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Resumen

La diversidad genética constituye un componente relevante para el manejo y conservacion de
especies. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la heterocigosidad en Cebus yuracus
mediante un conjunto de cinco microsatélites. Se analizaron 29 muestras fecales no invasivas
correspondientes a 20 individuos: 13 de Misahualli y 7 de un centro de rescate. Los loci
PEPC40, PEPC59, AP74, D5S111 y Ceb07 fueron amplificados mediante PCR y
posteriormente se separaron en geles de poliacrilamida no desnaturalizante al 10 % y los
tamarfios alélicos se estimaron mediante comparacién con un marcador molecular. Se
establecieron las condiciones de los sistemas duplex AP74-D5S111 y PEPC40-PEPC59,
mientras que Ceb07 se analiz6 mediante una reaccion individual. Los pardmetros de diversidad
genética fueron calculados en GenAlEx a partir de un genotipo por individuo y locus. Los cinco
marcadores fueron polimdrficos: PEPC59 presentd siete alelos, PEPC40, AP74 y Ceb07
presentaron cinco, y D5S111 presento cuatro. Misahualli mostré una heterocigosidad
observada promedio de 0,512 y una esperada de 0,723, mientras que, en el centro de rescate,
los valores fueron 0,417 y 0,571, respectivamente. La heterocigosidad observada fue menor a
la esperada en la mayoria de los loci, aunque AP74 present6 un exceso de heterocigotos en el
centro de rescate. En las pruebas de Hardy-Weinberg, los microsatélites PEPC59 y AP74 de
Misahualli y D5S111 en el centro de rescate demostraron sefiales nominales de desviacion. Sin
embargo, el tamafio poblacional, la variacion en la amplificacion y los posibles errores de
genotipificacién impiden interpretar estos resultados como evidencia directa de endogamia. El
estudio gener6 una primera caracterizacion de la heterocigosidad de C. yuracus, Util como base
para investigaciones con mayor numero de individuos, marcadores y técnicas de
genotipificacion de mayor precision.

Palabras clave: Cebus yuracus, diversidad genética, heterocigosidad, microsatélites,

muestras no invasivas.
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Abstract

Genetic diversity is an important component of species management and conservation. The
objective of this study was to evaluate heterozygosity in Cebus yuracus using a set of five
microsatellite markers. A total of 29 non-invasive fecal samples corresponding to 20 individuals
were analyzed: 13 from Misahualli and seven from a wildlife rescue center. The PEPC40,
PEPC59, AP74, D5S111, and Ceb07 loci were amplified by polymerase chain reaction (PCR),
and the resulting products were subsequently separated using 10 % non-denaturing
polyacrylamide gel electrophoresis. Allele sizes were estimated by comparison with a molecular
size marker. Amplification conditions were established for the AP74-D5S111 and PEPC40-
PEPC59 duplex systems, whereas Ceb07 was analyzed through an individual PCR reaction.
Genetic diversity parameters were calculated using GenAlEx based on one genotype per
individual and locus. All five markers were polymorphic: PEPC59 exhibited seven alleles;
PEPC40, AP74, and Ceb07 exhibited five alleles each; and D5S111 exhibited four alleles.
Misahualli showed a mean observed heterozygosity of 0.512 and a mean expected
heterozygosity of 0.723, whereas the wildlife rescue center showed values of 0.417 and 0.571,
respectively. Observed heterozygosity was lower than expected heterozygosity at most loci,
although AP74 showed an excess of heterozygotes in the wildlife rescue center. Hardy—
Weinberg equilibrium tests showed nominal signals of deviation for PEPC59 and AP74 in
Misahualli and for D5S111 in the wildlife rescue center. However, the limited sample size,
variation in amplification success, and potential genotyping errors prevent these results from
being interpreted as direct evidence of inbreeding. This study provides the first characterization
of heterozygosity in C. yuracus and constitutes a useful baseline for future research involving a
larger number of individuals, additional markers, and more accurate genotyping techniques.

Keywords: Cebus yuracus, genetic diversity, heterozygosity, microsatellites, non-

invasive samples.
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Capitulo |
Introduccion

Los primates neotropicales son un grupo de mamiferos clave para el mantenimiento de
la dinAmica ecoldgica de los bosques tropicales y dado que participan en procesos como la
dispersién de semillas (Chapman, 1989), el control poblacional de invertebrados (Reis et al.,
2007), la regeneracion vegetal y el mantenimiento de la dindmica propia de los bosques
hamedos tropicales (Junker et al., 2020; Wehncke et al., 2003). Sin embargo, un nimero
considerable de especies pertenecientes a este grupo se ve expuesto a amenazas que derivan
de la pérdida y la fragmentacion de su habitat natural (Michalski & Peres, 2005), asi como la
caceria (Chapman & Peres, 2001), el trafico ilegal (Zapata-Rios, 2001) y la transformacién de
los ecosistemas naturales, todos estos factores que ponen en peligro la estabilidad de sus
poblaciones a largo plazo (De la Torre, 2012; Tirira, 2013).

En este contexto, Cebus yuracus es una especie anteriormente incluida dentro del
grupo taxondmico de Cebus albifrons, es de particular interés para los esfuerzos de
conservacion en la Amazonia ecuatoriana. Por esa razon, las revisiones taxonémicas y
filogenéticas disponibles han evidenciado que este taxén histéricamente reconocido bajo la
denominacioén C. albifrons incluye en realidad distintos linajes, entre los cuales se encuentra C.
yuracus, que esté distribuido a lo largo de la region amazdnica de Ecuador y norte de Peru
(Boubli et al., 2012; Ruiz-Garcia et al., 2018). Como consecuencia de esta trayectoria
taxondmica, buena parte de la informacion existente sobre la especie permanece registrada
bajo nombres anteriores, lo cual impide integrar los datos ecolégicos, poblacionales y genéticos
disponibles para C. yuracus.

Para poder estimar qué tan viable es una poblacién a largo plazo, resulta importante
analizar la diversidad genética. Esta variable es esencial ya que permite determinar cémo
pueden responder los individuos de una poblacion ante desafios como los que hay frente a

enfermedades, cambios en el medio ambiente y procesos de aislamiento (Frankham et al.,


https://www.zotero.org/google-docs/?OxvUOB
https://www.zotero.org/google-docs/?fTnSJY
https://www.zotero.org/google-docs/?fTnSJY
https://www.zotero.org/google-docs/?WFBFb5
https://www.zotero.org/google-docs/?qZaZuk
https://www.zotero.org/google-docs/?N9Afw0
https://www.zotero.org/google-docs/?IhGPNe
https://www.zotero.org/google-docs/?ukA5zB
https://www.zotero.org/google-docs/?W30Skt
https://www.zotero.org/google-docs/?QelzUo
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2010; Lynn et al., 2015). Entre los parametros empleados para su evaluacion, la
heterocigosidad ocupa un lugar central, dado que permite estimar la proporcion de individuos
gue presentan alelos diferentes en un locus determinado. El contraste entre los valores de
heterocigosidad observada y esperada permite identificar posibles sefales de endogamia,
pérdida de variabilidad genética o desequilibrios a nivel poblacional, aspectos relevantes en
especies que enfrentan fragmentacion del habitat o que estan en condiciones de cautiverio
(Lawler, 2018; Solérzano-Garcia et al., 2021).

Los microsatélites son marcadores moleculares ampliamente utilizados en genética de
poblaciones (Alcantara, 2007), y se caracterizan porque presentan un alto polimorfismo,
herencia codominante y pueden detectar variacién genética a nivel individual (Rivero et al.,
2008) y en poblaciones (Azren et al., 2019). En primates neotropicales, se han usado estos
marcadores para evaluar diversidad genética (Delval et al., 2024), el parentesco (Hoshino et al.,
2012), la estructura poblacional (Yasodha et al., 2018) y los posibles efectos de aislamiento
(Vieira et al., 2016), y es por eso que son consideradas herramientas Utiles para el estudio de
conservacion.

Lo que se busca es evaluar la heterocigosidad en Cebus yuracus mediante un set de
microsatélites, con el objetivo de generar informacion genética basica que ayude a entender la
especie y mejorar las estrategias de conservacion y manejo en el futuro. El trabajo se
estructura en cinco capitulos: el Capitulo | presenta la introduccion, el planteamiento y la
formulacion del problema, los objetivos y la justificacion del estudio; el Capitulo Il desarrolla el
estado del arte y los fundamentos tedricos relacionados con la diversidad genética, la
heterocigosidad y el uso de microsatélites en primates; el Capitulo 11l describe la metodologia
empleada para la amplificacion, la genotipificacion y el analisis de heterocigosidad; el Capitulo
IV presenta los resultados obtenidos y su respectiva discusion; y, por dltimo, el Capitulo V

presenta las conclusiones y recomendaciones derivadas de la investigacion.
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Planteamiento del problema

En Ecuador, los primates neotropicales son un grupo particularmente vulnerable, pues
se enfrentan a amenazas por la pérdida de habitat (Marsh et al., 2016), la fragmentacién del
bosque, la presion humana, la caceria y el trafico ilegal de fauna silvestre (Tirira et al., 2018).
Estas condiciones pueden afectar la conectividad entre poblaciones naturales, reducir el flujo
genético y favorecer los procesos de aislamiento. Esto aumenta el riesgo de pérdida de
diversidad genética a lo largo del tiempo (Allendorf et al., 2010). Aungue algunas especies de
capuchinos muestran plasticidad ecoldgica y pueden adaptarse a ambientes alterados, esta
tolerancia no elimina la necesidad de evaluar su estado genético, especialmente en especies
sometidas a presiones sobre sus habitats (Harris & DeGiorgio, 2016; Rylands et al., 2013).

En el caso de Cebus yuracus, el problema se agrava por la limitada informacién
genética disponible. Durante afos, esta especie se incluyd en el complejo Cebus albifrons, un
grupo con una historia taxonémica compleja y con poblaciones diferenciadas en su distribucion.
Estudios filogenéticos recientes han indicado que es necesario reconocer diferentes linajes
dentro de este complejo, incluyendo a C. yuracus en la Amazonia ecuatoriana y peruana (Ruiz-
Garcia et al., 2018). Como resultado, parte de la informacién previa se encuentra dispersa bajo
nombres taxondmicos anteriores, lo que complica determinar el estado genético especifico de
esta especie (Soloérzano-Garcia et al., 2021).

La ausencia de estimaciones de heterocigosidad representa una limitacion para
comprender su variabilidad genética, y a su vez dificulta el establecimiento de criterios de
manejo basados en evidencia molecular (de Groot et al., 2025). Este vacio es especialmente
importante en contextos de conservacién, rescate o cria en cautiverio, donde con frecuencia se
desconoce el origen geografico de los individuos y su posible relacién genética. Sin esta
informacion, resulta dificil evaluar si los individuos analizados presentan niveles adecuados de
variabilidad genética o si hay sefiales de endogamia, reduccion de diversidad o diferenciacion

entre grupos.
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Formulacién del problema o pregunta de investigacion
La informacién genética disponible sobre Cebus yuracus todavia es limitada,
especialmente en relacion con la heterocigosidad de individuos en localidades amazénicas. En
Misahualli, los monos capuchinos mantienen contacto frecuente con personas debido a la
actividad turistica, sin embargo, no se cuenta con una evaluacion preliminar de su
heterocigosidad mediante marcadores microsatélite. Por ello, se plantea la siguiente pregunta:
¢, Cuél es el nivel de heterocigosidad observada y esperada en individuos de Cebus yuracus de
Misahualli y un centro de rescate, evaluados mediante un set de microsatélites como aporte
preliminar al conocimiento genético de la especie?
Preguntas de investigacion
e /;Qué loci microsatélite permiten obtener amplificaciones claras y perfiles alélicos
Gtiles en individuos de Cebus yuracus?
e /Cudles son los tamafios alélicos aproximados identificados en los individuos
analizados para cada marcador microsatélite?
e /Cudles son los valores de heterocigosidad observada y heterocigosidad esperada
obtenidos a partir del set de microsatélites empleado?
e ;Qué informacion preliminar sobre diversidad genética puede aportar la evaluacion
de heterocigosidad en individuos de Cebus yuracus?
Objetivos
Objetivo general:
Evaluar la heterocigosidad en Cebus yuracus mediante un set de microsatélites
Objetivos especificos:
e [Establecer y estandarizar el protocolo de amplificacion de microsatélites de Cebus
yuracus procedentes de material no invasivo
e Calcular los niveles de heterocigosidad observada y esperada en las poblaciones

analizadas de Cebus yuracus
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Justificacion

La falta de informacion genética disponible para Cebus yuracus es una limitacion para
comprender su diversidad y para apoyar decisiones de manejo en esta especie. En primates,
conocer la variabilidad genética permite identificar poblaciones o grupos con diversidad
reducida, posibles sefiales de aislamiento y relaciones de parentesco entre individuos (de Groot
et al., 2025; De la Torre, 2012). Esta informacion es util tanto en poblaciones silvestres como
en individuos mantenidos bajo cuidado humano, ya que muchos animales proceden de
rescates, decomisos o trafico ilegal.

En Ecuador, el trafico de fauna y la extraccién de primates del medio natural constituyen
problemas relevantes para la conservacion. Los primates son unos de los mamiferos mas
cazados y utilizados como mascotas, especialmente en la Amazonia (Tirira, 2013), lo que
incrementa la presencia de individuos en centros de rescate, zooldgicos o reservas, donde el
manejo reproductivo puede complicarse si no existe informacién sobre variabilidad genética
(Tirira et al., 2018). Por lo tanto, evaluar la heterocigosidad en C. yuracus puede aportar datos
Gtiles que eviten cruces entre individuos emparentados y a su vez reducir riesgos asociados a
la pérdida de diversidad genética.

Los marcadores moleculares permiten obtener informaciéon que no siempre puede
obtenerse mediante observacién directa. En primates, los microsatélites han sido utilizados
para estudiar diversidad genética (Xu et al., 2018), parentesco (Chistiakov et al., 2006),
estructura poblacional (Yasodha et al., 2018) y niveles de endogamia (Putman & Carbone,
2014). Esto es importante porque la conducta social o la procedencia declarada de un individuo
no siempre refleja su historia genética. En este sentido, el uso de microsatélites permite
completar la informacién ecolégica y de manejo con datos moleculares mas objetivos.

El uso de microsatélites se justifica desde el punto de vista metodoldgico. En especies
no modelo, desarrollar marcadores propios puede ser costoso y tomar mucho tiempo. Por esta

razén, la amplificacion cruzada se ha empleado como alternativa para probar cebadores
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disefiados en especies cercanas y evaluar si son Utiles en una especie objetivo (Gil Saavedra,
2015). Aungue esta estrategia no siempre tiene éxito en todos los loci, permite avanzar en
estudios genéticos cuando existe poca informacién molecular disponible para la especie de
interés.

Por otra parte, el empleo de muestras no invasivas representa una ventaja importante
en estudios con primates (Tirira & Aguilar, 2025). La obtencion de ADN a partir de heces o
pelos reduce la necesidad de capturar o manipular directamente a los animales, esto disminuye
el estrés y facilita el trabajo con especies silvestres. Inoue (2015) sefiala que los métodos
genéticos no invasivos pueden complementar los censos tradicionales y aportan informacion

sobre individuos, grupos y flujo génico en paisajes fragmentados.
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Capitulo 1l

Estado del arte

Los estudios sobre primates neotropicales han mostrado que este grupo desempefia un
papel importante en los bosques tropicales. Sin embargo, también enfrentan presiones
crecientes por actividades humanas. Junker et al. (2020) sefialan que la conservacion de
primates esta limitada por la falta de evidencia cientifica suficiente, especialmente en paises
tropicales con dificultades de financiamiento, infraestructura e investigacién local. En Ecuador,
De la Torre (2012) indica que las amenazas sobre los primates no han sido completamente
documentadas ni comprendidas. Los estudios se han concentrado principalmente en areas
como Yasuni, Cuyabeno (Tirira & Aguilar, 2025), Bilsay y Los Cedros.

La pérdida del habitat, la fragmentacion del bosque, la caceria y el comercio ilegal son
amenazas comunes para los primates en Ecuador y otros paises neotropicales. Marsh et al.
(2016) analizaron los efectos de la fragmentacion sobre Ateles hybridus, Alouatta seniculus y
Cebus albifrons, evidenciaron que las respuestas pueden variar entre especies dependiendo de
su dieta, movilidad y capacidad de usar ambientes alterados. Este tipo de estudios demuestra
gue algunos capuchinos pueden persistir en paisajes modificados, aunque esto no significa
dejar de evaluar otros aspectos de su conservacion como la diversidad genética.

Ruiz-Garcia et al. (2018) mencionan que Cebus albifrons presenta una sistematica
intraespecifica confusa, con poblaciones fragmentadas y aisladas a lo largo de su distribucion,
sobre todo en Colombia y Ecuador. Hershkovitz (1949) reconocio trece subespecies de Cebus
albifrons, Rylands et al. (2000) propusieron diez, Groves (2005) redujo el nimero a seis y de
Silva (2001) no reconocié subespecies dentro de Cebus albifrons

En Ecuador, varios autores han reconocido histéricamente dos formas principales
dentro del antiguo complejo Cebus albifrons, a C. a. aequatorialis, en la region occidental, y C.

a. yuracus, en la Amazonia ecuatoriana. Investigaciones posteriores han sugerido considerar a
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C. aequatorialis y C. yuracus como especies validas, aunque estudios mitocondriales previos
no resolvieron completamente la sistematica del grupo en Ecuador (Boubli et al., 2012; Ruiz-
Garcia et al., 2007). Los registros sobre biologia y distribucion de los capuchinos de frente
blanca han proporcionado informacion ecoldgica importante, pero no siempre separan
claramente a Cebus yuracus del antiguo concepto de Cebus albifrons o no recibe la misma
atencion de investigacion que C. aequatorialis. Harris et al. (2008) describen a los capuchinos
del género Cebus como primates medianos, sociales, arboricolas y omnivoros capaces de
consumir frutos, semillas y pequefios vertebrados. Estos antecedentes ayudan a comprender la
flexibilidad ecoldgica del grupo, aunque no abordan directamente preguntas sobre la
variabilidad genética en poblaciones locales.

