fecales recotadas

Se probd la técnica estandarizada de PCR, empleBaglgolimerasa FLMNH
(Seccion 2.5.10.2.2), para la amplificacion de $oda muestras fecales recolectadas en
el zooldgico de Quito y en el Parque Nacional Cae@oca. Adicionalmente se
utilizaron 17 muestras fecales para evaluar la dicgaion de su ADN mitocondrial
utiizando 1 U de Taq platinum (Invitrogen™). Sdlizd las concentraciones de

reactivos estandarizados para muestras fecaleta(Z &).
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2.5.10.6 Visualizacién de Resultados

Los productos de PCR fueron visualizados en geteagarosa al 2% mediante
corrida electroforética durante 1 hora a 100 V 9 &A. Se empled un marcador de
peso molecular de 100 pb (Invitrogen™) que permitaderminar el tamafio de las
bandas. Se tomaron fotos de los geles en un wamshdor UVP BioDoc-ItTM

System con luz UV.

2.5.11 Amplificacion de microsatélites en ADN nuclear poiPCR

Para evaluar si el ADN nuclear de lobo de paranteaio por el protocolo a
partir de heces, es apto para ser amplificado @R Be realizaron ensayos con 5

microsatélites identificados en otros zorros.

2.5.11.1 Eleccion de microsatélites

Se utilizaron 3 microsatélites de los 31 utilizagos Mooreet al, (2010), en el
estudio de genotipificacion del zorro rdjdulpesvulpes) y 2 microsatélites de los 15
identificados por (Let al, 2011) en el zorro tibetan¥\lpes ferrilata)(Tabla 2.8). Se
eligid a estos microsatélites por presentar mayammporfismo de acuerdo a los
resultados observados en las investigaciones at&gnLos primers utilizados para
amplificar los microsatellites fueron sintetizadqos la casa comercial Invitrogen™ y
Eurotins mwg operon. La reconstitucion de los pravee realizé afiadiendo agua PCR
libre de nucleasas hasta llegar a una concentraeioprimer de 100 pmol por ul a una
temperatura de 4 °C durante 24 horas. Despuédaléeaapo se almacenaron a -20 °C

para evitar su degradacion.
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Tabla 2. 8. Microsatélites utilizados en el materiagenético del lobo de paramo.

Locus Repeticion Secuencia de primer Alelos Tamafio
AHT121" (CA)» F-TATTGCGAATGTCACTGCTT 9 85-111
R-ATAGATACACTCTCTCTCCG
CPH8 (CA): F-TGCTCAATTGATTAGTCCGTCT 8 168-188
R-TAGATTTGATACCTCCCTGAGTCC
CPH2 (GTho F-TTCTGTTGTTATTGGCACCA 8 93-111
R-TTCTTGAGAACAGTGTCCTTCG
POg (GThz F- ATTCTGGACCAATGAGGC 15 170-210
R- GGAGGGGAGGAAGGATA
PO17 (GTho F- GGGGACCTCAAGAATGT 15 164-232

R- TGTCTCATCAATGCCAAG

Fuente: Mooreet al (2010).
2Fuente: Li et al (2011).

2.5.11.2 Optimizacion de la PCR
2.5.11.2.1 Temperatura de hibridacion de los primers (Ta)

Se realizo los ensayos PCR con el ADN obtenidadahgre del lobo macho del
Zooldgico de Quito. Se calculd la temperatura daéfu (Tm) de los primers y se
ensayo realizando un gradiente de temperaturasepaoatrar la temperatura 6ptima de
hibridacién (Ta) de los primers (Tabla 2.10). Lapéificacion de los microsatélites se
realizé en un volumen de reaccion de 25 pl, utiliicaful de ADN blanco con 1 U de
Ta polimeras (FLMNH) en el primer ensayo y 2.5&ADN blanco con 1 U de Taq
polimerasa platinum, (Invirogen™gn el segundo ensayo, Jud por cada primer,
100uM de cada dNTPs, 1.5 mM de MgClx Buffer PCR (Invitrogen™), y agua PCR
libre de nucleasas. El programa utilizado en ehteiclador de gradiente Techne-TC-
512 fue el siguiente (Tabla 2.9):

2 Taq polimerasa platinum (Invitrogen™) posee ur@pjedad de anticuerpo que bloquea la actividadvesisa a
temperatura ambiente. Esta actividad es restautesiaués de la denaturacion a 94°C, proporcionadd@azima
una actividad “Hot Start” automatica. La actividddt Start incrementa la sensibilidad, especifidigaendimiento
de la PCR, ademas reduce los requerimientos de aptiidn de la reaccion (Invitrogen Corp., 2010b).
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Tabla 2. 9. Programacioén del termociclador para lamplificacion de cinco microsatélites
en el material genético del lobo de paramo en mueas sanguineas.

No. de ciclos Proceso Temperatura [°C] Tiempo
1 Desnaturalizacion Inicial 94 5 min
35 Desnaturalizacion 94 30 s
35 Alineamiento \' 40 s
35 Extension 72 40s
1 Extensién Final 72 5 min
1 Detener la reaccion 4 10 min

'Gradiente de temperatura especifico para cada saigiie.

Tabla 2. 10. Temperaturas de hibridacion para cincanicrosatélites de zorro, aplicados en el
material genético del lobo de paramo.

Tm?! Tm Ta’
Microsatélite  Primer  calculada promedio calculada Gradientes de temperatura [°C]
[°C] [°C] [°C]
AHT121 Forward 56 57 52 Taq FLMNH A)52.3-54.1-58.2
Reverse 58 Taq platinum B 52.1-54.9-58.4
CPHS8 Forward 62 66 61 Tag FLMNH A) 58.1- 61.4-64.2
Reverse 70 Taq platinum B) 58.4-61.4-64.7
CPH2 Forward 56 57 51 Tag FLMNH A) 51.1-54.1-57.4
Reverse 58 Taq platinum B) 52.1-54.9-58.4
P08 Forward 50 52 47 Tag FLMNH A) 57.9-62.2-65.6
Reverse 54 Taq platinum B) 47.9-51.8-54.3
PO1i Forward 52 52 47 Tag FLMNH A) 57.9-62.2-65.6
Reverse 52 Taq platinum B) 52.1-54.9-58.4

Tm: Temperatura de fusion o melting del ADN.
Ta: Temperatura de hibridacion o annealing de los pgme

2.5.11.2.2 Ensayo de Adyuvantes en muestras fecales

Se realiz6 el ensayo PCR con el ADN extraido deninestra fecal de zooldgico,
para probar si es posible amplificar ADN nucleandeestras fecales. Se empledé como
adyuvante BSA sin acetilaa 0.1pg/ul. La PCR se realiz6 con los ciclos de
amplificacion ya utilizados (Tabla 2.9) en un voknrmde reaccién de 25 pl, utilizando
2.5ul de ADN blanco, 1U de Taq polimerasa platinumyithogen™), BSA sin acetilar
a 0 ug/ul y 0.1ug/ul0.6 uM por cada primer, 100M de cada dNTPs, 1.5 mM de
MgCl,, 1x Buffer PCR (Invitrogen™), y agua PCR librerdeleasas.
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2.5.11.3 Ensayo de Sensibilidad en muestra fecal

Se realiz6 un ensayo de sensibilidad analitica paatuar el limite de deteccion
de ADN en el ensayo de PCR para muestras fecalledbdale paramo amplificando el
microsatélite CPH2. Se realiz6 5 diluciones sesgadiel ADN extraido de una muestra
fecal de lobo recolectada en el zoologico con wtofade dilucion 1:2 (Tabla 2.11).
Para el ensayo se empleo el procedimiento usado graplificar ADN de muestras

fecales empleando 1 U de Taq polimerasa platinamit{dgen™) (Seccion 2.5.11.2.2).

Tabla 2. 11. Diluciones seriadas de ADN fecal, enga
microsatélites.

Concentracién de ADN

Diluciones [ng/ul] Masa de ADN [ng]
1 20 140
1:2 10 70
1:4 5 35
1:6 3.33 17.5
1:8 25 8.75

'Se amplifico 7 pl de ADN a una concentracion da@ul, teniendo en la reaccion
PCR 70 ng de ADN equivalentes a 70000 pg.

2.5.11.4 Ensayo de Especificidad

Se realiz6 este ensayo con el ADN obtenido del lmlagho del zoolégico, para
verificar la especificidad de los cinco microsaésifrente a los controles negativos de:
perro, conejo, gallina y gato. Para el ensayo spleamel procedimiento usado para
amplificar ADN de muestras sanguineas de lobo danpd empleando 1 U de Taq

polimerasa platinum (Invitrogen™) (Seccion 2.5.11).2

2.5.11.5 Amplificacion de todas las muestras fecales recoladas

Se utilizé los microsatélites CPH8 y CPH2, que l#ingron de mejor manera el
ADN de muestras sanguineas. Para ello se emple®®QRacon la concentracion de
reactivos estandarizado para amplificar muestrealds de lobo, utilizando 8 pl de

ADN en un volumen de reaccion de 25 pl con 1U dg dlatinum (Tabla 2.12). Y una
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PCR con 35 ciclos y 45 ciclos de amplificacionntieado la optimizacion de la PCR
para microsatélites en ADN fecal (Tabla 2.13).

Tabla 2. 12. Concentracién de reactivos estandarida para la amplificacion PCR de los
microsatélites CPH8 y CPH2 en muestras fecales dubb de paramo, utilizando Taq polimerasa
platinum (Invitrogen™).

Volumen por

: Concentraciones Concentraciones 2
Reactivo : reaccion,1X

de Reactivos Empleadas (u)

Primer-F 100 pmolfl 30 pmol/5Qu 0.3

Primer-R 100 pmolfl 30 pmol/5Qu 0.3

dNTPs 20 mM 0.4 mM 0.5
MgCl2 50 mM 1.5 mM 0.75

Buffer 10X 1X 25

BSA 2.5 pg/ul 0.1 pg/ul 1

Tagplatinum (Invitrogen™) 5.0 Ul 1 Ul 0.2
H20 (Grado PCR) - - 11.45
Volumen del master mix por reaccién 17l

Volumen total de reaccion (afiadiendo 8 ul de ADN) 25l

Tabla 2. 13. Programacion del termociclador estand&ada para la
amplificacion de los microsatélites CPH8, CPH2 en enaterial genético del
lobo de paramo en muestras fecales.

No. de ciclos Proceso Temperatura [°C] Tiempo
1 Desnaturalizacion Inicial 94 5 min
45 Desnaturalizacién 94 30 s
45 Alineamiento N 40's
45 Extension 72 40 s
1 Extensién Final 72 5 min
1 Detener la reaccion 4 10 min

Temperatura de alineamiento especifica para cact@saiélite.

