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Resumen
Los géneros de primates Ateles y Leontocebus se han establecido como mamiferos de
relevancia por el rol ecolégico que cumplen y por la problematica que presentan en temas de
conservacion. La filogeografia forma parte del concepto de “Genética de la conservacion”,
donde los estudios filogeogréaficos son herramientas fundamentales en trabajos de
biodiversidad y conservacion. El presente trabajo se llevo a cabo con el fin de 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. Para ello se obtuviron muestras de ADN de primates no humanos a partir de muestras no
invasivas, las mismas que se emplearon para establecer el protocolo de PCR Barcoding con
los marcadores CytB y D-Loop, y finalmente inferir la regionalidad de los individuos de los
géneros Ateles y Lentocebus con las secuencias disponibles de los genes CytB y D-Loop. Se
estableci6 el protocolo de PCR Barcoding con el marcador CytB con una concentracion de ADN
de 10 ng/ul, 62°C de temperatura de hibridacion, Cl,Mg a 2.0 mM, Taqg a 0.5 U/uL, primers en
0.25 uM y tiempos de desnaturalizacion e hibridacion de 60 y 30 segundos respectivamente.
En cuanto al marcador D-Loop, se establecié un tiempo de extension de 45 segundos y una
concentracion de ADN de 12.5 ng/ul. Mediante el uso de los marcadores CytB y D-Loop, fue
posible agrupar las especies de primates pertenecientes a los géneros Ateles y Leontocebus en
relacion a la zona de procedencia del individuo. No fue posible determinar el lugar de origen de
las muestras analizadas a falta de datos propios del pais. Una suficiente cantidad de
informacién relacionada con las especies podria hacer posible la inferencia del lugar de origen

de los individuos a partir de datos moleculares.

Palabras clave: primates, Barcoding, filogeografia, conservacion
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Abstract
The primate genera Ateles and Leontocebus are ecologically significant mammals with
important conservation challenges. Phylogeography is an essential tool in biodiversity and
conservation efforts, and is a component of the "Genetics of Conservation" concept. This study
aimed to optimize molecular tools for inferring the phylogeography of Ateles individuals using
CytB and D-Loop markers, and Leontocebus genus using the D-Loop marker. Non-human
primate DNA samples were collected from non-invasive sources, to establish the PCR
Barcoding protocol using CytB and D-Loop markers. Finally, the regional distribution of Ateles
and Leontocebus individuals was inferred using the obtained sequences and the available
sequences of CytB and D-Loop genes in databases. The PCR Barcoding protocol was
established with the CytB marker with a DNA concentration of 10 ng/pl, a hybridization
temperature of 62°C, Cl,Mg at 2.0 mM, Taq at 0.5 U/pL, and primers at 0.25 uM, and
denaturation and hybridization times of 60 and 30 seconds, respectively. For the D-Loop
marker, an extension time of 45 seconds and a DNA concentration of 12.5 ng/ul were
established. The primate species belonging to the Ateles and Leontocebus genera were
grouped based on the individual's region of origin, using the CytB and D-Loop markers. It was
not possible to determine the place of origin of the analyzed samples due to the lack of country-
specific data. Inferring the place of origin of individual from molecular data would require a

sufficient amount of species-related information.

Keywords: primates, Barcoding, phylogeography, conservation
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Capitulo I: Introduccion

Antecedentes

Los géneros Ateles y Leontocebus forman parte de la gran diversidad de primates no
humanos presentes en el Ecuador (de la Torre, 2010). En el caso de Ateles, solo se han
reportado ejemplares de Ateles fusciceps en la zona noroccidental del pais en registros
anteriores a 1963 (Madden R. & Albuja L., 1989). Posteriormente, el estudio realizado por
Madden y Albuja en 1989 dio un vistazo al estado de esta especie, dando pauta para el
desarrollo de estudios similares (de la Torre, 2010). La mayor parte de estas investigaciones se
han realizado en bosques del noroccidente del pais, enfocandose Unicamente en A. fusciceps
(Gallo-Viracocha et al., 2022; Morelos, 2016; Moscoso, 2010; Rivera Roman, 2017). Otros
trabajos han llevado a cabo un andlisis mas generalizado sobre todos los primates
ecuatorianos (de la Torre, 2010; Tirira D. G. et al., 2018), de los cuales, solo pocos incluyen a

Ateles belzebuth (Pozo & Youlatos, 2022; Snodderly et al., 2019).

Por otro lado, el género Leontocebus, se ha identificado en la regién amazénica del pais
(de la Torre, 2010). Desde 1904 se han descrito ejemplares pertenecientes a este género
(Tirira D. G. et al., 2018). Si bien existen algunos estudios filogenéticos relacionados con este
género (Matauschek et al., 2011; Vallinoto et al., 2000), ninguno se ha llevado a cabo en
territorio nacional. Pese a que los estudios primatoldgicos en el pais estan en aumento
(Cervera et al., s. f.; de la Torre & Morelos-Juarez, 2022; Ruiz-Garcia et al., 2018; Tirira, 2021),
aun se requiere de mayor informacién relacionada con primates, sobre todo de la region

amazonica (Tirira D. G. et al., 2018).

Formulacién del problema
En la regidn neotropical, los primates no humanos han sido establecidos como
mamiferos de relevancia, no solo por el rol ecolégico que cumplen como dispersores de

semillas (Fernandez et al., 2022), sino también por la problematica que presentan en temas de
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conservacion (Tirira, 2021; Tirira D. G. et al., 2018). Para el 2017, el 36% de las especies de
primates neotropicales se encontraban amenazadas (Estrada et al., 2017), y para el 2021 se

encontré que el 24% estaba en peligro critico y el 42% amenazado (IUCN, 2021).

Teniendo en cuenta las amenazas antropogénicas existentes, como la caceria, el trafico
de animales y la pérdida de habitat (de la Torre, 2010), y el papel crucial de estas especies en
los ecosistemas donde habitan (Orna, 2018), su conservacion requiere de acciones inmediatas
(de la Torre & Morelos-Juarez, 2022). La reintroduccién se ha propuesto como una estrategia
para actuar frente a la actual crisis de biodiversidad, debido a que puede restaurar procesos
ecoldgicos e interacciones (Landim et al., 2022). Sin embargo, para ello se requieren de
diversas estrategias y estudios cuidadosos sobre los individuos, las condiciones y los desafios

presentes en el entorno (Wich & Marshall, 2016).

Tomando en cuenta la situacion descrita en relacion a los primates ecuatorianos, resulta
de relevancia establecer herramientas para precautelar su conservacion (Tirira D. G. et al.,
2018). Con este fin, el presente trabajo busca optimizar las herramientas moleculares para
inferir la filogeografia de los individuos del género de primate Ateles mediante el marcador CytB

y D-Loop, y del género Leontocebus con el marcador D-Loop.

Justificacion del problema

Ateles spp. es un género ampliamente distribuido en las selvas del neotrépico (Orna,
2018), perteneciente a la familia Atelidae. Estos mamiferos son susceptibles a la fragmentacién
de su habitat (Orna, 2018) y se han visto afectados por el consumo de carne de monte (Tirira
D. G. etal., 2018). Su conservaciéon se complica por una tasa de reproduccion baja, propia del
género (Bergamo, 2020). En Ecuador, se han registrado dos especies, A. belzebuth y A.
fusciceps, las mismas que se encuentran en peligro y en peligro critico, respectivamente (Tirira

D. G. etal., 2018).
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El género Lentocebus, anteriormente conocido como Saguinus (Tirira D. G. et al., 2018),
se distribuye en paises sudamericanos como Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador y Peru
(Downey, 2022). En la Amazonia ecuatoriana habitan 3 especies, las cuales se encuentran en
estado vulnerable y casi amenazadas (Tirira D. G. et al., 2018), sobre todo, a causa del

comercio ilicito de mascotas silvestres y la pérdida de habitat (Downey, 2022).

La filogeografia estudia la interaccion entre linajes genealdgicos de especies
estrechamente relacionadas y su distribucion espacial (Machado & Perez, 2023; Simpson,
2019). Con esta herramienta se infieren relaciones genealdgicas, Utiles para identificar la
historia biogeografica de poblaciones, flujo de genes e identificar fragmentaciones y

expansiones de areas de distribucién (Simpson, 2019).

En este sentido, la filogeografia ha logrado incluirse en el concepto de “Genética de la
conservacion”, el cual buscar contribuir a la preservacion de especies empleando historias
evolutivas (Machordom et al., 2003). Se ha establecido que los estudios filogeograficos son
herramientas fundamentales en trabajos de biodiversidad y conservacion (Liang et al., 2019;
Machordom et al., 2003), sobre todo en especies neotropicales (Machado & Perez, 2023; Mello

et al., 2018; Thalmann, 2007).

El citocromo b mitocondrial (CytB) es uno de los genes mas secuenciados para
establecer la distancia genética entre especies de vertebrados (Johns & Avise, 1998; Levin,
2001; Parson et al., 2000), y se ha usado ampliamente en mamiferos (Castresana, 2001; Tobe
et al., 2010). Se ha empleado para establecer la filogenia y taxonomia de primates (Andrews
et al., 1998; Castresana, 2001), e incluso para establecer relaciones filogenéticas entre

especies del género Ateles (Collins & Dubach, 2000; Grant, 2023; Ruiz-Garcia et al., 2016).

El bucle D mitocondrial o D-loop es un gen presente en la regién no codificante de

muchos genomas mitocondriales (Nicholls & Minczuk, 2014). Tiene una longitud promedio de
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1100 nucleétidos (Scotto, 2006) y se ha establecido como una herramienta Gtil en estudios
filogenéticos (Susanti et al., 2017; Xie et al., 2006), de estructura genética e identidad bioldgica
(Zhang et al., 2012), de mamiferos (Cardoso et al., 2011; Zhang et al., 2012), e incluso en

primates (Matauschek et al., 2011; Scotto, 2006).

Objetivos del Proyecto
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.
e Establecer el protocolo de PCR Barcoding con los marcadores CYTB y D-Loop en
muestras de ADN de primates no humanos no invasiva.
e 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 optimizacién 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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Capitulo Il: Marco Teorico

Primates

La palabra primate viene del latin Primas, -atis que significa “primero” o “précer” (RAE,
2022). Este grupo euterio, hembras con mamas y placenta completamente desarrolladas (OED,
2023), es antiguo. Los primeros fésiles datan de hace 56 a 59 millones de afios (Myers, 2000).
Este grupo es considerado muy diverso, con aproximadamente 500 especies vivas (Napier &

Groves, 1999; NEPC, 2021).