Los estudios genéticos en primates han ampliado la comprensién de procesos que no
siempre se pueden observar de forma directa. Lawler (2018) y Sol6rzano-Garcia et al. (2021)
muestran que la diversidad genética, la heterocigosidad y la estructura poblacional pueden
ofrecer informacion util sobre la endogamia, el aislamiento y la conservacion (Sol6rzano-Garcia
et al., 2021). Hay que destacar que la modificacion y fragmentacion del habitat pueden reducir
la variacién genética, aumentar la estructura poblacional y disminuir el tamafio efectivo de las
poblaciones naturales. Los microsatélites son usados por su capacidad para detectar variacion
entre individuos. Putman y Carbone (2014) indican que estos marcadores, también llamados
SSR 0 STR, son secuencias cortas repetidas en tAndem que se distribuyen ampliamente en
genomas eucariotas. Sin embargo, los autores también advierten que su interpretacion necesita
cautela debido a problemas como homoplasia, alelos nulos y errores de genotipado.

En primates neotropicales, varios estudios han probado microsatélites en especies
cercanas a Cebus yuracus. Escobar-Paramo (2000) por ejemplo caracteriz6 microsatélites en
Cebus apella y Lagothrix lagotricha, y evalué su uso en otros primates neotropicales,
mostrando el potencial de estos marcadores para estudios de estructura poblacional y

parentesco, mientras que Muniz y Vigilant (2008) aislaron microsatélites polimérficos en Cebus
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capucinus y los probaron en otros primates del Nuevo Mundo. Cortés-Ortiz et al. (2010)
evaluaron loci microsatélites en Alouatta y otros primates neotropicales mediante amplificacion
cruzada.

La amplificacion cruzada ha sido Gtil cuando no hay marcadores disefiados
especificamente para una especie. Gil Saavedra (2015) evalué microsatélites desarrollados
para Anadara tuberculosa en Anadara similis. Encontré que cinco de veinticuatro loci
amplificaron de forma consistente y fueron polimorficos. Aunque este estudio no se refiere a
primates, su aporte metodoldgico es relevante porque demuestra cémo los marcadores
disefiados para una especie cercana pueden probarse inicial y eficazmente en otra especie con
poca informacién genética.

La informacién especifica sobre heterocigosidad en individuos libres de Cebus yuracus
sigue siendo nula. Este vacio permite situar la presente investigacion como una evaluacion
preliminar de la heterocigosidad mediante un conjunto de microsatélites. El objetivo es aportar
datos moleculares iniciales de una especie amazoénica poco estudiada desde este enfoque.

Marco teorico

Los primates neotropicales son aquellos que se encuentran distribuidos en América
Tropical y son parte de la rica diversidad biolégica de los bosques del continente. Este grupo
incluye especies con diversos tamafios, dietas, formas de moverse y estructuras sociales. Su
importancia ecolégica esté ligada a procesos como la dispersion de semillas (Rylands et al.,
2013; Tirira et al., 2018), el consumo de frutas, la regulacion de invertebrados y la regeneracion
de plantas en ecosistemas tropicales (Garber & Estrada, 2009). En particular, los capuchinos
pueden actuar como dispersores eficaces debido a su comportamiento alimenticio y a su
capacidad de transportar semillas lejos del arbol de origen (Wehncke et al., 2003).

La pérdida del bosque, la fragmentacion, la caceria, el comercio ilegal y la transmision
de enfermedades son amenazas significativas para varias especies de primates. Estrada et al.

(2017) informaron que una parte considerable de los primates neotropicales enfrenta algun
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nivel de amenaza, aunque esta region ha recibido menos atencion cientifica que Africa y Asia.
Esta falta de atencién muestra la necesidad de crear informacion precisa sobre especies y
subespecies neotropicales, sobre todo en paises megadiversos como Ecuador (Cervera et al.,
2018).

En Ecuador, los primates son parte de la variada fauna de mamiferos del pais y viven
principalmente en los bosques tropicales de la Costa, la Amazonia y las laderas andinas, esto
incluye areas como Yasuni y Cuyabeno que han sido estudiadas con mayor frecuencia (Ruiz-
Garcia et al., 2021), mientras que otras zonas amazonicas aun carecen de informacion
significativa (Tirira & Aguilar, 2025). Los autores Orellana-Vasquez y Gavilanez (2023)
mencionan que el conocimiento sobre la diversidad no es uniforme en todo el Ecuador ya que
existen regiones con muchos registros y otras con poco interés cientifico. Esta falta de
informacion limita la comprension del estado real de las poblaciones y complica la planificacién
de estrategias de conservacion.

Las amenazas que enfrentan los primates en nuestro pais estan ligadas a la
transformacién del paisaje, la expansion agricola, la colonizacion, la deforestacion y la presion
humana que han reducido los habitats en varias areas del Ecuador (De la Torre, 2012; Tirira,
2013). La caceria, especialmente en regiones donde los bosques amazdnicos son una fuente
de alimento para las comunidades locales (Zapata-Rios, 2001), ha sido reportada en algunas
zonas amazonicas. El comercio ilegal de fauna es un problema visible ya que tanto primates
como otros animales silvestres se venden, consumen o se mantienen como mascotas (Tirira &
Aguilar, 2025).

Algunos primates, como Ateles belzebuth y Lagothrix lagothricha, dependen en gran
medida de bosques primarios lejos de la accion humana. Por lo tanto, suelen ser mas sensibles
a la pérdida de habitat y la caceria (Aquino et al., 2012). Otras especies mas pequefias pueden

habitar bosques secundarios o areas intervenidas, pero esto no significa que estén a salvo de
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riesgos (Tirira & Aguilar, 2025). Esta diferencia es importante porque la presencia de primates
en ambientes alterados no siempre indica estabilidad poblacional.
Cebus yuracus: clasificacion taxonémica.

Cebus yuracus es un primate neotropical del Reino Animalia, filo Chordata, clase
Mammalia, orden Primates, familia Cebidae y género Cebus. En el Libro Rojo de los mamiferos
del Ecuador se registra como una especie monotipica para el pais, por lo tanto, no se
reconocen subespecies dentro de la poblacion ecuatoriana. Comunmente se le conoce como
capuchino de frente blanca de Humboldt, capuchino blanco del Marafién, machin blanco de
Oriente. También se han mencionado bajo los nombres de Cebus albifrons, Cebus albifrons
yuracus, Cebus albifrons cuscinus y Cebus cuscinus (Alvarez-Solas et al., 2022).

La presencia de estos nombres previos muestra que C. yuracus no siempre se
considerd una especie independiente y que durante varios afios, fue visto como una
subespecie o una forma dentro del complejo Cebus albifrons. En una de las primeras revisiones
sobre este grupo, Hershkovitz (1949) reconoci6 varias subespecies de C. albifrons, incluyendo
algunas asociadas a Ecuador. Mas tarde, Rylands et al. (2013) propusieron dividir este
complejo en varias especies, reconociendo a Cebus aequatorialis y Cebus yuracus como los
taxones presentes en Ecuador. Esta discusion sobre la clasificacién no solo se basa en
diferencias en la forma o la distribucion, sino también en la evidencia genética disponible. Los
analisis moleculares han mostrado que el antiguo complejo C. albifrons tiene una estructura
genética mas compleja de lo que las clasificaciones tradicionales sugerian. Ruiz-Garcia et al.
(2018) identificaron varios haplogrupos en Ecuador y sefialaron que la clasificacion basada
Unicamente en criterios morfolégicos o geograficos no explica del todo la variabilidad genética
observada en los capuchinos ecuatorianos.

Caracteristicas biolégicas y ecologicas de Cebus yuracus
Cebus yuracus pertenece a la familia Cebidae, que incluye a los monos ardilla y a los

capuchinos. Dentro de esta familia se ubica en el género Cebus que corresponde a los
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capuchinos graciles o sin mechones, se diferencian de los capuchinos robustos del género
Sapajus por su constitucion corporal mas delgada y menor robustez craneal (Delval et al.,
2024; A. Rylands et al., 2013). Durante varios afios fue considerado una subespecie de Cebus
albifrons bajo el nombre C. a. yuracus, pero las revisiones morfoldgicas y moleculares
posteriores mostraron que la diversidad del grupo es mas compleja de lo que indicaban las
clasificaciones tradicionales (Ruiz-Garcia et al., 2018).

Morfolégicamente, es un primate de tamafio mediano, cola larga, pelaje de tonalidades
marrones u ocres y una region frontal mas clara. Su distribucién se relaciona principalmente
con los bosques humedos de la Amazonia ecuatoriana y peruana. También puede ocupar
bosques secundarios y areas con cierto grado de intervencion, debido a su capacidad para
desplazarse y aprovechar distintos recursos (J. B. C. Harris et al., 2008; A. Rylands et al.,
2013).

La especie presenta habitos diurnos, principalmente arbéreos y sociales. Los individuos
forman grupos mixtos con interacciones frecuentes y jerarquias internas. En los capuchinos del
género Cebus se ha descrito que las hembras suelen permanecer en su grupo natal, mientras
gue los machos pueden desplazarse hacia otros grupos al alcanzar la madurez (Fragaszy
et al., 2004). Este patron de dispersion puede favorecer el intercambio genético entre grupos
siempre que exista conectividad entre las areas de bosque.

Su alimentacion es omnivora e incluye frutos, semillas, insectos, artropodos y pequefos
vertebrados. Ademas, la destreza de sus manos le permite manipular frutos, ramas, cortezas y
cavidades durante la busqueda de alimento (A. Rylands et al., 2013; Tirira et al., 2018). En
conjunto, estas caracteristicas muestran que C. yuracus posee cierta flexibilidad ecolégica; aun
asi, la fragmentacién del habitat puede limitar sus desplazamientos y el contacto entre grupos,

con posibles efectos sobre su diversidad genética.
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Relacién con ambientes intervenidos

Los capuchinos pueden habitar ambientes con cierto grado de intervencién humana,
siempre que exista la suficiente disponibilidad de recursos y cobertura vegetal. Esta capacidad
de adaptacion no significa que no enfrenten riesgos, ya que la fragmentacion, la caceria y el
contacto con asentamientos humanos pueden alterar su comportamiento y afectar los
establecimientos de los grupos (Quintana Junco, 2019). En el puerto Misahualli, los capuchinos
de frente blanca se han acostumbrado a la presencia humana y pueden entrar a calles y
viviendas, tiendas o vehiculos en busca de comida u objetos. Esta situacion convierte a
Misahualli en un lugar particular para estudiar individuos libres que tienen contacto frecuente
con actividades turisticas (Smith, 2010).
Estado de conservacion

El estado de conservacion varia segun la escala de evaluacién. En la Lista Roja de la
UICN, la especie se considera casi amenazada, como una tendencia poblacional en declive,
esta amenaza esta relacionada con una pérdida de bosque y la caceria. En esta evaluacion se
menciona que la deforestacion proyectada dentro de su area de distribucion, junto con la
presién de caza cerca de asentamientos humanos, podria llevar a la especie a estar en la
categoria vulnerable en el futuro (Mittermeier et al., 2022). En contraste, el Libro Rojo de los
mamiferos del Ecuador clasifica a C. yuracus como vulnerable para la poblacién nacional
(Alvarez-Solas et al., 2022).
Diversidad genética

La diversidad genética se refiere a la variacion heredable que encontramos entre
individuos, poblaciones o especies. Esta variabilidad se manifiesta en diferentes alelos,
genotipos y frecuencias génicas, la cual es fundamental para procesos evolutivos como la
seleccién natural, la deriva genética, la migracion y la mutacién en el ambito de la conservacion
(Putman & Carbone, 2014). Su importancia radica en que permite que las poblaciones se

ajusten a cambios ambientales, enfermedades y presiones ecoldgicas.
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Por eso, la genética de la conservacion busca medir y entender la diversidad genética
en las poblaciones naturales para ayudar en las decisiones de manejo a corto y largo plazo
(Berry et al., 2023). La variabilidad genética no siempre muestra efectos visibles de inmediato.
Lande (1988) sugirié que los factores demograficos y ambientales pueden tener un impacto
mayor en la supervivencia de las poblaciones a corto plazo, mientras que los factores genéticos
cobran mas importancia en periodos evolutivos mas largos. Esta idea ha sido retomada por
Frankham (2005) y Lynch et al. (1995) quienes indican que la pérdida de diversidad genética
disminuye la capacidad de adaptacion de las poblaciones frente a cambios futuros. Aunque una
poblacién pueda parecer estable en numero de individuos, puede estar acumulando riesgos
genéticos si pierde alelos 0 aumenta su homocigosidad.

En poblaciones silvestres, la diversidad genética puede reducirse por procesos
naturales o por actividades humanas, la fragmentaciéon del habitat (Rylands et al., 2013; Tirira
et al., 2018), la disminucién del tamafio poblacional y el aislamiento entre grupos limita el flujo
génico y favorecen la deriva genética. Este proceso puede alterar aleatoriamente las
frecuencias alélicas y causar la pérdida de alelos poco comunes. Ademas, favorece la fijacion
de ciertos alelos en grupos pequefios. La modificacién y fragmentacion del habitat suele causar
aislamiento poblacional (Solorzano-Garcia et al., 2021), reduccion de la variacion genética,
mayor estructura genética y disminucion del tamafio efectivo poblacional (Allendorf et al.,
2010).

La deriva genética impacta mas en poblaciones pequefias, ya que cuando disminuye el
namero de individuos reproductivos, so6lo una parte de la variacion genética se transmite a la
siguiente generacion. En este contexto, algunos alelos pueden perderse al azar incluso si no
son perjudiciales. Garza & Williamson (2001) explican que la reduccién del tamafio efectivo
intensifico la deriva genética y puede provocar la pérdida de alelos, cambios en las frecuencias

alélicas y patrones detectables en los datos genéticos. Ese tipo de analisis se ha usado para
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identificar posibles reducciones poblacionales (Frankham et al., 2010) o cuellos de botella a
partir de informacion de marcadores moleculares (Baranski et al., 2010).
Heterocigosidad como indicador genético

En organismos diploides, cada individuo tiene dos copias de un mismo locus. Una copia
viene de la madre y la otra del padre, cada variante en ese locus se llama alelo, por lo que si un
individuo tiene dos alelos iguales, se considera homocigoto para ese locus, pero si tiene dos
alelos distintos, se considera heterocigoto (Gozzer, 2019). La frecuencia alélica muestra qué
tan comuan es un alelo entre los individuos analizados y su estimacion ayuda a describir la
composicion genética de una poblacién y a calcular parametros como la heterocigosidad.

En estudios con microsatélites, los alelos se diferencian normalmente por el tamafio del
fragmento amplificado, expresado en pares de bases. Por eso, un individuo puede ser
clasificado como homocigoto si presenta un solo tamafio alélico para un locus, 0 como
heterocigoto si tiene dos tamafos diferentes (Astorga, 2008; Putman & Carbone, 2014). La
cantidad de alelos también brinda informacion sobre diversidad genética, aunque debe
interpretarse con precaucién. Un locus con muchos alelos puede parecer muy variable, pero su
utilidad depende de cdmo se distribuyen esos alelos entre los individuos. Un marcador con
varios alelos, pero con uno de ellos en alta frecuencia, puede ser menos util para discriminar
gue otro marcador con alelos distribuidos de manera mas equilibrada (Grativol et al., 2010).
Heterocigosidad observada

La heterocigosidad observada, representada como Ho, es la proporcién real de
individuos heterocigotos en un locus determinado. Se obtiene directamente de los genotipos
observados. Al analizar un marcador microsatélite en varios individuos, se cuenta cuantos
tienen dos alelos diferentes y se divide ese numero entre el total de individuos genotipados en
ese locus (Serrote et al., 2020). La férmula béasica de la heterocigosidad observada es:

Nhet
Ho =
N



https://www.zotero.org/google-docs/?qGTjXq
https://www.zotero.org/google-docs/?PcvQrE
https://www.zotero.org/google-docs/?wplMhJ
https://www.zotero.org/google-docs/?0EQylC

33

donde
Nper
representa el numero de individuos heterocigotos, y:
N

representa el numero total de individuos analizados para ese locus

En genética poblacional, valores altos de Ho suelen estar relacionados con mayor
variabilidad genética. Por otro lado, valores bajos pueden indicar homocigosis elevada
(Allendorf et al., 2010), pérdida de diversidad (Leroy et al., 2018) o posible endogamia
(Maldonado et al., 2012). Sin embargo, es importante hacer esta interpretacion junto con otros
parametros y el tamafio de la muestra disponible (Allendorf et al., 2010; Hamilton, 2009).
Heterocigosidad esperada

La heterocigosidad esperada, representada como He, es la probabilidad de que dos
alelos seleccionados al azar de una poblacion sean diferentes. Este valor se calcula a partir de
las frecuencias alélicas y se basa en el supuesto de equilibrio Hardy-Weinberg. Por esta razon,
He no depende s6lo de cuantos individuos heterocigotos se observaron, sino de la distribucién
de los alelos en el locus analizado (Serrote et al., 2020). La formula mas utilizada para calcular

la heterocigosidad esperada es:

donde

pi

representa la frecuencia del alelo i, y:

p?

R

=1

representa la suma de las frecuencias alélicas elevadas al cuadrado.
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En estudios con varios loci, la heterocigosidad esperada se utiliza como una medida de
diversidad genética que permite comparar la variabilidad genética entre loci o grupos
analizados (Allendorf et al., 2010).

Endogamia

La endogamia también es un proceso importante en la conservacion genética, ocurre
cuando individuos emparentados se reproducen entre si, aumentando la probabilidad de que la
descendencia herede copias idénticas de un alelo. La endogamia disminuye la heterocigosidad
y aumenta la homocigosidad en la poblacion. Hedrick y Kalinowski (2000) indican que la
endogamia recurrente puede aumentar la expresion de alelos recesivos perjudiciales y
favorecer la depresion endogamica. Lawler (2018) también sefala que los efectos de la
endogamia en primates pueden ser complejos, ya que dependen de la historia del grupo, el
habitat del comportamiento social y la estructura demografica. Un problema de la endogamia es
la pérdida de diversidad genética que puede afectar la salud y la viabilidad de las poblaciones.
Reed y Frankham (2003) y Spielman et al. (2004) han asociado la reduccién de la diversidad
genética con una mayor susceptibilidad a las enfermedades infecciosas y carga de parasitos en
primates no humanos.

Los impactos humanos se evalUan solo por la disminucidn del nimero de individuos,
mientras que los efectos sobre la variabilidad genética pueden no recibir tanta atencion.
Solérzano-Garcia et al. (2021) destacan que la diversidad genética entre especies ha recibido
menos atencion en politicas y gestidn, a pesar de su importancia para una conservacion
efectiva. Coates et al. (2018) mencionan que los mecanismos conductuales pueden reducir la
probabilidad de endogamia cercana, pero no eliminan el riesgo cuando las poblaciones estan
aisladas o viven en habitats marginales. Por ello, la evaluacion genética debe combinarse con
informacion ecolégica, demografica y de comportamiento. Spielman et al. (2004) reportaron que

las especies amenazadas suelen tener menor heterocigosidad que las no amenazadas. Este
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patrén sugiere que la pérdida de diversidad genética puede estar relacionada con procesos de
declive poblacional.
Microsatélites

Los microsatélites son regiones cortas del ADN formadas por secuencias de uno a seis
nucleétidos repetidas en tandem. También se conocen como SSR o STR. El numero de
repeticiones puede variar entre individuos, lo que genera alelos de distinta longitud en un
mismo locus (Bhargava & Fuentes, 2009; Edwards et al., 1991; Muneer, 2014). Esta variacion
se origina principalmente por errores durante la replicacion del ADN, cuando se ganan o se
pierden unidades repetidas (Goldstein et al., 1995; Putman & Carbone, 2014).

