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RESUMEN

Investigaciones centradas en técnicas no invaswagundamentales para la conservacion
y el manejo de vida silvestre en el Ecuador. Ee estudio se probaron los métodos
SDS/CAI, CTAB/CAI y 2CTAB/CAI para extraer ADN gemico del lobo de paramo
(Lycalopex culpaegsa partir de muestras fecales recolectadas enaeuP Nacional
Cayambe-Coca. Los resultados visualizados en gelegjarosa mostraron una extraccion
positiva para los tres métodos. La cuantificaciéh ADN y la evaluacion de su pureza
mediante la medicion de su absorbancia a 260/28@emostraron que el mejor método es
el tercero (2CTAB/CAI) con valores promedio de ®lrigfil de ADN y pureza de 1.65.
Una vez extraido el ADN se amplific6 mediante PGRfiagmento de 200 pb del gen
mitocondrial citocromo b. La técnica utilizada etativamente barata comparada con kits
de extraccion y abre la posibilidad de varios @stude ecologia molecular en el lobo de
paramo en el Ecuador.
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ABSTRACT

Research focused on noninvasive techniques arentedséor the conservation and
management of wildlife in Ecuador. This study tddtee methods SDS / CAl, CTAB / CAl
and 2CTAB/CAI to extract genomic DNA Andean foly¢alopex culpae)sfrom fecal
samples collected in the Cayambe-Coca National.Pdr& results visualized on agarose
gels showed a positive extraction for the threehows. DNA quantification and purity
assessment by measuring its absorbance at 260i2&hawed that the best method is the
third (2CTAB/CAI) with average values of 51.16 nighf DNA purity and 1.65. Once
extracted DNA was amplified by PCR a 200 bp fragimenmitochondrial cytochrome b
gene. The technique used is relatively inexpensivapared with extraction kits and opens
up the possibility of several molecular ecologydsts in the Andean fox in Ecuador.

Keywords: EcuadorLycalopex culpaeysAndean fox, stool DNA extraction, cytochrome
b,



INTRODUCCION

Lycalopex culpaeus;onocido en el Ecuador como lobo de paramo o zamhno es un
canido endémico que habita en los Andes de Sudeem§tj (Figura 1.). La falta de
estudios en el Ecuador sobre su ecologia, y elr@sgo de extincion de la especie en
estado silvestfe hacen de vital importancia establecer nuevos doétajue permitan
recopilar informacion de la especie, a fin de dstay planes de conservacion [2].

Los analisis moleculares a partir de heces provefarmacion ecoldgica, y genética
valiosa de las especies silvestres, sin la neakdidala captura de los especimenes,
evitando causar estrés al animal, esto adquieeciegpmportancia cuando se trabaja con
animales en peligro de extincion [3,4]. Ademésralarse de un método no invasivo los
costos de muestreo se disminuyen notablemente [5].

Los excrementos de los vertebrados estan impregr@aocélulas epiteliales del intestino
por lo que es posible extraer su ADN [6], y esteNAuede ser posteriormente amplificado
por la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PJQRPf&vios estudios han demostrado
gue el uso de ADN a partir de heces permite latifiigarcion de especies usando ADN
mitocondrial. Esta técnica se ha utilizado eficaztagara identificar al zorro roj&/ulpes
vulpes [8], especie invasora en Australia. Para ideg@ifia lobos Canis lupus L) en el
Pais Vasco [9]. Y para identificar al zorro cangrejCerdocyon thous)10]. Esa técnica
no solamente ha sido utilizada en canidos sinoitamdn otros carnivoros como es el caso
de puma Puma concoloy, el jaguar Panthera oncpa[10] y carnivoros endémicos del
Japon [11]. Otra herramienta para estudios deogt@imolecular, es la amplificacion de
microsatélites existentes en el ADN nuclear (repies de di y trinucleotidos), esto ha
permitido determinar genotipos presentes en undapob de animales, identificar
individuos e incluso determinar como se encuerdravdriabilidad genética de dicha
poblacion. Resultados exitosos con estos marcadoeoéesculares a partir de ADN fecal
han sido reportados para lobd3ais lupus L) [12], zorros de San JoaquiXu{pes
macrotis muticaJ13], coyotes Canis latran3 [5], zorro artico Alopex lagopus[14], zorro
rojo [15] y para el zorro tibetan¥(lpes ferrilatg [16].