Dentro del orden de los primates se incluyen mamiferos como prosimios, monos y
simios (Napier & Groves, 1999; Vonk, 2020). Actualmente, los primates se pueden dividir en
dos subdrdenes, estrepsirrinos y haplorrinos, en funcién de si cuentan con una nariz desnuda o
peluda, respectivamente (Myers, 2000). El suborden Strepsirrhini, Iémures y loris, cuenta con 6
familias, mientras que, Haplorrhini se conforma por 9 familias, entre ellos, tarseros, monos y

simios, incluidos los humanos (Napier & Groves, 1999).

Los primates no humanos pueden encontrarse en zonas como bosques tropicales y
complejos vegetales de bosques y pastizales (Myers, 2000; Napier & Groves, 1999). Si bien
existen varias especies de primates en Africa (107) y Asia (133) (IUCN, 2021), el Neotrépico
contiene la mayor abundancia y diversidad de especies en el mundo (187) (Napier & Groves,

1999; Shostell & Ruiz-Garcia, 2016).

En Ecuador existen 21 especies pertenecientes a 5 familias: Callitrichidae (4), Cebidae
(5), Aotidae (2), Pitheciidae (5) y Atelidae (6) (Tirira D. G. et al., 2018), y en su mayoria residen
en la regiébn amazonica del pais (de la Torre, 2010). Las 6 especies de la familia Atelidae se
distribuyen en 3 géneros Alouatta, Ateles y Lagothrix (Tirira D. G. et al., 2018), mientras que,
parte de la familia Callitrichidae son los géneros Cebuella y Leontocebus (Tirira D. G. et al.,

2018). Esto se puede evidenciar en la Tabla 1.



Tabla 1

Primates de las familias Atelidae y Callitrichidae del Ecuador, taxonomia, sinonimias y

distribucion.
Taxoén Nombre en espafiol Sinonimias recientes Distribucién
ATELIDAE
Alouatta palliata Mono aullador de manto  Alouatta palliata Costa
dorado aequatorialis
Alouatta Mono aullador rojo de Amazonia
seniculus Linneo
Ateles Mono arafia de vientre Ateles belzebuth Amazonia
belzebuth amarillo belzebuth

Ateles fusciceps Mono arafia de cabeza Ateles geoffroyi Ateles  Costa

marron geoffroyi fusciceps
Lagothrix Mono lanudo de Lagothrix lagotricha Amazonia
lagothricha Humboldt
lagothricha
Lagothrix Mono lanudo de P6ppig  Lagothrix lagotricha Amazonia
lagothricha Lagothrix poeppigii
poeppigii

CALLITRICHIDAE

Cebuella Titi pigmeo Callithrix pygmaea Amazonia
pygmaea
Leontocebus Tamarin ensillado de Saguinus lagonotus Amazonia
lagonotus dorso rojo Saguinus fuscicollis
Leontocebus Tamarin de dorso negro  Saguinus nigricollis Amazonia
nigricollis graellsi
Leontocebus Tamarin ensillado de Saguinus tripartitus Amazonia
tripartitus dorso dorado Saguinus fuscicollis

tripartitus

Nota. Adaptado de Estado de conservacion primates del Ecuador (p. 17), Tirira D. G.

etal., 2018.
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Género Ateles

Las 7 especies existentes del género Ateles, mono arafia, se distribuyen en los bosques
tropicales del neotropico (Hinchliffe, 2022). Pese a que el género tiene una vasta distribuciéon
geografica, los monos arafa tienen preferencias de habitat restringidas, bosques lluviosos y
hamedos por debajo de los 800 m.s.n.m. (Campbell, 2008). Son individuos frugivoros (Hinchliffe,

2022), prefiriendo frutos rojos, ademas de hojas y flores tiernas (Campbell, 2008).

El género tomo este nombre en 1806 y hace referencia a los individuos cuyas manos
cuentan con cuatro digitos funcionales (Campbell, 2008; Morales et al., 2015). Estos se
caracterizan por su rostro corto en una cabeza pequenfia, y por tener brazos largos y delgados,
en un torso estrecho y de vientre prominente (Campbell, 2008), junto con una cola larga y prensil,
y dedos largos para facilitar su locomocién suspensiva (Hinchliffe, 2022). Junto con un agil
esqueleto disefiado para suspender y lanzar el peso de su cuerpo (Campbell, 2008), su dieta rica
en energia facilita la busqueda de alimentos en el dosel superior del bosque tropical (Campbell,

2008).

En el pais existen dos especies de mono arafia, Ateles fusciceps que se encuentra en la
zona noroccidental (Madden R. & Albuja L., 1989) y Ateles belzebuth que habita en la region

amazobnica (Campbell, 2008).

Ateles belzebuth.

Ateles belzebuth, también denominado mono arafia de vientre blanco, es el primate no
humano de mayor tamafo en el territorio ecuatoriano (Tirira D. G. et al., 2018). Se caracteriza
por poseer pelaje largo y abundante, de color negro o marrén oscuro en el dorso y por la
presencia de un color blanco amarillento en el vientre y en la parte interior de las extremidades

y cola (Boada & Vallejo, 2010; Tirira D. G. et al., 2018).
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Esta especie se distribuye en bosques de tierras bajas, por debajo de los 1000
m.s.n.m.(Abrams, 2022; Mourthé et al., 2019). Habita en la regiébn amazdnica ecuatoriana,
predominantemente al sur del rio Napo (Boada & Vallejo, 2010; Tirira D. G. et al., 2018), en

zonas de dificil acceso para el ser humano (Tirira D. G. et al., 2018).

En el Yasuni se ha identificado una densidad de poblacion aproximada de 11.5
individuos/km? (Mourthé et al., 2019; Tirira D. G. et al., 2018). Por lo general, se movilizan en
grupos de 15 a 35 individuos (Mourthé et al., 2019; Tirira D. G. et al., 2018), con una
predominancia de hembras, tres veces mas hembras que machos (Ceitlin, 2004). Estos
primates poseen un largo periodo de gestacién de 210 a 232 dias (Ceitlin, 2004; Mourthé et al.,
2019). En Ecuador se ha observado una estacionalidad reproductiva, los nacimientos, se

restringen al periodo entre los meses de mayo y diciembre (Mourthé et al., 2019).

Su dieta se compone mayoritariamente por el consumo de frutas, y en menor cantidad
por hojas jovenes, flores, insectos e incluso madera en descomposicion (Ceitlin, 2004; Tirira,

2021).

Rol ecoldgico. EI mono arafia se considera un gran polinizador y dispersor de semillas
(Abrams, 2022; Mourthé et al., 2019). Se ha visto que aumenta la tasa de germinacion de
algunas plantas (Ceitlin, 2004). Ademas, tienen un rol de relevancia en la regeneracion de los
bosques tropicales (Abrams, 2022), movilizan semillas a largas distancias desde la planta
madre (Pozo & Youlatos, 2022) y se calcula que un solo mono puede esparcir un promedio de
230 000 semillas por afio (Abrams, 2022). La disminucion de este primate podria poner en

riesgo la dinamica del bosque (Boada & Vallejo, 2010; Mourthé et al., 2019).

Estado de Conservacién. De acuerdo con la lista roja de Especies Amenazadas de la
UICN y con el Libro Rojo de Mamiferos del Ecuador, Ateles belzebuth se encuentra en peligro

de extincion (Abrams, 2022; Boada & Vallejo, 2010; Mourthé et al., 2019; Tirira D. G. et al.,
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2018), es considerado el primate mas amenazado de la Amazonia ecuatoriana (Tirira D. G.
et al., 2018). Sus principales amenazas vienen relacionadas con la actividad humana (Ceitlin,
2004), entre ellas la pérdida de habitat por la deforestacién (Ceitlin, 2004; Tirira D. G. et al.,
2018) y por el avance de la agricultura y ganaderia (Mourthé et al., 2019; Tirira D. G. et al.,
2018). Ademas, por su gran tamafio, el mono arafia se ve afectado por la caza para el
consumo de “carne de monte” (Abrams, 2022; Mourthé et al., 2019; Tirira, 2021), y se
considera que puede existir una amenaza relacionada con el comercio ilegal de mascotas

(Mourthé et al., 2019).

Género Saguinus

El género Saguinus cuenta con 10 especies, siendo uno de los géneros mas grandes de
primates del Nuevo Mundo (Dantas & Barros, 1997). Existen estudios filogenéticos que
sugieren dividir a Saguinus en dos géneros Leontocebus y Saguinus (Buckner et al., 2015;
Rylands et al., 2016) e inclusive en tres: Leontocebus, Saguinus y Tamarinus (Morales et al.,

2015).

De manera general, estos primates se distribuyen en bosques de América del Sury
Central (Rylands et al., 2016), desde Panama hasta la alta cuenca del Amazonas en Brasil
(Arciniegas, 2015; Dantas & Barros, 1997). Saguinus junto con Callitrichidae, son los géneros
con los primates mas pequefios del neotrépico (Buckner et al., 2015). Son individuos de habitos
diurnos, se desplazan en las ramas de los arboles de bosques densos en zonas cercanas a

cuerpos de agua y son frugivoros e insectivoros (Arciniegas, 2015; Rylands et al., 2016).

En Ecuador, existen 3 especies Leontocebus nigricollis, Leontocebus tripartitus y

Leontocebus lagonotus, todas distribuidos en la regiébn amazonica (Tirira D. G. et al., 2018).
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Leontocebus lagonotus

Desde 2015, la especie conocida como Saguinus fuscicollis fue denominada
Leontocebus lagonotus, tomando en cuenta andlisis filogenéticos donde se sugeria que los
tamarines pequefios de hocico blanco deben formar parte del género Leontocebus (Tirira D. G.
et al., 2018). Sin embargo, aun es necesario estudiar la evolucion de los caracteres fenotipicos
y la variacién genética de estas poblaciones en el pais para obtener propuestas taxonémicas
adecuadas (Garbino & Martins-Junior, 2018; Tirira D. G. et al., 2018). A nivel regional se
conoce a Leontocebus lagonotus como tamarin de dorso rojo (Mena et al., 2007; Vallejo &

Boada, 2016).

Este grupo se distribuye en la regién amazonica del pais hasta el Pera (Tirira D. G.
et al., 2018; Vallejo & Boada, 2016). Se ha identificado en el tropico y subtrépico oriental, desde
el sur del rio Napo hasta el rio Curaray (Tirira D. G. et al., 2018), cubriendo 32 643 km? (Vallejo
& Boada, 2016). Estos primates habitan en bosques tropicales de tierras bajas, montafias bajas
y en el bosque primario piemontano, prefiriendo bosques de tierra firme e inundados

estacionalmente (Carrillo, 2010; Downey, 2022; Tirira D. G. et al., 2018).