Segun el tamafio de la unidad repetida, los microsatélites pueden ser mono, di, tri, tetra,
penta o hexanucleotidicos. En estudios genéticos se utilizan con frecuencia los microsatélites
di, tri y tetranucleotidicos por su variabilidad y facilidad de deteccién (Muneer, 2014; Putman &
Carbone, 2014). Cada locus presenta regiones flanqueantes relativamente conservadas, donde
se unen los cebadores utilizados en la PCR. El tamafio del fragmento amplificado depende del
namero de repeticiones y puede determinarse mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida, agarosa de alta resolucidn o secuenciadores automaticos (Astorga, 2008;
Muneer, 2014).

Una ventaja de estos marcadores es su herencia codominante, porgue permiten
identificar los dos alelos de un individuo diploide. Si ambos fragmentos tienen el mismo tamafio,
el individuo se considera homocigoto; si presentan tamarios diferentes, se considera
heterocigoto. A partir de estos genotipos se pueden estimar frecuencias alélicas, nimero de
alelos, heterocigosidad observada y heterocigosidad esperada (Astorga, 2008; Muneer, 2014).
Por ello, los microsatélites se han utilizado en estudios de diversidad genética, parentesco,
identificacion individual y estructura poblacional (Buschiazzo & Gemmell, 2006; Chistiakov

et al., 2006; Guichoux et al., 2011; Putman & Carbone, 2014).
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A pesar de su utilidad, su interpretacion requiere precaucion. La alta tasa de mutacién
puede producir homoplasia, es decir, alelos con el mismo tamafio, pero con diferente secuencia
u origen evolutivo (Estoup et al., 2002; Bhargava & Fuentes, 2009; Putman & Carbone, 2014).
También pueden presentarse alelos nulos cuando una variacién en la region de union del
cebador impide la amplificacion de uno de los alelos. En ese caso, un individuo heterocigoto
puede ser clasificado errbneamente como homocigoto, lo que disminuye de manera aparente la
heterocigosidad observada y puede generar desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg
(Callen et al., 1993; Reece et al., 2004; Li et al., 2009).

A estas dificultades se suman las bandas inespecificas, los productos de tartamudeo, la
amplificacion preferencial de un alelo y los errores en la asignacién del tamafio de los
fragmentos. Estos problemas son mas frecuentes cuando se trabaja con ADN degradado o en
baja concentracién, como ocurre con muestras no invasivas. Por esta razén, la ausencia de
una segunda banda no siempre confirma homocigosis, sino que debe analizarse junto con la
calidad de la amplificacion y la repetibilidad del resultado (Putman & Carbone, 2014; Kulibaba &
Liashenko, 2016).

En especies con poca informacion gendmica se puede aplicar amplificacion cruzada,
gue consiste en utilizar cebadores disefiados para una especie relacionada. Esta estrategia
aprovecha la conservacién de las regiones flanqueantes y reduce el tiempo y los recursos
necesarios para desarrollar marcadores propios (Kijas et al., 1995; Gonzalez, 2003; Lépez-
Vinyallonga et al., 2011). Sin embargo, que un fragmento amplifique no significa que el locus
sea util, ya que puede resultar monomorfico, inespecifico o comportarse de manera diferente
en la especie objetivo. Por ello, cada marcador debe evaluarse antes de emplearlo en el calculo
de la heterocigosidad (Takagi et al., 1997; Hedgecock et al., 2004; Lopez-Vinyallonga et al.,

2011).
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Amplificacion cruzada

En especies no modelo, el desarrollo de marcadores propios puede ser costoso y llevar
mucho tiempo. Por esta razon, se utiliza la amplificacion cruzada como estrategia para probar
cebadores disefiados en una especie fuente y aplicarlos en una especie objetivo relacionada.
Esta estrategia se basa en la conservacion de las regiones flanqueantes del microsatélite, ya
que los cebadores necesitan unirse correctamente al ADN para que ocurra la amplificacion
(Kijas et al., 1995; Gonzalez, 2003; Lépez-Vinyallonga et al., 2011). La amplificaciéon cruzada
puede ser Util cuando hay pocos recursos gendmicos disponibles para la especie de interés.
Sin embargo, su éxito no es constante. Puede suceder que un locus amplifique claramente, que
produzca bandas inespecificas, que sea monomoérfico o que no amplifique. Entre una especie
conocida y una especie cercana filogenéticamente puede aumentar la probabilidad de éxito,
aunque no garantiza que todos los loci sean informativos (Takagi et al., 1997; Hedgecock et al.,
2004; L6pez-Vinyallonga et al., 2011)
PCR multiplex

Es una variante de la reaccién en cadena de la polimerasa que permite amplificar dos o
mas regiones de ADN en una sola reaccion. A diferencia de una PCR simple, que usa un solo
par de cebadores, la PCR multiplex incorpora varios pares de cebadores dirigidos a diferentes
loci. Esta estrategia permite obtener varios productos de amplificacién al mismo tiempo,
siempre que las condiciones de reaccion sean adecuadas para todos los marcadores incluidos
(Elnifro et al., 2000; Ali et al., 2014). En estudios con microsatélites, la PCR multiplex permite
amplificar varios loci en una sola reaccion. Esto es Util cuando se necesita analizar varios
marcadores por individuo, ya que reduce el tiempo de trabajo, el uso de reactivos y la cantidad
de ADN necesaria. Esta ventaja es importante cuando se trabaja con muestras no invasivas, ya
gue generalmente en este tipo de material biolégico, el ADN puede estar en baja

concentracion o presentar cierto grado de degradacion (Elnifro et al., 2000; Inoue, 2015).
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Muestras no invasivas

Los microsatélites se pueden amplificar mediante PCR a partir de pequefias cantidades
de ADN, caracteristica que es util cuando se evalla fauna silvestre, donde a menudo se trabaja
con muestras no invasivas como heces, pelos, saliva u orina (Oklander & Soto-Calderon,
2024). En primates esto es importante ya que permite obtener informacion genética sin capturar
ni manipular directamente a los animales. Escobar-Paramo (2000) comenté que los métodos
para extraer ADN de heces, restos de alimento y orina ayudaron a superar una de las
principales dificultades en estudios moleculares de monos neotropicales. El uso de ADN no
invasivo requiere controles cuidadosos, ya que estas muestras pueden contener ADN
degradado, inhibidores de PCR o una baja concentracion de ADN del hospedero, por esa razén
estandarizar las condiciones de PCR y elegir loci con una amplificacién clara son pasos
necesarios antes de interpretar los genotipos.

Marco conceptual

Microsatélites: son secuencias cortas y repetidas de ADN. También se les conoce
como SSR o STR. Estos marcadores se utilizan debido a su alta variabilidad, herencia
codominante y capacidad para distinguir alelos por el tamafio de los fragmentos amplificados
mediante PCR (Putman & Carbone, 2014).

Locus: es una regidn especifica del ADN donde se localiza una secuencia genética
particular. En esta investigacion, cada locus corresponde a un marcador microsatélite evaluado
en los individuos analizados (Gozzer, 2019).

Alelo: es una variante de un locus. En los microsatélites, los alelos se identifican por el
tamano del fragmento amplificado, medido en pares de bases (Gozzer, 2019).

Genotipo: es la combinacion de alelos que un individuo posee en un locus. En
organismos diploides, un genotipo puede consistir en dos alelos idénticos o dos alelos

diferentes (Gozzer, 2019).
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Homocigoto: es un individuo con dos alelos idénticos en un locus especifico (Zhang et
al., 2005).

Heterocigoto: es un individuo con dos alelos diferentes en un locus especifico (Zhang
et al., 2005).

Heterocigosidad observada (Ho): es la proporcion real de individuos heterocigotos
identificados en un locus con base en los genotipos obtenidos (Allendorf et al., 2010).

Heterocigosidad esperada (He): es la probabilidad de que dos alelos seleccionados al
azar sean diferentes en una poblacién o grupo de individuos. Esta probabilidad se calcula a
partir de las frecuencias alélicas (Allendorf et al., 2010).

Diversidad genética: se refiere a la variacién heredable presente entre individuos o
grupos (Berry et al., 2023).

PCR multiplex. Es una variante de la reaccion en cadena de la polimerasa que permite
amplificar dos 0 mas regiones especificas de ADN en una sola reaccién, usando varios pares
de cebadores (Inoue, 2015).

Tamafio del alelo: se refiere a la longitud aproximada del fragmento amplificado de un
alelo microsatélite, expresada en pares de bases. Esta medida ayuda a diferenciar los alelos

presentes en cada individuo (Putman & Carbone, 2014).
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Capitulo 1l
Metodologia

Enfoque de investigacién

El enfoque es de tipo cuantitativo, ya que se basa en la recopilacién y analisis de datos
numeéricos obtenidos mediante la amplificacién de microsatélites en individuos de Cebus
yuracus. A través de este enfoque es posible obtener medidas de parametros genéticos como
el niumero de alelos, sus tamafios y la heterocigosidad observada y esperada, valores que
provienen de los resultados obtenidos mediante la electroforesis de las PCR simplex y duplex.
El enfoque cuantitativo ayuda a evaluar la heterocigosidad ya que permite convertir los
resultados moleculares en valores medibles y comparables.
Tipo y disefo de investigacion

Esta investigacion es descriptiva ya que se busca caracterizar la heterocigosidad de
individuos de Cebus yuracus usando un set de microsatélites, sin establecer relaciones
causales entre variables. Se describieron los tamafios alélicos obtenidos, el nUmero de alelos
identificados y los valores de heterocigosidad observada y esperada para los microsatélites
analizados. Ademas, es de tipo no experimental, ya que no se manipularon las caracteristicas
genéticas de los individuos ni se intervino en la poblacién estudiada. Los datos se obtuvieron a
partir del andlisis molecular de muestras no invasivas. Los resultados se interpretaron tal como
se presentan en los microsatélites evaluados.
Poblacion y muestra

El estudio tiene dos grupos de muestras de Cebus yuracus, ambos ubicados en la
Amazonia ecuatoriana. El primer grupo corresponde a individuos asociados a la localidad de
Misahualli, mientras que el segundo estuvo conformado por individuos mantenidos en un centro
de rescate de la ciudad del Puyo “Paseo de los monos”. Las muestras biol6gicas originales son

heces recolectadas antes por el Proyecto Primates Ecuador. Estas heces estaban guardadas
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en el Instituto de Investigacion en Zoonosis (ClZ) y se conservaron en etanol a -80 °C hasta
que se procesaron.

La muestra de trabajo consistio en 22 muestras de individuos de Misahualliy 7
muestras procedentes del centro de rescate (Tabla 1). Para la mayoria de las muestras, se usé
ADN gendmico que habia sido extraido previamente por Casanova (2024) y Endara (2024) en
investigaciones previas. Este ADN se almacend a -20 °C. Ademas, en este estudio se extrajo

adicionalmente ADN de las muestras MI-010-D y MI-005-D utilizando el kit PureLink™ Genomic

DNA Mini Kit, para completar el material genético disponible para los andlisis moleculares.

Tabla 1

Muestras y ADN gendmico de Cebus yuracus de dos localidades de la Amazonia

Numeracion Caodigo Localidad Sexo Edad
1 MI-003-D Misahualli Macho Subadulto
2 FD-103 Misahualli Macho Adulto
3 MI-006-D Misahualli Macho Subadulto
4 MI-007-D Misahualli Macho Joven
5 MI-010-D Misahualli Macho Adulto
6 MI-010-E Misahualli Macho Adulto
7 MI-012-D Misahualli Macho Subadulto
8 MI-014-D Misahualli Macho Subadulto
9 MI-008-D Misahualli Hembra Subadulto
10 MI-004-D Misahualli Hembra Adulto
11 MI-005-D Misahualli Macho Adulto
12 MI-004-E Misahualli Hembra Adulto
13 MI-009-D Misahualli Hembra Subadulto
14 MI-008-E Misahualli Hembra Joven
15 MI-005-F Misahualli Macho Joven
16 MI-001-D Misahualli Hembra Adulto
17 MI-002-E Misahualli Hembra Adulto
18 MI-009-E Misahualli Hembra Subadulto
19 MI-007-E Misahualli Macho Joven
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Numeracion Cddigo Localidad Sexo Edad
20 MI-004-F Misahualli Hembra Adulto
21 MI-001-E Misahualli Hembra Adulto
22 MI-005-E Misahualli Macho Joven

Centro de
23 PM-034-D Macho Subadulto
rescate
Centro de
24 PM-003-F Macho Subadulto
rescate
Centro de .
25 PM-004-D Macho Juvenil
rescate
Centro de
26 PM-026-D Macho Juvenil
rescate
Centro de
27 PM-012-D Hembra Adulta
rescate
Centro de
28 PM-029-D Hembra Adulta
rescate
Centro de
29 PM-011-D Hembra Subadulta
rescate

Nota. La tabla muestra el nimero que se asign6 para cada muestra, en los cédigos, Ml indica

Misahualli y PM indica centro de rescate, el nimero representa el individuo y las letras D, Eo F

corresponden a la colecta de la muestra. Para cada individuo se registraron el sexo y la

categoria de edad.

Técnica e instrumento

La técnica empleada para la recoleccion de datos genéticos fue la amplificacion de

cinco microsatélites (Secuencias de bases repetidas en tAndem) mediante reaccion en cadena

de la polimerasa en modalidades duplex y simplex. Se usé esta técnica debido a su alta

capacidad para detectar variabilidad genética dentro y entre poblaciones, permitiendo evaluar

la estructura genética y diversidad de Cebus yuracus tanto de Misahualli como en el centro de

rescate de la Amazonia ecuatoriana.



43

La PCR duplex permiti6 amplificar simultaneamente dos microsatélites en una misma
reaccion. La PCR simplex se utilizé para el locus que fue analizado de manera individual
debido a sus condiciones particulares de amplificacion. Para ello, se disefiaron dos protocolos
base de PCR duplex, los cuales se plantearon con un volumen final de reaccion de 25 pL por
muestra. La mezcla de reaccion incluyé agua, buffer 1X, primers forward y reverse de cada
microsatélite, MgCl,, dNTPs, Taq polimerasa y ADN gendmico, mientras que la PCR
convencional se planted con un volumen final de 12,5 pL por muestra con los mismos
componentes.

Una vez establecidas las condiciones de amplificacion para cada microsatélite, los
productos correspondientes a las muestras de Cebus yuracus fueron separados mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida. Esta técnica permitié obtener una mayor resolucion
entre fragmentos de tamafios cercanos y facilitd la estimacién de los alelos expresados en
pares de bases.

Seleccion de microsatélites

La seleccion de los microsatélites se hizo a partir del analisis de los mejores resultados
obtenidos por Endara (2024) y Casanova (2024) previamente en el Laboratorio de
Biotecnologia Animal, quienes realizaron en conjunto ocho procesos de estandarizacion para la
misma cantidad de microsatélites mediante PCR convencional. Sin embargo, seis de estos loci
no fueron incluidos en el conjunto definitivo, puesto que mostraron un comportamiento de
amplificacion variable entre las muestras, lo que impedia distinguir los productos con suficiente
claridad y, por consiguiente, comprometian la asignacion confiable de los alelos. Finalmente,
los microsatélites PEPC40 y PEPC59 fueron considerados debido a que ambos demostraron
una buena transferibilidad en Cebus yuracus. A partir de estos antecedentes, se plante6 su
incorporacion al set final y adaptacién a un sistema de amplificacién simultdnea mediante PCR
duplex pues tienen temperaturas de hibridacién cercanas, asi como de las concentraciones de

los componentes.



44

Adicional a estos dos microsatélites, se mandaron a sintetizar en Macrogen
Korea cuatro mas. Para ello se realizé una busqueda bibliogréafica utilizando una combinacién
de términos como microsatellite, PCR, Cebus albifrons, Cebus yuracus. La informacién
recopilada fue organizada en una matriz comparativa en la que se registraron el nombre del
locus, las secuencias de los cebadores forward y reverse, el motivo repetitivo, y para su
eleccién se tomaron en cuenta aspectos como el nimero de alelos reportado, el nivel de
polimorfismo, la capacidad de amplificacion cruzada en especies cercanas a Cebus yuracus.
Se priorizaron aquellos marcadores que habian mostrado resultados favorables en capuchinos
u otros primates neotropicales relacionados, especialmente en Cebus apella o Cebus albifrons.
De estos cuatro microsatélites se seleccionaron tres, pues mostraron resultados favorables
usando PCR convencional.
Estandarizacion de PCR duplex para los microsatélites PEPC40 y PEPC59

Debido a que los microsatélites PEPC40 y PEPC59 presentaban condiciones de
amplificacién similares en PCR simplex (Tabla 2), se mantuvieron constantes las
concentraciones de MgCl,, dNTPs, Tag ADN polimerasa, cebadores, ADN molde y el nimero
de ciclos. La temperatura de alineamiento de la reaccién duplex se establecié considerando el
locus que requeria la temperatura mas alta, con el propésito de favorecer una amplificaciéon
especifica de ambos marcadores.

