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2017 36% amenazadas
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24% en peligro critico
42% amenazado

2021

Introduccion

Primates Neotropicales = Mamiferos de relevancia

Amenazas antropogénicas
« Caceria

« Tréafico de animales

« Pérdida de habitat

Género
Leontocebus
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Objetivo general

Optimizar las herramientas moleculares para inferir la filogeografia de los individuos del género de primate Ateles

mediante los marcadores CytB y D-Loop, y del género Leontocebus con el marcador D-Loop.

Objetivos especificos

* Obtener muestras de ADN de primates no humanos a partir de muestras no invasivas.

» Establecer el protocolo de PCR Barcoding con los marcadores CytB y D-Loop en muestras de ADN de primates no
humanos no invasiva.

« Inferir la regionalidad de los individuos de los géneros Ateles y Lentocebus con las secuencias disponibles de los

genes CytB y D-Loop.
Hipotesis
La optimizacion de las herramientas moleculares permite inferir la filogeografia de los individuos del género de primate

Ateles mediante los marcadores CytB y D-Loop, y del género Leontocebus con el marcador D-Loop.
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4 Marco Tedrico

Tabla 1 .
Primates de las familias Atelidae y Callitrichidae del Ecuador, taxonomia, Primates
sinonimias y distribucion. _ .
* Fosiles de 56 a 59 millones de afios

Taxon Nombre en espafiol Distribucién ) )
ATELIDAE * 500 especies vivas
Alouatta palliata Mono aullador de manto dorado Costa
Alouatta seniculus Mono aullador rojo de Linneo Amazonia
Ateles belzebuth Mono arafia de vientre amarillo Amazonia
Afri Asia 30i
Ateles fusciceps Mono arafia de cabeza marrén Costa Africa Neotropico
(107) (133) (187)
Lagothrix lagothricha .
g g Mono lanudo de Humboldt Amazonia v
lagothricha
Amazonia

Lagothrix lagothrich
agothnix fagorrnena Mono lanudo de P&ppig

poeppigii
CALLITRICHIDAE Ecuador
Cebuella pygmaea Titi pigmeo Amazonia Eamilias:
Leontocebus lagonotus  Tamarin ensillado de dorso rojo Amazonia e Callitrichidae  Pitheciidae
Leontocebus nigricollis ~ Tamarin de dorso negro Amazonia « Cebidae * Atelidae

Tamarin ensillado de dorso

Leontocebus tripartitus Amazonia I
p dorado « Aotidae i‘ )
Adaptado de Estado de conservacion primates del Ecuador (p. 17), Tirira D. \ j VHIVERIOAD OE LAS PUERZAR ARMAOAS

G. et al., 2018.
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Ateles belzebuth

¥

Pelaje color negro/marrén oscuro

Color blanco amarillento

Cabeza pequeia

N

Dedos largos

Cuatro digitos funcionales

Ateles
Torso estrecho

Vientre prominente

Brazos largos

Cola larga y prensil &u‘_w R \

\

Bosques de tierras bajas

(Abrams, 2022; Ceitlin, 2004; Mourthé et al., 2019; Tirira D. G. et al., 2018)

Marco Teodrico

Primate ecuatoriano de
mayor tamano

Frutas, hojas jovenes, flores,

Dieta :
insectos y madera.

Dispersor de semillas.
Regeneracion de bosques.
230 000 semillas por ano.

Rol ecolégico

Estado de
Conservacion

Peligro de extincion a

Pérdida de habitat, consumo
de “carne de monte” y
comercio ilegal de mascotas.

Amenazas
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Leontocebus lagonotus
Desde 2015

Dieta

Omnivoros, frutos pequenos,
insectos, flores, néctar,
resinas, huevos y ranas.

Rol ecologico

Dispersor de semillas.
Regeneracion del ecosistema.
Control de insectos

Estado de
Conservacion

Casi Amenazado.

Amenazas

EH

Consumo de “carne de monte

y comercio ilegal de mascotas.