Los tamarinos de esta especie destacan por su pequefio tamafio (Tirira D. G. et al.,
2018), con una longitud corporal de 20 cm y una cola de 40 cm (Downey, 2022; Vallejo &
Boada, 2016). Su pelaje es de color negro o marrén con tonos rojizos en el cuello, hombros y
extremidades, la espalda posee coloraciones amarillas y naranjas y la cabeza es de color negro

con el hocico blanco (Downey, 2022; Tirira D. G. et al., 2018).

Acostumbran vivir en grupos familiares de 2 a 12 individuos (Tirira D. G. et al., 2018). El
periodo de gestacion dura de entre 140 a 150 dias y por lo general las hembras siempre tienen
gemelos (Downey, 2022; Tirira D. G. et al., 2018). Duermen en el dosel bajo del bosque en

agujeros de los troncos y seleccionan areas con diversos arboles frutales (Downey, 2022). Son
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omnivoros, se alimentan de frutos pequefos y ciertos insectos, con menor frecuencia ingieren

flores, néctar, resinas e incluso huevos y ranas (Downey, 2022; Tirira D. G. et al., 2018).

Rol ecoldgico. Este primate, ademas de participar como dispersor de semillas y en la
regeneracion del ecosistema forestal por su inclinacion dietética por las frutas (Tirira D. G.
et al., 2018), también participa en el mantenimiento del equilibrio del ecosistema donde habita,

pues ayuda a controlar la poblacion de insectos (Downey, 2022).

Estado de Conservacion. Esta especie se encuentra en la categoria de Preocupacion
Menor de acuerdo con la UICN (Downey, 2022; Tirira D. G. et al., 2018), y bajo los criterios del
Libro Rojo de los Mamiferos del Ecuador este primate se encuentra Casi Amenazado (Tirira D.
G. et al., 2018; Vallejo & Boada, 2016). Pese a ser una especie adaptable a la perturbacién del
habitat, su poblacion se ha reducido en un 15 % (Vallejo & Boada, 2016). Entre las principales
amenazas para estos tamarinos estan: el consumo de carne de monte (Downey, 2022) y trafico

ilicito como mascotas (Downey, 2022; Tirira D. G. et al., 2018).

Estrategias de Conservacion

La conservacion de primates es un campo que requiere la implementacion de acciones
basadas en conocimiento cientifico y que aseguren el futuro de las poblaciones de primates no
humanos junto con la preservacion de sus habitats (Wich & Marshall, 2016). Actualmente, las 22
especies de primates no humanos existentes en el Ecuador afrontan graves problemas (de la
Torre & Morelos-Juarez, 2022). Lo cual ha desencadenado un reciente interés en temas de
conservacion (Wich & Marshall, 2016), provocando un aumento en el nUmero de investigaciones

relacionadas con el tema (Tirira, 2021; Tirira et al., 2018).

Si bien solo se habla de la extinciéon de una especie de primate (Wich & Marshall, 2016),
estudios revelan que las amenazas hacia este grupo van en aumento, sobre todo, aquellas

relacionadas con la perturbacion y fragmentacion del ecosistema (Wich & Marshall, 2016). Estas
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amenazas crecientes complican los esfuerzos de los conservacionistas de primates (Wich &
Marshall, 2016), para lo cual, han desarrollado diversas herramientas, entre ellas, el
establecimiento de areas protegidas, la aplicacion de leyes, pagos por servicios ecosistémicos y

la reintroduccion de primates alojados en santuarios (Brando et al., 2020; Wich & Marshall, 2016).

Reintroduccion

La Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) define a la
reintroduccién como el movimiento intencional y la liberacién de un organismo dentro de su
area de distribucién autoctona de la que ha desaparecido (Baker, 2002). Este proceso puede
llevarse a cabo con diversos objetivos, ya sea para fines de bienestar, conservacion o el
reforzamiento de la poblacién (Brando et al., 2020). La UICN recomienda direccionar los

esfuerzos hacia un enfoque de conservacion (Baker, 2002).

Pese a que estos procesos pueden aportar bienestar tanto para el individuo como para
el habitat natural y el entorno social (Brando et al., 2020), es importante tomar en cuenta la
idoneidad individual, la interaccién con las poblaciones existentes, la transmisién de
enfermedades (Brando et al., 2020) y el area de distribucién histérica de esa especie (Baker,

2002).

Filogeografia

La filogeografia es una disciplina que hace uso de la filogenia y la biogeografia para
comprender los cambios en patrones de flujo de genes, contacto entre poblaciones y la
distribucién de especies (Wang et al., 2018). Esta herramienta se ha incluido en teméaticas de
conservacion como "Genética de la Conservacién" con el fin de contribuir a la preservacion de

la diversidad de las especies (Machordom et al., 2003).

Estas herramientas tienen el potencial de direccionarse hacia especies en peligro de

extincion para generar un programa de conservacion especifico con el fin de mantener la
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variabilidad de las especies, esencial para su evolucién y supervivencia (Machordom et al.,

2003).

PCR Barcoding

Una parte importante dentro de la biologia de conservacion esta fundamentada en los
principios evolutivos de los organismos (Hays & Fagan, 2016). Estos influyen en la diversidad
genética y esto puede tener impactos en procesos comunitarios y ecosistémicos (Hays &
Fagan, 2016). De esta forma, la genética de la conservacion se enfoca en la preservacién de
especies mediante el uso de herramientas moleculares y métodos genéticos (Guo et al., 2022;

Hays & Fagan, 2016).

El Barcoding consiste en una o varias secuencias de ADN, recuperadas de una porcion
estandar del genoma (Guo et al., 2022). La PCR barcoding permite la obtencién de estas
secuencias (Stahlberg et al., 2016), las mismas que pueden compararse con bibliotecas de
cbdigos de barras de ADN de taxonomia conocida para lograr asignar una muestra a su

especie correspondiente (Guo et al., 2022; Wilson et al., 2019).

Parte importante de esta técnica son los marcadores moleculares, como los
microsatélites y las secuencias de ADN (Hays & Fagan, 2016), puesto que han demostrado su
utilidad en determinacion de parentescos (Archie & Chiyo, 2012), en la identificacion de
origenes geogréficos (Goldberg, 1997) y en la determinacion de especies (C. S. Baker &

Palumbi, 1996).

El ADN mitocondrial exhibe secuencias con poca variabilidad intraespecifica y suficiente
variacion interespecifica para facilitar el establecimiento de grados de relaciéon y tiempos de
divergencia, haciendo que los loci del genoma mitocondrial funcionen como marcadores
moleculares en estudios taxondémicos y filogenéticos (Tobe et al., 2010). El citocromo b y el

bucle D son ejemplos de genes mitocondriales empleados con este objetivo.
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CytB

El citocromo b (CytB) es un gen codificado a nivel mitocondrial que posee dominios
conservadores y variables (Farias et al., 2001; Levin, 2001), caracteristicas que lo han
establecido como un marcador molecular de gran utilidad para estudios filogenéticos (Farias

et al., 2001).

Este gen se ha empleado en diversos niveles taxonémicos entre especies de
vertebrados (Farias et al., 2001; Levin, 2001), y se ha usado ampliamente en mamiferos
(Castresana, 2001). CytB ha sido util en el establecimiento de la filogenia y taxonomia de
primates (Andrews et al., 1998; Castresana, 2001), e incluso para establecer relaciones
filogenéticas entre especies del género Ateles (Collins & Dubach, 2000; Grant, 2023; Ruiz-

Garcia et al., 2016).

D-Loop

El bucle D mitocondrial o D-loop es un gen presente en la regidn no codificante de
muchos genomas mitocondriales (Nicholls & Minczuk, 2014). Tiene una longitud promedio de
1100 nucleétidos (Scotto, 2006) y se ha establecido como una herramienta Gtil en estudios de
taxonomia, filogenia, estructura genética e identidad bioldgica (Zhang et al., 2012), de
mamiferos (Cardoso et al., 2011; Zhang et al., 2012), entre ellos los primates (Matauschek

et al., 2011; Scotto, 2006).
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Capitulo lll: Materiales y Métodos
Area de Estudio y Muestreo
Las muestras de heces se recolectaron por el proyecto Primates Ecuador. Se obtuvieron
un total de seis muestras fecales pertenecientes a A. belzebuth y catorce de L. lagonotus de las
zonas de Tena, Pastaza y Morona entre el 2011 y el 2021 (Tabla 2), las mismas que se
almacenaron en el Centro Internacional de Zoonosis (ClZ) en alcohol al 98% a -80 °C hasta su

posterior andlisis.
Tabla 2

Informacion sobre las muestras de heces pertenecientes a A. belzebuth y L. lagonotus.

Muestra Especie Sexo Edad Lugar
FD-167 Ateles belzebuth Macho Adulto Yanacocha
FD-172 Ateles belzebuth Hembra Subadulto Puyo
FD-175 Ateles belzebuth Macho Juvenil Puyo
FD-220 Ateles belzebuth Macho Subadulto Puyo
PM-001 Ateles belzebuth - - Ecuador
PM-006 Ateles belzebuth - - Ecuador
FD-48 Leontocebus lagonotus Macho Adulto Macas
FD-49 Leontocebus lagonotus Macho Adulto Macas
FD-52 Leontocebus lagonotus ~ Hembra Adulto Macas
FD-57 Leontocebus lagonotus Macho Adulto Macas
FD-123 Leontocebus lagonotus Macho Subadulto Merazonia
FD-128 Leontocebus lagonotus ~ Hembra Adulto Merazonia
FD-154 Leontocebus lagonotus ~ Hembra Adulto Merazonia

FD-163 Leontocebus lagonotus Hembra Adulto Puyo
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Muestra Especie Sexo Edad Lugar
FD-165 Leontocebus lagonotus ~ Hembra Adulto Puyo
FD-166 Leontocebus lagonotus Macho Adulto Puyo
FD-174 Leontocebus lagonotus ~ Hembra Adulto Puyo
FD-190 Leontocebus lagonotus ~ Hembra Adulto Puyo
FD-192 Leontocebus lagonotus ~ Hembra Adulto Merazonia
FD-225 Leontocebus lagonotus Macho Subadulto Puyo

Preparacion de las muestras

Previo a la extraccion de ADN se lavaron las muestras con el fin de eliminar desechos
de mayor tamafio y homogenizarlas. Para ello se transfirieron las muestras (2 ml) a un tubo
Falcon de 15 ml previamente etiquetados y se agregaron 6 ml de etanol al 100% (1:3 una parte
de heces simples y tres partes de etanol). Los tubos se llevaron a centrifugar a 2300 x g por 3

minutos a temperatura ambiente.