Durante los ultimos afios se han implementado vé@scas para extraer ADN a partir de
heces de animales silvestres, como el método gdanidinium tiocianato silica
(GuSCN/silica) [17, 18, 19, 20]; que utiliza coluesnde purificacion para eliminar
contaminantes. El método CTAB, fenol cloroformouwyificacion con columnabiillipore
[21]. EI método fenol-cloroformo y purificacion caelumnasMicroSpin [22]. EI método
Chelex 10023, 18, 24]. Y el kit comercial mas utilizado &ido el ‘QIAamp DNA Stool
Mini Kit” que obtiene ADN de buena calidad y cantidad, elimin&edta mayoria de
inhibidores de la PCR, produciendo porcentajessali® amplificacion tanto para ADN
nuclear como ADN mitocondrial [5, 25, 21, 8, 9, .26]

Sin embargo es necesario estandarizar un métodoampara extraer ADN de las heces,
ya que el uso de las técnicas antes mencionad#ataresstoso para la realidad nacional, y

! Como medida de conservacion; el lobo de paramsidwaincluido en la segunda edicion tidro rojo de los mamiferos del Ecuador
de 2011, en la categoNailnerable; es decir la especie enfrenta un alto riesgo deaéh en estado salvaje [2].
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en muchos de los casos no estan disponibles abahlorio. Esta investigacion se centra
en estandarizar una técnica de extraccion de DNAedes de lobo de paramo con miras a
su aplicacion en estudios de genotipaje e ideati@n de lobos frente a otras especies de
carnivoros andinos.

Fuente: Cortesia d® Galo Zapata Rios, 2009.
Figura 1. Lobo de paramol{/calopex culpaeysomado con trampa de cdmara. Parque Nacionaln@ma
Coca, Ecuador.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio.- Las muestras fecales fueron recolectadas en elu®akpcional
Cayambe-Coca ubicado al nororiente del EcuadopaEjue tiene una extension total de
403.103 ha, con rangos de altitud desde 600 msnFO8 msnm y se encuentra ubicado en
cuatro provincias: Imbabura y Pichincha en la &ieBucumbios y Napo en la Amazonia
[27]. Los avistamientos de lobos son sumamente neman esta Area Protegida.

Recoleccion de muestras fecales en los paramos Barque Nacional Cayambe-Coca.-

La recoleccion de excretas se realizdé durante kesemde octubre y noviembre de 2011.
Las heces recolectadas se las categoriz6 comoreeaa$ ya que no se podia saber el
tiempo que estuvieron en el paramo después deptzsideon; sin embargo se encontraban
integras sin rasgos de descomposicion. Todas lasstrag fueron georeferenciadas
utilizando un GPS GARMIN eTrex® 12 Channel. Las ds e recolectaron usando
guantes de nitrilo y fueron colocadas en fundal®eiptiquetadas. Se las transporté en una
nevera portatil, y luego fueron almacenadas a €erf el laboratorio de Biotecnologia de
la ESPE hasta que se realice la extraccion de ADN.

Toma de muestras en el zooldgico de Quito en Guafllamba.- Se tomaron dos
muestras de sangre y tres de heces de una paréghatede paramo del Zoologico de
Quito. El personal del zoolégico fue el encargaddadtoma de muestras. La sangre se uso
como control positivo para estandarizar la amg@dion del ADN por PCR. Mientras que
las heces se usaron para probar el protocolo daceiin de ADN fecal estandarizado.

La recoleccion de las heces se realizé con guaetestrilo. Con una paleta se recogio las
heces mas frescas encontradas en la jaula delgromlp se las colocd en una caja plastica
bien etiquetada. La toma de muestras sanguineasatie0 de acuerdo al protocolo
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establecido por el zooldgico; se anestesio a lmsslanacho y hembra, se desinfecto el area
de la vena con algodén empapado con etanol y sé fonh de sangre a cada individuo,
pulsando con la jeringuilla la vena cefalica, y @@oco la sangre en tubos con
anticoagulante EDTA. Las muestras tanto sanguinga checes fueron transportadas en
una nevera portétil y se almacenaron en el labooate Biotecnologia de la ESPE a -20°C
hasta que se realice la extraccion de ADN.

Validacion de tres métodos manuales de extracciése ADN fecal.-En un primer
ensayo, se probd diferentes métodos de extrac@dm@N para una muestra fecal
recolectada en el Parque Nacional Cayambe-Cocaeysquencontraba conservada en
congelaciéon a -20 °C. Se emplearon tres técnicasuates de extraccion de ADN
encontradas en bibliografia revisada.

Todos los ensayos de extraccion se realizaron ygaicddo para garantizar la consistencia
y reproducibilidad del método, ademas se emplecoatrol negativo (en lugar de heces se
coloco agua), para evaluar contaminacion entrelasstras.