(Carrillo, 2010; Downey, 2022; Garbino & Martins-Junior, 2018; Tirira D. G. et

al., 2018)

Marco Teodrico

Callitrichidae: Primates mas pequefios del neotrépico ,

/

Tierras y montafas bajas

Bosque primario piemontano
Pequefio tamafo
Pelaje negro o marron
Tonos rojizos

Hocico blanco

Coloraciones amatrillas y naranjas

@ ESPE
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Marco Teodrico

Estrategias de

. Reintroduccion Filogeografia
Conservacion

» Asegurar el futuro de

_ “Movimiento intencional y
poblaciones

liberacién de un organismo

* Preservacion de habitats dentro de su area de distribucion
autoctona.”
Herramientas:
 Areas protegidas
« Aplicacion de leyes
« Pagos por servicios B
ecosistémicos Idoneidad Interaccion
- P - individual con
» Reintroduccién de primates poblaciones
alojados en santuarios
Transmision Area de "Genética de la Conservacién”
de distribucion
enfermedades ' histérica

@ ESPE

(Baker, 2002; Brando et al., 2020; Wich & Marshall, 2016) R @

INNOVASION PARA LA EXCELENEIA

VERSION: 1.0



Marco Tedrico
PCR Barcoding

Control region
or "d-loop"
|

125 rRI\.IA | ..Cytochrome b
Species DNA Barcode o | / NADH
- N e D >\/ ™.

__ Dehydrogenase

165 rRNA o subunits
®7 & - 1 "

g | x 4 Mitochondrial DNA
hﬁ .'II 'II [ ] 22 tRNA-encoeding genes o
K / K / K / A

=
Deh EADH / Iﬁ B | | 13 protein-encoding regions f_"
ehydrogenase! 1 [
subunits \\\I"'-. '
. . LN LA\ NADH
ADN mItOCOHd rlal f?\} ”Xr;“ Dehydroggnase
\ a subunits
\ T cyt;;ﬁrome Oxidase
Variabilidad intraespecifica > \ ~\ subunits
Grados de relaciony Cytochroma Oxicase A% SEhese
tiempos de divergencia subunits

Variacion interespecifica

(Andrews et al., 1998; Castresana, 2001; Matauschek etal., 2011; Scotto, 2006)
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9 Materiales y Métodos

Area de Estudio y Muestreo Tabla 2

Informacion sobre las muestras de heces

Proyecto Primates Ecuador. Centro de Investigacion en zoonosis (ClZ) pertenecientes a A. belzebuth y L. lagonotus.

« Zonas: Tena, Pastaza y Morona  Alcohol al 98% a -80 °C

2011 12021 Muestra Especie Lugar
ye FD-167 Ateles belzebuth Yanacocha
Prep araci C’) Nnde muestras FD-172 Ateles belzebuth Puyo
FD-175 Ateles belzebuth Puyo
FD-220 Ateles belzebuth Puyo
— _ PM-001 Ateles belzebuth Ecuador
® - 5 ® PM-006 Ateles belzebuth Ecuador
*" = = FD-48 Leontocebus lagonotus Macas
2m @ - FD-49 Leontocebus lagonotus Macas
- — FD-52 Leontocebus lagonotus Macas
5| — - FD-57 Leontocebus lagonotus Macas
\v} 9 - ' FD-123  Leontocebus lagonotus ~ Merazonia
Transferic muestra Adadir etanal 2l 100% 2300 x g,  minutos Descartar FD-128  Leontocebus lagonotus Merazonia
sebrenzdanis FD-154  Leontocebus lagonotus ~ Merazonia
— FD-163  Leontocebus lagonotus Puyo
- 0’_ —~ ‘“"‘*\__ FD-165  Leontocebus lagonotus Puyo
= f FD-166  Leontocebus lagonotus Puyo
\‘“@; ] FD-174  Leontocebus lagonotus Puyo
j o -3 e FD-190 Leontocebus lagonotus Puyo
3 = T — ‘ FD-192  Leontocebus lagonotus Merazonia
v Y ! Y FD-225  Leontocebus lagonotus Puyo

2300 x g. 5 minutos

Descartar
sobrenadante

& ESPE
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10 Materiales y Métodos

Extraccion de ADN

Kit QlIAamp Fast DNA Stool ® Soil : dimi
de QIAGEN E.Z.N.A. oill DNA Kit Rendimientos
Muestras de A. belzebuth y L. FD-167, FD-172, FD-175, PM- Concentracion de ADN (ug/ml)
lagonotus 001y PM-006 de A. belzebuth e intensidad de banda de los

amplicones de PCR con CytB.