2.5.11.6 Visualizacién de Resultados

Los productos de PCR fueron visualizados en gedesgdrosa al 2.5% mediante
corrida electroforética durante 1.5 horas a 10030 mA. Se empled un marcador de
peso molecular de 100 pb (Invitrogen™) que permitaderminar el tamafio de las
bandas. Se tomaron fotos de los geles en un wamskdor UVP BioDoc-ItTM
System con luz UV.
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2.5.12 Analisis de amplificaciéon

Se evalud el porcentaje de amplificacion para lasstnas fecales, tomando como
amplificacion positiva si presento la banda de #mation y como negativa si no la
presentd (Tabla 2.14). Ademas se midi6 la intensida la banda, asignando 3
categorias y a cada una se le asigné un valorlg Rabb).

Tabla 2. 14. Valores asignados para amplificacion.

Amplificacion Valor asignado
Nula 0
Positiva 1

Tabla 2. 15.Valores asignados para intensidad
de amplificacion.

Intensidad de banda Valor
asignado
Nula 0
Media 0.5
Alta (Tomando como referencia la 1

amplificacion del control positivo)

2.5.13 Identificacién de parasitos gastrointestinales

Adicionalmente se analizaron las muestras fecalesliante la técnica de
sedimentacion deRitchie o Formol-Eter para la identificacion de parasitos
gastrointestinales (Bowman, Lynn & Eberhard, 2084 )procedimiento empleado fue
el siguiente: Se colocd 1 g de heces en un vastiqoay se afiadié 10 ml de agua
destilada, mezclando hasta homogenizar la muegtateriormente se filtro el
contenido a través de una gasa a otro vaso plassedrasvaso el filtrado a un tubo de
ensayo de vidrio de 10 ml, se afiadi6é agua destiladta los 10 ml, luego se centrifugé
a 3200 rpm por 2 min y se desechoé el sobrenadBogteriormente se afiadio 5 ml de
formaldehido al 10 %, mezclando y dejando repoaasuspension durante 10 min,
luego se afnadido 3ml de éter-dietilico, se tapdilebty se agitdé con vigor por 1 min,

posteriormente se centrifugé nuevamente a 3200oEm2 min y se pasd con un hisopo
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las paredes del tubo para liberar el material eogtago y se desechd rapidamente el
sobrenadante. Para observar los parasitos, sedcolog gota de sedimento en el
portaobjetos, se afiadié una gota de lugol y luegmkco el cubreobjetos. Los huevos

de los parasitos se observaron a 40 aumentos @OX) microscopio optico.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Recoleccion de muestras fecales en los paramos dedrque Nacional

Cayambe-Coca y Zoolégico de Quito

En total se recolectaron 44 muestras fecales Pargue Nacional Cayambe-Coca
y 3 muestras fecales frescas en el zoologico ddoQiichas muestras fueron
clasificadas en funcién de la edad de deposicida pealizar los analisis de ADN
(Tabla 3.1 y Figura 3.1).

Tabla 3. 1. Total de muestras fecales recolectaslg clasificadas en funcion de la edad de
deposicion de la muestra(Datos obtenidos del Anexo C).

Edad de deposicién Muestras Cantidad
Frescas 17,27, 3Z, TN2N, 4F, 6F, 24F 8
Semifrescas 3N, 2T, 3T, 7N, 1F, 2F, 3F, 5F, 11F, 12F, 13F, 17F, 19

Humedas 18F, 19F, 20F, 21F, 25F, 26F, 27F
Semifrescas Secas 1T, 7T, 8T, 4T, 5T, 4N 6
Residuos 9T, 10T, 6N, 5N, 6T, 7F, 8F, 9F, 10F, 14F, 16F, 14
22F, 23F
TOTAL 47

1Z: Muestras de zoolégico recolectadas el mes dstagte 2011.

2T: Muestras recolectadas en el paramo el mes dérectle 2011.
3N: Muestras recolectadas en el paramo el mes dembre de 2011.
“F: Muestras recolectadas en el paramo el mes deréetie 2012.

Figura 3. 1. Muestras fecales categorizadas en fuba de la edad de deposicion.

(A) Frescas(B) Semifrescas Himedd€&;) Semifrescas Secd®) Residuos.
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De acuerdo latipo de muestreo, se recole un mayor nimero ( muestras
fecales mediantel método deconteo de heces en tnansecto lineal de deposic de
aproximadamente 2.51 realizado en un camino poco transitaébarea protegi¢, en
relacion al método deconteo de heces en distintas aresuperficiales de
aproximadamente 508 realizado dentro del pajonal (Figurag, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6,
3.7y3.8)).
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Alttojol 385 km

Figura 3. 3. Ubicacion GPS de las muestras recolectas erArea 2 (SO 10.404 W78 07.4).
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Googleearth

Figura 3. 4 Ubicacion GPS de las muestrarecolectas en el Area 330 18.264 W78 08.14).

Im U's Gel
Googleearth
3

Alt- ojc

Fechas de

T

Figura 3. 6. Ubicacion GPS de las muestras recolectas en elef5 (S0 19.511 W78 08.8¢).
51



Google earth
Altfojor d:20km

muestrarecolectas en el Area 6T ransecto linea.
S0 17.126 W78 08.576).

20
13
10
.l B =B e~ i
Areal | Area? | Arsa3 | Aread | Areas Tranlsecm
Ehuestras fecales 3 5 = 5 g 9

Figura 3. 8. Muestras feales recolectada: segun el tipo de muestredDatos obtenidodel Anexo C).

3.2 Validacion de tres métodos de extraccion de ADN fec (SDS/CAI,
CTAB/CAIl y 2CTAB/CAI)

Al realizar lavalidacion de extraccion del ADN una muestra fecal recolecte
en el paramaplicando los métodos SDS/CAI, CTAB/CAIl y 2CTAB/(, se determind
gue solo se puede extraer ADN de las heci se aplica erlos tres métodos un
pretratamiento déas heces colavados de suero fisilog@igura 3./‘A). También se
determind quexisten diferencias al extraer ADN de un muesttalfeonservada con
sin etanol al 100 % &0 °C, pues se observé una menor cantda@dDN cuando la
muestra fueconservada con etal (Figuras 3.9B y 3.9C)ademas la «cuota de ADN
obtenida presentan color marrén, que es indicio de maycontaminacié (Figura
3.10). Finalmentse obser6 que al realizar mdavados con suero fisiolégico, en e
caso 3, se obtiene um@andamas nitida de ADN fecal para lt®s métodc y menor
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cantidad de ARN, quedando estandarizados los tétedms de extraccion de ADN
(Figura 3.9D).

A
SDEACAT CTABMCAL 2ACTARBMCAL

[ ] I 1 [ 1
Mila 1B CH 24 2B CH 3Aa 3B CH

ph
10,000

1.500
300
B C
SDECAL CTABCAI ACTABMCAIL SDS/CAL CTABMAL  2CTABCAL

| | | | | | | | | |
14 1B CHN 2A ZB CH 34 3B CN M1 14

[ 1
IE CH 2A 2B CH 3A 3B CH M

D

SDEACA] CTABAAL ACTABMCAL
[ 1 [ 1 [ 1

14 1B CH 24 ZB CH 34 3B CH M

jalal
10,000

1.500

300

Figura 3. 9.Validacion de tres métodos de extraccién de ADN fat

Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % tefiidoSXBR Safe (Invitrogen™) donde se observan los tados de la
extraccion de ADN de una muestra fecal de lobo&tarpo (1N), recolectada en el Parque Nacional Cagdoisa.
(A) Extraccion de ADN fecal sin pretratamien(B) Extraccion de ADN fecal aplicando 1 lavado con susrmo
pretratamiento, muestra conservada con eta@)lEktraccion de ADN fecal aplicando 1 lavado coersucomo
pretratamiento, muestra conservada sin etablEktraccion de ADN fecal aplicando 3 lavados carre como

pretratamiento, muestra conservada sin etanol. Marcador de peso molecular de 1 Kb; CN = Contrgatigo de
la extraccion.
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Figura 3. 10.Alicuota de ADN fecal.

(A) Muestra fecal conservada en etaf®).Muestra fecal conservada sin etanol.

Los resultados de la cuantificacion de ADN en ebfdmetro Qubit® 2.0 y la
determinacion de su pureza mediante espectrofotonNgnoVue™ Plus; indicaron,
gue a medida que se aumenta el numero de lavadasueoo fisioldgico, se mejora la
extraccion de ADN fecal al obtener mas concentracié ADN y de mayor pureza
(Figura 3.11).

A
&0
50
440
30
20
10
0
2in Pretratamisnto | Pretratamisnte | Pretratamisnto
. (1 lavade) (1 lavada) (3 lavados)
pratratamissto sin stanol atanel atanel
|-,a.DN [ned] 0 34,7 472 50,25
B
2
1.5
1
0.5
L]
Sin Pratratamisnto | Pretratamisnto | Pratratamisnto
. (1 lawade) (1 lawade) (3 lavados)
pratratamisnte sim atanol stanol atanol
|n,usu.-isunm 0 1,516 1,641 1,791

Figura 3. 11.Valores promedio de cuantificacion y pureza de ADN.

(A) Concentracion del ADNB) Pureza del ADN. (Datos obtenidos Anexo D)
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3.3 Extraccién de ADN de controles positivos y negatiwo

Se obtuvo un ADN puro y de alta concentracion paranayoria de muestras
(Figura 3.12), sin embargo se observé una bajaerracion de ADN para las muestras
de ave y gato (Tabla 3.2), debido posiblementeeaefjimmétodo de extraccidén en sangre
esta estandarizado para muestras sanguineas dénsamino para aves para el primer
caso y debido a que el método de extraccion de ABNbelo de gato domeéstico no
estuvo completamente estandarizado para el segasdo pues el estudio se centré en

la estandarizacion de un protocolo para la extéacde ADN fecal.

yalal
10,000

1.500

300

Figura 3. 12. Extraccién de ADN de controles positbs y negativos.

Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % tefiiddSXBR Safe (Invitrogen™) donde se observan los tados de la
extraccion de ADN de los controles positivos y tiega de la amplificacion PCR. M1 = Marcador de peso
molecular de 1 Kb; LM = Lobo macho; LH = Lobo hembP = Perro; C = Conejo; A = Gallina (Ave); G = Gat
domeéstico; CN = Control negativo de la extraccion.

Tabla 3. 2. Valores de cuantificaciéon y pureza deBN de
controles positivos y negativos.

