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Resumen

El Ocelote (Leopardus pardalis) es una de las especies de felinos menos estudiadas en
Colombia, ya que las metodologias invasivas no son lo suficientemente eficientes para
la obtencién de informacion sobre sus poblaciones, impidiendo la realizacion de planes
eficaces que permitan la conservacion de esta especie en Colombia. Los estudios con
muestreos no invasivos proporcionan una herramienta para el estudio de carnivoros con
comportamiento evasivo, que ocupan zonas inaccesibles y de dificil captura como los
felinos. Sin embargo, las técnicas moleculares usadas para el anélisis de las muestras no
invasivas deben ser probadas en campo. Mediante la realizacion de un estudio piloto
usando muestras fecales de poblaciones naturales de L. pardalis, el presente trabajo
evaluo la viabilidad del uso de materia fecal como fuente de ADN para la identificacion
de esta especie. A partir de las técnicas de laboratorio previamente estandarizadas por
Restrepo (2010) y el uso de dos marcadores moleculares diferentes, se estimo el éxito y
la replicabilidad de la amplificacion por PCR, asi como también la produccion de
perfiles confiables de genotipo al menos para un extracto de ADN fecal. La cantidad,
pureza y calidad del ADN obtenido de heces de individuos de poblaciones naturales fue
comparado con los obtenidos de individuos en cautiverio, encontrando diferencias
significativas en la calidad del ADN obtenido. Las muestras analizadas se contrastaron
con las secuencias registradas para el fragmento 16S en GenBank junto con secuencias
de L. pardalis, logrando identificar una muestra que probablemente pertenece a L.
pardalis. A pesar de las limitaciones para trabajar con muestras no invasivas de
individuos de poblaciones naturales, el uso de muestras fecales es una herramienta

viable para la identificacién de Leopardus pardalis en Colombia.

Estudio piloto para la evaluacion del uso de muestras fecales en la identificacion de individuos L. pardalis empleando
herramientas moleculares Arciniegas-Vacares JS
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Abstract

The Ocelot (Leopardus pardalis) is one of the species of felines less studied in
Colombia, since the invasive methodologies are not efficient enough to obtain
information on their populations, preventing the effective implementation of plans that
allow the conservation of this species in Colombia. The studies with noninvasive
samples provide a tool for the study of carnivores with evasive behavior, which occupy
inaccessible areas and difficult of capture the felines. However, molecular techniques
used for the analysis of noninvasive samples must be proven in field. By conducting a
pilot study using faecal samples of natural populations of L. pardalis, the present work
evaluated the viability of the use of stool matter like DNA source for identification of
this species. From the laboratory techniques previously standardized by Restrepo (2010)
and the use of two different molecular markers, we estimate the success and
replicability of the amplification by PCR, as well as production of reliable profiles
genotype for at least one faecal DNA extract. The quantity, purity and quality of DNA
obtained from faeces of individuals of natural populations were compared with obtained
from individuals captivity, finding significant differences in DNA quality obtained. The
samples were compared with sequences reported for the 16S fragment sequences from
GenBank along with L. pardalis, managing to identify a sample that probably belongs
to L. pardalis. In spite of the limitations to work with noninvasive samples of
individuals from natural populations, the use of stool samples is a viable tool for

identification of Leopardus pardalis in Colombia.

1. Introduccion
Para establecer el estado de conservacion de una especie, es necesario identificar en
primer lugar la dispersion que dicha especie muestra a lo largo de su area de
distribucion, es decir, se debe saber qué hay antes de determinar qué queremos
conservar (Mufioz 2010). Del mismo modo, la presencia de poblaciones de felinos
medianos y grandes en un area determinada puede ser usada como indicador del estado
de conservacion de los ecosistemas, debido a que estos carnivoros se encuentran en la
cima de la cadena tréfica y a que requieren de grandes areas y numerosas presas para
su supervivencia (IAVH 2010). Sin embargo, la dificultad para obtener suficientes
registros de las poblaciones de felinos tropicales no ha permitido obtener datos certeros

sobre su distribucion, ecologia basica y demografia; informacion crucial en la

Estudio piloto para la evaluacion del uso de muestras fecales en la identificacion de individuos L. pardalis empleando
herramientas moleculares Arciniegas-Vacares JS
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elaboracion de planes de conservacion efectivos para fauna en peligro de extincion
(Waits & Paetkau 2005; Beja-Pereira et al. 2009).