Se descart6 el sobrenadante y se lavé el sedimento con 1 ml de tampon PBS, llevando
a centrifugar a 2300 x g por 5 minutos y eliminando el sobrenadante al finalizar. La muestra se
debe diluir completamente previo a la centrifugacion. Este lavado se realizé tres veces,
procurando eliminar todo el sobrenadante en la dltima repeticién con ayuda de una pipeta.
Finalmente, el sedimento se resuspendié en 600 pl de PVPP (polivinilpolipilirridona) al 2% y se

llevd a -20°C hasta su extraccion.

Extraccion de ADN

Para la obtencién del ADN gendémico a partir de las muestras de heces se emple6 el kit
QIlAamp Fast DNA Stool de QIAGEN. Al protocolo del fabricante se afiadieron pasos previos
para eliminar el PVPP usado para conservar las muestras y todos los pasos de centrifugacion

se realizan a 14000 RPM.
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Para el lavado se inicié con la homogenizacion de la muestra por vortex durante 10
segundos. De esta se tomaron 600 pl, los cuales se depositaron en un tubo de centrifuga de
1.5 ml, se dejé incubar a temperatura ambiente por 10 minutos y se centrifug6 por 5 minutos. El
sobrenadante, producto de este paso, se descartd y se resuspendio el pellet en 1 ml de buffer
PBS. Esto se homogeniz6 por vortex durante 10 segundos, se llevo a centrifugar por 5 minutos

y para finalizar el lavado se descart6 el sobrenadante.

En este punto se siguieron todas las instrucciones proporcionadas en el protocolo del
kit. Al pellet se agreg6 1 ml de buffer InhibitEX, se homogenizé por vortex por un minuto y se
centrifugd la muestra durante 1 minuto. En un nuevo tubo de 1.5 ml se pipetearon 25 pul de
Proteinasa K y 600 pl del sobrenadante del paso anterior. Luego se agregaron 600 ul de buffer
AL y se homogenizé por vortex durante 15 segundos. Este producto se incub6 a 70°C por 10

minutos. Luego se afiadieron 600 pl de etanol (96-100%) y se mezcl6 por vortex.

Posteriormente se aplicaron 600 pl del lisado a la columna de centrifugacion QlAamp,
se cerrQ la tapa y se llevé a centrifugar a maxima velocidad durante 1 minuto. Se desechd el
filtrado y se coloco la columna de centrifugacion en el tubo de recoleccion y se repitio la
centrifugacion hasta transferir el lisado por completo. La columna se pasé a un nuevo tubo de
recoleccién, donde se afiadieron 500 pl de tampén AW1, se centrifugd por 1 minuto y se
desecho el filtrado. En la columna se colocaron 500 ul del tampén AW2, se llevé centrifugar
durante 3 minutos y se desecho el filtrado. Se colocé la columna en el tubo de recoleccion y se

centrifugé durante 3 minutos.

Finalmente se transfirid la columna a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml nuevo y
etiquetado, donde se pipetearon 200 pl de tampdn ATE y se llevé a incubar 1 minuto a
temperatura ambiente para luego centrifugar durante 1 minuto. Estas muestras se almacenaron

a -20°C hasta su posterior analisis.
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Las muestras FD-167, FD-172, FD-175, PM-001 y PM-006 de A. belzebuth, se
procesaron con el kit de extraccién de ADN de suelos E.Z.N.A.® Soil DNA Kit, a fin de
comparar la utilidad de los kits en la extraccion de ADN a partir de muestras de heces. En este
caso, una vez realizado el lavado se traspaso el pellet a un tubo disruptor junto con 725 pl de
tampdn SLX-Mlus, se agitaron a velocidad méxima durante 5 minutos y se llevo a centrifugar a
500 x g durante 5 segundos. Luego se agregaron 72 ul de tampoén DS, se mezcl6 con vortex y
se llevo a incubar a 70°C durante 10 minutos, agitando brevemente el tubo una vez durante la
incubacion. Estas muestras se centrifugaron a 10000 x g durante 5 minutos a temperatura
ambiente, para luego transferir 400 ul de sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga de
1.5 ml, en este se afadieron 135 pl de tampdén P2 enfriado, se mezcld con vortex y se dejé
reposar en hielo durante 3 minutos. Pasado este tiempo, se centrifugaron a maxima velocidad
durante 1 minuto y se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5 ml,
se agregaron 200 pl de reactivo cHTR, se mezcl6 bien con vortex y se dejé reposar a
temperatura ambiente por 2 minutos. Se llevé a centrifugar a maxima velocidad durante 1
minuto y el sobrenadante se transfirié6 a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5 ml. Se agregé
un volumen igual de XP1 Buffer, se mezcl6é con vortex y se puso una minicolumna de ADN
HiBind® en un tubo de recoleccion de 2 ml, en el cual se transfirieron 700 pl de muestra. Se
llevo a centrifugar a 10000 x g durante 1 minuto a temperatura ambiente, se desecho el filtrado
y en el mismo tubo de recoleccién se repitié este paso hasta que todo el lisado haya pasado a

través de la minicolumna.

Luego se afiadieron 500 pl de tampdn HBC diluido con isopropanol al 100 %. Se
centrifugd a 10000 x g durante 1 minuto, se desechd el filtrado y el tubo de recoleccion. La
minicolumna se transfirié a un nuevo tubo de recoleccién de 2 ml y se colocaron 700 pl de
tampon de lavado de ADN diluido con etanol al 100 %. Se centrifug6 a 10000 x g durante 1

minuto, se desecho el filtrado y en el tubo de recoleccién se repitié este paso de lavado del
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tampon de lavado de ADN. Se llevo a centrifugar la minicolumna HiBind® DNA vacia a
velocidad méaxima durante 2 minutos a temperatura ambiente y se transfirié la minicolumna de
ADN HiBind® a un tubo de microcentrifuga limpio de 1.5 ml. Se agregaron 50 pul de tampén de
elucion calentado a 70 °C directamente en el centro de la matriz HiBind®, dejando reposar a
temperatura ambiente durante 2 minutos. Se centrifug6é a maxima velocidad durante 1 minuto,
el filtrado se coloco en el centro de la misma minicolumna de ADN HiBind®, se dej6 reposar a
temperatura ambiente durante 1 minuto y finalmente se centrifugd a maxima velocidad durante

1 minuto. ElI ADN eluido se almacen6 a -20°C hasta su posterior uso.

Los rendimientos de extraccion de ambos protocolos se analizaron mediante
cuantificacion de ADN con los resultados de concentracion de ADN (pg/ml) obtenidos con el
espectrofotdbmetro de microplacas Thermo Scientific™ Multiskan SkyHigh, y mediante la
determinacion de la intensidad de banda de los amplicones resultantes de la PCR con el

marcador CytB, usando el software Image Lab de Bio.Rad.

PCR Barcoding con el Marcador CytB

Se realiz6 una busqueda en la pagina del GeneBank de secuencias del marcador CytB
para el género Ateles en regiones cercanas a Ecuador. Con estas secuencias se crearon los
primers CytB foward (5"- CGCAAAACACACCCACTAGC- 3") y CytB reverse
(5TATGGGGTGGGGTGTTGAGA), los cuales se enviaron a sintetizar en Macrogen Korea. Se
tomaron en cuenta parametros teoricos para establecer las condiciones y concentraciones

iniciales de la PCR, como se muestra en las tablas 3 y 4, respectivamente.
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Tabla 3

Condiciones de la PCR con CytTB.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion

94 °C 5 minutos 1
inicial
Desnaturalizacién 94 °C 1 minuto 35
Hibridacion 60 °C 1 minuto 35
Extension 72 °C 1 minuto 35
Extension final 72 °C 7 minutos 1
Mantenimiento 4°C - -
Tabla 4

Concentraciones de reactivos para la mastermix de la PCR con CytB.

TAQ PLATINUM INVITROGEN

Reactivos Unidades Stock Concentracién final Volumen (ul)

H.O ul - - 17.05
Buffer X 10.00 1.00 2.50
CytB F UM 10.00 0.50 1.25
CytB R UM 10.00 0.50 1.25
CloMg mM 50.00 2.50 1.25
dNTP mM 10.00 0.20 0.50

Taq U/ l 5.00 1.00 0.20

ADN Ngr/ ul - - 1
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25.00

Con estos parametros se realizé la primera PCR y partiendo de esta se modificaron las

variables descritas en la tabla 5, hasta optimizar la PCR con el marcador CytB.

Tabla b

Variables a evaluar para la optimizacion de la PCR con CytB.

Parametro Valores

10 ng/ul

25 ng/ul
Concentracion de ADN

50 ng/ul

100 ng/ul

56 °C
58 °C
Temperatura de hibridacion 60 °C
62 °C

64 °C

1.5mM
2.0mM
Concentracién de Cl.Mg 2.5 mM
3.0 mM

3.5mM

0.25 U/pl
Concentracion de Taq 0.5 U/l

1 U/l
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Parametro Valores

0.25 uM

Concentracion de primers 0.5uM
1uM

30 segundos
Tiempo de desnaturalizacion
60 segundos

30 segundos
Tiempo de hibridacion
60 segundos

Las amplificaciones resultantes se cargaron en geles de agarosa al 1.5% y se
observaron en un fotodocumentador y transiluminador UV, para evaluar los resultados. Una vez
optimizada la PCR, se corrieron todas las muestras correspondientes a Ateles con los nuevos
pardmetros y los productos que se obtuvieron en este paso se enviaron a secuenciar para su

posterior analisis.

PCR Barcoding con el Marcador D-Loop

Para la PCR con el marcador D-Loop se utilizaron los primers universales H16340
(5" = CCTGARGTAGGAACCARATG - 3') y L15926 (5’ -SAATTACCCCGGYCTTGTAA ACC -
3’) y se establecieron las condiciones (Tabla 6) y concentraciones de reactivos (Tabla 7) en

base a la informacién proporcionada en el trabajo de Acufia (2020).



Tabla 6

Condiciones de la PCR con D-Loop.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion

94 °C 5 minutos 1

inicial
Desnaturalizacién 94 °C 1 minuto 35
Hibridacion 55 °C 1 minuto 35
Extension 72 °C 1 minuto 35
Extension final 72 °C 7 minutos 1
Mantenimiento 4°C - -

Nota. Se modifico el tiempo de extensién en base al tamafio teérico del fragmento a

amplificar.
Tabla 7

Concentraciones de reactivos para la mastermix de la PCR con D-Loop.

TAQ PLATINUM INVITROGEN

Reactivos Unidades Stock Concentracién final Volumen (ul)
H.O ul - - 17.55
Buffer X 10.00 1.00 2.50
H16340 UM 10.00 0.50 1.25
L15926 UM 10.00 0.50 1.25
Clo-Mg mM 50.00 1.50 0.75
dNTP mM 10.00 0.20 0.50

Taq U/ l 5.00 1.00 0.20
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Reactivos Unidades Stock Concentracion final Volumen (ul)
ADN Ngr/ pl - - 1
25.00

Con estos parametros se realiz6 la primera PCR y se evalu6 la posibilidad de optimizar

Tabla 8

los parametros presentados en la Tabla 8.