La optimizacion evalué el efecto del DMSO, debido a que uno de los microsatélites
requeria este aditivo para mejorar su amplificacion, mientras que el segundo no. Ademas, de
acuerdo con la bibliografia consultada, la incorporacion de DMSO podia modificar la eficiencia
de amplificacién del locus que no dependia de este reactivo. Por esta razon, se realizaron
reacciones de PCR duplex con y sin DMSO, a fin de determinar si su presencia permitia

obtener productos definidos para ambos microsatélites sin afectar la amplificacion simultanea.
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Tabla 2

Pardmetros y variaciones de la PCR duplex para el microsatélite PEPC40 y PEPC59

Parametro Variaciéon
Concentracion DMSO 0%, 3%

Las concentraciones y condiciones finales de la PCR duplex para los microsatélites
PEPC40 y PEPC59 se muestran en la tabla 3 y la tabla 4.
Tabla 3

Concentraciones de reactivos para mastermix de la PCR duplex PEPC40 y PEPC59

Concentracion  Volumen (uL) por

Reactivos Unidad Stock _
final RX
H20 pL N/A 16,55
Buffer X 10,00 1,00 2,50
PEPC40 F UM 10,00 0,25 0,63
PEPC40 R Y 10,00 0,25 0,63
PEPC59 F UM 10,00 0,25 0,63
PEPC59 R UM 10,00 0,25 0,63
MgCl, mM 50,00 1,50 0,75
dNTP mM 10,00 0,20 0,50
Taq U/uL 5,00 1,00 0,20
ADN ng/RX 10,00 25,00 2,00
Total 25,00
Tabla 4

Condiciones de la PCR duplex para los microsatélites PEPC40 y PEPC59

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 92 2 min 1
Desnaturalizacion 94 30s
Hibridacion 57 30s 40
Extensién 72 30s

Extension Final 72 10 min 1
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Optimizacion de la PCR simplex para los microsatélites D5S111y AP74

El proceso de normalizacion y validacién de los marcadores microsatélite D5S111 y
AP74 requirié la implementacion inicial de amplificaciones PCR convencional, esto se justifico
en la necesidad de caracterizar de manera independiente la respuesta de cada locus
especifico, previo a su eventual integracion dentro de un protocolo duplex. Las condiciones
iniciales para estos marcadores de amplificacion fueron establecidas a partir del protocolo de
Ruiz-Garcia et al. (2007) y posteriormente fueron ajustadas para las muestras de ADN de
Cebus yuracus. No obstante, dado que los cebadores habian sido desarrollados y evaluados
previamente en otras especies de primates, fue necesario determinar las condiciones que
permitieran obtener una amplificacién especifica y reproducible en Cebus yuracus.
Optimizacion de PCR para el microsatélite D5S111

La optimizacion de la PCR simplex para el microsatélite D5S111 se inicié con la
evaluacién de la concentracion de MgCl,. Con base en las condiciones descritas en el articulo
de Ruiz-Garcia et al. (2007), se ensayaron concentraciones finales de 1,5y 2 mM. Durante esta
etapa se mantuvieron constantes las concentraciones de buffer, cebadores, dNTPs, Taq ADN
polimerasa y ADN molde, asi como el perfil térmico de la reaccién (Tabla 5).

Una vez seleccionada la concentracion de 2 mM de MgCl,, se realizé un gradiente de
temperatura de alineamiento a 52, 53 y 54 °C. En este ensayo, la concentracion de magnesio y
los deméas componentes de la mezcla permanecieron constantes. Las condiciones finales
fueron seleccionadas considerando la obtencion de una banda definida y con intensidad
suficiente.

Tabla 5

Pardmetros y variaciones de la PCR para el microsatélite D5S111

Parametro Variaciéon

Concentracion de Magnesio 1,5 mM, 2 mM
Temperatura de hibridacién 52 °C,53°C,54°C



https://www.zotero.org/google-docs/?Rdgv15
https://www.zotero.org/google-docs/?mYdUe7
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Las concentraciones y condiciones finales de la PCR para el microsatélite D5S111 se

muestran en la tabla 6 y la tabla 7.

Tabla 6

Concentraciones de reactivos para mastermix de la PCR del microsatélite D5S111

Reactivos  Unidad Stock Concentracion final Volumen (uL) por RX
H20 pL N/A 16,65
Buffer X 10,00 1,00 2,50
D5S111 F UM 10,00 0,50 1,25
D5S111 R UM 10,00 0,50 1,25
MgCl, mM 50,00 2,00 0,75
dNTP mM 10,00 0,2 0,50
Taq U/uL 5,00 0,5 0,10
ADN ng/RX 10 25,00 2,00
Total 25,00
Tabla7
Condiciones de la PCR para el microsatélite D5S111
Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacioén Inicial 95 °C 2 min 1
Desnaturalizacion 95 °C 30s
Hibridacion 53 °C 30s 35
Extensiéon 72 °C 30s
Extensiéon Final 72 °C 5 min 1

Optimizacion de PCR para los microsatélites AP74

La optimizacion de la PCR del microsatélite AP74 se hizo a partir de una temperatura de

alineamiento de 52 °C, establecida con base en las condiciones descritas en el articulo de

Ruiz-Garcia et al. (2007). Posteriormente, se evalué el efecto de la concentracién de MgCl,

sobre la amplificacion del locus. Para eso se realiz6 un ensayo de concentraciones finales de


https://www.zotero.org/google-docs/?mYdUe7

1,5mM, 2 mMy 3 mM de MgCl,, mientras que la temperatura de alineamiento y las
concentraciones de buffer, cebadores, dNTPs, Tag ADN polimerasa y ADN molde se
mantuvieron constantes. Las condiciones finales fueron seleccionadas considerando la
obtencion de una banda definida y con intensidad suficiente (Tabla 8).

Tabla 8

Parametros y variaciones de la PCR para el microsatélite AP74

Parametro Variacion

Concentracion de Magnesio 1,5 mM, 2 mM, 3 mM

Las concentraciones y condiciones finales de la PCR para el microsatélite AP74 se
muestran en la tabla 9 y la tabla 10.
Tabla 9

Concentraciones de reactivos para mastermix de la PCR del microsatélite AP74
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Reactivos Unidad Stock Concentracién final Volumen (uL) por RX
H20 pL N/A 15,90
Buffer X 10,00 1,00 2,50
AP74 F pM 10,00 0,50 1,25
AP74 R uM 10,00 0,50 1,25
MgCl, mM 50,00 3,00 1,50
dNTP mM 10,00 0,2 0,50
Taq U/pL 5,00 0,5 0,10
ADN ng/RX 10 25,00 2,00
Total 25,00
Tabla 10

Condiciones de la PCR para el microsatélite AP74

Paso Temperatura Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion Inicial 95 °C 2 min 1

Desnaturalizacién 95 °C 30s
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Hibridacion 52 °C 30s 35
Extension 72 °C 30s
Extension Final 72 °C 5 min 1

Estandarizacién de la PCR duplex para D5S111y AP74

Una vez establecidas las condiciones de amplificacion simplex para los microsatélites
D5S111 y AP74, se evalu6 su amplificacién simultanea mediante PCR duplex. Para ello, se
utilizaron como referencia las condiciones determinadas individualmente para cada locus, y
ambos pares de cebadores se incorporaron a la misma mezcla de reaccion. Inicialmente, se
evaluo el efecto de la concentracion de MgCl, utilizando un gradiente de concentraciones de 2,
2,5y 3 mM. Durante esta evaluacién, se mantuvieron constantes la temperatura de hibridacion,
las concentraciones de tampén, las concentraciones de cebadores, las concentraciones de
dNTP, la concentracion de polimerasa Taq, la concentracion de ADN molde y el nUmero de
ciclos de amplificacion (Tabla 11).

A la concentracion de MgCl, seleccionada, se observo la amplificacion de ambos
microsatélites, sin embargo, la intensidad de la banda obtenida en una de las muestras
utilizadas para la estandarizacién fue débil en comparacién al control. Para mejorar esto se
evaluo la temperatura de hibridacién utilizando un gradiente de 52 °C, 53 °Cy 54 °C.

Este rango de temperatura se seleccion6 en funcion de las condiciones previamente
establecidas para las reacciones simplex, ya que la amplificacion de AP74 se observé a 52 °C,
mientras que la de D5S111 se observé a 53 °C y también mostr6é una banda a 54 °C (Tabla 11)
Tabla 11

Parametros y variaciones de la PCR duplex de los microsatélites D5S111 y AP74

Parametro Variacion

Concentraciéon de Magnesio 2 mM, 2,5 mM, 3 mM
Temperatura de hibridacién 52 °C,53°C, 54 °C
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Las concentraciones y condiciones finales de la PCR duplex para los microsatélites

D5S111 y AP74, se muestran en la tabla 12 y la tabla 13.

Tabla 12

Concentraciones de reactivos para mastermix de la PCR duplex de los microsatélites D5S111 y

AP74
Reactivos Unidad Stock Concentracién Volumen (uL) por
final RX
H20 pL N/A 15,80
Buffer X 10,00 1,00 2,50
D5S111 F UM 10,00 0,20 0,63
D5S111R uM 10,00 0,20 0,63
AP74 F UM 10,00 0,20 0,63
AP74 R UM 10,00 0,20 0,63
MgCl, mM 50,00 3,00 1,50
dNTP mM 10,00 0,20 0,50
Taq u/uL 5,00 1,00 0,20
ADN ng/RX 10,00 25,00 2,00
Total 25,00
Tabla 13
Condiciones de la PCR duplex para los microsatélites D5S111 y AP74
Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 95 °C 3 min 1
Desnaturalizacion 95 °C 30s
Hibridacion 54 °C 30s 35
Extensién 72 °C 30s
Extension Final 72 °C 5 min 1

Estandarizacion de la PCR para el microsatélite CEBO7

Para la amplificacion simplex del microsatélite Ceb07 se tomaron como referencia las

concentraciones y el perfil térmico descritos por Muniz y Vigilant (2008) para este locus. Debido


https://www.zotero.org/google-docs/?D77fpw
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a que las condiciones iniciales permitieron obtener un producto de amplificacion definido, no fue
necesario evaluar variaciones en la concentracion de MgCl,, la temperatura de alineamiento ni
los demas componentes de la PCR. La reaccion se prepar6 en un volumen final de 12,5 pL,
mediante la reduccién proporcional de los volimenes establecidos en la formulacién de trabajo
de 25 pL utilizada en el laboratorio. En consecuencia, cada componente de la mezcla fue
reducido a la mitad, sin modificar sus concentraciones finales. El volumen de ADN molde se
establecio en 1 pL por reaccion. La composicion de la mezcla y el perfil térmico empleados se
presentan en las Tablas 14 y 15, respectivamente.

Tabla 14

Concentraciones de reactivos para mastermix de la PCR del microsatélite CEBO7

Reactivos Unidad Stock  Concentracion final  Volumen (pL) por RX

H20 pL N/A 8,33

Buffer X 10,00 1,00 1,25

Ceb07 F UM 10,00 0,50 0,63
Ceb07 R Y 10,00 0,50 0,63
MgCl, mM 50,00 1,50 0,38

dNTP mM 10,00 0,20 0,25

Taq U/uL 5,00 0,50 0,05

ADN ng/RX 10 25,00 1,00

Total 12,50

Tabla 15

Condiciones de la PCR para el microsatélite CEBO7

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacién Inicial 95 °C 3 min 1
Desnaturalizacién 95 °C 30s
Hibridacion 57 °C 30s 2
Extension 72 °C 30s
Desnaturalizaciéon 95 °C 30s )

Hibridacion 56 °C 30s
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Extensién 72 °C 30s

Desnaturalizacion 95 °C 30s
Hibridacion 55°C 30s 36

Extension 72 °C 30s
Extension Final 72 °C 10 min 1

Durante la estandarizacion de los protocolos para los cinco microsatélites en las
modalidades de PCR duplex y simplex para confirmar la amplificacién se us6 gel de agarosa al
2,5 %, y se observaron en un fotodocumentador para evaluar los resultados obtenidos con el fin
de seleccionar las mejores condiciones y concentraciones de las tres PCR.

Optimizacioén de la electroforesis en gel de poliacrilamida

Una vez establecidas las condiciones de amplificacion de los microsatélites, los
productos de PCR obtenidos para las muestras de Cebus yuracus fueron separados mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida. Esta técnica fue seleccionada por su mayor capacidad
de resolucion frente al gel de agarosa como lo mencionan diferentes articulos como el de Wang
et al. (2003) o Kulibaba y Liashenko (2016), lo que permitié diferenciar fragmentos
microsatélites con tamafios proximos y realizar la asignacion aproximada de los alelos.

Con el proposito de establecer condiciones adecuadas para la separacion de los
fragmentos microsatélites, se evaluaron geles de poliacrilamida a concentraciones de 8 %, 10
% y 12 %; por lo que también se ajustaron las cantidades de persulfato de amonio (APS) y
TEMED utilizadas para iniciar la polimerizacion. En los ensayos iniciales, las cantidades de
APS y TEMED empleadas provocaron una polimerizacion acelerada de la solucién, lo que
dificulté la formacién adecuada de los pocillos. Por esta razén se hizo un reajuste de los
volimenes de ambos reactivos hasta obtener un tiempo de polimerizaciéon que permitiera verter
la solucidn e insertar el peine sin alterar la estructura del gel. La concentracion de
poliacrilamida fue seleccionada considerando la migracién del marcador molecular, el intervalo

de tamafio esperado de los productos amplificados, la resolucion de los fragmentos y el tiempo
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requerido para la corrida. La composicion final del gel de poliacrilamida y las condiciones
establecidas para la corrida electroforética se presentan en la Tabla 16.
Tabla 16

Concentraciones de reactivos para un gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 10 %

Reactivos Unidad Volumen
Agua mL 3,77
Acrilamida:bisacrilamida 40 % 19:1 mL 1,75
TBE 5x mL 1,40
APS 10 % uL 75,00
SYBR Safe 10,000x uL 0,75
TEMED uL 5,00
Condiciones de corrida
Tiempo 2 h 40 min
Voltaje 100V

La composicién seleccionada fue utilizada posteriormente para separar los productos de
PCR de las muestras de Cebus yuracus. Las mismas condiciones de concentracion, voltaje y
tiempo fueron aplicadas en distintos geles, en los cuales se obtuvo una migracion adecuada del
marcador molecular y una separacion interpretable de los fragmentos amplificados.
Estimacion del tamafio alélico y genotipado

Los productos de amplificacion se separaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida con un marcador de peso molecular. El tamafio aproximado de los alelos se
estimo6 comparando la migracion de las bandas con fragmentos de tamafio conocido presentes
en el marcador usando Image Lab de Bio-Rad. Se registraron dos tamafios alélicos expresados
en pares de bases para cada individuo y para cada locus microsatélite. En el caso de las
muestras con una sola banda distintiva se registraron con el mismo tamafio en ambas
columnas de alelos lo que corresponde a un homocigoto, mientras que aquellas con dos
bandas distintivas se registraron con dos tamafios diferentes, es decir, un heterocigoto. Los

tamarnos alélicos se organizaron en una tabla donde las filas corresponden a los individuos



54

analizados y las columnas a los dos alelos identificados para cada locus, en el caso de las
muestras sin amplificacion o cuyos perfiles de bandas no permitieron una lectura fiable se
registraron como datos faltantes.

Andlisis de heterocigosidad

La matriz genotipica se organizé segun el formato requerido por el programa GenAlEx
version 6.5, que se ejecuta como un complemento de Microsoft Excel. Para cada locus, se
determiné el nimero de alelos, sus frecuencias alélicas, la heterocigosidad observada y la
heterocigosidad esperada. Para cada locus, la heterocigosidad observada se obtuvo dividiendo
el numero de individuos heterocigotos entre el total de individuos cuyo genotipo o banda pudo
identificarse con claridad.

Validacion y confiabilidad del instrumento

Para asegurar la confiabilidad de los resultados se aplicaron dos protocolos base de
PCR duplex y convencional, el uso de muestras con cédigos y la inclusion de controles
positivos y negativos, y la verificacion inicial de los productos amplificados mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida. Posteriormente, las bandas fueron evaluadas mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10 %, para separar fragmentos de entre 100 y 300 pb
con el fin de obtener una mejor resolucion de los fragmentos amplificados y facilitar la
interpretacién de los alelos.

Los controles positivos fueron ADN de especies relacionadas, como Cebus apella y una
muestra de Cebus yuracus, mientras que el control negativo correspondié a una reacciéon sin
ADN molde. Estos controles permitieron probar una estandarizacion de la reaccion de PCR y
descartar contaminacioén en los reactivos durante la preparacion de la mezcla. Para estimar el
tamafio aproximado de las bandas se hizo una comparacién con un marcador de peso
molecular, lo que permitié registrar los fragmentos de forma mas clara. En los casos en que se

observaron bandas débiles, inespecificas o de dificil interpretacion, los resultados fueron
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revisados cuidadosamente y, de ser necesario, se considero la repeticion del ensayo para
confirmar la amplificacion.
Consideraciones éticas

Este trabajo se llevo a cabo siguiendo los principios éticos para el uso de muestras
biol6gicas de fauna silvestre y recursos genéticos. No se realizé la captura, manipulacién
directa ni recoleccion de nuevas muestras de Cebus yuracus, sino que se us6 el ADN
gendmico previamente extraido de muestras fecales recolectadas por el Proyecto Primates
Ecuador. Las muestras biolégicas fueron obtenidas durante la validez del permiso de
investigacion MAE-DNB-CM-2017-0073, que se certifico el 06 de febrero de 2018. Este permiso
autorizo el uso de recursos genéticos biolégicos. Por lo tanto, este trabajo utilizé material

biolégico previamente aprobado.
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Para la conformacion del set de marcadores se seleccionaron cinco microsatélites

PEPC40, PEPC59, AP74, D5S111 y Ceb07, considerando como criterios principales los

antecedentes de amplificacién en especies del género Cebus, el polimorfismo previamente

reportado y la compatibilidad de sus temperaturas de hibridacion y de los intervalos de tamafio

para su posible integracién en sistemas de PCR duplex (Tabla 17), de esta manera esta

seleccién permitié priorizar loci con evidencia previa de utilidad en primates neotropicales y

reducir la probabilidad de incorporar marcadores con amplificacion inconsistente.

Tabla 17

Microsatélites seleccionados para la evaluacién genética de Cebus yuracus

Antecedente de

Especie de Secuencia Tamafio Temp. o .
Locus _ _ o . amplificacion Referencia
origen repetida del alelo Hibridacion
cruzada
PEPC59 C. apella (GT)1s 302-321 55°C
o (Escobar-
Amplificacion en
(CA)18(CT)14 ) Paramo, 2000)
PEPC40 C. apella 280-290 55 °C primates
(CA)9 |
neotropicales _
: (Muniz &
Ceb07  C. capucinus (AGAT)1, 119-135 55 °C o
Vigilant, 2008)
(CA)13C(CA)6T 158-165 e
D5S111 Humano 52 °C Amplificacion en ) :
(AC)5 _ (Cortés-Ortiz
C. albifrons y L al.. 2010
. etal.,
AP74 A. palliata (TG)19 142-156 52 °C otros primates )

Los microsatélites PEPC40 y PEPC59 fueron desarrollados originalmente para Cebus

apella y presentan una temperatura de hibridacién reportada de 55 °C. Escobar-Paramo (2000)

identificd cuatro alelos para PEPC40 y siete para PEPC59, con intervalos de tamafio de 280—-
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290 y 302—-321 pb, respectivamente. Ademas del polimorfismo descrito, la coincidencia de sus
temperaturas y la separacién esperada entre los tamafos de los amplicones permitieron
considerarlos inicialmente compatibles para su integracion en una misma reaccién duplex.