Pretratamiento de las muestras fecalesSe modifico el método empleado anteriormente
para extraer ADN de excrementos realizando un taymdvio con buffer salinas [28]. Se
utilizé para el lavado de las heces suero fisigidginyectable. Para garantizar una
completa homogenizacién de la heces con el susioldgico, se calculd la relacion
excremento/suero (1g:5ml) utilizado anteriormerdga etanol [6]. Se peso 4 g. de heces
descongeladas y se homogeniz6 con 20 ml de sisatb@ico en tubos falcon de 50 ml.
Posteriormente se colocd 6Q0de solucion en un microtubo de 2 ml y se cergdfa
10.000 rpm por 5 min, se repitio este paso y saedmo a -4 °C por 12 horas. Finalmente,
se homogenizd y se centrifugd a 10.000 rpm porifg desechado el sobrenadante y
dejado el pellet listo para iniciar la extracci@ADN.

Extraccion manual de ADN fecal, método SDS/clorofano-alcohol isoamilico
(SDS/CAI).- Se utilizo el método empleado anteriormente paextieaccion de ADN fecal
humano en células cancerosas del colon [29]. Sefiowda lisis celular para muestras
fecales del lobo de paramo de la siguiente maseragiciono 1ml de buffer de lisis (Tris-
HCI 200 mM; EDTA 70 mM; NaCl 0.2M; SDS, 0.5 %; pHODy 1Qul de proteinas&,
luego se incub6 a 60 °C por 2 horas y a 95 °C Jgomin, removiendo el material
particulado por centrifugacion. El sobrenadantéraesfirio a un microtubo de 2 ml y se
coloc6 1 ml de etanol (100%) frio, incubando-28°C por 30 min. para precipitar el
ADN. Posteriormente se centrifugd a 10.000 rpm wmheral5 min., se elimind el
sobrenadante, se resuspendio el pellet enub08 TE (10 mM Tris; 1 mM EDTA; pH 8) y
se incub6 a 67 °C por 15 min. También se matliicextraccion organica y purificacion
del ADN; se coloco 70Qud de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) a la sofn y se
homogenizé por 30 min. Finalmente se modificé lacemtracion del ADN de la siguiente
manera; se precipitdé con 1 ml de etanol absohito $e realizé un lavado con 500de
etanol al 70% y se resuspendio el pellet de ADNb@pl de TE (pH 8) a 67 °C por 30
min. El ADN se almaceno a -80 °C para posteriaregisis.



Extraccion manual de ADN fecal, método CTAB/clorofomo-alcohol isoamilico
(CTABJ/CAI).- Se utilizo el método empleado anteriormente paexteccion de ADN de
heces de monos aulladores del Bra&libgatta caray [30]. Se modificé la lisis celular para
muestras fecales del lobo de paramo de la sigureateera; se adicion6 1 ml de buffer de
lisis (CTAB 2%, Tris-HCL 100 mM, EDTA 20 mM, NaCl.4 M; pH 7.5) y 1@l de
proteinas&, luego se incub6 a 60 °C por 2 horas y a 95 1CLpamin. Posteriormente se
adiciond 5ul de RNasa y se incubd por 1 hora a 37 °C. Tamieémodifico la extraccion
organica y purificacion del ADN; se coloco6 7piode cloroformo/alcohol isoamilico (24:1)
a la solucion y se homogeniz6 por 30 min. Final@esg modificd la concentracion del
ADN de la siguiente manera; se precipité con Ildenktanol absoluto frio, se realizé un
lavado con 50@u de etanol al 70% y se resuspendio el pellet dé&lAD 50ul de TE (pH

8) a 67 °C por 30 min. EI ADN se almacendé a 8(ara posteriores analisis.

Extraccion manual de ADN fecal, método 2CTAB/clorafrmo-alcohol isoamilico
(2CTABJ/CAI).- Se utilizé el método empleado anteriormente paexiieaccion de ADN a
partir de heces de primates del mediterrandacéca sylvanysy gorilas Gorilla g.
gorilla) [31]. Se modifico la lisis celular para muestfasales del lobo de paramo de la
siguiente manera; se adicioné 1 ml de buffer de ([ETAB 2%, Tris-HCL 100 mM,
EDTA 20 mM, NaCl 1.4 M; pH 7.5) y 10 de proteinas&, luego se incub6 a 60 °C por 2
horas y a 95 °C por 15 min. En seguida se centifieg10.000 rpm por 10 min. y se
coloco el sobrenadante en un nuevo microtubo dé Senmodifico la primera extraccion
orgénica y purificacion del ADN; se coloco 7@0de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1)
a la solucion y se homogenizé por 30 min. Se @olet sobrenadante en un nuevo
microtubo de 2 ml, se adicion6é 1(aDde buffer de lisis (CTAB 10%, NaCl 0.5M, pH 5.5)
y se incubd a 60 °C por 30 min. Adicionalmenteaect 5ul de RNasa y se incubo a 37
°C por 1 hora. También se modificd la segunda egitba organica y purificacion del
ADN; se coloco 700ul de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) a la swén y se
homogenizé por 30 min. Finalmente se modificd lacemtracion del ADN de la siguiente
manera; se precipité con 1 ml de etanol absohito $e realizé un lavado con 500de
etanol al 70% y se resuspendio el pellet de ADNb@pl de TE (pH 8) a 67 °C por 30
min. El ADN se almaceno a -80 °C para posteriaregisis.