Muestra ADN [ng/pl] A 260/280 nm
LM (Lobo macho) 160 1.712
LH (Lobo hembra) 162.5 1.738
P (Perro doméstico) 20 1.786
C (Conejo) 224 1.771
A (Gallina) 20.5 1.671
G (Gato doméstico) 23.5 1.673
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3.4 Determinacion del mejor método de extracciéon de ADNecal

Se extrajo de forma exitosa el ADN fecal por lasstmétodos de extraccion:
SDS/CAI, CTAB/CAIl y 2CTABJ/CAI en las cinco muestriecales escogidas para este
ensayo, y que fueron recolectadas en el paranimgcanadas durante dos meses a -
20°C por los tres métodos de extraccion (Figurd3)3En los geles de agarosa al 0.8 %
se observo un ADN integro. Los valores de cuaatfiin del ADN en el fluorometro
Qubit® 2.0 y pureza mediante espectrofotometro Naed“ Plus de las muestras
fecales de lobo de paramo (Anexo E) fueron anabzadilizando InfoStat version 2010
(Di Rienzoet al, 2010). El analisis de varianza (ANOVA), previarmalizaciéon de
datos, mostréo que no existen diferencias signifiaatentre los tres tratamientos en
funcién de la concentracion de ADNW=0.6763). Mientras que para la pureza se
observé que si existe diferencia significativa entos métodos de extraccion
(p=0.0418), por lo que se aplicé la prueba de sicgiftia de Tukey para determinar
estas diferencias. El analisis mostro que el tratiatm CTAB/CAI provoca un efecto
diferente a la variable pureza de ADN que el tradato 2CTAB/CAI, mientras que el
tratamiento SDS/CAI provoca un efecto combinadolate dos tratamientos en la
variable pureza del ADN (Anexo F).

Los valores promedio de cuantificacion y purezaapas 3 tratamientos (Figura
3.14) indican una mayor concentracion de ADN para métodos CTAB/CAI y
2CTABJ/CAI, siendo el mejor método de extracciomedtodo 2CTAB/CAI, debido a
que extrae una buena cantidad de ADN (valor prooneeli51.16 ngd), y presenta una

mayor pureza (absorbancia a 260/280 nm de 1.65).
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LIl 1A 1B 24 2B 34 3B 44 4B 5A 5B OCH

rh
10,000

1.500
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C

M1 1A 1B 24 2B 3A 3B 44 4B SA B OCH
yald)
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Figura 3. 13.Determinacion del mejor método de extraccién de ADNecal

Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % tefiidoSXBR Safe (Invitrogen™) donde se observan los tados de la
extraccion de ADN de 5 muestras fecales de lobpadamo.(A) Extraccion de ADN fecal, método SDS/CAB)
Extraccion de ADN fecal, método CTAB/CAI (C) Extraccion de ADN fecal, método 2CTAB/CAI. 1A, 1B=
Muestra 1N; 2A, 2B= Muestra 2N; 3A, 3B = Muestra 40, 4B = Muestra 5N; 5A, 5B = Muestra 13N; M =
Marcador de peso molecular de 1 Kb; CN = Controhtieg de la extraccion.
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&0
30
40
30
20
10

SDS/CAI CTAB/CAI | 2CTAB/CAI
|lAD'N [ng/u] 37.28 57.53 51,16

1.7

1,65
1,6

2

1,55
1.5

>

1,45

1.4
AL AT CTABM AL | 2CTABMCAT

B A 2E0280 rum 1,42 1.5 165

Figura 3. 14.Valores promedio de cuantificacion y pureza en 5 nastras de ADN fecal.

Aplicando los métodos SDS/CAI, CTAB/CAIl y 2CTAB/CAR) Concentracién de ADN ADN [ngl]. (B) Pureza
del ADN (Absorbancia 260/280 nm).

3.5 Estandarizacion de la extraccion de ADN a partir demuestras fecales

recolectadas en el zooldgico de Quito

Se observo que la muestra fecal de zooldgico presera textura diferente y un
olor mas fuerte producto de una mayor presenciaideorganismos y probablemente
debido a la alimentacién que recibe (carnes rojasanginas), que aportan mayor
cantidad de proteinas y carbohidratos. Estas eafstitas la convierten en una muestra
muy contaminada y dificil de extraer su ADN. Aphda el mismo procedimiento del
método 2CTAB/CAI empleado para muestras de paramsg logré extraer una buena
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cantidad ADN por lo que se aplicé las modificacenganteadas anteriormente
(Seccion 2.5.7), obteniendo en este caso una ncaytidad de ADN (Figura 3.15).

A B
ML 14 1B 10 CH M1 14 1B 1C 1D CH
ph
10,000 phb
10,000
1,500
1500
300 -

Figura 3. 15.Extraccion de ADN de una muestra fecal del Zool6gic
Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % tefiidoSXBR Safe (Invitrogen™) donde se observan los tados de la
extraccion de ADN de una muestra fecal de lob@a®amo (3Z) por el método 2CTAB/CAA) Aplicando el
método 2CTAB/CAI estandarizado en muestras fecaleslegtadas en param@B) Aplicando el método
2CTABI/CAI con modificaciones en el pretratamiento cuero fisioldgico, cantidad de proteinasa K, RNasa,

precipitacion con etanol. 1A, 1B, 1C, 1D = repetieismle la muestra; M = Marcador de peso molecuiail Hb;
CN = Control negativo de la extraccion

3.6 Evaluacion de la eficacia del protocolo de extrao@n de ADN fecal

Se utilizo el método estandarizado 2CTAB/CAI cormgretocolo de extraccion
de ADN para muestras fecales de lobo de paramicaadblo en la extraccion de ADN
de las 43 muestras totales recolectadas en el @&tgaional Cayambe-Coca y en 3

muestras recolectadas en el Zoolégico de Quitenidxtdo ADN en todas las muestras
fecales (Figura 3.16).
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Figura 3. 16.Extraccion de ADN en 47 muestras fecales recolectasl

Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % tefiidoSXBR Safe (Invitrogen™) donde se observan los tados de la
extraccion de ADN de 3 muestras fecales recolastath el zoologico de Quito (1Z, 2Z, 3Z) y 44 miassen el
Parque Nacional Cayambe-Coca (#T, #N, #F). Emplea@hgwotocolo estandarizado 2CTAB/CAI. (A) Muestras
frescas, (B) Muestras semifrescas humedas, (C) Misestmifrescas secas, (D) Muestras residuos; 2Warcador

de peso molecular de 1 Kb; CN = Control negativdadextraccién, H = Marcador cuantitativo de ales@
molecular.
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Los resultados de la cuantificacion de ADN y laed®inacion de su pureza
mediante espectrofotdmetro NanoVue™ Plus (Anexoifi&icaron que las muestras
semifrescas humedas y secas tuvieron una mayodadrde ADN en relacion con
muestras frescas y residuos en donde se obtuvormencentracién de ADN (Figura
3.17A). En cuanto a pureza, las muestras freseseptaron menor contaminacion al
obtener un valor mas cercano a 2 (Figura 3.17B)icidwhlmente en base a la
informacién recopilada se realizé la prueba de teigiéy*> (Anexo H) utilizando el
paquete estadistico de Excel version 2007 (apfoade Microsoft Office 2007) y se
dedujo que la concentracién y pureza del ADN espeddiente de la edad de

deposicion de las muestras fecafes@,175 yp= 0,1 respectivamente)

A
100
g0
a0
40
20
]
Sermfrescas | Senufrescas )
Frescas ) Fesduos
Hiumedas Secas
|EA_DN [ng/ul] 59.5 74.4 80.6 50.7
B
1.83
1.8
1,75
1.7
1.63
B
1,35
Semifrescas | Semifrezcasz )
Frescaz ) Fesiduoz
Himmedasz Secas
A 260280 nm 1,793 1,759 1,79 1.636

Figura 3. 17.Valores promedio de cuantificacién y pureza de 4muestras de ADN fecal, aplicando
el método de extraccion 2CTAB/CAL.
A) Concentracién de ADN ADN [ngl]. (B) Pureza del ADN (Absorbancia 260/280 nm).
(Datos obtenidos Anexo G).
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3.7 Amplificacién del ADN mitocondrial por PCR

3.7.1 Optimizacion de la PCR

3.7.1.1 Temperatura de hibridacién de los primers (Ta)

Se obtuvo como mejor temperatura de alineamieatterhperatura a 66.6 °C, al
obtenerse una perfecta dupleta de la amplificacgdm,la presencia de productos
inespecificos o dimeros de primers. Se obtuvo upliaém de 200 pb perteneciente al
citocromo b Cytb) del ADN mitocondrial del lobo de paramo en el A@Xtraido de

una muestra sanguinea (Figura 3.18).

605 *C 621 °c 66.6°C f5.3°C

[ I [ I [ I [ I
M2 1A 1B 2A 2B 3A 3B 44 4B CH

ph
2072

300 Amplicdn
200 de 200 g
100

Figura 3. 18.Amplificacion del Cyth, ensayo de temperaturas.
Electroforesis en gel de agarosa al 2 % tefiido6BR Safe (Invitrogen) donde se observan los resestal® la
amplificacion de un fragmento de 200 pb del citowodb, en el ADN extraido de una muestra sanguieéiodo

hembra; M2 = Marcador de peso molecular de 10@Ab1B = 60.8°C; 2A, 2B = 62.1°C; 3A, 3B = 66.6°C; 4B
=68.3°C; CN = Control negativo de la extraccion.

3.7.1.2 Ensayo de adyuvantes en muestras fecales

En el primer ensayo de PCR se emB8A) acetilada (BSA-acety) y sin acetilar
(BSA-FV) a 0.1 pg/ul, se observé que al utilizarrBR etilado se inhibio la reaccion PCR,
mientras que al utilizar BSA sin acetilar se mejlaraeaccion (Figura 3.19A). En base a
esto se realiz6 otro ensayo solo con BSA sin acedil0 pg/pl, 0.1pg/ply 0.2 pg/ul para
hallar la concentracion adecuada de BSA que reseltda de 0.1ug/ul, la cual permitio

obtener un fragmento de 200 pb @ith sin la formacidén de productos inespecificos o
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dimeros de primer a partir del ADN obtenido de omgestra fecal, permitiendteterminar

gue es posible amplificar ADN mitocondrial de exsemtos(Figura 3.19B).

A
B3A Bid-acety  BIAFV
Dpgdl  Olpgl 01 pgd

iz + 14 1B 24 2B 34 3B CH

ph
2072

Aumplicdn
de 200 ph

300
200

100

B

BRA BiAFY B3A-FV
Opgd 01 pg/pl 02 pgid
[ | [ | [ |

A2 + 14 1B s ZB 7% 3B CH

ph
2072

300
200

100

Figura 3. 19.Amplificacion del Cyth, ensayo adyuvante BSA.
Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido cOBRSSafe (Invitrogen) donde se observan los resudtatiola
amplificacion de un fragmento de 200 pb del citowwob, en el ADN extraido de una muestra fecal dm® lo
recolectada en el zoolégic(h) Ensayo 1{B) Ensayo 2; M2 = Marcador de peso molecular deptdA al 3B =

repeticiones de la muestra fecal; + = Control pasiADN lobo macho del zoolégico); CN = Control negade la
extraccion.