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

Parametro

Valores

Concentracion de ADN

6.25 ng/ul
12.5 ng/ul
25 ng/ul
50 ng/ul

100 ng/ul

Concentracién de Taq

0.25 U/l
0.5 U/ul

1 U/ul

Concentracién de primers

0.25 M
0.5 UM

1uM

Tiempo de desnaturalizacion

30 segundos

60 segundos

Concentracion de primers

30 segundos

60 segundos
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Parametro Valores

45 segundos
Tiempo de elongacion
60 segundos

Los productos de PCR se evaluaron, de igual manera, en geles de agarosa al 1.5% y en
un fotodocumentador y transiluminador UV. Se corrieron todas las muestras correspondientes a
Ateles y Leontocebus con los nuevos parametros y los productos obtenidos se enviaron a

secuenciar para su posterior analisis.

Analisis estadistico

Para comparar la eficacia de los kits, se evaluaron los rendimientos de extraccion de
ADN vy la intensidad de banda de los amplicones de los productos de la PCR mediante un
grafico de barras y un test de Duncan con intervalos de confianza de 95% y un valor p< 0,05.
Para ello, primero se comprobaron los supuestos de normalidad con el diagrama Q-Q ploty la
prueba de Shapiro-Wilk y el supuesto de homocedasticidad con la prueba de Levene y un
gréafico de dispersidén. Todo esto se llevo a cabo con ayuda del software Infostat. Por otro lado,
se realiz6é un analisis de correlacion en Excel para establecer la asociacion entre los resultados

de la optimizacién de ambos marcadores.

Filogeografia

Las secuencias obtenidas se ensamblaron y limpiaron utilizando el programa MacVector
y se ingresaron en la plataforma de base datos National Center for Biotechnology Information
(NCBI) para obtener la especie y el porcentaje de identidad. Esta plataforma también se
empled para buscar las secuencias de referencia y los grupos externos para ambas especies.
Para llevar a cabo el estudio de la filogeografia se hizo uso del software Mega 11, se
obtuvieron datos de las distancias evolutivas y se construyeron los arboles de maxima

verosimilitud (ML) y de maxima parsimonia (MP), usando 1000 bootstraps. Los modelos



empleados para los arboles ML fueron: Hasegawa-Kishino-Yano (HKY+G) para las muestras

de Ateles con CytB y el modelo Taruma de 3 parametros (T92+G) para los arboles restantes.
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Producto de la extraccion con el kit QlAamp Fast DNA Stool de QIAGEN se obtuvieron

los valores de la Tabla 9. En este caso, las muestras con mayor concentracién de ADN fueron

FD-163, FD-225, FD-128, FD-52 y FD-123. Ademas, gran parte de las muestras contaban con

la cantidad necesaria de ADN requerido para llevar a cabo la PCR, a excepcion de las

muestras FD-165, FD-166 y FD-167, las cuales se encontraban por debajo de los 12.5 ng/ul,

necesarios para la PCR con D-Loop.

En relacion a los radios de pureza, las muestras PM-001, FD-163 y FD-165 presentaron

purezas aceptables, FD-175 y PM006 podrian presentar contaminacion con compuestos

aromaticos y en su mayoria los radios refieren una contaminacion con proteinas.

Tabla 9

Valores de pureza y concentracion de ADN obtenidos de las muestras extraidas con el

kit QlAamp Fast DNA Stool de QIAGEN.

Muestra Pureza (A260/A280) Concentracion ADN (ng/ul)
FD-167 2.817 10.61
FD-172 2.704 19.59
FD-175 1.566 24.29
FD-220 2.82 24.18
PM-001 2.057 18.47
PM-006 1.52 19.08
FD-48 2.375 19.39
FD-49 2.533 1551
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Muestra Pureza (A260/A280) Concentracion ADN (ng/ul)

FD-52 2.481 26.84
FD-57 2.585 17.14
FD-123 2.184 2541
FD-128 2.231 27.55
FD-154 2.817 23.57
FD-163 2.042 34.39
FD-165 1.787 8.571
FD-166 2.208 11.94
FD-174 2.245 21.53
FD-190 2.128 20.41
FD-192 2.155 12.76
FD-225 2.19 30.41

Comparacion de los kits de extraccion de ADN

Como resultado de la extraccién de ADN con los kits de QIAamp Fast DNA Stool de
QIAGEN y E.Z.N.A.® Soil DNA, junto con el analisis de los amplicones obtenidos de la PCR
con CytB de las muestras (Figura 1), se obtuvieron los datos presentados en la Tabla 10. En la

Figura 1, se observa bandas con buena intensidad en todos los amplicones.

Previo a la elaboracién de las pruebas estadisticas, dentro del grupo de
concentraciones de ADN del kit E.Z.N.A., se identificd la presencia de dos datos atipicos (9.49
y 1.837 correspondientes a las muestras PM-001 y PM- 006, respectivamente), los mismos que
fueron reemplazados por un promedio de los valores restantes, 37.48, a fin de evitar

interferencias en los resultados posteriores.
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Figura 1

Amplicones resultantes de la PCR con el marcador CytB de muestras de ADN de A.

belzebuth extraidas con diferentes kits.

Nota. Amplicones de las muestras extraidas con a. kit QlAamp Fast DNA Stool de

QIAGEN y b. E.Z.N.A.® Soil DNA Kit.

Tabla 10

Valores de concentracion de ADN e intensidad de banda, obtenidos de las muestras

extraidas con los kits de QIAamp Fast DNA Stool de QIAGEN y E.Z.N.A.® Soil DNA.

Kit de extraccién  Muestra Concentracién ADN (ng/ul)  Intensidad de banda (%)

FD-167 10.61 75.43

Kit QlIAamp Fast FD-172 19.59 77.01
DNA Stool de FD-175 24.29 81.99
QIAGEN PM-001 24.18 71.38
PM-006 18.47 73.86

E.Z.N.A.® Soll FD-167 19.08 90.30

DNA Kit FD-172 58.78 91.70
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Muestra Concentracion ADN (ng/ul)  Intensidad de banda (%)

FD-175 34.59 86.08
PM-001 9.49*% 88.30
PM-006 1.837* 89.91

Nota: * Valores atipicos

La concentracién de ADN vy la intensidad de banda mostraron un comportamiento
normal (Tabla 11). Mediante el diagrama Q-Q plot (Figura 2) se pudo evidenciar esta
normalidad en los datos, tanto en el caso de concentracién de ADN como para intensidad de

banda.

Tabla 11

Prueba de Shapiro-Wilks para el supuesto de normalidad.

Variable n Media D.E. W* p (Unilateral D)
RDUO Concentracion 10 0.00 10.14 0.94 0.6966
RDUO Intensidad de banda 10 0.00 3.01 0.97 0.9400
Figura 2

Diagrama Q-Q plot de los residuos de los valores de concentracién de ADN e intesidad

de banda.
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Se corrobor6 el supuesto de homogeneidad de varianzas tanto para la concentracién de
ADN como para los datos de intensidad de banda (Tabla 12). Ademas, se confirmé la

homocedasticidad de los dos grupos de manera grafica (Figura 3).
Tabla 12

Prueba de Levene para el supuesto de homogeneidad de varianzas.

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo Conc. 53.10 1 53.10 0.87 0.3773

Modelo Int. 3.59 1 3.59 1.05 0.3345
Figura 3

Diagrama de dispersioén usando los PRED y RDUO de las concentraciones de ADN e

intensidades de banda.
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Una vez comprobados todos los supuestos, se encontré que las medias
correspondientes a cada kit son significativamente diferentes (p=0.0291) (Tabla 13) y los datos
correspondientes al kit E.Z.N.A proporcionan mejores resultados (Tabla 14). En cuanto a los
valores de intensidad de banda, se mostraron diferencias significativas entre los dos kits
empleados (p=0.0002) (Tabla 13). Y se identific6 una media superior para el kit de E.Z.N.A.

(Tabla 15).



Tabla 13

Analisis de la varianza (SC tipo Ill).
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F.V. SC al CM F p-valor
Modelo Concentracion 814.87 1 814.87 7.04 0.0291
Modelo Intensidad 443.82 1 443.82 43.50 0.0002
Tabla 14
Test de Duncan usando la Concentracién de ADN.
Kit Medias n E.E.
QIAGEN 19.43 5 4.81
E.Z.N.A. 37.48 5 4.81 B
Tabla 15
Test de Duncan usando la Intensidad de banda.
Kit Medias n E.E.
QIAGEN 75.93 5 1.43
E.Z.N.A. 89.26 5 1.43 B

Estas diferencias en relacién a las medias también se evidencian en la Figura 4. Para la

concentracion de ADN el kit E.Z.N.A. proporcion6 una media de 37.48, sobre un valor de 19.43

para el kit de QIAGEN. Y en el caso de intensidad de banda fue del 75.93% para el kit QIAGEN

y de 89.26 para el de E.Z.N.A.
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Figura 4

Diagrama de barras de la concentracién de ADN y la intensidad de banda en funcién del

kit de extraccién empleado.

Concentracion de ADN
Intensidad de banda

lipo de Kit Tipo de Kit

Optimizacion de PCR con CytB

Como parte del proceso de optimizacion, primero se estableci6 la concentracion de ADN
a emplear en todas las pruebas. En este caso, en la Figura 5 se identificé una correlacion
positiva entre la concentracion de ADN (R?=0.8246) y la intensidad de banda generada, sin
embargo, el aumento de intensidad es minimo dentro de este intervalo y a nivel visual las
concentraciones evaluadas no mostraron diferencias en los amplicones, por lo tanto, se eligio la

menor de ellas, correspondiente a 10 ng/ul (tercer carril).
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Figura 5

Amplicones y andlisis de correlacion obtenidos de la PCR con el marcador CytB bajo

diferentes concentraciones de ADN.
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Luego se procedi6 con la variacion de la temperatura de hibridacion Figura 6. Se
identificé una correlacion positiva (R>=0.7743). Las temperaturas correspondientes a 56 °C y 58
°C (segundo y tercer carril) provocaron bandas inespecificas, siendo 62 °C (quinto carril) la

temperatura que dio mejores resultados.
Figura 6

Amplicones y andlisis de correlacion obtenidos de la PCR con el marcador CytB bajo

diferentes temperaturas de hibridacion.
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Los amplicones resultantes de la prueba de concentracion de Cl.Mg (Figura 7) fueron en

su mayoria similares y esto se corrobor6 con el andlisis de correlacion con una pendiente de

0.32. De manera que se seleccion6 la concentracion correspondiente a 2.0 mM (tercer carril)

para el protocolo final.