Determinacion del mejor método de extraccion de ADNecal.- Se extrajo el ADN de 5
muestras fecales semifrescas por duplicado yaeéarel mejor método de extraccion de
ADN; evaluando su integridad, concentracion y par&e utilizé un disefio completamente
al azar (DCA). Los datos obtenidos fueron analizaglo el software estadistico InfoStat
version 2010 [32]. A partir del programa se obtusielos resultados del andlisis de
varianza (ANOVA) y valores promedios de los métodies extraccion de ADN fecal
empleados. Posteriormente se utilizé el mejor neetmno el protocolo estandarizado para
extraer el ADN de una sola muestra fecal recolectad el zooldégico de Quito para
estandarizar la PCR. Se realizaron 4 repeticipaes obtener mas ADN para los ensayos
de PCR.

Determinacion de integridad, pureza'y concentradn del ADN extraido.-Se utilizo la
electroforesis en geles de agarosa al 0.8 % paualhzar la integridad del ADN extraido.
Ademéas se empleo un marcador de peso molecularkbe(AXYGEN) que permite
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determinar el tamafio del ADN y asegurar que el AD§roO adecuadament8e tomaron
fotos de los geles en un transiluminador UVP BioBddV System con luz Ultravioleta
(UV). Para medir la concentracion de ADN extraidempleo el kit Qubit™ dsDNA HS
Assay Kits de la casa comercial Invitrogen™as mediciones se realizaron en el
fluordmetroQubit® 2.0 cuyo rango de medicioén va de 10 pg/h0@ ng/ml de ADN [33].
Para medir la pureza del ADN en relacién a la coimtacion con proteinas, se utilizé la
relacibon de absorbancia a 260/280 nm [34]. Las cwmutks se las realizd en el
espectrofotometro NanoVue™ Plus siguiendo los ramgtablecidos por el manual [35].

Extraccion manual de ADN a partir de sangre total.-Se empled el método manual
utilizado en el Laboratorio de Biotecnologia Humdeda ESPE para extraer ADN a partir
de sangre total. Se extrajo el ADN de dos muesteaguineas de lobos de paramo
recolectadas en el zoologico y adicionalmente da uoruestra sanguinea de perro
conservada en EDTA a -20 °C; que se utilizo commdrobnegativo de la amplificacion del
ADN por PCR.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCRPara evaluar si el ADN extraido por el
protocolo de extraccion es apropiado para amptiicae utilizd la reaccion en cadena de
la Polimerasa (PCR). Se prob6é gmmersde un gen mitocondrial. La técnica del PCR se
basa en la replicacion del ADN en los organismasgmiotas y eucariotas realizada por la
ADN polimerasa [36]. En la actualidad no se ha seciado completamente el genoma del
lobo de paramo y no se ha podido detectar algunogsecuencia de ADN conservada
especifica para esta especie. Debido a la falestelios moleculares en el lobo de paramo
(Lycalopex culpaegsPor tal motivo se recurrio a la utilizacion d®NK mitocondrial de
bases genéticas con secuencias de especies ratiasorvolutivamente a la especie
objetivo del GenBank [37].

Gracias a estudios filogenéticos de de canidosg88&jbtuvo la secuencia parcial de ADN
del gen del citocromo b del lobo de paramo (GenBak028151.1). Utilizando la
herramienta bioinformatica ClustalX version 2.0][3e realizé un alineamiento entre las
secuencias del citocromo BCyt b de las especies del géndrgcalopex(L. vetulus, L.
gymnocercus, L. griseus y L. sechyrasi como del loboQanis lupu¥ y para el perro
domeéstico Canis lupus familiaris Encontrando dos regiones conservadas solo para e
géneroLycalopexque no estaban presentes en el perro o el logaréR.), en base a esta
informacion se disefid primers especificos para el géneltgcalopex LC-CYTB-F
(5-TTCCAGCACCATCCAATATTTCCGC-3) y LC-CYTB-R
(5-GGCGCCGTTTGCATGTATGTAACG-3) utilizando la heamienta bioinformética
Primer BLAST version 2009 [40] (Tabla 1.). Los pera disefiados fueron analizados en
OligoAnalyzer 3.1 version 2012 [41] para comprobardisefio y ademas se analizd su
homologia en BLAST version 2012 [42]; estos amglidemostraron que logrimers
diseflados son especificos para el géhgcalopex