3.7.2 Ensayo de sensibilidad
El limite de deteccién empleando 2 U de Taqg polasarFLMNH fue hasta la
dilucién 1:16, a una concentracién de ADN de 0.2 ng/pl que edeia haber

amplificado 1000 pg de ADN fecal (Figura 3.20).
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L |

1:100 = 1000 pg

Figura 3. 20.Amplificacion del Cyth, ensayo sensibilidad.
Electroforesis en gel de agarosa al 2 % tefiido6BR Safe (Invitrogen) donde se observan los resestal® la
amplificacion de un fragmento de 200 pb del citowwob, en el ADN extraido de una muestra fecal dm® lo
recolectada en el paramo; M2 = Marcador de peseautzr de 100 pb; 1 = ADN a 20 ng/ul; 2 = 1:16; B1G; 4
=1:16; 5=1:10; 6 =1:16; 7 = 1:16; 8 = 1:10; CN = Control negativo de la extraccién.

3.7.3 Ensayo de especificidad

Se obtuvo como resultado que los primers disefipdos el génerd.ycalopex
solo amplifican el ADN de lobo de paramo y no afigdi ADN de otros canidos
(perro), tampoco de posibles presas (conejo, galtinde felinos (gato) (Figura 3.21).

Lo cual confirmo el disefio especifico para estaiwvaro.

M2 LI LH I3 C & 5 CH

300

200 _— -

Lunplicdn de 200 ph

100

Figura 3. 21.Amplificaciéon del Cytb, ensayo de especificidad.
Electroforesis en gel de agarosa al 2 % tefiido¥BR Safe (Invitrogen) donde se observan los resvsdtal® la
amplificaciéon de un fragmento de 200 pb del citowd de lobo de parambH = Lobo macho; LH = Lobo hembra;
P = Perro; C = Conejo; A = Gallina, G = Gato; M2 =ahdor de peso molecular de 100 pb; CN = Control
negativo de la extraccion.

3.7.4 Amplificacion de todas las muestras fecales recotadas

La amplificacion de ADN mitocondrial con Taq polirasa convencional
(FLMNH) en todas las muestras fecales recolectgdessificadas en funcién de la
edad de disposicion de la muestra, demostro queantedla técnica es posible
identificar heces pertenecientes al lobo de paramims paramos del Parque Nacional

Cayambe-Coca (Figura 3.22).
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Figura 3. 22.Amplificacion del Cytben 47 muestras fecales.

Electroforesis en gel de agarosa al 2 % tefiidoS20BR Safe (Invitrogen™) donde se observan los redodtae la
amplificacion de un fragmento de 200 pb del Cytb KABitocondrial) de 47 muestras fecales recolestaael
zoolégico de Quito (1Z, 2Z, 3Z) y en el Parque Maai Cayambe- Coca (#T, #N, #F). (A) Frescas, (B)ifbessas
humedas, (C) Semifrescas secas, (D) Residuos; + =dCqusitivo (ADN lobo macho del zoolégico); M2 =
Marcador de peso molecular de 100 pb; CN = Congghtivo de la extraccion.
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Adicionalmente la amplificacion del citocromo b &A@ muestras fecales, empleando
Taq platinum, demostré que se mejora la amplifimaadel ADN mitocondrial si se
emplea una Taq polimerasa de alta fidelidad (Figuza).

MUESTRAS MUESTREAS MUESTRAS  MUESTRAS
FRESCAS SEMIFRESCAS  aFMIFRESCAS  RESIDUOS
HUMEDAS SECAD

| | | | [ 1
M2 + 38 1IN 4F 24F 6F IF 5F 11F 1EF 19F 7T 2T 4T 5T &F OF 10F CH

200 -_--_----——-
100 x"";t't'l.t:l]il:! Aty de 200 1211'_'1
Figura 3. 23.Amplificacion del Cytbempleando Taq platinum.
Electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % tefiido6BR Safe (Invitrogen™) donde se observa la aroplifion

del citocromo b, + = Control positivo; M2 = Marcadie peso molecular de 100 pb; CN = Control negati la
extraccion

3.8 Amplificacion de microsatélites por PCR

3.8.1 Optimizacion de la PCR

3.8.1.1 Temperatura de annealing (Ta)

Los resultados mostraron que la Tag polimersamulati (Invitrogen™) es mas
eficiente para amplificar microsatélites. Empleantiaq polimerasa convencional
(FLMNH) se observé una amplificacion de baja intéad para CPH8 y CPH2 y nula
amplificacion para los restantes microsatélitegyfd 3.24). Con Taqg platinum se pudo
optimizar las temperaturas de alineamiento de lawigos (Tabla 3.11). De los 5
microsatélites solo CPH8 y CPH2 amplifican perfesate la banda de ADN
perteneciente al microsatélite, sin la formaciorpamuctos inespecificos o dimeros de
primer, y en alta intensidad. Para PO8 se obtuvmatala de ADN del microsatélite en
alta intensidad pero también se obtuvo productespecificos. Mientras que para
AHT121 y POLli se obtuvo la banda de ADN del mictélga en baja intensidad y con

la formacion de productos inespecificos y dimemgrimer (Figura 3.25).
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Figura 3. 24.Amplificacion de 5 microsatélites en ADN nuclear déobo de paramo empleando Taq
polimerasa (FLMNH).

Electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % tefidoSXBR Safe (Invitrogen™) donde se observan los tasos de

la amplificacién de 5 microsatélites en una muestiaguinea de lobo de paramo. (A) AHT121, (B) CP(E3,
CPH2, (D) P08, (E) PO1i; M2 = Marcador de peso owbr de 100 pb; CN = Control negativo de la exdi@n.
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Figura 3. 25.Amplificacion de 5 microsatélites en ADN nuclear déobo de paramo empleando Taq
polimerasa platinum (Invitrogen™).

Electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % tefiiddSXBR Safe (Invitrogen™) donde se observan los tados de la

amplificacion de 5 microsatélites en una muestrgsmea de lobo de paramo. (A) AHT121, (B) CPH8,GEeH2,
(D) PO8, (E) PO1i; M2 = Marcador de peso molecudar100 pb; CN = Control negativo de la extraccion.
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Tabla 3. 3. Temperatura de alineamiento 6ptima pax la
amplificacion de 5 microsatélites en el material getico del
lobo de paramo.

Microsatélites (Ta) 6ptima
AHT121 58.4 °C
CPHS8 64.7 °C
CPH2 58.4 °C
PO8 54.3 °C
PO1i 58.4 °C

3.8.1.2 Ensayo de Adyuvantes en muestras fecales

Se utilizé el ADN extraido de una muestra fecalzdeldgico, empleando los
microsatélites CPH8 y CPH2 que presentaron mayoplificacion en muestras
sanguineas. No se pudo amplificar el ADN fecal {Fag3.26) por lo que se opto por
realizar un ensayo de sensibilidad para deterni@naoncentracion de ADN adecuada

para amplificar los microsatélites.

A B
BaA B3AFY BZA  BIAFV

Opg/l 0.1 pgid Opgl 0.1 pg/pd

1 1 1 | —

14 1B 2A 2ZBCH M2 1A 1B 2A 2B CH

Figura 3. 26.Amplificacion de los microsatélites (CPH8 y CPH2)ensayo con BSA.
Electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % tefiiddSXBR Safe (Invitrogen™) donde se observan los tados de la

amplificacion de 3 microsatélites en una muesiralfde lobo de paramo del zoologico. (A) CPHS8, (BHEZPM2 =
Marcador de peso molecular de 100 pb; CN = Congghtivo de la extraccion.
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3.8.2 Ensayo de sensibilidad en muestra fecal

De las 5 diluciones realizadas con el ADN de unastra fecal de zooldgico a 20
ng/ul, el limite de deteccion fue la dilucibre2na concentracion de ADN de 10 ng/ul
gue equivale a haber amplificado 70 ng de ADN fad#lizando el microsatélite CHP2

(Figura 3.27).

h
2072

300
200

100

Figura 3. 27.Amplificacion del microsatélites CPH2, ensayo serslidad.
Electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % tefiiddSXBR Safe (Invitrogen™) donde se observan los tados de la
amplificacion del microsatélite CPH2 (93-111 pb)usra muestra fecal de lobo de paramo del zool6gicoControl
positivo; 1 = ADN 20 ng/ul; 2 = 10 ng/ul, 3 = 5/pg 4 = 2.5 ng/ul; 5 =1.25 ng/ul ; M2 = Marcaidde peso
molecular de 100 pb; CN = Control negativo dextaaecion.

3.8.3 Ensayo de especificidad

Se obtuvo como resultado que los primers utilizatosespecificos para canidos
pero no especificos para amplificar solo microgatlde lobo de paramo, CPH8 y
CPH2 permitieron obtener un fragmento especifica fEbo y perro, mientras que para
AHT121, PO8 y PO1i se observo la formacion de pectmkiinespecificos a parte del

microsatélite (Figura 3.28).
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Figura 3. 28.Amplificacién de 5 microsatélites en ADN nuclear déobo de paramo, ensayo de

especificidad.

Electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % tefitoSX0BR Safe (Invitrogen™) donde se observan los tasos del
ensayo de especificidad para 5 microsatélites, A#J121, (B) CPH8, (C) CPH2, (D) POS8, (E) POL1i; LM.sbo
de paramo macho, P = Perro, C = conejo, A = Galltha,Gato; M2 = Marcador de peso molecular defdf)0CN

= Control negativo de la extraccion.
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3.8.4 Amplificacion en todas las muestras fecales recotadas

Se observé que en muestras fecales frescas amptigc mejor manera los
microsatélites CPH8 y CPH2 utilizando 45 ciclos afeplificacion y Taqg platinum,
optimizando de esta manera la amplificacion PCR pawestras fecales (Figura 3.29).
Este protocolo se empled en las demas muestras vegificar la eficiencia de
amplificacion de ADN nuclear a partir de muestexsafes semifrescas humedas (Figura

3.30), semifrescas secas (Figura 3.31) y residtigsra 3.32).

A B

+ 15 22 32 1M 2W 4F aF 24F CH hi2 + 1& 27 35 1IN 2H 4F 6F 24F CH M2
oh

2072

00
00

100

C D

M2 + 12 274 32 1M 2N 4F éF 24F CH + 1& 25 35 1IN 2N 4F

6F CH hi2

35 ciclos 45 ciclos

Figura 3. 29.Amplificacion de 2 microsatélites en muestras feca$ frescas.

Electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % tefiidoSX0BR Safe (Invitrogen™) donde se observa la amoplifon de
los microsatélites CPH2, CPH8 a 35 y 45 ciclos delidisacion. (A) CPH8, 35 ciclos, (B) CPH8, 45ciclds])
CPH2, 35 ciclos, (D) CPH2, 45 ciclos; + = Controlifles; M2 = Marcador de peso molecular de 100 @it =
Control negativo de la extraccion.
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Figura 3. 30.Amplificacién de microsatélites CPH8 y CPH2 en mudssas fecales semifrescas
humedas.

Electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % tefiidloX0BR Safe (Invitrogen™) donde se observa la aroptifon de
microsatélites (A) CPH8 y (B) CPH2, en 45 ciclos delifinacion, + = Control positivo; M2 = Marcador geso
molecular de 100 pb; CN = Control negativo dextaaecion.

A B
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Figura 3. 31. Amplificacion de microsatélites CPH& CPH2 en muestras fecales semifrescas secas.
Electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % tefiiloX0BR Safe (Invitrogen™) donde se observa la aroptifon de

microsatélites (A) CPH8 y (B) CPH2, en 45 ciclos delifinacion, + = Control positivo; M2 = Marcador geso
molecular de 100 pb; CN = Control negativo dextaaecion.
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Figura 3. 32.Amplificacion de los microsatélites CPH8 y CPH2 emuestras fecales residuos.
Electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % tefiidoSX0BR Safe (Invitrogen™) donde se observa la anoplifon de

microsatélites (A) CPH8 y (B) CPH2, en 45 ciclos delifinacion, + = Control positivo; M2 = Marcador geso
molecular de 100 pb; CN = Control negativo dextaaecion.

3.9 Analisis de amplificacion

3.9.1 Amplificacion de ADN mitocondrial y microsatélites en muestras
fecales

Se comparo la amplificacion e intensidad de bamda el amplicon de 200 pb del
citocromo b y los microsatélites CPH8 y CPH2 enatodas muestras fecales
categorizadas en funcion de la edad de la mudsisaresultados mostraron que para
muestras frescas y semifrescas humedas se obtleaemejores resultados. Para
muestras semifrescas secas se da la mas bajaieacpdih e intensidad de banda, pues
no se amplificé el ADN mitocondrial, mientras que rauestras residuos se amplificd

ADN mitocondrial y microsatélites en pequefias projpmes (Figura 3.33)
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Figura 3. 33.Porcentajes de amplificacion e intensidad de banden muestras fecales.

(A) Porcentaje de amplificacion, (B) Intensidadb@®da. (Datos obtenidos Anexo |, J, K).

3.9.2

de almacenamiento de las muestras fecales

Evaluacion de la amplificacion del citocromo b enuncién del tiempo

Se analizé la amplificaciéon de las muestras fecalediante la amplificacion del
citocromo b, tomando en cuenta que fueron almaesnagh diferentes fechas,
observando que mediante el protocolo de extracd®nADN se puede amplificar
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muestras que fueron recolectadas hace 6 I, y se amplifica mejor si se extrae
ADN lo masrapido posible (Tab 3.4 y Figura 3.34).

Tabla 3. 4. Amplificaciéndel Cytb en muestras fecales de lobo de paranem funcién de tiempo de

almacenamiento.

Fecha de Tiempo de Total Amplificados® % de amplificacion
recoleccion almacenamientc
Sep-2011 6 mese 3 3 100
Oct-2011 5 mese 10 2 20
Nov-2011 4 mese 7 3 42.9
Feb-08-2012 1me: 27 27 100
*Extraccién de ADN en marZz012
2Amplificacién PCR emmarzo 201
120
100
80
60
40 S
: w
0 (-
Sepil Oct-11 Nov-11 Fet-12
(6 meses) | (5 meses)| (4 meses) (Imes
M % amplificacion 100 20 42,9 100

Figura 3. 34.Distribucion de la amplificacién de muestras fecales en funcién | tiempo de
almacenamiento.
(Datos obtenidos Tabla 3.14).

3.9.3 Facilidad de la técnica para identificar miestras fecales

Ademas de las caracteristicepicas de las heces de lobo dramo, el diametro
€S una caracteristicads que sirve para discriminarlagl rango de 1 mm a 36 mm
resulto ser el méseguro pat identificar heces de lobo derp&no en | Parque Nacional
CayambeCoca, pues se loc amplificar elCytb en muestras fecal con este rango de

diametro de las hecéanexc I). Del total de mustras analizadas, la técnica obtuvo
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siguientes rendimientos (Tabla 3.16) convirtiéndete una técnica eficaz pese a las

condiciones de conservacion y almacenamiento dal&stras fecales.

Tabla 3. 5. Rendimiento del protocolo de extracciég amplificacién de ADN
estandarizado en muestras fecales de lobo de paramo

Constantes Extraccién Cytb CPHS8 CPH2
ADN
Relacion 47147 37/ 47 21/ 37 22/ 37
% Amplificacion 100 78,72 56,76 59,46

3.10ldentificacion de Parasitos gastrointestinales en oestras fecales de lobo de

paramo

De 43 muestras analizadas en el 23.26% (10/47)viskereio la presencia de
quistes deEimeria sp.(Figura 3.35) y en el 4.65% (2/47) la presenciehdevos de
Ascaris spp(Figura 3.36). El estudio morfolégico de los quisgehuevos se baso en el
tamafio, forma y tipo de pared y permitio difereneia 2 fases evolutivas d&@meria

spp y 2 fases dAscaris spp

Figura 3. 35.Quistes deEimeria spp.

(A) Eimeria spp1, fase de una célul@B) Eimeria spp 1, esporuladgC) Eimeria spp 2, fase de una célula.
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Figura 3. 36.Huevos deAscaris spply 2

(A, C) Huevo fase celulafB, E) Huevo embrionado.
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CAPITULO 4: DISCUSION

El estudio de la fauna silvestre aplicando métodos invasivos como la
recoleccion de muestras fecales, su extraccion@ Y su posterior amplificaciom
vitro empleando la Reaccion en cadena de la polimePE3R)( se ha convertido en los
altimos afios en una alternativa eficaz para estudg poblaciones de carnivoros a
través de indicios de su presencia (Paxetad., 1997; Prugtet al, 2005; Echegaragt
al., 2008; Berry, 2007; Smitlet al, 2005). Las ventajas de utilizar muestreos no
invasivos se centran en la facilidad de obtenerstna® sin capturar a los animales y por
ende sin causarles estrés, o exponerlos a un@eligrios sedantes que se utilizan para
capturarlos (Heymanmet al, 2006; Bejaet al, 2009). Y al menor despliegue de
personal y recursos para localizar los excremet¢obs animales; convirtiendo a la
técnica en un método menos costoso para realizaengo masivo de las poblaciones
de canidos (Echegaray al, 2008).

Estas caracteristicas convierten al muestreo rasinw a través de la recoleccion
y andlisis de las heces, en una técnica aplicadnie estudiar al lobo de paramo del
Ecuador, especie que enfrenta un alto riesgo dacext en estado silvestre, y cuya
conservacion se mejoraria si se existieran masliesten torno a la especie, a fin de
establecer planes de conservacion (Zapata-®ias, 2011). La estandarizacién de un
protocolo para la extraccion de ADN a partir de stzes fecales es un proceso dificil,
debido a que el ADN del individuo a extraer se enttia en pequefias cantidades,
degradado o contaminado con material genético exdgenhibidores de la PCR como
sales biliares, polisacaridos y bilirrubina pressngén las heces (Taberkdtal 1999;
Broquetet al. 2007). Actualmente existen métodos rapidos yaeéis para la extraccion
de ADN fecal, sin embargo la mayoria de estoszatilikits de extraccion de ADN, que
son altamente costosos y no aplicables a la rehligecional. La estandarizacion
conlleva ademas a determinar cuales muestras $ematelectadas son aptas para ser
utilizadas en estudios genéticos, como influyedadede deposicion de las heces, su
conservacion, el método empleado de extraccion OBl A& si realmente este ADN
obtenido pude ser amplificado por PCR (Panasci920/its & Paetkau 2005; Taberlet
et al 1999; Frantzeet al 1998).
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En este contexto, se analizaron los resultadosgdprbcedimientos realizados en
esta investigacion para garantizar la estandadGmacie un protocolo manual de
extraccion de ADN menos costoso y mas accesibbe ggalicarlo a las muestras fecales

de lobo de paramo.

4.1 Recoleccion de muestras

Los resultados de este muestreo preliminar (Veurgid.8) muestran que el
mejor método para obtener muestras fecales dedelpéaramo es aplicando el transecto
lineal de deposicion en carretera de 2.5 km, obtelu una mayor cantidad de muestras
fecales (19 muestras) en un camino poco transitedcarea protegida, que por el
método de conteo de heces en un area superficB0@ef (5 muestras en promedio
por cada uno de los 5 sitios muestreados). La pcesale una mayor cantidad de
muestras fecales en la carretera, puede darseodabamportamiento general de los
canidos y en este caso del lobo de paramo de eeagnaindes distancias en busca de
alimento, realizando estos desplazamientos magiantante por la noche, ya que es
una especie poco sensible a la perturbacion huneadasplazamiento de los lobos de
paramo por carreteras seria la mejor opcion tonpextalos lobos para desplazarse
dentro del area protegida (Jiménez & Navarro, 2@vatoriet al, 1999). Otra de las
causas de la diferencia en la cantidad de hecepiesl muestreo aplicado es un
muestreo preliminar que sirvié para ubicar la presede los lobos a través de las
heces. Asi que para obtener datos mas correciasdisribucion real de los lobos en el
area protegida, seria necesario realizar un moesti@s completo que incluya: la
recoleccién de excrementos en mas sitios, la esi@iale la influencia que causan las
diferentes temporadas (invierno o verano) en laleecion, la repeticién del analisis en

los sitios de muestreo, entre los factores masiiapies (Echegarast al, 2008).

4.2 Conservacion de la muestra fecal

La conservacion de la muestra fecal a -20 °C sadieion de ningun conservante
resulté ser el mejor método de conservacion. Adiadar etanol al 100% se obtuvo un
ADN contaminado y de color marrén (Ver Figura 3.H3to se produce debido a que la
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muestra fecal que esta expuesta al etanol, pudalglszar compuestos organicos como
polifenoles (Antolovichet al.,2000) que pueden co-precipitar con el ADN dandeke e
tonalidad (Loomis, 1974). Segun Porebstkal. (1997), el método manual de extraccion
de ADN no puede eliminar completamente estos costpsgey pueden actuar estas
sustancias como inhibidores de la PCR (Brogtiel. 2007). Investigaciones realizadas
por Zhanget al. (2006)y Mukherjeeet al (2007), demostraron que se puede usar el
etanol al 100 % para conservar las muestras fecles emplea un kit de extraccion de
ADN con columnas de purificacion, el cual permitertseparacion selectiva del ADN
(Frantzet al, 2003; Bosctlet al, 2005; Zhanget al, 2006). Este procedimiento no se

realiz6é durante esta investigacion.