Figura7

Amplicones y andlisis de correlacion obtenidos de la PCR con el marcador CytB bajo

diferentes concentraciones de Cl,Mg.

En la concentracién de Tagq se eligié el amplicon resultado de 0.5 U/ul de Taq (tercer
carril), debido a que la banda presentdé mayor visibilidad respecto a la de menor concentracion

e igual a la de mayor concentracién, ademas, pese a existir una correlacion positiva, la

pendiente no aumenta de manera significativa (Figura 8).



Figura 8

Amplicones y andlisis de correlacion obtenidos de la PCR con el marcador CytB bajo

diferentes concentraciones de Taq.

En cuanto a la concentracion de primers (Figura 9), en todos los casos las bandas
fueron similares y no hubo gran variacién en los valores de intensidad de banda, por lo tanto,

se seleccioné el valor de 0.25 uM (segundo carril).
Figura 9

Amplicones y andlisis de correlacion obtenidos de la PCR con el marcador CytB bajo

diferentes concentraciones de primers.
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Se probaron tiempos de desnaturalizacion (Figura 10) e hibridacién (Figura 11). Solo en
el caso de la hibridacion se evidencié una mayor intensidad de banda, por tanto, se establecio

60 segundos de desnaturalizacién y 30 segundos en la fase de hibridacién.

Figura 10

Amplicones y andlisis de correlacion obtenidos de la PCR con el marcador CytB bajo

diferentes tiempos de desnaturalizacion.

Figura 11

Amplicones y andlisis de correlacion obtenidos de la PCR con el marcador CytB bajo

diferentes tiempos de hibridacion.
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Una vez optimizada la PCR con el marcador CytB, se corrieron todas las muestras
pertenecientes a A. belzebuth bajo las nuevas condiciones, obteniendo como resultado las
bandas de la Figura 12. En este caso, en su mayoria las bandas mostraron gran intensidad, a

excepcion de la muestra FD-220 (quinto carril), cuya banda fue poco perceptible.

Figura 12

Amplicones correspondientes a muestras de A. belzebuth procesadas bajo las

condiciones optimizadas de la PCR con el marcador CytB.

Optimizacion de PCR con D-Loop

Se inicio con la determinacion de la cantidad de ADN a utilizar. Se obtuvieron bandas de
gran intensidad en todas las concentraciones (Figura 13) en concordancia con la pendiente
generada en el analisis de correlacién, por lo tanto, se eligio trabajar con 12.5 ng/ul (tercer

carril).
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Figura 13

Amplicones y analisis de correlacion obtenidos de la PCR con el marcador D-Loop bajo

diferentes concentraciones de ADN.

95
g y = 0.0049x + 927
k= R>=0.7831
5
5
90
0 25 50 75 100

Concentracion de ADN

En el caso de la concentracién de Taqg (Figura 14), se observé una correlacion positiva y
a concentraciones inferiores a 1 U/l no existia banda, por consiguiente, se mantuvo la

concentracion anteriormente establecida.
Figura 14

Amplicones y andlisis de correlacion obtenidos de la PCR con el marcador D-Loop bajo

diferentes concentraciones de Taq.

Concentracion de Taq
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De manera similar, los primers se mantuvieron a una concentracion de 1 uM (Figura 15),

puesto que, se identificd una correlacion positiva. Al disminuir la concentracion, las bandas

también mostraron menor intensidad en comparacion con la original (cuarto carril).

Figura 15

Amplicones y analisis de correlacion obtenidos de la PCR con el marcador D-Loop bajo

diferentes concentraciones de primers.

Intensidad de banda
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Concentracion de primers

Luego se evaluaron cambios en los tiempos de desnaturalizacion e hibridacion (Figura

16), donde se observo bandas de menor intensidad en comparacién con los tiempos originales,

por lo tanto, se mantuvieron las condiciones establecidas previamente.
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Figura 16

Amplicones y analisis de correlacion obtenidos de la PCR con el marcador D-Loop bajo

diferentes tiempos de desnaturalizacion e hibridacion.
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Ademas, se vari6 el tiempo de elongacién tomando en cuenta el tamafio de fragmento a
amplificar. Como resultado se obtuvo que un tiempo de 45 segundos de elongacion provocaba
una banda de igual intensidad que a 60 segundos, y se corrobor6 con una pendiente pequefia

(Figura 17), por lo tanto, se establecié este nuevo tiempo para posteriores ensayos.
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Figura 17

Amplicones y analisis de correlacion obtenidos de la PCR con el marcador D-Loop bajo

diferentes tiempos de elongacion.

Con las nuevas condiciones establecidas se procesaron todas las muestras, tanto de A.
belzebuth como de L. lagonotus, y se evaluaron mediante un gel de agarosa, cuyo resultado se
puede observar en la Figura 8. En general, la intensidad de las bandas fue buena, menos en el
caso de las muestras FD-163, FD-165, FD-220 y PM001, las mismas que se mostraron mas

tenues.

Figura 18 Amplicones correspondientes a muestras de A. belzebuth y L. lagonotus

procesadas bajo las condiciones optimizadas de la PCR con el marcador D-Loop.

—
-
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Filogeografia
En Blast del NCBI se ingresaron las secuencias de las muestras analizadas, con lo cual
se obtuvieron las especies a las que corresponden los individuos junto con el porcentaje de

identidad, esta informacion se recopil6 en la Tabla 16.

Dentro del grupo de Leontocebus, en su mayoria pertenecian a la especie L. lagonotus,
a excepcion de FD-48 y FD-49 que se identificaron como Leontocebus leucogenys, tres
muestras no coincidieron con la especie esperada, este fue el caso de FD-57 que se identificd
como Cebus unicolor, FD-163 y FD-174 que resultaron ser de Lagothrix poeppigii. Ademas, en
un analisis con Lagothrix se encontré una muestra correspondiente a Leontocebus lagonotus,

la misma que se incluy6 para analisis posteriores.

Tabla 16

Especies identificadas con la herramienta Blast, con su correspondiente porcentaje de

identidad.
Muestra Especie esperada Especie identificada % ldentidad
FD-167 Ateles belzebuth KJ452772.1: Ateles belzebuth 99.73
FD-172 Ateles belzebuth KJ452772.1: Ateles belzebuth 99.87
FD-175 Ateles belzebuth KJ452772.1: Ateles belzebuth 99.21
CytB
FD-220 Ateles belzebuth NC_019800.1: Ateles belzebuth 99.87
PM-001 Ateles belzebuth KJ452772.1: Ateles belzebuth 99.21
PM-006 Ateles belzebuth KJ452772.1: Ateles belzebuth 99.48

FD-4g Leontocebus lagonotus ~ HM367945: Leontocebus leucogenys 97.98
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Muestra

Especie esperada

Especie identificada

% ldentidad

FD-49

FD-52

FD-57

FD-123

FD-128

FD-154

FD-163

FD-165

FD-166

FD-174

FD-190

FD-192

FD-225

FD-167

FD-172

FD-175

FD-220

PM-001

Leontocebus lagonotus

Leontocebus lagonotus

Leontocebus lagonotus

Leontocebus lagonotus

Leontocebus lagonotus

Leontocebus lagonotus

Leontocebus lagonotus

Leontocebus lagonotus

Leontocebus lagonotus

Leontocebus lagonotus

Leontocebus lagonotus

Leontocebus lagonotus

Leontocebus lagonotus

Ateles belzebuth

Ateles belzebuth

Ateles belzebuth

Ateles belzebuth

Ateles belzebuth

HM367945: Leontocebus leucogenys

HM367926.1:

OM328964.1:

HM367940.1:

HM367940.1:

HM367926.1:

OR689238.1:

HM367940.1:

HM367926.1:

OR689238.1:

HM367940.1:

HM367926.1:

HM367952.1:

Leontocebus lagonotus

Cebus unicolor

Leontocebus lagonotus

Leontocebus lagonotus

Leontocebus lagonotus

Lagothrix poeppigii

Leontocebus lagonotus

Leontocebus lagonotus

Lagothrix poeppigii

Leontocebus lagonotus

Leontocebus lagonotus

Leontocebus lagonotus

KC757386.1: Ateles belzebuth

OM328866.1.:

OM328920.1:

Ateles belzebuth

Ateles belzebuth

NC _019800.1: Ateles belzebuth

OM328920.1:

Ateles belzebuth

98.98

98.37

94.05

97.96

97.96

98.19

95.83

98.19

98.37

95.78

98.78

98.19

98.58

95.08

95.81

96.38

99.66

93.77
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Muestra Especie esperada Especie identificada % ldentidad
PM-006 Ateles belzebuth OM328920.1: Ateles belzebuth 95.92
FD-173 Lagothrix lagotricha HM367952.1: Leontocebus lagonotus 98.39

Para los individuos de Ateles analizados con CytB se encontraron 16 secuencias de
referencia de zonas cercanas al pais y se trabaj6é con un grupo externo correspondiente
Lagothrix lagotricha de Peru. Los arboles resultantes se compararon junto con las distancias
evolutivas (Tabla 17), y se dio un agrupamiento similar, por lo tanto, los resultados se pueden
evidenciar en cualquiera de los arboles obtenidos. En el arbol ML (Figura 19), las muestras
obtenidas de los diferentes refugios se encuentran agrupadas en un mismo clado junto con una
secuencia de referencia proveniente de Ecuador, siendo la muestra FD-220 la mas lejana del
grupo y asociada con una secuencia de Suramérica. En la parte inferior del arbol se corrobora

la diferenciacion por zonas y especies.

Tabla 17

Distancias evolutivas entre las muestras de a Ateles analizadas con CytB.

PO06  Outgroup  P001 FD220 FD175 FD172 FD167

P0O06

Outgroup 0.13094

PO0O1 0.01612 0.13784

FD220 0.00933 0.12927 0.01475

FD175 0.01338 0.13596 0.00265 0.01203

FD172 0.00665 0.13259 0.01204 0.00531 0.00934

FD167 0.01207 0.13989 0.01754 0.01072 0.01479 0.00533
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Arbol obtenido con el método de ML y el modelo Hasegawa-Kishino-Yano, para

muestras de Ateles con el marcador CytB.