El ocelote (Leopardus pardalis) es el tercer felino silvestre mas grande de Colombia
después del jaguar (Panthera onca) y el puma (Puma concolor) (IAvH 2010), debido a
sus requerimientos, es especialmente vulnerable a los cambios ambientales, y en las
ultimas décadas sus poblaciones se han reducido como resultado del trafico ilegal
(Riveros et al. 2005). La dificultad para obtener datos de las poblaciones naturales de

ocelote en Colombia, ha limitado el trabajo con esta especie en el pais.

Mediante la aplicacién de protocolos previamente estandarizados, se evalud la
viabilidad del uso de muestras fecales colectadas en campo en términos de cantidad,
calidad y pureza del ADN obtenido. Encontrando que a pesar de las limitaciones que
tiene el uso de este tipo de muestras, la informacion que se obtiene permite realizar un

acercamiento a los especimenes de Leopardus pardalis en Colombia.

2. Planteamiento del problema
El ocelote (Leopardus pardalis), en la ultima década se ha visto afectado por la caza y
el trafico ilegal para la comercializacion de animales vivos y de sus pieles (listado en el
Apendice | de CITES desde el 2001), al igual que por la fragmentacion y destruccion de
su habitat y la confrontacion con humanos por predacion de animales domésticos
(Riveros et al. 2005). A pesar que esta especie ha sido clasificada internacionalmente
como de preocupacion menor (UICN, 2009), en Colombia sus poblaciones se han
reducido hasta casi llevar a esta especie a la extincion (Riveros et al. 2005), generando
un desconocimiento de la distribucion, abundancia y estado actual de esta especie en el
pais, informacién necesaria para el desarrollo y orientacion de los programas de

conservacion.

Leopardus pardalis con frecuencia ocupa zonas inaccesibles para los investigadores,
tiene una amplia distribucion (Weaver et al. 2005), presenta bajas densidades
poblacionales y comportamiento evasivo (Navarro & Mufioz 2000), lo que dificulta la
obtencion de informacion a través de metodologias que requieren de la observacién
directa, la captura y la manipulacion de sus individuos para el estudio de las poblaciones

naturales de este felino (Kohn & Wayne 1997; Palomares et al. 2002; Mondo et al.

Estudio piloto para la evaluacion del uso de muestras fecales en la identificacion de individuos L. pardalis empleando
herramientas moleculares Arciniegas-Vacares JS
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2009). Del mismo modo, el trabajo mediante estrategias no invasivas como las trampas
de huella y camaras trampa (Palomares et al. 2002; Trolle and Kery, 2003), utilizan las
marcas naturales como el patron de huellas, el tamafio y la coloracion, para la
identificacion de los individuos (Gros et al. 1996). Sin embargo, la ambigliedad entre
los caracteres morfologicos de especies muy parecidas, los pequefios detalles que
presentan gran variacion entre individuos (Eizirik et al. 1998), junto con los altos
costos, el riesgo de robo, el esfuerzo de instalacion y mantenimiento, dificultan el uso

de éstas estrategias para la identificacion de felinos tropicales (Weaver et al. 2005).

Debido a que el conocer la distribucion de las especies es de vital importancia para
establecer las bases de planes de conservacion y manejo exitosos para especies
amenazadas (Palomares et al. 2002; Alda et al. 2008), recientemente se han
desarrollado técnicas moleculares que facilitan el uso de muestras no invasivas para la
obtencion de ADN, permitiendo el aprovechamiento de heces, pelos, plumas, orinas y
mudas como fuente de informacion de especies amenazadas y de dificil estudio
(Palomares et al. 2002; Bhagavatula & Singh 2006; Alda et al. 2008) puesto que
permiten realizar una identificacion inequivoca, conocer la dieta del animal, el estado
hormonal y la presencia de enfermedades sin necesidad de perturbar a los individuos
(Beja-Pereira et al. 2009).