4.3 Validacion de tres métodos de extraccion de ADN aapir de muestras

fecales

Con los tres métodos manuales evaluados en estatigacion: SDS/CAI para
extraer ADN de heces humanas (Abbaszadegat, 2007), CTAB/CAI para extraer
ADN de heces de monos aulladores del Bradduatta caray (Oklanderet al.,, 2004)

y 2CTAB/CAI para extraer ADN de heces de primatet miediterraneoMacaca
sylvanu3} y gorilas Gorilla g. gorilla) (Vallet et al, 2008). Se demostré que se puede
extraer un ADN puro y de buena cantidad a partimiesstras fecales de lobo de
paramo, sin la necesidad de utilizar un kit espexffara extraccion de ADN a partir de
excrementos (Ver Figura 3.9). Logrando este olgetisi se modifican métodos

manuales que no se han desarrollado especificaparateste carnivoro andino.

En cuanto a la aplicacion de un tratamiento prdeitas muestras fecales antes de
la extraccion de ADN, realizando multiples lavados suero fisiolégico (Ver Figura
3.11), resulté fundamental para el éxito de losoaes de extraccion en heces de lobo
de paramo, ya que no se pudo extraer ADN fecalusiizar suero fisiologico.
Resultados similares demostraron que al lavar gnesmte muestras fecales de cerdos
con una buffer salina, se increment6 la cantidad\ldi en el proceso de extraccion a
partir de excrementos (Targf al, 2008). Ademas del pretratamiento, la forma de

colocar la muestra fecal resultd ser importantmamento de estandarizar el método.
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En los tres protocolos originales se usaron poedote heces directamente en cada
microtubo de extraccion, lo cual no es adaptabile @& heces del lobo de paramo, pues
al tratarse de excrementos que estan envueltoslengmn compactos y resulta dificil
segmentarlos y tomar solo una pequefia porcion garta externa de la muestra para
cada microtubo. Por lo que se propuso tomar unaomagntidad de muestra,
homogenizarla en un tubo mas grande y de aqui tameaalicuota. Convirtiéndolo en
un meétodo Util para muestras fecales de lobo denp@rporque garantiza que se tomen
mas células epiteliales del intestino que se enraemayoritariamente en la parte

externa de las muestras fecales (Wastal.,1997).

Adicionalmente, se observé que el rol de los lagadon cloroformo/alcohol
isoamilico en los tres métodos utilizados en estaestigacion es importante.
Especialmente si tomamos en cuenta que estamagaindb con un ADN sumamente
contaminado. La eliminacién de los contaminantessgmtes en heces evitan que
puedan interferir con la amplificacion en la PCRurgycki, 2000). Finalmente
precipitar el ADN con etanol a -20 °C por mas der@utos mejora su recuperacion a

través de la formacién de un mejor precipitado @NASurzycki, 2000).

4.4 Determinacion del mejor método de extraccion de ADNecal

El tercer método 2CTAB/CAI resultd ser el mas efite para la obtencién de
ADN con niveles altos de pureza (absorbancia a2880hm. de 1.65), y una buena
concentracion (51.16 ngd). Una de las posibles razones de su mayor pyraede
centrarse en que solo en este método se realiz&agumda aplicacion del buffer de
lisis CTAB. Segun Nishimuraet al. (2010), este detergente ha sido empleado
satisfactoriamente para extraer ADN de tejidos tage, y eliminar sustancias
inhibidoras de la PCR como pigmentos, polisacanidosmpuestos fendlicos. Debido a
que las heces presentan similares compuestos doatass (Loomis, 1974; Taberlet
al. 1999; Broqueegt al. 2007), el CTAB estaria contribuyendo a la elirida de estos
contaminantes, aumentando la pureza del ADN extré8dgun Chavest al. (2006),
este factor es importante, ya que el ADN mas puetlp amplificarse de mejor manera

al contener menor cantidad de inhibidores de la.PCR
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No se pudo extraer una buena cantidad de ADN denwmstra fecal fresca
recolectada en el Zooldgico de Quito aplicando ejommétodo 2CTAB/CAI, por lo
que se estandarizé nuevamente el método para emiestizoologico (Ver Figura 3.15)
Esto se pudo dar debido a la dieta diferente déolbo de paramo de zoolégico en
comparacion a la de un lobo de paramo silvestréobel del zooldégico consume un
mayor cantidad de proteina y carbohidratos), loaprdleva a que las heces difieran en
composicion y textura. Se observéd que las muedhgoologico son mas dificiles de
extraer su ADN, debido a una mayor cantidad de o@sips organicos en
descomposicion. Esto comprobd lo expuesto por Mueptal (2003) y Piggott (2004),
en cuanto a la extraccion de ADN de muestras fecaledonde se hace énfasis en que
la extraccion y posterior amplificacion del ADNwen influenciada por la dieta de las
especies, y que se debe estandarizar la extrapai@un caso particular de muestra

fecal.

4.5 Evaluacion de la eficacia del protocolo de extracén de ADN fecal

Los resultados de la extraccion de ADN en todass rauestras fecales
recolectadas (Ver Figura 3.16), mostraron 100 %exteaccién aplicando el método
2CTABI/CAI, sin importar la edad de deposicion de nauestras fecales. Este resultado
es superior al obtenido por Sméhal. (2006), que extrajo ADN de muestras fecales de
zorro de San JoaquiViilpes macrotis muticag@n California con una eficiencia del
76 %, utilizando el kit de extraccion QIAGEN DNg#s.

Se observo ademas que la concentracion y purezalDidlextraido no guardan
relacion con la edad de deposicion de las muesheasles, siendo valores
independientes. El promedio obtenido en cuantonaestdracion y pureza (68.55 pb/
y A 260/280 nm de 1.745, respectivamente), es gupela obtenida por Stauftd al
(2008), utilizando el kitQlAamp DNA Stool Mini kiten la extraccion de ADN de
muestras fecales de felinos con valores de 388 dg/concentracion y A 260/280 nm
de 1.2 de pureza. En el estudio realizado por kayd (2008), se utilizé el mismo kit

de extraccion para muestras fecales de coyQGmni¢ latran3, obteniendo una
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concentraciéon promedio del ADN de 1.58 ng/ul quaresalor sumamente inferior que
el obtenido mediante el método 2CTAB/CAI, estarg#ato en esta investigacion.

4.6 Amplificacion del ADN mitocondrial fecal por PCR

El ADN obtenido de las muestras fecales recolestaga pertenece solo al lobo
de paramo, sino que también puede estar incluiddD® exdgeno proveniente de:
bacterias que se encuentran en el tracto digegtardsitos, ADN de presas que no son
bien digeridas y posiblemente ADN de otros carmisauyas heces presentan similares
caracteristicas y no pueden ser diferenciada®belde paramo a simple vista (Broquet
et al 2007; Palacios, 2007; Murphgt al, 2003; Taberleet al 1999). Para poder
diferenciar el ADN de lobo de paramo, se disefiters especificos para el género
Lycalopex que amplifican un fragmento de 200 pb del citowwob del ADN
mitocondrial. El disefio de primers especificos palraéneroLycalopex realizando
alineamientos con las secuencias parciales detroitto b del lobo de péaramo
(Lycalopex culpaeysy de 4 especies de zorros sudamericarias vétulus, L.
gymnocercus, L. griseus y L. sechuradgmas de las secuencias del citocromo b del
lobo (Canis lupu¥ y del perro doméstico Canis lupus familiaris mediante
herramientas bioinformaticas (Ver Figura 2.3), l@san ser una buena opcidén para
identificar secuencias conservadas en el gen tromo b para la especie y de esta
manera disefiar los primers de manera que no pesseggiones homologas para otra
especie de carnivoro u organismo. Las secuencieeo@das en el gen del citocromo
b han resultado ser el marcador genético mas antd [a identificacion de mamiferos
silvestres, y uno de los mas utilizados actualmentecarnivoros (Castresana, 2001;
Chavest al, 2012).

En cuanto a la estandarizaciéon de la amplificagén PCR del citocromo b,
resulté importante empezar primero amplificandcABIN obtenido de una muestra
sanguinea del Zoologico de Quito en Guayllabaméia psegurarse de estar trabajando
con un ADN oOptimo, ya que el ADN fecal puede estary degradado o contaminado
con ADN exdgeno (Taberlett al 1999). La temperatura de alineamiento encontrada

para la hibridacion de los primers fue 66.6 °Cirpgendo obtener un fragmento de 200
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pb sin la formacion de productos inespecificosredds de primer (Ver Figura 3.18).
El siguiente paso fue estandarizar la amplifica@Grmuestras fecales recolectadas en
el zoologico para asegurarse de estar trabajandaelcoaterial genético del lobo de
paramo, si hubiese el error de haber recolectadsl paramo muestras fecales de otro
carnivoro. El uso del BSA como adyuvante de lagiéacPCR, fue fundamental, pues
permitid que no se formen productos inespecifi€msyreciendo la amplificacion del
ADN extraido de las heces. Segun Kohn & Wayne (L987/BSA actia como una
matriz que absorbe los inhibidores de la PCR camtesdiliares y bilirrubina, presentes
en las heces y que dificultan su amplificacion.cbacentracion de 100g/ml de BSA
resultd ser la 6ptima, menor concentracidon no awrdéa reaccion, mientras que una

mayor concentracion actua como inhibidor de la f@nerasa (Chavest al, 2006).

Otros factores importantes para amplificar el ADNtocondrial fueron los
ensayos de sensibilidad y especificidad. El ensiysensibilidad permitié hallar la
minima cantidad de ADN mitocondrial que puede sepldicado por el sistema, para
lo cual se determind la sensibilidad analiticalizeado diluciones sucesivas del ADN
fecal de una muestra del zooldgico; encontranddimite de deteccion de 0.2 ng/ul,
equivalente a amplificar 1000 pg de ADN PCR, si uiiza Taqg polimerasa
convencional. Mientras que el ensayo de espediicidalizado entre el ADN obtenido
de una pareja de lobos del zooldgico, frente actwdroles negativos de perrGgnis
lupus familiaris) pariente cercano al lobo de paramo, con@py¢tolagus cuniculysy
gallina Gallus gallu3, presas del lobo de paramo y de gato doméskiebs(catu$,
pariente cercano del puma, permitieron comprobar lkps primers disefiados son

especificos para amplificar ADN del génésaalopex confirmando su especificidad

La estandarizacion de la amplificacion de un fragmedel citocromo b que es
especifico para el génetog/calopex es sumamente importante, pues es un método
eficaz para la identificacion de lobos de parameleirea protegida a través de indicios
como son las muestras fecales, evitando la capleireps animales para los analisis
genéticos. Ademas permite diferenciarlo de otrasdcéd como el perro doméstico,
siendo este un factor crucial para el manejo ygombn de esta especie. Este método

no invasivo de amplificacion del citocromo b a pade ADN obtenido de muestras
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fecales ha sido utilizado con éxito por Berry (20@ara identificar al zorro rojo
(Vulpes vulpesespecie invasora en Australia. Echegagipl (2008) uso este ADN
mitocondrial para identificar a lobo€#nis lupus L), en el Pais Vasco. Farrei al
(2000) lo usaron para identificar al zorro cangej€erdocyon thouskl puma Puma

concoloy y al jaguar Panthera oncaen Sudamérica.