La eleccién de PEPC40 y PEPC59 también estuvo respaldada por los ensayos
realizados previamente en el laboratorio de Biotecnologia Animal. Casanova (2024) y Endara
Ibarra (2024) evaluaron ocho microsatélites en muestras de C. yuracus. Casanova (2024)
estudi6 PEPC3, PEPCS8, Ceb09 y Ceb121, mientras que Endara Ibarra (2024) evalu6 PEPCA40,
PEPC59, Ceb10 y Ceb120. Entre los ocho loci, Ceb09 y Ceb120 no amplificaron ninguna de las
muestras analizadas. En el estudio de Endara Ibarra (2024), PEPC40 amplific6 17 de 23
muestras y PEPC59 amplific 13 de 23, mientras que Ceb10 present6é amplificacion en siete
muestras. Estos resultados confirmaron la transferibilidad interespecifica de PEPC40 y
PEPC59 y proporcionaron condiciones experimentales previamente probadas para ambos
marcadores.

Adicionalmente se agregaron los microsatélites D5S111 y AP74. La eleccion de estos
marcadores se fundamenté en el estudio de Ruiz-Garcia et al. (2007), quienes evaluaron diez
microsatélites en 14 especies de primates platirrinos, entre ellas Cebus albifrons. Para AP74 se
registro un elevado polimorfismo, con ocho alelos detectados en siete individuos procedentes
del zoolégico de Caliy 21 alelos al considerar el conjunto de individuos analizados para la
especie. En el mismo grupo de siete individuos, D5S111 present6 tres alelos. Estos
antecedentes indicaron que ambos loci eran capaces de detectar variacion genética en un
taxén estrechamente relacionado con C. yuracus. Los dos marcadores poseen origenes
diferentes. AP74 fue desarrollado originalmente para el mono aullador Alouatta palliata,
mientras que D5S111 corresponde a un microsatélite de origen humano que posteriormente fue
utilizado en monos del Nuevo Mundo. La amplificacién cruzada de un microsatélite no requiere
que la region repetitiva sea idéntica entre las especies, pero si depende de que las secuencias

flanqueantes, sobre las cuales se unen los cebadores, presenten un grado suficiente de
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conservacion (Clisson et al., 2000). Cuando estas regiones mantienen homologia entre
especies, los cebadores pueden amplificar el locus correspondiente, y la variacion en el nimero
de repeticiones puede utilizarse para diferenciar alelos (Blanquer-Maumont & Crouau-Roy,
1995). Sin embargo, el éxito de la transferibilidad puede variar entre loci y especies, por lo que
debe comprobarse experimentalmente en la especie de interés (Coote & Bruford, 1996).

En el caso de D5S111, su utilizacién previa en primates platirrinos y la deteccion de
polimorfismo en C. albifrons proporcionaron evidencia directa para incluirlo en el presente
estudio. Con base al articulo de Ruiz-Garcia et al. (2007) tanto AP74 como D5S111
presentaron compatibilidad a una temperatura de hibridacion de 52 °C, por lo que se determiné
gue se podrian integrar dentro de un sistema daplex.

El quinto marcador seleccionado fue Ceb07, desarrollado especificamente para Cebus
capucinus. Muniz y Vigilant (2008) caracterizaron este locus en 187 individuos silvestres e
identificaron cuatro alelos, con un intervalo de tamafio de 119-135 pb y valores de
heterocigosidad observada y esperada de 0,567. Los autores también evaluaron la
amplificacién de los marcadores en diferentes especies de monos del Nuevo Mundo, lo que
mostrd su potencial de aplicacién en otros primates neotropicales. Su origen dentro del género
Cebus, el polimorfismo previamente registrado y la temperatura de hibridacion reportada de 55
°C respaldaron su incorporacion al conjunto de marcadores.

Optimizacion de PCR para utilizacién de microsatélite
D5S111
Concentracion de Magnesio

Para optimizar la amplificacién del microsatélite D5S111, se evaluaron concentraciones
finales de MgCl, de 1,5y 2,0 mM. La concentracion de 2,0 mM fue seleccionada tomando
como referencia el protocolo descrito por Cortés-Ortiz et al. (2010), quienes utilizaron este valor
para la amplificacion de este locus microsatélite en primates neotropicales. Adicionalmente, se

evaluoé una concentracion de 1,5 mM como el nivel base permitido en ensayos para evaluar el


https://www.zotero.org/google-docs/?FSEBmr
https://www.zotero.org/google-docs/?4ZDnqY
https://www.zotero.org/google-docs/?4ZDnqY
https://www.zotero.org/google-docs/?CE6IqR
https://www.zotero.org/google-docs/?dOadV7
https://www.zotero.org/google-docs/?t2g9t5
https://www.zotero.org/google-docs/?qj207s

59

magnesio, con el proposito de determinar si una menor cantidad de MgCl, permitia conservar la
eficiencia y especificidad de la amplificacion. Esta condicion también busco optimizar el uso de
los reactivos sin comprometer la obtencién del producto esperado. Para cada concentracion se
utilizé una muestra de ADN de C. yuracus y un control positivo C. apella, mientras que los
deméas componentes de la mezcla de reaccion y las condiciones del programa de PCR se
mantuvieron constantes.

La Figura 1 muestra los productos amplificados para el microsatélite D5S111, donde
con 1,5 mM de MgCl, no se observo ninguna banda definida. En contraste, al emplear 2,0 mM
se obtuvo una banda clara en la muestra de C. yuracus, ubicada a una altura de migracién
similar a la observada en el control positivo. El control negativo no presento productos visibles,
por lo que no se detectaron evidencias de contaminacion durante la preparacion de esta
reaccion.
Figura 1

Evaluacién de la concentracion de MgCl, para la amplificacion del microsatélite D5S111

M CM1 C+ CM2 C+ C-

A

Nota. Electroforesis en gel de agarosa al 2,5 %. M: marcador molecular, CM1 y CM2
corresponden a una muestra de C. yuracus amplificada con 1,5 mM y 2,0 mM de MgCl,,

respectivamente, C+: control positivo para ambas concentraciones, C-: control negativo.
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La diferencia observada entre las dos concentraciones puede relacionarse con la
funcién del Mg como cofactor de la Tag ADN polimerasa. La concentracion de este ion influye
tanto en la cantidad de producto generado como en la estabilidad de la union entre los
cebadores y el ADN molde. Una concentracion insuficiente puede disminuir la actividad de la
enzima y reducir el rendimiento de la amplificacion, mientras que un exceso puede favorecer
uniones inespecificas y disminuir la especificidad de la reaccion (Bickley & Hopkins, 1999). En
el presente ensayo, la ausencia de una banda definida con 1,5 mM sugiere que esta
concentracion no proporcioné suficiente Mg2* disponible bajo la composicion utilizada, mientras
gue el incremento a 2,0 mM permitié obtener un producto visible sin generar bandas
inespecificas evidentes.

El resultado coincidié con la concentracién empleada por Cortés-Ortiz et al. (2010), lo
gue indica que las condiciones previamente reportadas para D5S111 en otros primates
neotropicales constituyeron un punto de partida adecuado para su amplificacién en C. yuracus.
No obstante, esta coincidencia no significa que el marcador funcione de manera éptima en
todas las muestras debido a que la concentracion optima de MgCl, también depende de la
calidad del ADN, la concentracion de dNTP, los cebadores y los deméas componentes de la
reaccion. Por lo tanto, se seleccion6 una concentracion final de 2,0 mM de MgCl, para los
ensayos posteriores del microsatélite D5S111, debido a que esta condicion produce una sefial
mas definida y reproducible.

Temperatura de hibridacion

La amplificacion del microsatélite D5S111 fue evaluada a temperaturas de hibridacion
de 52,53y 54 °C. Las tres temperaturas permitieron detectar bandas, aunque esto no fue
uniforme ya que se observan diferencias en la intensidad y definicién (Figura 2). La condicion
de 53 °C, correspondiente al carril T2, produjo la banda mas intensa y definida en comparacién

con las obtenidas a 52 °C y 54 °C.
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Figura 2

Gradiente de temperatura de hibridacion para la amplificacion del microsatélite D5S111

M T1 T2 T3 C+ C-

Vo’

Nota. Electroforesis en gel de agarosa de 2,5 %. M: marcador molecular, T1, T2y T3
corresponden a una muestra de C. yuracus amplificada con una temperatura de hibridacion de
52 °C, 53 °Cy 54 °C, C+: control positivo, C-: control negativo.

La temperatura de hibridacion determina la estabilidad de la unién entre los cebadores y
sus secuencias complementarias en el ADN molde. Lorenz (2012) menciona que una
temperatura demasiado baja puede facilitar la unién de los cebadores a regiones parcialmente
complementarias y favorecer productos inespecificos, mientras que una temperatura
excesivamente alta puede dificultar la hibridacion y reducir el rendimiento de la reaccion. Por
esta razon, su seleccion debe buscar un equilibrio entre intensidad y especificidad de la
amplificacién (Elnifro et al., 2000).

Aunque la temperatura de 52 °C habia sido reportada previamente para D5S111, en la
muestra evaluada de C. yuracus produjo una sefial de menor intensidad que la observada a 53
°C. Este desplazamiento de un grado con respecto a la condicion bibliografica evidencia que
los parametros publicados no siempre se transfieren de manera exacta entre especies. Las

diferencias en las secuencias flanqueantes del locus, en la calidad del ADN molde o en la
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composicion de la mezcla pueden modificar la eficiencia con la que los cebadores se unen a la
secuencia objetivo.

AP74

Concentracion de Magnesio

En la Figura 3 se observan los resultados obtenidos durante la evaluacion de las
concentraciones de MgCl, para el microsatélite AP74. Utilizando las condiciones de 1,5y 2,0
mM no se distinguieron productos de amplificacion mientras que con la condicién de 3,0 mM de
MgCl, se observé una banda tenue en el carril CM3 (Figura 3A), localizada en la region
correspondiente al producto esperado. Debido a que la sefial Unicamente fue detectada con la
concentracion de 3,0 mM, esta condicién se repitié para su verificacion (Figura 3B), en este
segundo ensayo se observé nuevamente una sefial, aunque tenue en la muestra de C.
yuracus.

La aparicién del producto Unicamente al incrementar la concentracion de MgCl, indica
gue AP74 presentd un requerimiento de magnesio mayor que D5S111 bajo las condiciones
experimentales utilizadas. ElI Mg interviene como cofactor de la Tagq ADN polimerasa y también
influye en la estabilidad de la union entre los cebadores y el ADN molde. Por esta razon, una
concentracion insuficiente puede disminuir el rendimiento de la reaccion, mientras que
concentraciones elevadas pueden favorecer la obtencion de producto (Elnifro et al., 2000).
Figura 3

Evaluacién de la concentracion de MgCl, para la amplificacién del microsatélite AP74
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Nota. Electroforesis en gel de agarosa al 2,5 %. A. Evaluacién de la concentracion de MgCl.,.
M: marcador molecular, CM1, CM2 y CM3 corresponden a una muestra de C. yuracus
amplificada con una concentraciéon de magnesio de 1,5 mM, 2,0 mM y 3,0 mM, C+: control
positivo; C—: control negativo. B. Verificacion de la condicién seleccionada: M, marcador
molecular; CY, muestra de C. yuracus amplificada con 3,0 mM de MgCl, y una temperatura de
hibridacion de 52 °C.

La observacion de una sefial en dos ensayos independientes respaldé la seleccion de
3,0 MM de MgCl, y 52 °C como condiciones de amplificacion para el microsatélite AP74, debido
a que, dentro de los valores evaluados, permitieron detectar el producto tanto en el ensayo
inicial como en la reaccion de verificacién y que a su vez corresponde con los pardmetros
reportados por Ellsworth y Hoelzer (1998) y Witte y Rogers (1999). Aunque la intensidad de la
banda obtenida en C. yuracus fue menor que la del control positivo, la repeticion de la sefal
bajo las mismas condiciones respaldé su utilizacion en los ensayos posteriores.
Estandarizacion de la amplificacion por PCR duplex de los microsatélites D5S111 y AP74
Evaluacién de la concentracion de Magnesio

Una vez establecidas las condiciones de amplificacién individual de AP74 y D5S111, se
evaluo su integracion en un sistema de PCR duaplex. En una reaccién de este tipo se incorporan

simultdneamente dos pares de cebadores para amplificar dos loci dentro de una misma mezcla,
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lo que permite reducir el volumen de muestra, el consumo de reactivos y el nimero de
reacciones requeridas (Elnifro et al., 2000). Sin embargo, la presencia de mas de un par de
cebadores también incrementa la posibilidad de interacciones entre ellos, formacién de dimeros
y amplificacion preferencial de uno de los productos por lo que las condiciones individuales
deben comprobarse nuevamente en la reaccion conjunta (Bolivar et al., 2014).

La Figura 4 muestra los productos obtenidos durante la evaluacion de concentraciones
de MgCl, de 2,0, 2,5y 3,0 mM para el sistema duplex AP74-D5S111, utilizando una
temperatura de hibridacion de 53 °C, debido a que esta condicién habia producido la banda
mas definida durante la amplificacién individual de D5S111 y se encontraba préxima a los 52
°C utilizados para AP74. Con 2,0 mM de MgCl, se observé una sefial de menor intensidad,
mientras que al incrementar la concentracion a 2,5y 3,0 mM se evidenciaron bandas mas
definidas en la region correspondiente a los productos de amplificacion. Dentro de las
condiciones evaluadas, la concentracion de 3,0 mM permitié conservar sefales visibles en el
sistema duplex y coincidié con la concentracién que habia permitido amplificar individualmente
el microsatélite AP74.

Figura 4
Evaluacién de la concentracion de MgCl, para la amplificacion del sistema diplex AP74—
D5S111

| M 'M'G1 - MG2 MG?. C

B ‘.;:n("'“x,..'_ s .,,:}r;,

)
—J\x;h vars!. s k‘-\ﬂ.s— o

=
g
N d
© ——
——
ey
wi
e



https://www.zotero.org/google-docs/?VC35fs
https://www.zotero.org/google-docs/?LyfFfS

65

Nota. Electroforesis en gel de agarosa al 2,5 %. M: marcador molecular, CM1, CM2 y CM3:
muestra de Cebus yuracus amplificada con concentraciones finales de MgCl, de 2,0; 2,5y 3,0
mM, respectivamente, y una temperatura de hibridacién de 53 °C; C+: control positivo; C-:
control negativo.

La necesidad de utilizar 3,0 mM en el sistema diplex también puede relacionarse con la
incorporacion de cuatro cebadores dentro de la reaccién. En comparacion con una PCR
individual, una PCR muiltiple tiene una mayor cantidad de moléculas que son capaces de
interactuar con el Mg y competir por otros componentes de la mezcla. Elnifro et al. (2000)
sefalan que la optimizacién de una reacciéon multiple puede presentar menor sensibilidad o
amplificaciéon preferencial de determinados blancos, debido a diferencias en la eficiencia de
hibridacion y extensién de cada par de cebadores. Por ello, la concentracién adecuada no
podia definirse Unicamente a partir de los 2,0 mM seleccionados para D5S111, sino que debia
permitir también la amplificacion del locus mas exigente, que en este caso fue AP74.
Evaluacién de la temperatura de hibridacion

Después de seleccionar 3,0 mM de MgCl,, se evaluaron temperaturas de hibridacion de
52 °C, 53 °Cy 54 °C para el sistema duplex AP74-D5S111. La temperatura constituye uno de
los parametros mas sensibles de la PCR, debido a que regula la estabilidad de la unién entre
cada cebador y su secuencia complementaria (Bolivar et al., 2014). En una reaccion duplex, la
condicion seleccionada debe permitir que los dos pares de cebadores se unan a sus
respectivos blancos con una eficiencia suficiente, sin favorecer de manera marcada la
amplificacién de un solo locus (Lorenz, 2012).

Como se observa en la Figura 5, a 52 °C y 53 °C se detecté amplificacién en las
muestras evaluadas, sin embargo, las sefiales presentaron menor intensidad y definicion que
las obtenidas a 54 °C. En esta Ultima condicidon se observaron bandas mas intensas y

uniformes tanto en las muestras de Cebus yuracus como en el control positivo. El control
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negativo no presentd productos visibles, por lo que no se detectaron evidencias de
contaminacion en las reacciones evaluadas.

Figura 5

Estandarizacion de la temperatura de hibridacion para la amplificacion del duplex AP74—

D5S111

M T1.°C+ T1 T2 T2 G+ .T3 T3- C+ C

Nota. Electroforesis en gel de agarosa al 2,5 %. M: marcador molecular; T1, T2y T3
corresponden a las dos mismas muestras de C. yuracus amplificadas a 52 °C, 53 °C y 54 °C,
respectivamente, C+: controles positivos correspondientes a cada temperatura; C-: control
negativo.

Las temperaturas de 52 y 53 °C se seleccionaron inicialmente a partir de los ensayos
individuales. AP74 habia amplificado a 52 °C, mientras que D5S111 presento su sefial mas
definida a 53 °C. No obstante, la incorporacion simultanea de ambos pares de cebadores
modificé el comportamiento de la reaccioén. Elnifro et al. (2000) indican que el desempefio de
una PCR multiple depende de que los cebadores presenten eficiencias y temperaturas de
hibridacion compatibles; cuando estas no son idénticas, la condicion final debe establecerse
experimentalmente para reducir la amplificacion preferencial de uno de los blancos.

En consecuencia, se selecciond la temperatura de hibridacion de 54 °C y 3,0 mM de

MgCl, como condiciones finales para la amplificacion del diplex AP74-D5S111, debido a que



67

esta combinacion produjo el mejor desempefio general dentro de las condiciones evaluadas.
Aungue AP74 habia presentado amplificacion individual a 52 °C, el incremento hasta 54 °C
favorecio la intensidad y definicién de los productos en la reaccion conjunta sin impedir su
amplificacién.

Estandarizacion de la amplificacién por PCR duplex de los microsatélites PEPC40 y
PEPC59

Evaluacion de la influencia del DMSO

En la Figura 6 se puede observar la amplificacion de la muestra con los microsatélites
PEPC40 y PEPC59 en presencia y ausencia de DMSO. En la reaccién suplementada con
DMSO se observo amplificacion, sin embargo, las bandas obtenidas en la muestra de C.
yuracus presentaron menor intensidad y no permitieron distinguir ambos productos con la
misma claridad. En contraste, en la reaccion sin DMSO se observaron las bandas mas
definidas tanto en la muestra de C. yuracus como en el control positivo.