—— FD167 Cytb Ateles belzebuth Yanacocha

11

35

65

96

45

L Fp172 Cytb Ateles belzebuth Puyo

PMO006 Cytb Ateles belzebuth Ecuador
KJ452772.1 Ateles belzebuth Ecuador
0OM328920.1 Ateles belzebuth Brasil

—— FD175 Cytb Ateles belzebuth Puyo

¥l PMO001 Cytb Ateles belzebuth Ecuador

—— FD220 Cytb Ateles belzebuth Puyo

87 NC 019800.1 Ateles belzebuth Suramerica

KR902369.1 Ateles belzebuth chamek Peru

39

65

28

99

69

KR902368.1 Ateles belzebuth chamek Peru

KJ452771.1 Ateles belzebuth chamek Peru

—— KJ507208.1 Ateles belzebuth chamek Peru

S KR902367.1 Ateles belzebuth chamek Peru

MW978790.1 Ateles belzebuth Brasil

99

72

39

KJ452770.1 Ateles fusciceps Ecuador
KJ452767.1 Ateles geoffroyi Panama
KR902370.1 Ateles fusciceps Peru

— KJ452769.1 Ateles fusciceps Colombia

BL KR902385.1 Ateles fusciceps robustus Peru

KR902384.1 Ateles hybridus Peru



63

Para las muestras de Ateles analizadas con D-Loop, se encontraron 15 secuencias de
referencia y el grupo externo fue Lagothrix lagotricha de Brasil. El &rbol ML (Figura 20) generé
resultados similares al arbol MP y ambos en concordancia con los datos de las distancias

evolutivas (Tabla 18).

Tabla 18

Distancias evolutivas entre las muestras de Ateles analizadas con D-Loop.

Outgroup PMO006 PMO001 FD220 FD175 FD172 FD167

Outgroup

PMO0O6  10.33987

PM001 10.62508 0.04956

FD220 10.34118 0.04944 0.05840

FD175 10.34244 0.04221 0.00983 0.05091

FD172 10.34191 0.04758 0.05473 0.04035 0.04381

FD167 10.34133 0.05659 0.06198 0.04381 0.05088 0.01978

En la imagen se observan agrupaciones similares a las obtenidas con el marcador CytB,
sin embargo, en este caso no se encontraron secuencias de referencia del Ecuador. Ademas,
en la parte inferior se observa que individuos de la especie A. chamek se mezclan con A.

belzebuth en un mismo clado, e inclusive A. marginatus se encuentra cercana a A. chamek.
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Figura 20

Arbol obtenido con el método de ML y el modelo Taruma de 3 parametros, para

muestras de Ateles con el marcador D-Loop.

97 PMO001 D-Loop Ateles belzebuth Ecuador

84

FD175 D-Loop Ateles belzebuth Puyo

67 L PMO006 D-Loop Ateles belzebuth Ecuador

FD172 D-Loop Ateles belzebuth Puyo

100

90

FD167 D-Loop Ateles belzebuth Yanacocha

3 FD220 D-Loop Ateles belzebuth Puyo

OM328957.1 Ateles chamek Brasil

66 OM328956.1 Ateles chamek Brasil

OM329060.1 Ateles chamek Brasil

85
21 79

OM329059.1 Ateles chamek Brasil

NC 019800.1 Ateles belzebuth Suramerica

90

69 OM328866.1 Ateles belzebuth Brasil

0OM328920.1 Ateles belzebuth Brasil

OM329057.1 Ateles chamek Brasil

1 9%

OM328955.1 Ateles chamek Brasil

5 100 NC 064190.1 Ateles chamek Brasil

0OM328892.1 Ateles chamek Brasil

97
NC 064192.1 Ateles marginatus Brasil

OM328958.1 Ateles paniscus Brasil

01 NC 064191.1 Ateles paniscus Brasil

100 OM328893.1 Ateles paniscus Brasil

OM328878.1 Lagothrix lagotricha Brasil ] outgroup

Las secuencias correspondientes a Ateles se concatenaron a fin de corroborar los

agrupamientos obtenidos de manera individual para ambos marcadores. En arbol ML (Figura 21),
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se puede ver que mediante el uso de estos dos marcadores es posible diferenciar a individuos

de la misma especie a partir del lugar de procedencia.
Figura 21

Arbol obtenido con el método de ML y el modelo Taruma de 3 parametros, para

muestras de Ateles con los marcadores CytB y D-Loop.

P00I Cytb/D-Loop Ateles belzebuth

100
82 —— FDI75 Cyvtb/D-Loop Ateles belzebuth Piyo
P006 Cytb/D-Loop Ateles belzebuth
FD220 Cvtb/D-Loop Ateles belzebuth Piyo
FDI172 Cyvtb/D-Loop Ateles belzebuth Piyo
96

FDI167 Cvtb/D-Loop Ateles belzebuth Yanacocha

Finalmente, se encontraron 13 secuencias de referencia para Leontocebus con el
marcador D-Loop y se establecié como grupo externo a un individuo de Cebuella pygmaea de
Brasil. El arbol MP mostré grupos similares al ML y ambos estaban en concordancia con los

datos de distancias evolutivas (Tabla 19).
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Distancias evolutivas entre las muestras de Ateles analizadas con D-Loop.

FD52

FD49

FD48

FD225 Outgroup FD192 FD190 FD166 FD165 FD154 FD128 FD123 FD173

FD52

FD49

FD48
FD225

Qutgroup

FD192
FD190
FD166
FD165
FD154
FD128
FD123
FD173

0.08261
0.09832
0.01338
3.50595
0.00332
0.01338
0.00000
0.02360
0.00332
0.02358
0.02187

0.01678

0.02039
0.07112
3.66854
0.08656
0.07870
0.08261
0.07503
0.08656
0.07865
0.07877

0.07498

0.08650
3.59290
0.00428
0.09428
0.09832
0.08261
0.00428
0.09422
0.09230

0.08256

3.54197
0.01678
0.00665
0.01338
0.01676
0.01678
0.00999
0.00832

0.00332

3.47169
3.54330
3.50595
3.60837
3.47169
3.563760
3.63760

3.50734

0.01678
0.00332
0.02015
0.00000
0.02705
0.02533

0.01338

0.01338

0.01337 0.02360

0.01678 0.00332 0.02015

0.01336 0.02358 0.02356 0.02705
0.01167 0.02187 0.02186 0.02533 0.00165

0.01001 0.01678 001336 0.01338 0.01337 0.01169

En el arbol MP (Figura 22) fue posible evidenciar la agrupacion de los individuos en

funcion de la zona y la especia a tratar. Los individuos estudiados se muestran mas cercanos a

aquellos pertenecientes a Brasil. Para este grupo tampoco se encontraron datos propios del

pais ni en paises cercanos.
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Figura 22

Arbol obtenido con el método de MP para muestras de Leontocebus con el marcador D-

Loop.

FD52 Saguinus fuscicollis lagonotus Macas
95

g5 —— FD192 Saguinus fuscicollis lagonotus Merazonia

36 —— FD154 Saguinus fuscicollis lagonotus Merazonia
78

FD166 Saguinus fuscicollis lagonotus Puyo

37

FD190 Saguinus fuscicollis lagonotus Puyo

FD225 Saguinus fuscicollis lagonotus Puyo

46

42 —— FD128 Saguinus fuscicollis lagonotus Merazonia

% 99 L FD123 Saguinus fuscicollis lagonotus Merazonia

FD173 Saguinus fuscicollis lagonotus Puyo

100

FD165 Saguinus fuscicollis lagonotus Puyo

—— FDA49 Saguinus fuscicollis leucogenys Macas

99 L Fp48 Saguinus fuscicollis leucogenys Macas

67 78 — JNB849633.1 Saguinus geoffroyi Panam (Gamboa P.)

95 —— JN849623.1 Saguinus geoffroyi Panam

—— JNB849624.1 Saguinus geoffroyi Panam

62 L JN849622.1 Saguinus geoffroyi Panam

100 74 — JN849632.1 Saguinus geoffroyi Panam (Gamboa)

—— JNB849630.1 Saguinus geoffroyi Panam (Gamboa)

83

——— JIN849631.1 Saguinus geoffroyi Panam (Gamboa)

100 —— OM328997.1 Leontocebus fuscicollis Brasil

L—— NC 064177.1 Leontocebus fuscicollis weddelli Brasil

100 100 —— NC 064181.1 Leontocebus fuscicollis Brasil

L— OM329002.1 Leontocebus fuscicollis Brasil

69 —— NC 064171. Leontocebus nigricollis Brasil

100 L 0m328879.1 Leontocebus nigricollis Brasil

U89009.1 Cebuella pygmaea Brasil ] outgroup
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Capitulo V: Discusién

Extraccion de ADN

La obtencién de muestras representa un grave desafio dentro de la genética de
conservacion de primates (Orkin et al., 2021). Pese a que las muestras de sangre y tejidos son
de gran utilidad en estudios genéticos, para los primatélogos éstas presentan varias
desventajas relacionadas con la salud y el comportamiento de los animales silvestres (da Silva
& Bruford, 2017; Orkin et al., 2021), ya que representan un desafio logistico para obtenerlas (da

Silva & Bruford, 2017).

En este sentido, las muestras no invasivas, como heces y cabello, se han establecido
como solucion a esta problematica de recoleccion (Lynn et al., 2016; Orkin et al., 2021), ya que
no implican la manipulacion de los individuos en el proceso. Las heces pueden proporcionar
informacién sobre la dieta y genética poblacional de los individuos (Eriksson et al., 2004;
Srivathsan et al., 2016) y en comparacion con el cabello, cuentan con una mayor cantidad de
ADN total (Orkin et al., 2021). Ademas, las especies A. belzebuth y L. lagonotus son especies
amenazadas, lo cual justifica el uso de heces como fuente de ADN para el desarrollo de este

trabajo.

Una desventaja del ADN fecal es que suele encontrarse en pocas cantidades,
fragmentado y degradado (Costa et al., 2016; Taberlet & Luikart, 1999). Por ello, se
recomienda el uso de kits de extraccion (Taberlet & Luikart, 1999) y de primers altamente
especificos (Hernandez et al., 2018). Referente a esto, se us6 un kit de QIAGEN para hecesy

se llevo a cabo la sintesis de primers especificos para la PCR con ambos marcadores.

En relacidn a los resultados del protocolo de extraccién, se ha visto que el kit QlAamp
Fast DNA Stool de QIAGEN proporciona concentraciones cercanas a los 38.3 £ 7.6 ng/pl y que
la pureza resultante del ratio A260/280 no influye en la sensibilidad de la PCR (Stauffer et al.,

2008). Esto se encuentra en concordancia con los resultados obtenidos en este estudio, puesto
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gue se encontraron concentraciones de hasta 34.39 ng/ul y pese a que la mayoria de los ratios
referian una contaminacion con proteinas, no se reflejaron en una inhibicion de las PCR

posteriores.

Comparacion de los kits de extraccién de ADN

Las concentraciones de ADN obtenidas difirieron significativamente de acuerdo al kit
empleado, siendo el kit de suelos de mayor utilidad en relacion a la concentracién de ADN
obtenida. En algunos estudios (LeFrancois & Cunningham, 2019; Lim et al., 2020; Yang et al.,
2020), se menciona que los protocolos que incluyen métodos de disrupcién con perlas generan
mejores resultados en la extraccion de ADN a partir de muestras de heces, el cual es el caso

del kit E.Z.N.A.® Soil DNA.