Una vez diseflados los cebadores especificos paaregion del gen mitocondrial
citocromo b de 200 pb; se estandarizaron las cumdis para realizar la reaccion de PCR
con un volumen de reaccion deufGse ensayo en el ADN obtenido de una muestrd feca
de lobo de paramo perteneciente al zoolégico deoQae realizé por duplicado para
garantizar la consistencia y reproducibilidad détado, se emple6 como control positivo
de la PCR el ADN obtenido de una muestra sanguladabo de paramo del zoologico y
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un control negativo (en lugar de heces se coloe@)agara evaluar contaminacion. Se
utilizé en la reaccion @ de ADN blanco, 0.4M por cadgprimer, 100uM de cada dNTPs,
2.5 mM de MgCJ, albumina de suero bovino (BSA) a distintas cotreeiones (Qug/ml,
100 pg/ml y 200 ug/ml), 1x Buffer PCR (Invitrogen™),.52U de Tag DNA polimerasa
(Invitrogen™) y Agua PCR libre de nucleasas. Elgpama utilizado en el termociclador
Swift maxi modelo MX-BLC-4 (ESCO, Singapur) consi® una denaturacion inicial de 96
°C por 4 minutos; 35 ciclos de: 96 °C por 30 segsn®6.2 °C por 30 segundos, y 72 °C
por 30 segundos, seguido de una extension final2d€ por 4 minutos. Para probar la
especificidad de loprimers se ensayd una reaccion PCR con el ADN obtenidande
muestra sanguinea de lobo de paramo y una muesigaisea de perro a las condiciones
ya estandarizadas de PCR. Los productos de PG&hfuesualizados en geles de agarosa
al 2% y se empled un marcador de peso moleculd0@pb (Invitrogen™) que permitid
determinar el tamafio de las bandas. Se tomaros @tedos geles en un transiluminador
UVP BioDoc-ItTM System con luz UV.
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Figura 2. ClustalX 2.0. Alineamiento entre la secuencia deltocromo b de lobo de paramo frente a las
especies del génerbycalopex (L. vetulus, L. gymnocercus, L. griseusy L. sechurae), el lobo Canis lupus)
y el perro doméstico Canislupus familiaris). (A) Region de unié del primer forward (49-73, wisn del
Cyt blobo de paramo). (B) Region de uni6 del primeerse (225-248, posicion déyt blobo de paramo).

Tabla 1. Disefio deorimers para amplificar un segmento de 200 pb del ¥ b en el lobo de paramo.
Datos editados de Primer BLAST.

Primer Secuencia de primer 5’- 3’ Tamafio Inicio Parad 'Tm GC%
(bases) a
Delantero 5'-TTCCAGCACCATCCAATATTTCCGC-3' 25 49 73 5791 48
LC-CYTB-F
Reverso 5-GGCGCCGTTTGCATGTATGTAACG-3' 24 248 225 59.72 54.17
LC-CYTB-R

"Temperatura de fusion del primer



RESULTADOS

Validaciéon de tres métodos de extraccion de ADNe¢a.- Se obtuvo una extraccic
positiva de ADN integro a partir de una muestraafeecolectada en el Parque Nacic
CayambeCoca con los tres modos de extraccion validados y modificados en
investigacion. A pesar de que la muestra no sendraba tan fresca en earamo y
ademas que estuvalmacenada durante dos meses y medi-20 °C (Figura 3A.).
Adicionalmente se ensay0 la extraccionADN sin realizar el pretratamiento con su
fisioldgico, en cuyo caso no se logro extraer A (ra 3B.).