Una de las muestras de colecta no invasiva mas comunmente utilizada en estudios de
carnivoros son las heces (Beja-Pereira et al. 2009). Sin embargo el trabajo con heces
presenta inconvenientes al momento de identificar las muestras en campo, ya que no es
posible diferenciar la materia fecal entre algunas especies de felinos, e inclusive
diferenciarla entre algunas especies de carnivoros (Foran et al. 1997; Davison et al.
2002; Piggott & Taylor 2003). Por esto, en la ultima década varios estudios han
utilizado herramientas moleculares para la identificacion de varias especies de
mamiferos a partir de materia fecal (Wasser et al. 1997; Kohn et al.1999; Morin et al.
2001; Palomares et al. 2002; Eggert et al. 2003; Bhagavatula & Singh 2006). Sin
embargo, el uso de muestras fecales como fuente de ADN para realizar estudios de
especies amenazadas en Colombia es un campo poco explorado debido a las
limitaciones para colectar muestras fecales en campo, la diversidad de ecosistemas que

afectan el estado de degradacion de la muestra y la dificultades metodologicas para

Estudio piloto para la evaluacion del uso de muestras fecales en la identificacion de individuos L. pardalis empleando
herramientas moleculares Arciniegas-Vacares JS
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extraer y amplificar el ADN provenientes de este tipo de muestras con bajo nimero de

copias.

Usualmente, el ADN extraido de muestras fecales tiene un baja calidad (ADN
parcialmente degradado, con presencia inhibidores de PCR y con alta contaminacion) y
se obtiene poca cantidad (Albaugh et al. 1992; Palomares et al. 2002; Waits & Paetkau
2005; Chu et al. 2006), factor que puede dificultar el uso de este tipo de muestra como
fuente de ADN ya que la mayoria de errores han sido asociados con la calidad y
cantidad del material extraido (Bhagavatula & Singh 2006; JanecCka 2008; Spiring
2009). Por esta razon, un aspecto critico de cualquier estudio no invasivo es la
estandarizacion y optimizacion de las metodologias moleculares para la extraccion de
ADN de buena calidad (Janecka 2008). No obstante para que el analisis de ADN a partir
de muestras fecales sea considerado una herramienta util para el estudio de poblaciones
naturales, es necesario probar la fiabilidad y utilidad de las técnicas de laboratorio en
estudios realizados en campo (Palomares et al. 2002). Es por esto, que algunos autores
recomiendan que cualquier estudio que requieren el uso de metodologias no invasivas
debe ser precedido por un estudio piloto para evaluar la aplicabilidad y replicabilidad de
esta técnica en la especie de interés y en la regidn geografica, antes de realizar estudios
a gran escala (Taberlet et al. 1999; Taberlet & Luikart 1999 Waits & Paetkau 2005;
Bhagavatula & Singh 2006; Janecka 2008).

La importancia del desarrollo de un estudio piloto radica en el hecho de evaluar la
pertinencia y factibilidad de las técnicas de laboratorio, mediante el uso de muestras
provenientes de poblaciones naturales a través de pruebas de amplificacion de ADN, la
evaluacion de los marcadores genéticos para las especies de interés y el analisis de datos
(Chu et al. 2006; Valiére et al. 2007), ya que las muestras colectadas de especimenes
silvestres no solo son importantes por el hecho de conocer la presencia de las especies
en una zona especifica, sino que también permitirian estudiar diferentes individuos al

mismo tiempo (Chu et al. 2006).

La presente investigacion evalud la aplicabilidad de las muestras fecales como fuente de
ADN para la identificacion de especimenes de L. pardalis de una poblacion natural,
mediante heces colectadas en zonas conservadas a los alrededores del municipio de

Coloso (Sucre).