B

@ESP
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11 Materiales y Métodos

Optimizacionde PCR

Tabla3

Variables a evaluar para la optimizacion de la PCR con CytB y D-Loop

‘o) @ Marcador
N A Parametro Cytb D-Loop
g Concentracion de ADN X X

Mastermix +A0DN

Temperatura de hibridacion

T\
. >
N Concentracion de Cl,Mg

Termociclado Electroforesis Concentracion de Taq

—— Concentracion de primers
Tiempo de desnaturalizacion

X X X X X X

’ Tiempo de hibridacion

X X X X X

Tiempo de elongacion

®ESPE
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12 Materiales y Métodos

Analisis estadistico

- Eficacia de los kits

Test de Duncan con Normalidad .
intervalos de confianza Homocedasticidad _
0 < A ~”
de 95% y valor p= 0,05. Prueba de Shaper-Wllk Prueba de Levene —/"’.E
| InfoStat
Gréfico de barras. Diagrama Q-Q plot Gréfico de dispersion

- Optimizacién de PCR

Analisis de correlacion X
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13

Filogeografia

Ensamblaje y limpieza de
secuencias

-—=—20

Especie y porcentaje de
identidad

grupos externos

Secuencias de referenciay L

Materiales y Métodos

Arbol de maxima | Arbol de secuencias
parsimonia (MP) concatenadas

|
|
|
|
)
Alineamiento de secuencias l‘x'l

?
|
¢

Modelos de evolucion (HKY+G) y (T92+G)

?
d

Arbol de méaxima verosimilitud (ML)
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Extraccion de ADN

Figural
Valores de pureza y concentracionde ADN de las muestras extraidas con el kit QIAamp Fast DNA Stool de QIAGEN.
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B Pureza W[ADN]

L.

Promedio [ADN]= 39,2 ng/ul

@ ESPE
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15

Comparacion de los kits de extraccion de ADN

Figura?2

Valores de concentracionde ADN obtenidos de las muestras extraidas
conlos kits de QlAamp Fast DNA Stoolde QIAGENY E.Z.N.A.® Soil
DNA.

70
60
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= 40

o

< 30
2
1

o O

FD-167 FD-175 PM-006 PM-001 FD-172
Muestras

o

mQIAGEN mE.ZN.A.

Promedio: 37.48 ng/ul

I 000 =

Figura3

Valores de intensidad de banda obtenidos delas muestras extraidas
conlos kits de QlAamp Fast DNA Stoolde QIAGENY E.Z.N.A.® Soil

DNA.

FD-175 PM-001 PM-006 FD-167 FD-172
Muestras

100

~
(93]

N
6]

Intensidad de banda
a1
o

o

mQIAGEN mE.ZN.A.
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Comparacion de los kits de extraccion de ADN

Tabla4
Testde Duncan usando la Concentracionde ADN.

Kit Medias n E.E.
QIAGEN 19.43 5 481 A
E.Z.N.A. 37.48 5 4.81 B

Nota. p-valor=0.0291

Tablas
Testde Duncan usando la Intensidad de banda.

Kit Medias n E.E.
QIAGEN 75.93 5 1.43 A
E.Z.N.A. 89.26 5 1.43 B

Nota. p-valor=0.0002

(Costaetal., 2016;Limet al., 2020; Yang et al., 2020).

Figura4

Resultados y Discusion

Diagrama de barras de la concentracionde ADNYy la intensidad
de banda en funcion del kit de extracciéon empleado.

Concentracion de ADN
= N w NN = N w NN
(@] (@] o o o o o (@] (@]

Intensidad de banda

o

QIAGEN E.ZN.A.
Tipo deKit

QIAGEN E.ZN.A.
Tipo deKit
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Optimizacion de PCR con CytB

Materiales y Métodos

Parametro
Tabla 6

Pendiente

Valores

Valores del analisis de
correlacion para cada Concentracion de ADN
parametro de la

0.824

0.015

10 ng/pul
25 ng/ul
50 ng/ul
100 ng/pl

optimizaciondela PCR

con CytB.
Temperatura de hibridacién

0.774

1,342

56 °C
58 °C
60 °C
62 °C
64 °C

Concentracion de Cl,Mg

0.867

0,329

1.5 mM
2.0 mM
25 mM
3.0 mM
3.5 mM

Concentracion de Taq

0.5978

11.610

0.25 U/ul
0.5 U/ul
1 U/l

Concentracion de primers

0.973

1,738

0.25 uyM
0.5 uM
1uM

Tiempo de desnaturalizacion

0.070

30 segundos
60 segundos

Tiempo de hibridacion

-0.178

30 segundos
60 segundos

\{_@)ESF’E
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18

Optimizacionde PCR con D-Loop

Materiales y Métodos

Tabla7 Parametro

Pendiente

Valores

Valores del andlisis de
correlacién para cada
parametro de la
optimizaciéonde la PCR
con D-Loop.