Determinacion del mejor método de extraccion de ADNecal.- Se extrajode forma
exitosa elADN de las cinco muestras semifrescas almacenawrante dos mesea -20 °C
por los tres métodos (Figuras 4.). En los geleagigosa al 0.8 % se observo un A
integro. Los valores de cuantificacion y purezad@N obtenido de las muestras fecales
lobo de paramo (Tabla 2.) fueron analizados uhliz InfoStat version 2010 [3: El
analisis de varianza (ANOVA) mostré que no existerdncias significativas entre los t1
tratamientos en funcién de la concentracion de APHN 0.6055 >0.05 de significanci
(Tabla 3.). Mientras que para la pureza seervd que si existe diferencia significati
entre los métodos de extraccion (p= 0.0019 <0.0Sigldficancia) (Tabla 4.). Se obtu
como valores promedio de la cuantificacion de ADBrap SDS/CA 37.28 ngl,
CTAB/CAI 57.53 ngid y 2CTAB/CAI 51.16 ngil, y valores promedio de la absorbar
de ADN a 260/280 nm pal SDS/CAI1.62, CTAB/CAI 1.5 y 2CTAB/CAI 1.65; (Tabl
5.) mientras mas se aproxime a 2.0 el ADN es més[32]. En base a andlisis estadist
el mejor método de extraccion fue 2CTAB/CAI, ido a que extrae una buena cantidas
ADN (valor promedio de 51.16 nd), aunque no es el étodo que extrae mayor cantic
de ADN, presenta una mayor pureza (A 260/280 nrh.@8), y este factor es importan
ya que el ADN mas puro puede amplificars mejor manera al contener menor canti
de inhibidores de la PCR [4

A B

SDS/CAT CTAB/CAI 2CTA/CAI

SDS/CAI CTAB/CAI 2CTAB/CAI

M1 2 CN 3 4 CN 5 6 CN

1 2 CN 3 4CN § 6 CNM

10.000 pb
10.000 b

1.500 pb

1.000 pb 3.000 pb

500 pb 1.500 pb

300 pb
500 pb
300 pb

Figura 3. Validacién de tres métodos de extracciéde ADN fecal (A) Ensayo de extraccion de ADN fe«
con pretratamiento de suero fisioldgico. (B) Ensdg@xtraccion de ADN fecal sin pretratamiento. YAB)
muestran la electroforesis en gel de agarosa @ @eflido con SYBR Safidnvitrogen™) donde se observan
los resultados de la extraccion de ADN de una trauéscal de lobo de paramo. M: Marcador de |
molecular de 1 Kb; 1 y 2 = dos repeticiones dalgstra 1, extraidos mediante el método SDS/CAly 4
= dos repeticioas de la muestra 1, extraidos mediante el métodBCTJAIl; 5 y 6 = dos repeticiones de
muestra 1, extraidos mediante el método 2CTAB/CA; Control negativo de la extracci
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M 1A 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B 5A5SB CON

MIAIB 2A 2B 3A 3B 4A 4B 5SA SBCN

M 1A 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B 5A SBCN

10.000 b

1000 pb
500 pb
300 pb

Figura 4. Determinacion del mejor método de extraccién de ADNecal. (A) Extraccién de ADN feca
método SDS/CAI(B) Extraccion de ADN fecal, método CTAB/CAI y (Extraccion de ADNecal, método
2CTABICAI. (A), (B) y (C) muestran electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiidd&SXBR Safe
(Invitrogen™) donde se observan los resultados de la extrade@&DN de 5 muestras fecales de lobc
paramo. 1A,1B= Muestra 1; 2A,2B= Mura 2; 3A,3B= Muestra 3; 4A,4B= Muestra 4 M: 5A,5Bkiestra
5; M: Marcador de peso molecular de 1 Kb; CN: @antegativo de la extraccic

Tabla 2. Valores de cuantificacién y pureza de ADNbtenido de 5 muestras fecales de lobo
paramo recolectadas e el Parque Nacional Cayamb-Coca. Aplicando los tres métodos d
extraccion de ADN.

METODO SDS/CA METODO CTAB/CAI METODO 2CTAB/CAI

ADN [ng/ul] A 260/280 nr ADN [ng/ul] A 260/280 nm ADN [ngil] A 260/280 nm
M 'R %p 'R %p R %P R %p 'R %p R %P
1A 47,2C 53,0 1,68 1,712¢ 120,0¢ 120,0¢ 1,65 1,587 103,3¢ 87,27 1,66¢ 1,654t
1B 58,80 1,737 120,00 1,522 71,20 1,64
2A 4547 51,4 162 160: 889: 8411 1,70¢ 1,39 749: 787 1,66i 1,63¢
2B 57,3t 1,581 79,3¢ 1,081 82,5: 1,611
3A 3680 3220 1,653 1,595 37,60 42,97 1,635 1,52 47,7339,7¢ 1,628 1,618
3B 27,6( 1,537 48,3t 1,41¢ 31,7¢ 1,60¢
4A  26,8C 28,97 1,64 1585 310C 27,6¢ 1,62¢  1,53¢ 2947 3551 1,62¢  1,644¢
4B 31,13 1,529 24,27 1,454 41,67 1,66
5A 19,37 20,8: 1,621 1,627¢ 9,8¢ 12,9« 147: 1,44. 1651 144¢ 1,707 1,676t
5B 22,2 1,63¢ 16,0 1,41 12,48 1,64¢

IR: Valores obtenidos de cada una derepeticiones (dos repeticiones por muestra)

2p: Valores promedio para cada muestras (5 mue

Tabla 3. Andlisis de Varianza (ANOVA). Variable
de respuesta: Concentracion de ADN [npl],

InfoStat 2010
F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamiento  1072,64 2 536,3. 0,52 0,6055
Error 12299,77 12 1021¢
8
Total 13372,41 14

P> 0.05 significanciaNo existen diferencias significativ entre
tratamientos.