La facilidad de utilizar el ADN mitocondrial en astlase de estudios genéticos
radica en tres caracteristicas sumamente impostabéeprimera es que el ADN no se
replica por lo que permanece intacto en la pobtagiées heredado por la madre,
permitiendo de esta manera disefiar primers espexifiara el género o la especie. La
segunda es que al tratarse de un ADN pequefio (¥2@s mas facil su clonacion y
posterior secuenciacion, caracteristica que hditéalo su estudio, permitiendo que
existe una mayor informacién de este ADN en laslgmitnes silvestres (Hurst &
Jiggins, 2005). Por ultimo la tercera caractersse centra en que una tipica célula
somatica animal tiene mas copias del genoma mitb@mue el ADN nuclear, pues se
ha observado de 500 a 1000 mitocondrias por cdliitaeno & Hidalgo, 2006).
Facilitando la amplificacion de este ADN en muesfexales, que generalmente poseen
una baja cantidad y calidad de ADN.

4.7 Amplificacion de microsatélites en el ADN fecal

Debido a que no se han diseflado primers especiffa amplificar
microsatélites en el lobo de paramo, se utilizanprs que amplifican microsatélites en
otros canidos. El uso de microsatélites entre éspernparentadas, ya se ha utilizado
en mamiferos (Gonzalez, 2003). Como ejemplo, lai¢cddha sido utilizada para obtener
datos genéticos del lob€#nis lupu} de los Alpes italianos empleando microsatélites
identificados en el perro doméstid@anis lupus familiariscon gran éxito (Lucchiret
al., 2002). Haciendo referencia a que el lobo derparan realidad es un zorro, se
utilizé 3 microsatélites de los 31 utilizados poodie et al. (2010), en el estudio de
genotipificacion del zorro rojVulpesvulpes),estos microsatélites fueron identificados
inicialmente en el perro doméstico. Y también d8zat2 microsatélites de los 15
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identificados por Liet al (2011), especificamente para el zorro tibetaviolpes
ferrilata) (Ver Figura 2.8)

En relacion a la estandarizacion de la amplifica@®&R de los microsatélites, se
utiliz6 el ADN obtenido de la sangre de un lobo pkramo del zoolégico para
asegurarnos de estar trabajando con un ADN Optishorealizar los ensayos de
gradiente de temperatura se observd una mejor facapion con la Taq de alta
fidelidad. Esto ya se obseredm la amplificacion del ADN mitocondrial en una ratia
representativa de excrementos, en donde se mejoamplificacion e intensidad de
bandada al amplificar el citocromo b, obteniendkutados positivos de amplificacion
en las muestras residuo que anteriormente con dlaggrasa convencional no se pudo
amplificar. Esto puede darse debido a que la Taq de altadathghiosee una actividad
“Hot Start” automética que se activa durante landagalizacion a 94 °C,
incrementando la sensibilidad, especificidad y marehto de la PCR, ademas reduce

los requerimientos de optimizacion de la reaccidwitfogen Corp., 2010b).

De los cinco microsatélites amplificados en mussganguineas de lobo de
paramo, se observé que solo 2 amplifican el mitétisa esperado con alta intensidad
(CPH8, amplicon entre 168-188 pb y CPH2, amplicoitree 93-111 pb), para los
microsatélites AHT121 y PO1i se observé una bajglificacion y formacion de
productos inespecificos. Mientras que para el matdite PO8 se observd un
fragmento de alta intensidad pero también la forémacde productos inespecificos.
Segun Gonzalez (2003), la utilizacion de primersuda especie, para amplificar por
PCR microsatélites en especies cercanas, tiene qamngipal inconveniente la
aparicion de alelos nulos, debido a sustituciomietecciones e inserciones en las
secuencias que corresponden a los sitios de ungbnpriimer y la aparicion de
amplificaciones inespecificas debido a la uniéresypecifica de los primers.

El ensayo de especificidad realizado entre el Al2Nadbo y controles negativos
empleados, revel6 que los microsatélites CHP8 y ZBth especificos para canidos,
amplificando una banda claramente definida parelgstra de ADN de lobo y de

perro. Para los microsatélites AHT121, PO8 y P@blsservo bandas poco definidas, y
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formacion de productos inespecificos. Estos redodtgpermitieron determinar que los
microsatélites CPH8 y CPH2 estan conservados grered domésticoGanis lupus
familiaris), en el zorro rojo\(ulpes vulpesy segun los resultados obtenidos también
estan conservados en el lobo de paranycaglopex culpaeysPor lo que esta clase de
microsatélites inicialmente identificados en elrpafoméstico, serian una buena opcién
para continuar con estudios genéticos, ya que tadae se han identificado
microsatélites especificos para el lobo de paré@mempre y cuando se utilice primero
la amplificacion especifica del citocromo b disefiadn esta investigacion para
diferenciar si se trata de perro o lobo de paraysi, se utiliza un mayor nimero de
microsatélites para identificar mas polimorfismose gpermitan identificar a los
individuos. Aunque la mejor opcidn seria disefiamprs especificos para el lobo de
paramo. De esta manera no se presentarian tantiderpas a la hora de la
amplificacion, y permitirian una discriminacion coleta de esta especie frente a otros

canidos.

El siguiente paso fue amplificar los microsasliCPH8 y CPH2 en muestras
fecales, probando de esta manera que también de puglificar ADN nuclear de las
muestras fecales recolectadas. Se utilizo la mmnaentracion de BSA de 10@/ml
para mejorar la amplificacion. En un primer intentose logré la amplificacion, por lo
que se realizé un ensayo de sensibilidad analjtae determinar la concentracion de
ADN a la cual se puede amplificar el microsatél@®H2 realizando diluciones
sucesivas del ADN fecal de una muestra del zoabdgemcontrando un limite de
deteccion de 10 ng/ul de ADN, equivalente a angalifi70000 pg de ADN. Esto
significé que se necesita 70 veces mas la canti@adDN fecal empleada para un
microsatélite que para amplificar ADN mitocondrialxplicandose estos resultados
debido a que existe una mayor cantidad de ADN mitddal que ADN nuclear en una
célula animal (Jimeno & Hidalgo, 2006).

Finalmente, la importancia del uso de microsatlite ADN nuclear radica en dos
ventajas importantes en cuanto a la amplificacinADN de muestras fecales. La
primera su elevada tasa de polimorfismo permigseldio de la fauna silvestres a nivel

individual y poblacional, sin tomar contacto diecbn los animales (Gonzalez, 2003).
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A nivel individual, la identificacion de alelos peite asignar a un individuo a un
probable grupo de origen, permitiendo analisisatemtesco, paternidad y el andlisis de
estructuras intrapoblacionales. A nivel poblacios@lpuede estudiar la pérdida de la
variabilidad genética de las poblaciones, causaddapeduccion severa del tamafio de
la poblacién y fragmentacion de su hébitat y aigaio, formando posibles cuellos de
botella en donde las especies corren el peligrextdiecion (Godoy, 2009, Gonzélez,
2003). La segunda ventaja hace referencia a ga®HNl de muestras fecales puede se
amplificado por PCR, ya que el ADN de los microk&i® a utilizarse no necesita ser de
alta calidad, puede estar en un avanzado estadegitadacion y puede encontrarse en
cantidades reducidas (Gonzalez, 2003).

4.8 Eficiencia en la amplificacion de ADN fecal en twas las muestras fecales
recolectadas

Segun Lucchiniet al (2002), las condiciones ambientales a las quanest
expuestas las muestras fecales antes de su reéolemmo temperatura, humedad,
exposicion al sol, dificultan la extraccion y pogie amplificacion del ADN, siendo
también importante el tiempo que estan expuesestas condiciones. Por lo que es
necesario analizar la amplificacion del ADN fecalfencion de la edad de deposicion
de los excrementos, a fin de determinar cualesremaptas para ser usadas en estudios
genéticos. Debido a que no se puede determinemahod exacto que estuvo la muestra
en el paramo después de la deposicion, clasificdasa heces en funcion de
caracteristicas externas que combinan el color pridb de la capa externa de la
muestra fue una buena alternatipara ubicar si se trataban de muestras frescas,

semifrescas secas, semifrescas hiumedas o resikhlasifs, 2007).

Para muestras frescas se observo un 100 % de imapbh para todos los 3
marcadores, con una alta intensidad de banda, rtendo a estas muestras en las
mejores para analisis genéticos, debido a que esti@stras se encontraban menos
expuestas a las condiciones ambientales y por @n&BN tiende a degradarse menos

(Luccihini et al, 2002). La segunda mejor amplificacion se obsesmOmuestras
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semifrescas humedas recolectadas en dias nublakl@®ca radiacion solar con valores
de amplificacion para €ytbdel 78.95%, CPH8 del 64.71 y CPH2 del 58.82 %ot
intensidad de banda media, las bajas temperatetgsachmo y la poca radiacion solar
conservaron mejor el ADN (Luccihinet al.,, 2002). Mientras que para muestras
semifrescas secas recolectadas en dias soleadussee/0 nula amplificacion para
ADN mitocondrial y valores bajos de amplificacioar@ CHP8 y CPH2 del 16,67 %
con una intensidad de banda sumamente baja, deljde la elevada radiacion y altas
temperaturas degradan mas rapidamente el ADN (huncat al, 2002). Por dltimo en
muestras residuos recolectadas en dias nubladopomanradiacién solar, se observo
una amplificacién deCytb del 78.57 % similar a la obtenida en muestras fsescas
hamedas, y para microsatélites una amplificaciga, el 28.57 % para CPH8 y del
42.86% para CPH2, con una poco intensidad de bdadabajas temperaturas del
paramo conservaron el ADN, sin embargo el hechsedeesiduos significaria que las
muestras son sumamente viejas, por ende el ADNdegtadado.