Endara Ibarra (2024) probé concentraciones de 3, 4 y 5 % y seleccion6 4 % junto con
una temperatura de hibridacién de 57 °C. Sin embargo, una condicion favorable para una PCR
individual no necesariamente mantiene el mismo efecto al incorporar un segundo par de
cebadores, debido a que la composicion y las interacciones dentro de una PCR mudltiple

cambian con respecto a una reaccién simplex (Elnifro et al., 2000).
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Figura 6

Comparacioén de la amplificacion del duplex PEPC40—-PEPC59 con y sin DMSO

M CD C+ SD C+ C-
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Nota. Electroforesis en gel de agarosa de 2,5 %, M: marcador molecular; CD: muestra de
Cebus yuracus amplificada con 3 % de DMSO, SD: muestra de C. yuracus amplificada sin
DMSO; C+ repetido bajo las condiciones de las muestras respectivamente.

Por esta razon, la menor definicion observada con 3 % de DMSO no contradice los
resultados obtenidos previamente para PEPC40, sino que demuestra que la utilidad de un
aditivo debe comprobarse nuevamente al conformar un sistema duplex. En las condiciones del
presente estudio, el DMSO no mejoré la amplificacion simultanea de PEPC40 y PEPC59 y su
retiro favorecio la diferenciacion de ambos productos.

En cuanto a la temperatura se hizo bajo las condiciones de PEPC40 quien requeria su
temperatura de hibridacién a 57 °C, pues temperaturas menores presentaban bandas
inespecificas (Endara, 2024). Para PEPC59 no fue necesario realizar ensayos adicionales de
optimizacion y se conservo una temperatura de hibridacién de 55 °C. En cambio, PEPC40
presentd productos inespecificos bajo las condiciones iniciales, por lo que Endara Ibarra (2024)
establecio una temperatura de 57 °C y la incorporacién de DMSO al 4 %, condiciones que
redujeron la formacién de estructuras secundarias y bandas inespecificas, sin embargo como

se observa en esta reaccién duplex al retirar el uso del DMSO se logran ver bandas claras en la
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muestra como en el control, el DMSO se utiliza en PCR porque actlia como agente
desnaturalizante y disminuye la estabilidad de las estructuras secundarias formadas por el
ADN, este efecto puede facilitar la separacion de las cadenas y favorecer la amplificacion de
regiones que presentan estructuras dificiles de desnaturalizar (Lorenz, 2012). No obstante, el
DMSO no siempre mejora el rendimiento de la PCR. Concentraciones superiores al 2 %
pueden disminuir parcialmente la actividad de la Taq ADN polimerasa y requerir ajustes en la
cantidad de enzima utilizada (Lorenz, 2012).
Estandarizacion de la amplificacién por PCR del microsatélite CEBO7

La amplificacion del microsatélite Ceb07 se obtuvo satisfactoriamente mediante la
aplicacion directa de las condiciones descritas por Muniz y Vigilant (2008). Como se observa en
la Figura 7, las dos muestras de C. yuracus y el control positivo presentaron bandas claras y
definidas, ubicadas en una regién de migracion similar. No se observaron productos
inespecificos evidentes ni amplificacion en el control negativo. Por lo tanto, no fue necesario
realizar gradientes adicionales de temperatura de hibridacion, MgCl, u otros componentes de la
mezcla de reaccion. Estos resultados evidenciaron la transferibilidad del marcador entre
especies del género Cebus bajo las condiciones evaluadas.
Figura 7

Verificacion de las condiciones de amplificacion del microsatélite Ceb07 en Cebus yuracus
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Nota. Electroforesis en gel de agarosa al 2,5 %. M: marcador molecular; S1y S2: muestras de
Cebus yuracus; C+: control positivo; C-: control negativo. Las muestras y el control positivo
presentaron bandas claras y definidas, sin productos inespecificos evidentes, mientras que el
control negativo no mostro amplificacion.
Optimizacién de la electroforesis en poliacrilamida

La Figura 8 muestra el patrén de migracion de dos marcadores de peso molecular en
geles de poliacrilamida no desnaturalizante al 8, 10y 12 %. Estas concentraciones se
evaluaron con el propoésito de seleccionar una matriz que permitiera separar los productos de
los cinco microsatélites, cuyos tamafos esperados abarcaban aproximadamente desde 110
hasta 321 pb. Dentro de este intervalo, AP74, D5S111 y Ceb07 se encontraban principalmente
entre 100 y 200 pb, mientras que PEPC40 y PEPC59 presentaban productos de mayor tamarnio.
Figura 8

Evaluacién de la concentracion del gel de poliacrilamida no desnaturalizante
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Nota. Patron de migracién del marcador molecular en geles de poliacrilamida no
desnaturalizante preparados a diferentes concentraciones. A. Gel al 8 % con el marcador
GeneRuler 1000 pb de Thermo Fisher; By C corresponden a un gelal 10 %y 12 %

respectivamente con el marcador Opti-DNA de 100 pb ABM
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La concentracion de poliacrilamida determina el tamafio de los poros de la matriz. Al
incrementar la proporcidn de acrilamida se forman poros mas pequefos, lo que reduce la
velocidad de migracion y favorece la separacion de fragmentos pequefios; por el contrario, los
geles de menor concentracién poseen poros mas amplios y permiten un desplazamiento mas
rapido de fragmentos de mayor tamafio (Thermo Fisher Scientific, 2012). En el gel al 8 % se
observo una mayor migracién de los fragmentos. Sin embargo, bajo las condiciones
ensayadas, la distribucion del marcador no proporciondé la separacion mas conveniente en la
regién comprendida entre 100 y 200 pb, intervalo en el que se encontraban tres de los
microsatélites evaluados. Aunque los geles no desnaturalizantes al 8 % pueden separar un
intervalo amplio de aproximadamente 60—400 pb, su mayor tamafio de poro puede ofrecer una
menor discriminacion entre fragmentos pequefios y de tamafios proximos dentro de ese rango
(Thermo Fisher Scientific, 2012)

El gel al 12 % presentd una mayor retenciéon de los fragmentos y requirié un tiempo
superior de electroforesis para alcanzar una migracién comparable. Ademas, su menor tamafio
de poro limit6 el desplazamiento de los fragmentos de mayor tamafio dentro del intervalo
evaluado. En contraste, el gel al 10 % mostr6 una distribucidon mas equilibrada del marcador,
con una separacion visible entre los fragmentos del intervalo de interés y un tiempo de corrida
menor que el requerido por el gel al 12 %. En consecuencia, se selecciond la concentracién de
poliacrilamida no desnaturalizante al 10 % para la separaciéon posterior de los productos de los
microsatélites, debido a que representd el mejor equilibrio entre resolucién, intervalo de
separacion y duracion de la electroforesis dentro de las condiciones evaluadas.

La seleccion de poliacrilamida también fue adecuada para el andlisis de microsatélites,
debido a que sus alelos pueden diferenciarse por un nimero reducido de pares de bases. La
electroforesis en agarosa puede resultar insuficiente para distinguir fragmentos microsatélites
de tamafios préximos, lo que justifica el uso de poliacrilamida como una matriz de mayor

resolucion (Kulibaba & Liashenko, 2016). Sin embargo, al tratarse de un gel no
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desnaturalizante, la lectura debia realizarse con cautela, ya que los productos de microsatélites
pueden formar heterodlplex y otras estructuras secundarias capaces de modificar su movilidad
y originar bandas adicionales (Kulibaba & Liashenko, 2016).
Evaluacién de la amplificacion del duplex AP74y D5S111 en las muestras de Cebus
yuracus

La Figura 9 muestra los productos obtenidos durante la evaluacién del sistema duplex
AP74-D5S111 en 29 muestras no invasivas de C. yuracus descritas en la Tabla 1, en la cual se
observaron diferencias en la intensidad y definicion de las bandas entre las muestras
analizadas. Algunas presentaron productos claramente visibles, mientras que en otras no se
detectd una sefial suficientemente definida para continuar con la genotipificacion.
Figura 9

Evaluacién de la amplificacion del duplex AP74-D5S111 en muestras de Cebus yuracus
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Nota. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10 %. A. Muestras 1-7; B. muestras 8-15; C.
muestras 16-22; D. muestras 23—-29. M: marcador molecular; 1-29: numeracién
correspondiente a las muestras descritas en la Tabla 1; C+: control positivo; C—: control

negativo.
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La variacion observada era posible debido a la naturaleza no invasiva del material
bioldgico, ya que las muestras de heces suelen contener una cantidad reducida de células del
organismo y, en consecuencia, una menor proporcién de ADN enddgeno que las muestras
obtenidas a partir de sangre o tejido (Inoue, 2015). Ademas, la exposicidn previa a condiciones
ambientales, el tiempo transcurrido antes de la conservacion y el almacenamiento pueden
afectar la integridad del ADN y generar diferencias entre muestras recolectadas bajo un mismo
procedimiento (Waits & Paetkau, 2005). En las muestras fecales pueden permanecer
compuestos capaces de interferir con la PCR como polisacéridos complejos que pueden inhibir
la actividad de la ADN polimerasa y reducir o impedir la formacion del producto de amplificacion
(Monteiro et al., 1997). Por ello, la ausencia de una banda definida en determinadas muestras
no demuestra que los loci AP74 o D5S111 estuvieran ausentes en esos individuos, sino que
indica que el ADN disponible no produjo una sefal interpretable bajo las condiciones aplicadas.

De las 29 muestras evaluadas, 16 presentaron amplificacién de las cuales 12
corresponden a individuos de Misahualli y 4 del centro de rescate, las cuales ademas fueron
seleccionadas para el analisis posterior en geles de poliacrilamida. Las muestras amplificadas
correspondieron a los cédigos MI-001, MI-002, MI-003, MI-004, MI-005, MI-006, MI-007, MI-
008, MI-010, MI-012, MI-014, FD-103, PM-034-D, PM-003-F, PM-012-D y PM-011-D. Este
resultado representa una tasa de amplificacion del 55,17 % para el sistema duplex bajo las
condiciones evaluadas.

Los controles positivos mostraron productos de amplificacion, mientras que los controles
negativos no presentaron sefiales evidentes, lo que permitié descartar contaminacién en las
reacciones. Las muestras seleccionadas fueron posteriormente analizadas mediante
electroforesis en poliacrilamida para obtener una mayor resolucion de los fragmentos y realizar
la asignacion aproximada de los alelos de cada locus.

La amplificacion de microsatélites a partir de material no invasivo es viable, pero

requiere controles estrictos porque una baja cantidad de ADN puede incrementar el riesgo de
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fallos de amplificacion y pérdida de uno de los alelos de un individuo heterocigoto (Waits &
Paetkau, 2005). En estudios con capuchinos silvestres, Muniz y Vigilant (2008) utilizaron
muestras fecales para genotipificar microsatélites, pero acompafaron el procedimiento con
métodos controlados de conservacién, extraccion y cuantificacion del ADN, por lo que se puede
concluir que las muestras de origen fecal son utiles. Sin embargo, los resultados de
amplificacién pueden variar debido a las diferencias en los loci, la especie, la calidad de las
muestras y los procedimientos de analisis.
Evaluaciéon de la amplificacion del duplex PEPC40 y PEPC59 en las muestras de Cebus
yuracus

La Figura 10 muestra los productos obtenidos durante la evaluacién del sistema duplex
PEPC40-PEPC59 en 29 colectas fecales no invasivas de Cebus yuracus, descritas en la Tabla
1. De este total, 22 colectas procedian de Misahualli y pertenecian a 13 individuos, debido a
gue algunos contaban con dos o tres muestras fecales recolectadas en momentos diferentes.
Las siete colectas restantes correspondian al centro de rescate y representaban a siete
individuos distintos, ya que en este grupo se disponia de una sola muestra por individuo. En
conjunto, las 29 colectas analizadas representaron a 20 individuos.
Figura 10

Evaluacién de la amplificacion del duplex PEPC40 y PEPC59 en muestras de Cebus yuracus
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Nota. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10 %. A. Muestras 1-7; B. muestras 8-15; C.
muestras 16—22; D. muestras 23—29. M: marcador molecular; 1-29: numeracion
correspondiente a las muestras descritas en la Tabla 1; C+: control positivo; C-: control
negativo.

La intensidad y definicién de las bandas variaron entre las colectas evaluadas. En
algunas se observaron productos de amplificacion claramente definidos, mientras que en otras
las sefales fueron tenues o no permitieron reconocer un patron suficientemente claro para
continuar con la genotipificacion. Esta variacion también se presento entre colectas
pertenecientes a un mismo individuo. De las 29 colectas analizadas, 20 presentaron una sefal
compatible con la amplificacion del sistema duplex, lo que corresponde a una tasa de
amplificacién del 68,97 %. Cabe aclarar que cuando existia mas de una colecta amplificada
para el mismo individuo, se seleccioné aquella que presentd las bandas de mayor intensidad y
definicion.

En las muestras fecales, la cantidad de células del hospedador no es uniforme y el ADN
puede encontrarse degradado o acompafado de sustancias capaces de interferir con la PCR,
entre ellas sales biliares y polisacaridos complejos (Goossens et al., 2000). Esto explica por
gué dos colectas pertenecientes al mismo individuo pueden generar bandas con diferente
intensidad. Por esa razdn, una sefial débil o ausente en una colecta no permite concluir que el
individuo carezca del locus analizado.

Seleccidén de las colectas para la genotipificacion

Debido a que algunos individuos de Misahualli contaban con mas de una colecta fecal,
estas muestras no fueron consideradas unidades independientes. Las colectas disponibles
para un mismo individuo se compararon con el propdsito de seleccionar la que presentara el
patron mas adecuado para la genotipificacion. Para cada individuo y protocolo de PCR para los
cinco microsatélites se selecciond la colecta que present6 bandas de mayor definicion y

reproducibilidad, sin productos inespecificos que pudieran dificultar la interpretacion. La
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muestra seleccionada fue utilizada en las corridas finales de poliacrilamida para la asignacion

aproximada de los tamafios alélicos, mientras que las colectas restantes no fueron incluidas.

En el caso del microsatélite Ceb07, la evaluacion de la amplificacién se realizé

directamente en gel de poliacrilamida. Eso quiere decir que la seleccion de la colectay la

lectura de los alelos se efectuaron a partir de las mismas corridas, siempre que el patrén

obtenido permitiera distinguir claramente las bandas correspondientes. Las colectas

seleccionadas para cada individuo y sistema se presentan en la Tabla 18.

Tabla 18

Colectas seleccionadas para la genotipificacion de los microsatélites

Numeracion Poblacién PEPC40-PEPC59 AP74-D5S111 Ceb07
1 Misahualli MI-001-E MI-001-E MI-001-E
Misahualli MI-002-E MI-002-E MI-002-E
Misahualli MI-004-D MI-005-E MI-003-D
4 Misahualli MI-005-F MI-007-D MI-005-D
5 Misahualli MI-006-D MI-006-D MI-006-D
6 Misahualli MI-007-D MI-008-D MI-007-E
7 Misahualli MI-008-D MI-010-E MI-008-D
8 Misahualli MI-009-D MI-012-D MI-010-E
9 Misahualli MI-010-E FD-103 MI-012-D
10 Misahualli MI-012-D MI-003-D MI-014-D
11 Misahualli MI-014-D MI-014-D FD-103
12 Misahualli MI-004-E
13 Centro de PM-003-F PM-003-F
PM-003-F
rescate
14 Centro de PM-004-D PM-004-D
PM-004-D
rescate
15 Centro de PM-011-D PM-011-D
PM-011-D

rescate
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Numeracion Poblacion PEPC40-PEPC59 AP74-D5S111 Ceb07
16 Centro de PM-012-D
PM-034-D
rescate
17 Centro de PM-029-D
PM-034-D
rescate

Nota. Las letras D, E y F corresponden a colectas fecales diferentes pertenecientes a un mismo
individuo.
Genotipificaciéon y caracterizacion de los alelos

Una vez seleccionada una colecta representativa por individuo, los productos de
amplificacion fueron separados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida no
desnaturalizante al 10 %. Los carriles se identificaron mediante cédigos numéricos abreviados,
cuya correspondencia con el individuo se presenta en la Tabla 19. La asignacion de los alelos
se realizé mediante la comparacion de la posicion de las bandas con los fragmentos del
marcador molecular. Debido a que la lectura se efectud visualmente en geles de poliacrilamida
no desnaturalizante, los valores obtenidos corresponden a estimaciones aproximadas del
tamafo de los alelos y no a una determinacién exacta de la longitud de los fragmentos.
Tabla 19

Genotipos estimados a partir de la corrida del sistema duplex PEPC40 y PEPC59

PEPC40 PEPC40 PEPC59 PEPC59

Individuo
alelo 1 alelo 2 alelo 1 alelo 2
MI-001 223 231 280 300
MI-002 0 0 282 310
MI-004 0 0 280 300
MI-005 231 237 294 294
MI-006 0 0 292 310
MI-007 221 233 282 310
MI-008 223 237 292 292
MI-009 221 233 300 300

MI-010 221 233 284 300
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PEPC40 PEPC40 PEPC59 PEPC59

Individuo
alelo 1 alelo 2 alelo 1 alelo 2

MI-012 233 233 292 292

MI-014 233 233 292 292
PM-003-F 221 221 300 300
PM-004-D 223 223 282 282
PM-012-D 221 231 292 310
PM-029-D 223 223 292 310
PM-011-D 221 233 282 310

Este criterio fue necesario porque la amplificacién de microsatélites puede generar
productos adicionales, como bandas stutter, heterodlplex y homoduplex no lineales, que
pueden confundirse con alelos verdaderos durante la lectura en geles de poliacrilamida no
desnaturalizante (Kulibaba & Liashenko, 2016).

PCR duplex PEPC40y PEPC59

La Figura 11 muestra los patrones obtenidos para el sistema duplex PEPC40—-PEPC59
en las colectas seleccionadas. La definicion de los productos permitié estimar los tamafios
alélicos de ambos loci en la mayoria de los individuos. Sin embargo, el éxito de la
genotipificacion no fue igual para los dos microsatélites, pese a que se amplificaron dentro de
una misma reaccion.

Figura 11

Genotipificacion del sistema diplex PEPC40 y PEPC59 en las muestras seleccionadas
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Nota. Electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 10 %. M: marcador
molecular; A. representa las muestras de 1-7 y B. las muestras de la 8—16 seleccionadas para
la genotipificacion, cuya correspondencia con los cédigos de los individuos y las colectas se
presenta en la Tabla 18, C+: control positivo.