Tabla 4. Andlisis de Varianza (ANOVA). Variable
de respuesta: Pureza del ADN (Absorbanci

260/28 nm), InfoStat 2010.

F.V.
Tratamiento
Error

Total

SC g CM F
006 2 003

004 12 9E-03

010 14

11,04

Ip-valor
0,0019

'P<0.05 significancia. fsten diferencias significativ entre

tratamientos



Tabla 5. Valores promedio de cuantificacion y pureza de

ADN fecal, InfoStat 2010
SDS/CAI CTAB/CAI 2CTABI/CAI
Concentracion ADNng/ul] 37,28 57,53 51,16
A260/28( nm 1,62 15 1,65

Extraccion de ADN fecal a partir de muestras fecake del Zoolégico de Quit.-
Aplicando el métdo 2CTAB/CAI se pudo extraer ADN integro, de buersatidad
pureza para amplificar por PCR. Se utilizd6 una rraefecal fresca de lobo de péara
recolectada en el zoologico de Quito y estuvoalmacenada durante 4 mese-20 ° C.
Se incrementd los Vados con suero fisioldgico y ademas se dejo immeos el suert
fisiologico las heces por 6 dias en lugar de 12a$opara lavar mejor la muestra fec:
extraer mas ADN (Figura 5

MIAIB ICIDCN

10.000 pb

1.500 pb

500 pb
300 pb

1A 1B 1C 1D
ADN ng/pl | 151 131 20C 19
A260/280 | 1.4€ | 1.64 1.64 1.61

Figura 5. Extraccidon de ADN fecal del ZooldgicoElectroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiidc

SYBR Safe (Invitrogen™donde se observan los resultados de la extradeidkDN de una muestra

heces de lobo de paramo (4 repeticiones 1A,1B,1CNIDMarcador de peso molecular de 1 Kb; (
Control negativo de la extraccién.

Extraccion manual de ADN a partir de sangre tote.- Se extrajode forma exitosa
ADN de las muestras sanguineas de de paramo y perro. En los geles de agarosa
% se observo un ADN integro, altamente puro y d& eoncentracion superior a 20 pl
en la mayoria de las muestras. (Figure
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L. macho L. hembra Perro

M 1A 1B 2A 2B 3A3B CN

10.000 pb
4.000pb

1.500 pb

1A] 1B | 2A 2B 3A 3B
ADN[ng/ul] | 1.3 | 865] 80 87 120 23
A260/28(nm | 2.1 | 1.82| 2.10| 2202 192 12

Figura 6. Extraccion de ADN de muestras sanguine. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefidc

SYBR Safe (Invitrogen™donde se observan los resultados de la extrade@&DN de muestras sanguin

de lobo de paramy perro. M: Marcador de peso molecular de 1 KB;1B= Muestra lobo macho; 2A,2E
Muestra lobo hembra; 3A,3B= Muestra perro; CN: @amegativo de la extraccic

Amplificacion PCR de un fragmento del citocromo b @ lobo de param:.- Se diluyé a
20 ngld el ADN obtenido de la muestra fecal recolectadael zocogico (repeticion 1A
y se pudo amplificar el fragmento de 200 pb dedacdmo b en ADN mitocondrial. L
albumina de suero bovi®SA a una concentracion de 100 ug/ml favoreci@&cion de
PCR en heces. El control positivo demostré queagniento amplificado corresponde
lobo de paramo y el control negativo demostré queexiste contaminacion cruzada |
ADN en el ensayo (Figura 7

La especificidad de loprimers se ensay0 realizanduna PCR con el ADN obtenido
una muestra sanguinea de lobo de paramo recoleetadd zooldgico y con el ADI
obtenido de una muestra sanguinea de perro, el flaBMiluido a 20 ngil y no amplifico
para el perro (Figura 8.).