Ademads, se ha visto que los protocolos de extraccion de ADN influyen en el desarrollo
de analisis moleculares (Stauffer et al., 2008), entre ellos la PCR (Ariefdjohan, et al., 2010). A
pesar de que la PCR puede funcionar con ADN de baja calidad, la purificacion de inhibidores a
la par del proceso de extraccion (Taberlet & Luikart, 1999), puede afectar los resultados
obtenidos (Rodriguez-Riveiro et al., 2022). Esto se evidencio en los resultados de la PCR con
las muestras obtenidas de los dos kits, puesto que las bandas se mostraron con mayor
intensidad en el caso del ADN extraido con el kit E.Z.N.A.® Soil DNA, mismo que proporcion6

mejores concentraciones de ADN.

Es importante tomar en cuenta que parte del éxito del protocolo de extraccion de ADN a
partir de heces se encuentra relacionado con la dieta del animal, esto se debe a que en su
mayoria el ADN proviene de las células epiteliales del intestino, las mismas que pueden variar
en cantidad de acuerdo al tipo de fibra digerida (Costa et al., 2016). Por lo tanto, la eficacia del
kit de extracciéon puede variar en funcion de la dieta del animal estudiado. Hay que tomar en

cuenta que la dieta de Ateles belzebuth se compone de frutas, hojas jovenes, flores, insectos y
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madera en descomposicion (Ceitlin, 2004; Tirira, 2021), lo cual podria influir en la cantidad de

células presentes en las heces.

Optimizacion de PCR con CytB y D-Loop

En estudios con el marcador CytB se ha establecido un tamario de fragmento de entre
380 y 800 pb para las secuencias obtenidas (Mundy et al., 2000; Nascimento et al., 2005). En
este caso, con los primers creados a partir de secuencias del marcador CytB para el género
Ateles en regiones cercanas a Ecuador se obtuvo un tamafio de 790 pb. Tomando en cuenta
esto y que la Taq platimun coloca aproximadamente 1000 pb por minuto (Invitrogen, 2015), se
establecié un tiempo de extension de 1 minuto. La concentracion de ADN se establecié en 10
ng/ul. Se obtuvieron buenos resultados con 62°C de temperatura de hibridacién, a
temperaturas menores se identificaron bandas inespecificas, al igual que en el estudio de (Rosli
et al., 2011) donde temperaturas de 53 a 58 °C provocaron manchas y bandas mdultiples.
Invitrogen (2015) recomienda emplear una concentracion de Cl.Mg de 1.5 mM, Tag a 2 U/uly
primers en 0.5 uM. En nuestro caso, se logré optimizar la PCR para CytB con Taq a 0.5 U/ul y

primers en 0.25 uM, mientras que el Cl,Mg se establecié en 2 mM.

En cuanto al marcador D-Loop, se ha visto que el tamafio de fragmento ronda entre los
300 y 600 pb (Botero et al., 2015; Saccone et al., 1987), por lo tanto, un tiempo de extensién de
45 segundos resultd suficiente para obtener buenos resultados de la PCR. Este fue el Unico
pardmetro que se modificd en relacion al protocolo establecido por Acufia, 2020, quién obtuvo
un tiempo de extension de 1 hora con 30 minutos. Los demas parametros se mantuvieron en 1
U/ul de Taq, 1 uM de primers y 1 minuto en los tiempos de desnaturalizacion e hibridacion. En

cuanto a la cantidad de ADN a utilizar, se establecié una concentracién de 12.5 ng/pl.

Dentro de la PCR es importante tomar en cuenta que cuando el amplicon no se

presenta con una intensidad y forma adecuada se requiere de un proceso de optimizacion. Los
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resultados pueden verse influenciados por modificaciones a nivel de concentraciones de

reactivos y condiciones de ciclado (Lorenz, 2012).

Filogeografia

El marcador molecular CytB es uno de los mas usados en estudios de biosistematica
(Ruiz-Garcia et al., 2016) y filogeografia (Castresana, 2001; Davidovi¢ et al., 2022), debido a
gue posee regiones conservadas y variables, que evolucionan lenta y rapidamente (Cantatore
et al., 1994; Davidovic¢ et al., 2022). Varios estudios han empleado este marcador en analisis
relacionados con la filogeografia de especies de la familia Atelidae, por ejemplo: en la
clasificacién taxondmica de la especie Ateles fusciceps rufiventris (Cepeda Duque & Link,
2018), en la determinacién de la taxonomia y biogeografia de especies amazénicas del género
Ateles (Grant, 2023), en la evaluacion de relaciones filogenéticas de especies de la familia
Atelidae (Ruiz-Garcia et al., 2016) y en el establecimiento de escenarios biogeograficos para
monos arafia, a partir de analisis de datacion e inferencia filogenética (Morales et al., 2015). En
este sentido, el marcador CytB también fue de utilidad en el desarrollo de este trabajo, puesto

gue mostro diferencias a nivel de especies relacionadas con la zona de origen.

En el arbol ML para las secuencias de Ateles evaluadas con CytB, las muestras obtenidas
de los diferentes refugios se agruparon con la secuencia de referencia perteneciente a Ecuador,
en un mismo clado. La muestra FD-220 se ubicd en un sitio lejano dentro de este grupo, junto
con una secuencia de Suramérica, marcando una posible diferencia en el lugar de origen del
individuo. En cuanto a las secuencias de referencia, se agrup6 a A. belzebuth con la subespecie
A. belzebuth chamek en un mismo clado, de igual manera sucedié con A. fusciceps y A. geoffroyi.

Y la especie A. hybridus se separé de los demas clados.

De manera similar, el marcador molecular D-Loop se ha empleado con éxito en estudios

de filogeografia del género Ateles, como es el caso de A. hybridus (Link et al., 2015) y en el
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establecimiento de relaciones filogenéticas de la especie A. geoffrogi (Morales-Jimenez et al.,

2015), lo cual esté en concordancia con el uso dado al marcador D-Loop en este trabajo.

En el arbol ML obtenido a partir de secuencias de D-Loop se agruparon nuevamente las
muestras de los refugios en un mismo clado, y la muestras FD-220 volvié a ser la més lejana del
grupo. Se identificé una cercania entre los grupos A. belzebuth y A. chamek. Ademas, A.

marginatus se ubicé en un mismo clado con algunos individuos de A. chamek.

Estos resultados concuerdan con el estudio de Morales et al. (2015), donde colocan a A.
belzebuth y A. chamek en un mismo clado. Mencionan que A. fusciceps y A. geoffroyi comparten
un ancestro comun, mientras que A. hybridus pertenece a un clado distinto de A. belzebuth y A.

chamek y A. marginatus de Brasil no pertenece al mismo clado que A. belzebuth.

En adicion, mediante el uso concatenado de estos dos marcadores moleculares (CytB y
D-Loop) se obtuvieron resultados similares en las agrupaciones. De manera que, el uso de

ambos permite inferir la filogeografia de individuos del género Ateles.

Por otro lado, se empled con éxito el marcador D-Loop para establecer diferencias entre
individuos del género Leontocebus. En un clado se pudo observar la aparicion de la subespecie
L. leucogenys, la cual se caracteriza por ser de estribacion de cordillera en Perd (Charpentier
et al., 2022), lo que resalta la importancia de este tipo de estudios, al ser animales victimas del

trafico de especies.

Existen estudios donde se ha empleado la regién D-Loop para determinar la
filogeografia de especies del género Leontocebus (Carvalho et al., 2022; Cropp et al., 1999;
Matauschek et al., 2011), e inclusive emplean como marcador adicional a la regiéon CytB.

Respaldando el uso de este marcador para el objetivo planteado en este estudio.

Si bien, no fue posible determinar el lugar de origen de las muestras analizadas, esto

fue consecuencia de la inexistencia de datos propios del pais. Una suficiente cantidad de
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informacioén relacionada con las especies podria hacer posible la inferencia del lugar de origen
de los individuos a partir de datos moleculares, haciendo posible la aplicacién del concepto

“genética de la conservacién” para la reintroduccién de especies.

Tomando en cuenta que, dentro de los estudios de filogeografia, el uso de muestras no
invasivas (heces) proporciona ADN degradado, se puede establecer como alternativa el uso de
microsatélites, puesto que estos son cortos y por lo tanto tienen una facilidad de amplificacion a
partir de este tipo de muestras (Rodriguez et al., 2010; Taberlet & Luikart, 1999). Ademas,
permite inferir de mejor forma la regionalidad de las muestras, mediante el uso de redes de
haplotipos y solventar de alguna forma la falta de informacion en el pais (Rodriguez et al.,

2010; Vazquez-Dominguez et al., 2009).
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Capitulo VI: Conclusiones y Recomendaciones
Mediante el desarrollo de este trabajo se optimizaron 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.

Se evaluaron dos kits de extraccion de ADN, el kit QlAamp Fast DNA Stool de QIAGEN
y E.Z.N.A.® Soil DNA kit, usando muestras no invasivas de primates no humanos. Las
concentraciones de ADN obtenidas fueron significativamente diferentes. Se demostré un mayor
rendimiento del ADN extraido con el kit E.Z.N.A.® Soil DNA para PCR. Se recomienda evaluar
el rendimiento de los kits QIAamp Fast DNA Stool de QIAGEN y E.Z.N.A.® Soil DNA kit con un

mayor numero de muestras, a fin de obtener resultados de mayor consistencia.

Se establecio el protocolo de PCR Barcoding con el marcador CytB con una
concentracion de ADN de 10 ng/ul, 62°C de temperatura de hibridacion, ClMg a 2.0 mM, Taq a
0.5 U/uL, primers en 0.25 uM y tiempos de desnaturalizacion e hibridacion de 60 y 30 segundos
respectivamente. En cuanto al marcador D-Loop, se establecié un tiempo de extensién de 45

segundos y una concentracion de ADN de 12.5 ng/ul.

Mediante el uso de los marcadores CytB y D-Loop, fue posible agrupar las especies de
primates pertenecientes a los géneros Ateles y Leontocebus en relacién a la zona de
procedencia del individuo. Si bien, en este estudio no fue posible determinar el lugar de origen
de las muestras analizadas, esto fue consecuencia de la inexistencia de datos propios del pais.
Una suficiente cantidad de informacion relacionada con las especies podria hacer posible la
inferencia del lugar de origen de los individuos a partir de datos moleculares. Ademas, se
puede establecer como alternativa el uso de microsatélites como marcadores para el desarrollo

de estudios filogenéticos.
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