Concentracion de ADN

0.7831

0.0004

6.25 ng/ul
12.5 ng/pl
25 ng/ul
50 ng/ul
100 ng/pl

Concentracion de Taq

0.8929

128.750

0.25 U/l
0.5 U/l
1 U/l

Concentracion de primers

0.9287

28.3150

0.25 uM
0.5 uM
1uM

Tiempo de desnaturalizacion

0.0860

30 segundos
60 segundos

Tiempo de hibridacion

0.1910

30 segundos
60 segundos

Tiempo de elongacion

0.0003

45 segundos
60 segundos

\{_@)ESF’E
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19 Resultados y Discusion

Filo geog rafia |, — FD167 Cytb Ateles belzebuth Yanacocha <=
43[_— FD172 Cytb Ateles belzebuth Puyo <=

Fi gurab 11 PO0G6 Cytb Ateles belzebuth Ecuador <=

Arbol de ML realizado sl KJ452772.1 Ateles belzebuth Ecuador

con el modelo OM328920.1 Ateles belzebuth Brasil

Hasegawa-Kishino- o 65| | —— FD175 Cytb Ateles belzebuth Puyo <=

Yano, para muestras 9L P001 Cytb Ateles belzebuth Ecuador <=

de Ateles conel

marcador Cth. 45 | — FD220 Cytb Ateles belzebuth Puyo <=

L NC 019800.1 Ateles belzebuth Suramerica
28 KR902369.1 Ateles belzebuth chamek Peru

KR902368.1 Ateles belzebuth chamek Peru

KJ452771.1 Ateles belzebuth chamek Peru

69 —— KJ507208.1 Ateles belzebuth chamek Peru

0L KR902367.1 Ateles belzebuth chamek Peru
MW978790.1 Ateles belzebuth Brasil
KJ452770.1 Ateles fusciceps Ecuador

KJ452767.1 Ateles geoffroyi Panama

KR902370.1 Ateles fusciceps Peru

72
39 —— KJ452769.1 Ateles fusciceps Colombia
8L KR902385.1 Ateles fusciceps robustus Peru

| KR902384.1 Ateles hybridus Per

- & ESPE

(CepedaDuque & Link, 2018; Grant, 2023; Morales et al., 2015) '.‘E.".‘.“EETET“E NPARA LA EXGELENGIA
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20
Filogeografia

Figura6

Arbol de ML realizado con
el modelo Tarumade 3
parametros, para
muestras de Ateles con el
marcador D-Loop.

(Link et al., 2015; Morales et al., 2015).

Resultados y Discusion

- PMO001 D-Loop Ateles belzebuth Ecuador <=
-FD175 D-Loop Ateles belzebuth Puyo <=
- PM006 D-Loop Ateles belzebuth Ecuador <=

FD172 D-Loop Ateles belzebuth Puyo <=

FD167 D-Loop Ateles belzebuth Yanacocha <=

- FD220 D-Loop Ateles belzebuth Puyo <=

OM328957.1 Ateles chamek Brasil
OM328956.1 Ateles chamek Brasil

OM329060.1 Ateles chamek Brasil
OM329059.1 Ateles chamek Brasil

NC 019800.1 Ateles belzebuth Suramerica
OM328866.1 Ateles belzebuth Brasil
OM328920.1 Ateles belzebuth Brasil

- OM329057.1 Ateles chamek Brasil
- OM328955.1 Ateles chamek Brasil
-NC 064192.1 Ateles marginatus Brasil
-NC 064190.1 Ateles chamek Brasil
- OM328892.1 Ateles chamek Brasil

97
84
67
100
90
3
66
85
21 79
90
69
11 94
45
97
100
91

100

OM328958.1 Ateles paniscus Brasil
NC 064191.1 Ateles paniscus Brasil
OM328893.1 Ateles paniscus Brasil

OM328878.1 Lagothrix lagotricha Brasil ] outgroup

& ESPE
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21 Resultados y Discusion

Filogeografia

Figura7
Arbol de ML realizado con el modelo Taruma de 3 pardmetros, para muestras de Ateles conlos marcadores CytB y D-Loop.

— PMO001 Cyth/D-Loop Ateles belzebuth Ecuador
100

81 — FD175 Cytb/D-Loop Ateles belzebuth Puyo

— PMO006 Cyth/D-Loop Ateles belzebuth Ecuador

FD167 Cytb/D-Loop Ateles belzebuth Puyo

FD172 Cytb/D-Loop Ateles belzebuth Puyo

FD220 Cytb/D-Loop Ateles belzebuth Puyo

@ ESPE
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Filogeografia
Tabla 8

Especies identificadas con la herramienta Blast.