En los individuos MI-002, MI-004 y MI-006 se obtuvo un patrén interpretable para
PEPC59, pero no fue posible confirmar las bandas correspondientes a PEPC40. Estos casos
fueron registrados como genotipos incompletos para PEPC40 y excluidos Unicamente de los
andlisis de ese locus. La amplificacion de PEPC59 en las mismas reacciones indico que la
ausencia de un genotipo para PEPC40 no corresponde necesariamente a una falla total de la
PCR, sino que pudo relacionarse con diferencias en la eficiencia de amplificacién entre los dos
marcadores.

Una de las explicaciones posibles para la falta de amplificacién de un locus es la
presencia de alelos nulos, los cuales pueden originarse por cambios en las regiones de unién
de los cebadores e impedir la amplificacién de uno de los alelos (Chapuis & Estoup, 2007),
pero también la cantidad limitada de ADN, la pérdida alélica o la amplificacién preferencial de

PEPC59 dentro del sistema duplex podrian producir un patron semejante.
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PCR dlplex D5S111 y AP74

Las Figuras 12 y 13 muestran los patrones electroforéticos obtenidos para el sistema ddplex
AP74-D5S111 en los 16 individuos seleccionados. La comparacion de la posicion de las
bandas con el marcador molecular permitié estimar los tamafios alélicos y establecer los
genotipos presentados en la Tabla 20. El éxito de la genotipificacion fue diferente entre los dos
microsatélites. Para D5S111 se obtuvieron genotipos interpretables en los 16 individuos
analizados. En cambio, para AP74 fue posible asignar genotipos completos en 11 individuos.
Figura 12

Genotipificacion del sistema duplex AP74-D5S111 en las muestras seleccionadas
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Nota. Electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 10 %. M: marcador
molecular; 1-7: muestras seleccionadas para la genotipificacion, cuya correspondencia con los

cédigos de los individuos y las colectas se presenta en la Tabla 18, C+: control positivo.



Figura 13

Genotipificacion del sistema duplex AP74-D5S111 en las muestras seleccionadas

Nota. Electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 10 %. M: marcador
molecular; 8—-16: muestras seleccionadas para la genotipificacion, cuya correspondencia con
los cédigos de los individuos y las colectas se presenta en la Tabla 18, C+: control positivo.
Tabla 20

Genotipos estimados a partir de la corrida del sistema duplex D5S111 y AP74

Individuo D5S111 D5S111 AP74 AP74

alelo 1 alelo 2 alelo 1 alelo 2

MI-001 167 173 0 0
MI-002 167 173 0 0
MI-003 158 158 146 146
MI-004 173 173 142 142
MI-005 167 173 154 154
MI-006 158 167 142 152
MI-007 158 173 0 0
MI-008 167 177 0 0
MI-010 167 177 156 156
MI-012 167 173 0 0
MI-014 173 173 142 142
FD-103 158 158 146 146
PM-034-D 167 167 142 146

PM-003-F 177 177 142 146

81
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Individuo D5S111 D5S111 AP74 AP74
alelol alelo2 alelol alelo 2

PM-004-D 167 167 142 146

PM-011-D 167 167 146 146

La menor recuperacién de AP74 fue coherente con su comportamiento durante la etapa
de estandarizacion, en la que este microsatélite presentd una amplificacion mas débil que
D5S111. Esta diferencia indica que, aunque ambos loci fueron incluidos en la misma reaccién
duplex, no necesariamente presentaron la misma eficiencia de amplificacion. En una PCR
multiple puede producirse una amplificacion preferencial de uno de los loci cuando existen
diferencias en la afinidad de los cebadores, la concentracion del ADN molde o la eficiencia de
formacion de cada producto (Elnifro et al., 2000).

Los resultados no confirmados de AP74 fueron tratados como datos faltantes. Una
banda ausente o poco definida puede estar relacionada con una cantidad limitada de ADN,
pérdida alélica o menor eficiencia de amplificacion del locus. Aunque los alelos nulos también
pueden impedir la amplificacion cuando existen variaciones en la regién de unién de los
cebadores (Chapuis & Estoup, 2007), su presencia no puede confirmarse Unicamente a partir
de la ausencia de bandas en el gel.

PCR simplex CEBO7

Debido al volumen final reducido de la reaccion de PCR, establecido con un volumen de
12,5 pL, la evaluacion de la amplificacién del microsatélite Ceb07 se realiz6 directamente
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 10 %. Esta
concentracion permitié conservar el producto disponible y efectuar, dentro de las mismas
corridas, tanto la seleccién de las colectas como la estimacion aproximada de los tamafios

alélicos (Tabla 21).
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Tabla 21

Genotipos estimados a partir de la PCR para el microsatélite CEBO7

individuo CEBO7 CEBO7

alelo 1 alelo 2
MI-001 130 130
MI-002 118 126
MI-003 110 110
MI-005 118 130
MI-006 118 130
MI-007 130 138
MI-008 130 130
MI-010 118 130
MI-012 118 118
MI-014 118 118
FD-103 110 110
PM-003-F 126 126
PM-004-D 118 130
PM-011-D 130 130

Nota. Los tamafios alélicos se expresan en pares de bases y corresponden a estimaciones
aproximadas obtenidas mediante comparacion con el marcador molecular.

La Figura 14 muestra los patrones obtenidos en las 29 colectas fecales evaluadas. Las
flechas sefalan aquellas que presentaron bandas suficientemente definidas para continuar con
la asignacion de genotipos. Cuando existia mas de una colecta del mismo individuo, se
conservo la que proporcioné el patrébn més claro, sin considerar las colectas restantes como

unidades bioldgicas independientes.



84

Figura 14

Seleccidn de muestras y genotipificacion del microsatélite Ceb07 en Cebus yuracus

M 1
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Nota. Electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 10 %. A. Muestras 1-7, B.
muestras 16—-22, C. muestras 8-15, D. muestras 23-29. M: marcador molecular. 1-29:
numeracion correspondiente a las muestras descritas en la Tabla 1, C+: control positivo; C-:
control negativo. Las flechas rojas indican las muestras seleccionadas para la genotipificacion,
debido a que presentaron bandas definidas e interpretables.

A partir de esta evaluacién se obtuvieron genotipos interpretables para 14 individuos,
correspondientes a 11 ejemplares de Misahualli y tres del centro de rescate. Este resultado
representa una recuperacion de genotipos del 70 % respecto de los 20 individuos considerados
inicialmente. Ceb07 fue desarrollado originalmente para Cebus capucinus y corresponde a un
microsatélite tetranucleotidico con una repeticién de tipo (AGAT),, (Muniz & Vigilant, 2008). La
obtencion de genotipos en C. yuracus aporta evidencia de que las regiones flanqueantes
reconocidas por sus cebadores se encuentran suficientemente conservadas para permitir la
amplificacion interespecifica. En los individuos analizados se identificaron cinco clases alélicas

aproximadas y que concuerdan con el rango establecido por Muniz y Vigilant (2008) quienes
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reportaron originalmente cuatro alelos entre 119 y 135 pb para Ceb07 en C. capucinus. Aunque
algunos de los valores obtenidos en el presente estudio quedaron fuera de ese intervalo, esta
diferencia no permite afirmar que se hayan identificado alelos nuevos en C. yuracus.

El nimero de individuos genotipados vario entre microsatélites debido a las diferencias
en el éxito de amplificacion. Los individuos que no presentaron amplificacién en un locus fueron
excluidos Unicamente del andlisis correspondiente a dicho microsatélite. Sin embargo, el
individuo PM-026-D que no present6 genotipos interpretables en ninguno de los loci fue
excluido de la matriz utilizada para los andlisis genéticos.

Frecuencias alélicas

Las frecuencias alélicas obtenidas para cada locus se presentan de manera detallada
en la Tabla 22, mientras que la Figura 15 permite comparar visualmente su distribucién entre
los grupos de Misahualli y el centro de rescate. En términos generales, el grafico muestra que
las frecuencias no se distribuyeron de manera uniforme entre los alelos ni entre los loci.
Misahualli presenté un mayor nimero de variantes alélicas observadas, mientras que en el
centro de rescate algunos loci estuvieron representados por uno o dos alelos con frecuencias
relativamente elevadas. Este patron fue especialmente evidente en D5S111, donde el alelo de
167 pb alcanz6 una frecuencia de 0,750 en el centro de rescate, mientras que para el locus
AP74 se observaron los alelos de 142 y 146 pb en este grupo.

Tabla 22

Frecuencias alélicas entre poblaciones

Locus Alelo (pb)  Misahualli Centro de rescate
221 0,188 0,400
223 0,125 0,400
PEPC40 231 0,125 0,100
233 0,438 0,100

237 0,125 0,000
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Locus Alelo (pb)  Misahualli Centro de rescate

280 0,091 0,000

282 0,091 0,300

284 0,045 0,000

PEPC59 292 0,318 0,200
294 0,091 0,000

300 0,227 0,200

310 0,136 0,300

158 0,250 0,000

DES111 167 0,292 0,750
173 0,375 0,000

177 0,083 0,250

142 0,500 0,375

146 0,143 0,625

AP74 152 0,071 0,000
154 0,143 0,000

156 0,143 0,000

110 0,182 0,000

118 0,364 0,167

CEBO7 126 0,045 0,333
130 0,364 0,500

138 0,045 0,000

Nota. Las frecuencias se calcularon considerando Unicamente los individuos con genotipos
interpretables para cada locus. El valor 0,000 indica que el alelo no fue observado en el grupo
analizado.

Figura 15

Frecuencias alélicas de los cinco microsatélites en los grupos de Misahualli y el centro de

rescate
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Nota. Los tamafios alélicos corresponden a estimaciones aproximadas obtenidas mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante. La ausencia de una barra indica que
el alelo no fue observado en el grupo correspondiente.

En el caso del microsatélite PEPC59, este present6 el mayor numero de alelos, con
siete clases alélicas. PEPC40, AP74 y Ceb07 presentaron cinco alelos cada uno, mientras que
en D5S111 se registraron cuatro. En PEPCA40, el alelo estimado de 233 pb presento la mayor
frecuencia en Misahualli, con 0,438. En el centro de rescate, los alelos de 221y 223 pb
alcanzaron las frecuencias mas elevadas, con 0,400 cada uno. El alelo de 237 pb Unicamente
fue observado en Misahualli dentro del conjunto analizado.

El nimero de variantes encontrado para PEPCA40 fue ligeramente superior al registrado
originalmente por Escobar-Paramo (2000), quien report6 cuatro alelos para este microsatélite

en 30 individuos de Cebus apella. Sin embargo, esta diferencia no permite concluir que C.
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yuracus presente una diversidad genética mayor en este locus, debido a que los estudios
evaluaron especies, tamafios muestrales y métodos de estimacion alélica diferentes.

El microsatélite PEPC59 fue el que presenté un mayor nimero de variantes alélicas, en
Misahualli el alelo de 292 pb presentd la frecuencia mas elevada, con 0,318, mientras que, en
el centro de rescate, los alelos de 282 y 310 pb mostraron las mayores frecuencias, con 0,300
cada uno. Los alelos estimados de 280, 284 y 294 pb fueron observados Unicamente en
Misahualli. Escobar-Paramo (2000) también reporto siete alelos para PEPC59 en 71 individuos
de C. apella. La coincidencia en el nUmero de variantes respalda el caracter polimérfico de este
microsatélite en capuchinos. No obstante, esto no significa que en ambos estudios se hayan
identificado exactamente los mismos alelos, debido a las diferencias entre las especies
analizadas y las técnicas utilizadas para determinar el tamafio de los fragmentos.

En D5S111 se registraron cuatro clases alélicas estimadas. El alelo de 173 pb fue el
mas frecuente en Misahualli, con 0,375. En el centro de rescate predominé el alelo de 167 pb,
con una frecuencia de 0,750. Esta frecuencia elevada debe interpretarse con cautela, debido a
gue en este grupo el calculo se realizé Gnicamente con cuatro individuos. Por tanto, seis de las
ocho copias alélicas correspondieron al alelo de 167 pb. Los alelos de 158 y 173 pb no fueron
observados en el centro de rescate, sin embargo, esta ausencia no permite afirmar que dichos
alelos no estén presentes en otros individuos de esa procedencia, porque el tamafo reducido
de la muestra disminuye la probabilidad de detectar variantes de baja frecuencia.

Para AP74 se identificaron cinco alelos en Misahualli. El alelo estimado de 142 pb
presento la mayor frecuencia, con 0,500. Los alelos de 146, 154 y 156 pb mostraron una
frecuencia de 0,143 cada uno, mientras que el alelo de 152 pb presenté la frecuencia mas baja,
con 0,071. En el centro de rescate Unicamente se observaron los alelos de 142 y 146 pb,
dentro de este grupo, el alelo de 146 pb fue el méas frecuente, con 0,625, mientras que el alelo
de 142 pb present6 una frecuencia de 0,375. Este resultado se obtuvo a partir de cuatro

individuos, equivalentes a ocho copias alélicas. La amplificacién y la variacion observadas para
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AP74 respaldan su utilidad como marcador polimérfico en los individuos de Cebus yuracus
analizados como lo describié Cortés-Ortiz et al. (2010) y Ruiz-Garcia et al. (2007). La
amplificacién interespecifica de microsatélites depende de que las regiones flanqueantes
reconocidas por los cebadores se encuentren suficientemente conservadas entre las especies,
aungue su transferibilidad debe comprobarse experimentalmente en cada caso.

En Ceb07 se identificaron cinco clases alélicas, para la poblacién de Misahualli, los
alelos de 118 y 130 pb presentaron las mayores frecuencias con 0,364 cada uno. En el centro
de rescate, el alelo de 130 pb alcanz6 una frecuencia de 0,500, seguido del alelo de 126 pb,
con 0,333. Las frecuencias de Ceb07 en el centro de rescate se calcularon con tres individuos,
equivalentes a seis copias alélicas. Por ello, la presencia de una sola copia produjo una
frecuencia aproximada de 0,167, lo que demuestra que los valores obtenidos son sensibles a la
incorporacion o exclusién de pocos individuos. Muniz y Vigilant (2008) reportaron cuatro alelos
para Ceb07, con tamafios comprendidos entre 119 y 135 pb, en 187 individuos silvestres de
Cebus capucinus, mientras que con el uso de electroforesis en gel de poliacrilamida se
identificaron cinco clases alélicas para nuestra poblacién muestreada, aproximadas entre 110 y
138 pb. Sin embargo, esta diferencia no puede interpretarse como la identificacién de alelos
nuevos en C. yuracus, porque el estudio original utilizé electroforesis capilar en un
secuenciador automatico ABI PRISM 3100. Los tamarios alélicos se estimaron mediante
comparacion con el estandar interno HD400 marcado con ROX, compuesto por fragmentos de
tamano conocido que permiten determinar la longitud de los alelos en pares de bases.

Al comparar los dos grupos de muestreo se observo que todos los alelos detectados en
el centro de rescate también estuvieron presentes en Misahualli. En cambio, varios alelos de
Misahualli fueron observados Unicamente ahi, en el caso del alelo 237 pb en PEPC40, el alelo
280, 284 y 294 pb en PEPC59, el alelo 158 y 173 pb en D5S111, el alelo 152, 154 y 156 pb en
AP74 vy finalmente los alelos 110 y 138 pb en Ceb07. Este patrén indica que los dos grupos

compartieron una parte importante de las variantes detectadas, mientras que Misahualli
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presenté un mayor niumero de alelos dentro del conjunto analizado. Sin embargo, no permite
establecer que los individuos del centro de rescate no procedan de Misahualli ni confirmar una
relacion genética directa entre ambos grupos. Para evaluar esta posibilidad seria necesario
ampliar el nUmero de individuos y aplicar andlisis especificos de diferenciacion y estructura
genética (Pritchard et al., 2000).

La mayor cantidad de variantes registrada en Misahualli también puede estar influida
por el mayor tamafio muestral. Cuando se analiza un numero superior de individuos aumenta la
posibilidad de detectar alelos de baja frecuencia que pueden no aparecer en un grupo
pequefio. La riqueza alélica mediante rarefaccion permite ajustar estas comparaciones a un
tamafio muestral coman (Solérzano-Garcia et al., 2021). Debido a que este procedimiento no
fue aplicado, las diferencias en el numero de alelos fueron interpretadas Unicamente de manera
descriptiva. También debe considerarse que los tamarfios alélicos estimados no coincidieron
completamente con los intervalos descritos en las especies de origen de los marcadores. Las
diferencias entre especies pueden estar relacionadas con variaciones en la region repetitiva y
en las secuencias flanqueantes de los microsatélites (Clisson et al., 2000).

Diversidad genética y heterocigosidad

La Tabla 23 presenta los parametros de diversidad genética obtenidos para los cinco
microsatélites en los grupos de Misahualli y del centro de rescate. La Figura 16 permite
visualizar las diferencias entre la heterocigosidad observada y esperada para cada locus. La
heterocigosidad observada representa la proporcion de individuos heterocigotos identificados
en las muestras, mientras que la heterocigosidad esperada expresa la proporcion de
heterocigotos que se esperaria a partir de las frecuencias alélicas bajo apareamiento aleatorio.
Debido al tamafio reducido y variable de los grupos, también se incluy6 la heterocigosidad
esperada no sesgada, que incorpora una correccion por el nimero de individuos genotipados

(Peakall & Smouse, 2012).