En cuanto al almacenamiento de las muestras fepalesargos periodos, se
observé que mediante el protocolo de extracciOADN se puede amplificar muestras
gue fueron recolectadas hace 6 meses si se tiecerteza que son frescas, como las
recolectadas en el zooldgico. Para muestras réadks en el paramo debido a que no
se tiene una estimacion real de edad de deposlaei@mplificacion resulta mejor si se
hace lo mas rapido posible (Ver Figura 3.34). Laseovacion del ADN por largos
periodos y posterior amplificacion ya se ha utilzaanteriormente, por ejemplo
Frantzenet al (1998), amplificé con éxito muestras fecales d@dunos Papio
cynocephalus ursinligjue estuvieron almacenadas durante 4 meses gelacion a
-20 °C.

En cuanto al andlisis total de amplificacion, seestd para el citocromo b una
amplificacion del 78.72 % para el total de las nmassfecales siendo un valor alto,
tomando en cuenta el estado de conservacion dueisasas y el método de extraccion
manual. Valores similares (78 %) obtuvo Beetyal (2007), al amplificar eCytb en
muestras fecales de zorro rojpu{pes vulpes en Australia utilizando un kit de
extraccion. Un valor mas bajo (59 %) obtuvo Faetehl (2000), al amplificar eCytb
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en muestras fecales de zorro cangrej@erdqocyon thous)puma Puma concolory
jaguar Panthera oncaen Sudamérica utilizando igualmente un kit deaedion. Para
el caso de microsatélites la amplificacion totale del 56.76% para CPH8 y del
59.46 % para CPH2. Valores similares obtuvo Ludcheh al. (2002), en la
genotipificacion del loboGanis lupu¥, obteniendo una amplificaciéon del 53 % con 6
microsatélites identificados en el perro en los eAlptalianos, usando un Kit de
extraccion de ADN. Ademas en este estudio se obtuwovalor mas alto de
amplificacion de microsatélites con relaciona anlgestigacion realizado por Segovia
(2006), en el mono lanudo del Ecuadbadothrix lagotrichd aplicando de igual
manera un kit de extraccion, en la cual no se pamplificar los 4 microsatélites
empleados en ese estudio. En cuanto a la caradiénzindividual de los lobos de
paramo aplicando estos microsatélites, la ideatiftm de homocigotos, heterocigotos
asi como los polimorfismos resultd dificil ya quegel de agarosa presentd poca
resolucién y no permitié diferenciar los tamafoslatebandas, por lo que una buena

opcion seria su posterior secuenciacion y analisis.

Lo expuesto, convierte al protocolo de extracciérADN fecal estandarizado en
este estudio, en un método no invasivo eficaz gsible para extraer y amplificar ADN
mitocondrial y nuclear del lobo de paramo. Sindaasidad de capturar a los animales o
utilizar un kit de extraccion de ADN fecal, queraenos accesible y mas costoso. El
protocolo estandarizado y el uso de marcadorescaritlriales y microsatélites,
permitiran iniciar estudios genéticos en el lobopdeamo, enfocados en estimar el
namero real de individuos presentes en el areagida y su distribucion, ademas
identificar poblaciones de lobos y el flujo génientre ellas. Informacion genética
puede proveer informacion fundamental sobre pasibleellos de botella, en donde la
variabilidad genética de los lobos de paramo poeéstarse perdiendo, debido a los
cruces endogamicos que se producen en poblaciese®fias con un habitat reducido
y fragmentado. El resultado de estos analisis pefanihallar poblaciones donde la
variabilidad genética este intacta y poblacionesdcexista mayor riesgo de extincion,
llevando los esfuerzos de conservacion hacia edios, mediante la implementacién

de planes de manejo y conservaciéon del lobo demmacan el propdésito de aumentar
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las poblaciones genéticamente viables en el Padguweonal Cayambe-Coca y en las
demas areas protegidas del pais.

4.9 Identificacion de parasitos gastrointestinales en nestras fecales de lobo de

paramo

La presencia de parasitos que puedan afectarud dallos animales silvestres ha
sido un factor poco estudiado en nuestro pais. sampee que muchos de estos
organismos pueden convertirse en patégenos parseles humanos (Arrojo, 2002).
Debido a la importancia de realizar este tipo délisis, y con el material fecal a
disposicion, se realiz6 adicional al estudio gewétiun analisis copro-parasitario
preliminar. Este andlisis reveld que el 23.26 % de las muetsnaan quistes deimeria
spp, parasito que el lobo de paramo puede adquilieldorma accidental al consumir
roedores y lagomorfos, la presencia de este parasitha reportado en el zorro gris
(Lycalopex griseysen Chile y no se observd que pueda ser patodmuimef, 1976). En
el 4.65 % de las muestras se encontr6 huevdsdaris spplLa especie de ascaris que
comunmente ataca a los canidos d@xocara canisaunque la mayoria de infecciones
son asintomaticas, las larvas pueden migrar y piodgranulomas en higado,
pulmones, cerebro, o0jos y ganglios. Los animalegrjés estan mas expuestos a la
infeccidn por el parasito (Rodriguet al, 2006). La presencia de este parasito se ha

reportado anteriormente en Chile para el lobo derpé (Jiménez & Novar@004).

El estudio morfolégico para la identificacion s parasitos se basé en el
tamafno, forma y tipo de pared y permitio diferengalamente el género de los
parasitos, observando posiblemente 2 especiesuliésr para Eimeria y 2 especies
diferentes para Ascaris. La importancia de estedasiparasitolégico radica en que se
podria identificar de una manera mas precisa lasciss parasitarias que atacan al lobo
de paramo, si adicionalmente se disefiaran primgpec#icos para las especies
parasitas, obteniendo su ADN mediante el protoci@oextraccion estandarizado en

este estudio para muestras fecales de lobo de param

92



CAPITULO 5: CONCLUSIONES

El mejor método estandarizado para extraer ADNIfagaartir de muestras fecales
de lobo de paramo fue el 2CTAB/CAI, que permiteeabr un ADN fecal puro y de
buena cantidad, apto para ser amplificado por P&Ryptando y modificando
métodos manuales que no se han desarrollado eéspswhte para este carnivoro
andino y abaratando costos, ya que no es necdaatitilizacion de un Kit de

extraccion de ADN fecal.

El éxito en la extraccion y amplificacion del ADMtenido de las muestras fecales
de lobo se vieron influenciadas por mdultiples feetoque se evaluaron en esta
investigacion tales como: la dieta del animal,dadede deposicion, las condiciones
ambientales a las que estan expuestos los excrsneat conservacion de la
muestra, el tiempo de almacenamiento de las hgdes, protocolos de extraccion
empleados.

El disefio de primers especificos para el géneyoalopex,a través de la
amplificacion de un fragmento de 200 pb del gen a&lcromo b en el ADN
mitocondrial, permitié identificar a través de las heces la preisede lobos de
paramo en el Parque Nacional Cayambe-Coca sinciesitiad del contacto directo
con el animal, facilitando de esta manera su memsty permitiendo ademas
diferenciar el ADN del lobo de otros canidos com@erro, felinos o de posibles

presas.

El uso de microsatélites de otras especies empa@ntresultd ser aplicable en el
material genético del lobo de paramo, siendo teaitdés los microsatélites CPH8 y
CPH2 conservados en el per@atis lupus familarisy en el zorro rojo\(ulpes
vulpeg, esto convierte a los microsatélites identificadm el perro en una buena
opcion para continuar con estudios genéticos ssaalispone de microsatélites
especificos para el lobo de paramo, siempre y @uaedutilice adicional a los
microsatélites, los primers especificos para ekegehycalopexdisefiados en esta

investigacion.
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- Amplificar microsatélites en ADN nuclear resultor seas dificil que amplificar
ADN mitocondrial debido a que existe un mayor nwneopias de ADN
mitocondrial en las células animales, por lo qukzat en la amplificacion una Taq
polimerasa de alta fidelidad mejora significativamee la amplificacion de
microsatélites en ADN obtenido de muestras sangsgiifeen ADN obtenido de
muestras fecales de lobo de paramo.

- Las muestras fecales frescas son la mejor opcitmrngalizar analisis genéticos en
ADN mitocondrial y nuclear, si no se pueden utilir@uestras frescas, las muestras
semifrescas humedas, son la segunda mejor opci@ncpeno se observd en los
resultados no existe un 100 % de amplificacion, sttae semifrescas secas y
residuos nos servirian para identificar si los exmntos pertenecen al lobo de
paramo mediante la amplificacion de ADN mitocondri@ero no servirian para

andlisis poblacionales con microsatélites por ga &aplificacion.

- El protocolo de extraccion de ADN fecal estandaliz@&n este estudio permitira
iniciar estudios genéticos en el lobo de paramopgncionado informacién valiosa
sobre su filogeografia, evolucion, genotipificacipmvariabilidad genética a fin de
establecer planes de manejo y conservacion deoldagiones de lobo de paramo en
las aéreas protegidas del Ecuador.

94



CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Se recomienda para futuros analisis genéticos pioblales en el lobo de paramo:
realizar un muestreo mas completo, aplicando tcaosdineales de deposicién por
carreteras, recolectar muestras fecales frescasnidrescas hiumedas en dias con

poca radiacion solar.

Un buen protocolo de recoleccion de muestras fecdbeilita sus posteriores
andlisis, por tal motivo, se recomienda utilizaamges para evitar contaminacion
entre muestras, utilizar una hielera para conselasrmuestras hasta llegar al
laboratorio, tomar puntos GPS para analizar laidigtion de los animales y realizar

un buen etiquetado de las muestras.

Se recomienda utilizar Taq polimerasa de alta ifiddl para obtener mejores
resultados en la amplificacion de ADN mitocondrialmicrosatélites en ADN

nuclear, facilitando de esta manera la estandadizae la PCR.

Para iniciar estudios evolutivos, y de filogeograén el lobo de paramo, se
recomienda analizar més regiones del ADN mitocahdidemas del gen citocromo
b, estas regiones podrian ser el gen del citocraxiaasa I, el gen ATP sintetasa 6,
la region control del ADNmt y el gen 16S de rRNAlizadas anteriormente en otros

carnivoros silvestres.

Para iniciar estudios de genotipificacion, se rdeona disefiar primers especificos
para el lobo de paramo, pero si no se puede reasta, la otra opcion seria utilizar
microsatélites identificados en el genoma del pegue pueden ser transferibles al

lobo de paramo.

En cuanto a la identificacién de parasitos gastesiinales, se recomienda disefar
primer especificos para las especies y utilizapretocolo de extraccion de ADN

fecal optimizado, para obtener el ADN de dichosipidos.
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- Se recomienda iniciar estudios genéticos enfocadda conservacion de otras
especies de mamiferos amenazadas, tales compiredndino Tapirus pinchaque
el puma Puma concolory el oso de anteojos {emarctos ornatysutilizando el

protocolo de extraccion de ADN fecal estandarizagesta investigacion.
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