Muestra Especie esperada Especie identificada
FD-48 Leontocebus lagonotus HM367945: Leontocebus leucogenys
FD-49 Leontocebus lagonotus HM367945: Leontocebus leucogenys
FD-52 Leontocebus lagonotus HM367926.1: Leontocebus lagonotus
FD-57 Leontocebus lagonotus OM328964.1: Cebus unicolor
FD-123 Leontocebus lagonotus HM367940.1: Leontocebus lagonotus
FD-128 Leontocebus lagonotus HM367940.1: Leontocebus lagonotus
FD-154 Leontocebus lagonotus HM367926.1: Leontocebus lagonotus
FD-163 Leontocebus lagonotus OR689238.1: Lagothrix poeppigii
FD-165 Leontocebus lagonotus HM367940.1: Leontocebus lagonotus
FD-166 Leontocebus lagonotus HM367926.1: Leontocebus lagonotus
D-Loop FD-174 Leontocebus lagonotus OR689238.1: Lagothrix poeppigii
FD-190 Leontocebus lagonotus HM367940.1: Leontocebus lagonotus
FD-192 Leontocebus lagonotus HM367926.1: Leontocebus lagonotus
FD-225 Leontocebus lagonotus HM367952.1: Leontocebus lagonotus
FD-167 Ateles belzebuth KC757386.1: Ateles belzebuth
FD-172 Ateles belzebuth OM328866.1: Ateles belzebuth
FD-175 Ateles belzebuth OM328920.1: Ateles belzebuth
FD-220 Ateles belzebuth NC_019800.1: Ateles belzebuth
PM-001 Ateles belzebuth OM328920.1: Ateles belzebuth
PM-006 Ateles belzebuth OM328920.1: Ateles belzebuth
FD-173 Lagothrix lagotricha HM367952.1: Leontocebus lagonotus

Resultados y Discusion

\(@)ESF’E
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23 Resultados y Discusion

- FD52 Leontocebus lagonotus Macas <<=

FI I O g eo g raf Ia 95 95 - FD192 Leontocebus lagonotus Merazonia e o

36 - FD154 Leontocebus lagonotus Merazonia <=
Flg uras 8 — FD166 Leontocebus lagonotus Puyo <=
Arbol de MP para 37 L FD190 Leontocebus lagonotus Puyo €=
muestras de —- FD225 Leontocebus lagonotus Puyo <=
Leontocebus conel 46 42 _E— FD128 Leontocebus lagonotus Merazonia <=
marcador D-LOOp. 96 99 L FD123 Leontocebus lagonotus Merazonia <=
- FD173 Leontocebus lagonotus Puyo <=
100 - FD165 Leontocebus lagonotus Puyo <=
= FD49 Leontocebus leucogenys Macas <+
99 L | Fp48 Leontocebus leucogenys Macas =
67 | 78 JN849633.1 Saguinus geoffroyi Panam (Gamboa P.)

95 JN849623.1 Saguinus geoffroyi Panam

JN849624.1 Saguinus geoffroyi Panam

T

F 62 JN849622.1 Saguinus geoffroyi Panam
100 L 74 JN849632.1 Saguinus geoffroyi Panam (Gamboa)
_[ JN849630.1 Saguinus geoffroyi Panam (Gamboa)
83 JN849631.1 Saguinus geoffroyi Panam (Gamboa)
100 OM328997.1 Leontocebus fuscicollis Brasil
NC 064177.1 Leontocebus fuscicollis weddelli Brasil
100 100 NC 064181.1 Leontocebus fuscicollis Brasil
OM329002.1 Leontocebus fuscicollis Brasil
69 NC 064171. Leontocebus nigricollis Brasil
100 OM328879.1 Leontocebus nigricollis Brasil

U89009.1 Cebuella pygmaea Brasil ] outgroup @ E S p E
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V Marcador Parametro Valores
Concentracionde ADN ~ 10ng/l

Temperaturade hibridacion 62 °C

Concentraciénde Cl,Mg _

CytB Concentracionde Tag 0.5 U/l
Concentraciénde primers *
Tiempo de desnaturalizacidn 60 seqgundos
Tiempo de hibridaciéon

Ateles belzebuth

’ Leontocebus lagonotus

Leontocebus leucogenys

D-L0oo Concentracionde ADN 12.5 ng/ul
P Tiempo de elongacién ﬂ

_ VERSION: 1.0

Marcador Parametro Valores
r——
@ESPE




25 Recomendaciones

« Evaluar el rendimiento de los kits QlAamp Fast DNA Stool de QIAGEN y
E.Z.N.A.® Soil DNA kit con un mayor niumero de muestras por individuo y

diferentes especies, a fin de obtener resultados de mayor consistencia.

» Realizar estudios filogenéticos en el territorio nacional, usando muestras de

primates silvestres.
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