Tabla 23

Pardmetros de diversidad genética por locus en los grupos poblacionales
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Grupo de
Locus N Ho He uHe FIS I
muestreo
Misahualli PEPC40 8 0,750 0,727 0,775 -0,032 1,455
Misahualli PEPC59 11 0,545 0,802 0,840 0,320 1,767
Misahualli D5S111 12 0,667 0,705 0,736 0,054 1,281
Misahualli AP74 7 0,143 0,684 0,736 0,791 1,369
Misahualli Ceb07 11 0,455 0,698 0,732 0,349 1,327
Misahualli 0,512 + 0,723 + 0,764 + 0,296 + 1,440 +
promedio + EE 0,105 0,021 0,021 0,144 0,087
Centro de
PEPC40 5 0,400 0,660 0,733 0,394 1,194
rescate
Centro de
PEPC59 5 0,600 0,740 0,822 0,189 1,366
rescate
Centro de
D5S111 4 0,000 0,375 0,429 1,000 0,562
rescate
Centro de
AP74 4 0,750 0,469 0,536 -0,600 0,662
rescate
Centro de
Ceb07 3 0,333 0,611 0,733 0,455 1,011
rescate
Centro de
0,417 + 0,571 + 0,651 + 0,288+ 0,959 +
rescate — —

0,128 0,066 0,073 0,259 0,153

promedio + EE

Nota. N = numero de individuos genotipados, Ho = heterocigosidad observada, He =
heterocigosidad esperada, uHe = heterocigosidad esperada no sesgada, corregida por el
tamafo muestral; F = indice de fijacion intragrupal, equivalente a FIS, donde los valores
positivos indican déficit de heterocigotos y los valores negativos indican exceso de
heterocigotos; | = indice de informacion de Shannon; EE = error estandar. Los valores se

obtuvieron mediante GenAlEX.
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En términos generales, Misahualli presento valores promedio superiores a los del centro
de rescate. La heterocigosidad observada promedio fue de 0,512 + 0,105 en Misahualli y de
0,417 £ 0,128 en el centro de rescate. De manera similar, la heterocigosidad esperada fue de
0,723 £0,021y 0,571 + 0,066, respectivamente. La heterocigosidad esperada no sesgada
mantuvo este patrén, con promedios de 0,764 + 0,021 en Misahualli y 0,651 + 0,073 en el
centro de rescate. Estos resultados muestran que los individuos analizados de Misahualli
presentaron, de manera descriptiva, una mayor diversidad genética que la observada en el
centro de rescate. Un valor relativamente elevado de He en Misahualli resulta relevante al
considerar que se trata de un grupo que convive de forma permanente con personas dentro de
un ambiente urbano. Castro-Loza (2019) documenté que los capuchinos de esta localidad
mantienen interacciones frecuentes con los habitantes y que una proporcién importante de
estas se relaciona con la obtencién de alimentos, ademas es importante mencionar que el
déficit de heterocigotos observado en algunos loci de Misahualli podria estar relacionado con el
reducido tamafio del grupo urbano, Castro-Loza (2019) report6é una disminucion del nimero de
capuchinos presentes en la localidad y distintas presiones antropogénicas sobre el grupo tales
como atropellamiento o ataques de perros. Esta convivencia demuestra que el grupo persiste
en un paisaje modificado que puede reducir el movimiento de los individuos entre grupos,
restringir el flujo génico y disminuir el tamafio efectivo de las poblaciones (Keyghobadi, 2007).
Cuando estas condiciones persisten durante varias generaciones, la deriva genética puede
eliminar alelos poco frecuentes y aumentar la diferenciacién entre grupos aislados. En primates
gue habitan en bosques fragmentados se ha sefialado que la pérdida de conectividad puede
asociarse con reduccién de la variabilidad genética, mayor estructuracion e incremento del
riesgo de apareamientos entre individuos relacionados (Soloérzano-Garcia et al., 2021). Sin
embargo, el numero de individuos genotipados fue menor en el centro de rescate. Por tanto, la
diferencia no debe presentarse como estadisticamente significativa ni generalizarse a todos los

individuos de ambas procedencias.
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En Misahualli, la heterocigosidad observada fue inferior a la esperada en cuatro de los
cinco loci. PEPCA40 fue la excepcion, con una Ho de 0,750 y una He de 0,727. La proximidad
entre ambos valores, junto con un FIS de -0,032, indica que este locus presentd una
distribucion de heterocigotos cercana a la esperada a partir de sus frecuencias alélicas.
D5S111 también mostré una diferencia reducida, con Ho = 0,667, He = 0,705 y FIS = 0,054.
Las diferencias fueron mas marcadas en PEPC59, Ceb07 y AP74. En PEPC59, la Ho fue de
0,545 frente a una He de 0,802, lo que produjo un FIS de 0,320. En Ceb07 se obtuvo una Ho
de 0,455, una He de 0,698 y un FIS de 0,349. El contraste mas amplio se observé en AP74,
donde la Ho fue de 0,143 y la He alcanz6 0,684, con un FIS de 0,791. Esto significa que, de los
siete individuos con genotipo interpretable para AP74 en Misahualli, solo uno fue registrado
como heterocigoto, aunque las frecuencias alélicas permitian esperar una mayor proporcion de
heterocigotos.

El comportamiento de AP74 debe relacionarse con lo observado durante la
estandarizacion experimental, ya que este locus produjo una sefial mas débil que D5S111y
necesitd una concentracion mayor de MgCl, para obtener productos visibles. Por ello, el déficit
de heterocigotos registrado para AP74 puede contener un componente técnico. Una
amplificacién insuficiente de uno de los alelos de un individuo heterocigoto puede generar una
pérdida alélica y hacer que el individuo sea clasificado incorrectamente como homocigoto
(Pompanon et al., 2005).

En el centro de rescate, cuatro loci también presentaron una Ho inferior a He. En
PEPC40 se obtuvo una Ho de 0,400 y una He de 0,660, mientras que PEPC59 present6
valores de 0,600 y 0,740, respectivamente. En Ceb07, la Ho fue de 0,333 y la He de 0,611. No
obstante, estos resultados se calcularon con cinco individuos para PEPC40 y PEPC59 y
Unicamente tres para Ceb07, por lo que el genotipo de un solo individuo tuvo una influencia
considerable sobre las estimaciones. El caso mas marcado se observo en D5S111 en el centro

de rescate. Ninguno de los cuatro individuos genotipados fue registrado como heterocigoto, por
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lo que Ho fue igual a 0,000 y FIS alcanzo el valor maximo de 1,000. Sin embargo, la He fue de
0,375, lo que demuestra que en el grupo se identificé mas de un alelo. El resultado describe la
ausencia de heterocigotos dentro de esos cuatro individuos, pero no permite concluir que todo
el grupo del centro de rescate carezca de heterocigotos para D5S111.

Para el microsatélite AP74, en la poblacion del centro de rescate se observo una
heterocigosidad observada de 0,750, superior a la heterocigosidad esperada de 0,469. La
heterocigosidad esperada no sesgada fue de 0,536, mientras que el FIS alcanz6 un valor de
-0,600. Este resultado indica que tres de los cuatro individuos analizados fueron heterocigotos
para este locus, por lo que se observo un exceso de heterocigotos respecto de la proporcion
estimada a partir de las frecuencias alélicas. Sin embargo, el valor negativo de FIS describe
Unicamente el patrén encontrado y no constituye evidencia directa de exogamia o
apareamiento no aleatorio. La interpretacion del centro de rescate necesita tomar en cuenta
gue los individuos pertenecian a un centro de rescate y no necesariamente conformaban una
poblacién reproductiva estable. El origen geografico, el parentesco y la historia previa de cada
animal pueden ser diferentes. Por esta razon, los pardmetros obtenidos describen la diversidad
de los individuos reunidos en el centro, pero no permiten asumir que representan una poblacién
natural sometida a apareamiento aleatorio, ademas en poblaciones mantenidas bajo cuidado
humano, la deriva genética y el apareamiento entre individuos relacionados pueden reducir
progresivamente la diversidad cuando el grupo se funda con pocos animales y permanece
reproductivamente cerrado durante varias generaciones (Willoughby et al., 2015)

La diferencia entre Ho y He también puede analizarse tomando como referencia el
estudio original de Ceb07. Muniz y Vigilant (2008) reportaron para este marcador valores de Ho
y He de 0,567 en Cebus capucinus, los resultados obtenidos en el laboratorio para Ceb07
mostraron una He de 0,698 en Misahualli y de 0,611 en el centro de rescate, lo que refleja la
presencia de distintas variantes alélicas. Sin embargo, la Ho fue menor en ambos grupos, con

valores de 0,455 y 0,333. Para interpretar los resultados hay que tener en cuenta que se
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evaluaron especies, tamafios muestrales y métodos de genotipificacion diferentes. Muniz y
Vigilant trabajaron con una muestra mucho mayor y utilizaron electroforesis automatizada,
mientras que en este estudio los genotipos fueron estimados en geles de poliacrilamida no
desnaturalizante.

El indice de informacién de Shannon mostré un promedio de 1,440 + 0,087 en
Misahualli y de 0,959 + 0,153 en el centro de rescate. Este parametro considera tanto el
namero de alelos como la forma en que se distribuyen sus frecuencias. Por ello, el valor
superior de Misahualli es coherente con la mayor cantidad de variantes alélicas observadas
previamente en este grupo. Sin embargo, el indice también puede verse influido por el nimero
de individuos analizados, por lo que debe utilizarse como una medida complementaria y no
como evidencia aislada de una diferencia genética entre los grupos. Los valores positivos de
FIS observados en la mayoria de los loci indican un déficit de heterocigotos respecto de la
proporcion esperada. En Misahualli, el promedio de FIS fue de 0,296 + 0,144, mientras que en
el centro de rescate fue de 0,288 + 0,259. No obstante, un FIS positivo describe el patron
genotipico encontrado, pero no identifica por si solo el proceso que lo originé. Los indices de
fijacion pueden reflejar apareamiento entre individuos relacionados, apareamiento no aleatorio
o subdivisién interna, pero también pueden verse afectados por alelos nulos y errores de
genatipificacién (Putman & Carbone, 2014).

Por esta razon, los valores obtenidos no constituyen evidencia directa de endogamia.
En primates, la heterocigosidad estimada con un conjunto limitado de microsatélites no siempre
representa con precision el nivel de endogamia en todo el genoma, especialmente cuando no
se dispone de pedigries o de informacién de parentesco (Charpentier et al., 2007). En el
presente estudio solo se analizaron cinco loci y no se conocia el parentesco entre todos los
individuos, de modo que el FIS debe interpretarse como un indicador preliminar de déficit de
heterocigotos. Entre las explicaciones técnicas debe considerarse la presencia de alelos nulos.

Estos se producen cuando una variacion en la region de unién del cebador impide que uno de
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los alelos sea amplificado; entonces un individuo heterocigoto puede presentar una sola banda
y ser registrado como un falso homocigoto, lo que disminuye Ho e incrementa FIS (Putman &
Carbone, 2014).

Sin embargo, el exceso de homocigotos también puede ser producido por pérdida
alélica asociada con una baja cantidad de ADN, una amplificacién preferencial o errores
durante la lectura de las bandas. Esta posibilidad es particularmente relevante porque se
trabajo con ADN obtenido de heces. Las muestras no invasivas suelen contener cantidades
reducidas y variables de ADN del hospedador, lo que incrementa el riesgo de que uno de los
dos alelos no se amplifique durante la PCR (Pompanon et al., 2005). También existen
explicaciones bioldgicas que no pueden descartarse. La presencia de individuos emparentados
dentro de un grupo social puede aumentar la similitud genética de la muestra, mientras que la
combinacién de individuos procedentes de diferentes unidades reproductivas puede producir un
déficit aparente de heterocigotos conocido como efecto Wahlund. En un estudio con
microsatélites de primates neotropicales, Cortés-Ortiz et al. (2010) encontraron déficit de
heterocigotos en determinados loci, pero consideraron que la inclusion de individuos
procedentes de varias localidades era una explicacién mas probable que la presencia
generalizada de alelos nulos. Los resultados obtenidos en este caso no proporcionan evidencia
suficiente para distinguir entre errores técnicos, parentesco, apareamiento no aleatorio o una
posible subdivisién dentro de los grupos, y es una limitacion importante para el centro de
rescate, porque el origen y las relaciones de parentesco de los individuos no permiten asumir

gue constituyan una poblacion reproductiva panmictica.



97

Figura 16
Mapa de calor de la heterocigosidad observada y esperada por locus en los grupos de

muestreo Misahualli y el centro de rescate

Misahualli Centro de rescate

PEPC40 0,400

PEPCE9

DES111 0,000

Locus

APT4 0,469

Ceb07

Ho He Ho He

Heterocigosidad

0,00 025 0450 075 1,00

Nota. Ho: heterocigosidad observada, He: heterocigosidad esperada. La escala de color
representa valores de heterocigosidad entre 0 y 1, donde los tonos més oscuros indican valores
menores y los tonos mas claros o verdosos valores mayores.
Equilibrio de Hardy-Weinberg

Como analisis complementario, la Tabla 24 presenta la evaluacion del equilibrio de
Hardy-Weinberg mediante la prueba de chi-cuadrado implementada en GenAlEx. Con un nivel
nominal de significancia de 0,05, siete de las diez combinaciones entre locus y grupo de
muestreo no presentaron diferencias significativas entre las frecuencias genotipicas
observadas y esperadas. En Misahualli, PEPC40, D5S111 y Ceb07 presentaron valores de p
superiores a 0,05. En cambio, PEPC59 mostré un valor de x* = 38,756 y p = 0,010, mientras

que AP74 presentd x* = 21,143 y p = 0,020. En ambos loci, la heterocigosidad observada fue
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inferior a la esperada y los valores de FIS fueron positivos, por lo que los resultados hominales
fueron compatibles con un déficit de heterocigotos respecto de las proporciones esperadas.

En el caso del microsatélite AP74 en Misahualli, la Ho fue de 0,143 frente a una He de
0,684 y el FIS alcanz6 0,791. Estos valores coincidieron con la desviacién nominal detectada
en la prueba de Hardy-Weinberg. Este patrén podria relacionarse tanto con factores biolégicos
como con pérdida alélica, alelos nulos o errores durante la asignacién de los genotipos. Una
desviacion del equilibrio no permite distinguir por si sola entre estas posibles explicaciones
(Waples, 2015).

En el centro de rescate los microsatélites PEPC40, PEPC59, AP74 y Ceb07 no
presentaron desviaciones significativas del equilibrio de Hardy-Weinberg. Para AP74 el andlisis
de HW, x? = 1,440 (p = 0,230), mientras que la heterocigosidad observada de 0,750, que
supera lo esperado (0,469), y un FIS negativo (-0,600) este patrén corresponde Unicamente a
los cuatro individuos analizados y no constituye evidencia de un proceso reproductivo general
en el grupo.

D5S111 presentd genotipos interpretables en los cuatro individuos analizados y mostré
una desviacion nominal del equilibrio de Hardy-Weinberg (x> = 4,000, p = 0,046). Ninguno de
estos individuos fue registrado como heterocigoto (Ho = 0,000, FIS = 1,000). Sin embargo,
debido al reducido tamafio muestral con 7 a 12 individuos en Misahualliy 3 a 5 en rescate y a
las bajas frecuencias genotipicas esperadas, la aproximacién del chi-cuadrado puede resultar
inestable. Por ello, este resultado debe interpretarse de manera exploratoria y no como
evidencia de un proceso reproductivo general en el grupo.

En los microsatélites multialélicos se generan varias clases genotipicas esperadas, pero
el nimero de individuos fue de siete a doce en Misahualli y de tres a cinco en el centro de
rescate. Como consecuencia algunas frecuencias esperadas pueden ser muy pequeias y la
aproximacion asintética del chi-cuadrado puede resultar inestable. Por estas razones, PEPC59

y AP74 en Misahualli, y D5S111 en el centro de rescate, deben presentarse como loci con
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sefales preliminares de déficit de heterocigotos, las desviaciones de Hardy-Weinberg pueden
relacionarse con apareamiento no aleatorio, parentesco o subdivisién de la muestra, pero
también pueden verse influidas por errores de genotipificacién, alelos nulos y caracteristicas
particulares de cada locus (Waples, 2015).

Tabla 24

Prueba de equilibrio Hardy-Weinberg (x?)

Grupo de muestreo Locus N gl X p
Misahualli PEPC40 8 10 13,469 0,199
Misahualli PEPC59 11 21 38,756 0,010
Misahualli D5S111 12 6 9,672 0,139
Misahualli AP74 7 10 21,143 0,020
Misahualli Ceb07 11 10 14,094 0,169

Centro de rescate PEPC40 5 6 6,250 0,396
Centro de rescate PEPC59 5 6 10,000 0,125
Centro de rescate D5S111 4 1 4,000 0,046
Centro de rescate AP74 4 1 1,440 0,230
Centro de rescate Ceb07 3 3 3,333 0,343

Nota. N: numero de individuos con genotipo interpretable, gl: grados de libertad; x*: estadistico
de chi-cuadrado, p: probabilidad asociada a la prueba. Se consideré evidencia de desviacion
significativa cuando p < 0,05. Los resultados se interpretaron de manera exploratoria debido al

tamario reducido y desigual de los grupos analizados.



100

Capitulo V
Conclusiones

Se estandariz6 la amplificacion de cinco microsatélites en muestras fecales no invasivas
de Cebus yuracus. Para el sistema AP74-D5S111 se seleccionaron 3,0 mM de MgCl, y una
temperatura de hibridacion de 54 °C, mientras que PEPC40-PEPC59 presentd mejores
resultados a 57 °C y sin DMSO. Finalmente, Ceb07 amplific6 bajo las condiciones del articulo
original de Muniz y Vigilant (2008).

La electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 10 % permitié separar
los productos de los cinco microsatélites y estimar sus tamafios alélicos. No obstante, estos
tamanfos se consideraron aproximados debido al método visual de lectura.

Los cinco microsatélites fueron polimérficos en los individuos analizados. PEPC59
presento siete alelos; PEPC40, AP74 y Ceb07 presentaron cinco; y D5S111 present6 cuatro, lo
gue demuestra la utilidad del conjunto de marcadores para caracterizar la variacion genética de
C. yuracus.

Misahualli presenté una heterocigosidad observada promedio de 0,512 y una esperada
de 0,723, mientras que el centro de rescate presenté valores de 0,417 y 0,571,
respectivamente. Aunque Misahualli mostré una diversidad genética descriptivamente mayor, la
comparacion estuvo influida por el tamafio muestral desigual y por las diferencias en el origen
de los individuos.

La heterocigosidad observada fue inferior a la esperada en la mayoria de los loci; sin
embargo, los valores de FIS y las desviaciones nominales del equilibrio de Hardy-Weinberg no
constituyeron evidencia directa de endogamia, debido al tamafio muestral reducido y a la
posible influencia de parentesco, alelos nulos, pérdida alélica y errores de genotipificaciéon. En
consecuencia, los resultados representan una primera caracterizacion de la heterocigosidad de
C. yuracus y una base para estudios con mayor nimero de individuos y técnicas de mayor

resolucion.
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Recomendaciones

Confirmar los tamafios alélicos mediante otras técnicas como electroforesis capilar o
algiin método de secuenciacion de productos representativos de cada locus, especialmente de
individuos homacigotos, asi como repetir la amplificacion de los genotipos homocigotos y de las
bandas débiles mediante réplicas independientes de PCR.

Incrementar el nUmero de marcadores analizados para poder tener un set mas amplio
de microsatélites o usar otro tipo de marcadores como los SNP, que permitirian obtener
estimaciones mas robustas de diversidad, parentesco, endogamia y estructura genética que las
obtenidas a partir de cinco loci.

En la poblacion de Misahualli, complementar el monitoreo genético de la poblacién con
la reproduccién, dispersion, conectividad del habitat y presencia de otros grupos cercanos.
Estos datos permitirian evaluar si el déficit de heterocigotos se relaciona con parentesco,

aislamiento urbano o reduccion del intercambio de individuos.
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