BSA BSA BSA
Oug/ml 100 ug/ml 200 ug/ml

MO+ 1A 14 1A 1A 1A 1A CN

2072 pb

600 ph

200 pb
100 pb

Figura 7. Amplificacion del citocromo b, ensayo adyvante BSA. Electroforesis en gel de agarosa al

tefiido con SYBR Safdr{vitrogen™) donde se observan los resultados de la amplifioate un ragmento

de 200 pb del citocromo b, en el ADN de una mudstal de lobo (zoolégico). 1A: Mustra fecal, +:rml

positivo (ADN lobo de zoolégico); M: Marcador degp molecular de 100 pb; CN: Control negativoa
extraccion.
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MLH P CN

2072pb 5]

Figura 8. Amplificacion del citocromo b, ensayo de esp#icidad. Electroforesis en gel de agarosa al
tefiido con SYBR Safdr{vitrogen™) donde se observan los resultados de la amplifioate un fragment
de 200 pb del citocromo b, en el ADN de una muestrgguinea de lobo de paramo hembra (zooldgicoa
muestra sanguinea de perro. LH: Lobo hembra, Po;Adr Marcador d peso molecular de 100 pb; C

Control negativo de la extraccion.

DISCUSION

Extraer ADN a partir de muestras fecales resultmpiicado debido a que ¢ADN
existente esta a menudo muy degradado y contamic@uanaterial genético exdgenc
inhibidoresde la PCR presente en las heces [17, 44]. Conrégs métodos manual
evaluados en esta investigacion; SDS/CAI para extfeDN de heces humanas [2
CTAB/CAI para extraer ADN de heces monos aulladores del BrasAlouatta caray
[30] y 2CTAB/CAI paa extraer ADNde heces de primates del mediterrarMacaca
sylvanu} y gorilas Gorilla g. gorilla) [31]; se demostré6 que se puede extraer un /
integro, puro y de buena cantidad a partir de mag$ecales frescas o semifrescas de
de paramo, sita necesidad de utilizar un kit especifico parasedon de ADN a partir d
excrementos. Adaptando y modificando métodos masuglie no se han desarroll:
especificamente para este carnivoro an

El pretratamiento de las muestras con suero figico resulté fundamental para que
métodos de extraccion en heces de lobo de paramdohen, resultados similar
demostraron que al lavar previamente las hecesunarbuffer salina; se incrementa
extraccion de ADN a partir de excrementos [.

La conservacion de muestras fecales de lobo egetacion &-20 °C resulto ser efica
para mantener las muestras con suficiente cantigéadélulas epiteliales viables a
extraidas su ADN. Ademas la congelacion de lasshgmamitié extraer ADN dmuestras
almacenadas durante largo tiempo (de 2 a 4 mes#sripo a su recoleccion), resultac
similares se obtuvieron al extraer ADN fecal de stas fecales de babuir (Papio
cynocephalus ursiniglmacenadas durante 4 meses en congela-20 °C, pero con Kit
de extraccion [45]Esto abre la posibilidad de almacenamiento de masepbr un period
largo de tiempo.

El tercer método 2CTAB/CAI resulté ser el que m&NApuro extrae (A 260/280 = 1.6!
una de las posibles razones de su pureza gcentrarse emna segunda aplicacion
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buffer CTAB para la lisis de las células epitekal@l]. Aplicando este protocolo se
pudo amplificar la secuencia de 200 pb del citoardndel lobo de paramo, en una muestra
fecal recolectada en el zooldgico con los primésQYTB-F y LC-CYTB-R disefiados en
esta investigacion. Resultados similares se héanmo al disefiaprimers especificos de
PCR para poder identificar a otras especies deloam@ través de muestras fecales.

El ensayo de PCR en ADN obtenido de una muestguéaea de perro y en una muestra
sanguinea de lobo de paramo; demostré6 quetiosers son especificos para el género
Lycalopex En esta investigacion, el protocolo permitira idfear si las heces recolectadas
en el Parque Nacional Cayambe-Coca pertenecebab® paramoLfycalopex culpaeys

El uso del BSA como adyuvante de la reaccion P@Rnipié que no se formen productos
inespecificos, favoreciendo la amplificacién delMBxtraido de las heces. El BSA actlua
como una matriz que absorbe los inhibidores deCR Bomo sales biliares y bilirrubina,
presentes en las heces. La concentracion dged/@dl de BSA resultd ser la 6ptima, menor
concentracion no ayuda en la reaccién, mientrasugaemayor concentracion actlia como
inhibidor de laTagpolimerasa [43].

El protocolo estandarizado en esta investigacigmiraepara extraer ADN a partir de

muestras fecales frescas o semifrescas de lobopadeno almacenados por largos
periodos, sin la necesidad de emplear un kit costiesextraccion de ADN. EI ADN ha

obtenerse servird para ser amplificado por PCRerdiw la posibilidad de iniciar varios

estudios de ecologia molecular en el lobo de paenrel Ecuador.
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