Estudio piloto para la evaluacion del uso de muestras fecales en la identificacion de individuos L. pardalis empleando
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3. Referentes conceptuales
3.1. Descripcion de la especie

Dentro de los félidos del continente americano el ocelote (Leopardus pardalis, Linneo
1758) es de tamafio mediano con una longitud total entre 980 a 1300 mm y un peso que
varia entre 8.8 a 11.5 kg (Sunquist 1994). Se caracteriza por presentar un pelaje corto
amarillo mate, manchas y lineas irregulares, las més grandes pueden ser cuadrangulares,
pardas muy oscuras, en el cuello estas manchas se transforman en franjas anchas
longitudinales (Riveros et al. 2005). Su cabeza es pequefia, similar en coloracion al
dorso, con dos rayas a cada lado de la quijada encerrando un area completamente blanca
(Riveros et al. 2005).

Fig. 1 Descripcion del Leopardus pardalis

3.2. Historia natural

En condiciones naturales son solitarios, terrestres crepusculares y nocturnos (Wong et
al. 1999). Las asociaciones con el habitat estan dadas por las preferencias alimenticias,
y el tamafio de rango de hogar resulta de la densidad de sus presas y la densidad de sus
competidores (Navarro y Mufioz 2000). Generalmente los machos ocupan territorios

mas amplios que los de las hembras, y suele coincidir con el territorio de una o varias

Estudio piloto para la evaluacion del uso de muestras fecales en la identificacion de individuos L. pardalis empleando
herramientas moleculares Arciniegas-Vacares JS



16

hembras; mientras que los territorios de las hembras casi nunca coinciden entre si
(Wong et al. 1999).

Los individuos de esta especie prefieren lugares tupidos por vegetacion tanto para
dormir como para cazar (Nowak 1999); por esta razon se ven afectados
significativamente por los disturbios ambientales y la fragmentacion de su hébitat
(Linares 1998). En cuanto a la dieta del ocelote, el soporte principal son roedores
nocturnos, aunque también se alimentan de iguanas, armadillos, pecaries, marsupiales y
peces (Konecny 1989). Aungue también se alimenta de presas méas grandes como el

Agouti, Dasyprocta, Hidrochaeris (Emmons et al. 1987).

3.3. Distribucion

El rango de distribucién del ocelote (Leopardus pardalis) va a desde el extremo sur de
Texas a través de México y América Central pasando por Ecuador hasta el norte de
Argentina a excepcion de Chile (Murray & Gardner 1997).

Esta especie se encuentra ampliamente distribuida, es capaz de habitar zonas aridas y
bosques tropicales, incluyendo manglar y bosque mesofilo de montafia (Redford &
Eisenberg 1992). En Colombia se distribuye por todo el pais, en bosques humedos
nublados y subxerofiticos de 0 hasta los 2400 m.s.n.m. (Navarro y Mufioz 2000). De las
once subespecies reconocidas de Leopardus pardalis, para Colombia han sido
reportadas tres: L. pardalis pseudopardalis, L. pardalis aequatorialis y L. pardalis
melanurus (Clavijo y Ramirez 2007). Sin embargo, actualmente se desconoce la
distribucion exacta de L. pardalis en Colombia debido a que existen pocos estudios,
ademas los reportes con los que se cuentan han sido realizados a través de avistamientos
y ataques informados por la poblacion, los cuales pueden llegar a ser poco veridicos
(Weaver et al. 2005). Del mismo modo, las referencias geogréficas de las muestras
bioldgicas encontradas en las colecciones del Instituto Alexander von Humboldt y el
Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia son registros
que datan desde 1965, reportando esta especie en sitios que han sido deforestados y
fragmentados productos del expansion de las poblaciones humanas en los Gltimos afios;
y al tratarse de una especie sensible a los cambios en el medio ambiente especifico en el

cual se desenvuelven, las presiones antrépicas han provocado el paulatino aislamiento

Estudio piloto para la evaluacion del uso de muestras fecales en la identificacion de individuos L. pardalis empleando
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de las poblaciones de L. pardalis, provocando una disminucion de su tamafio efectivo
(Clavijo y Ramirez 2007).

3.4. Genética y Leopardus pardalis

La genética de poblaciones, la filogenia, y la filogeografia son areas del conocimiento
que permiten obtener indicadores de la historia natural y evolutiva de una poblacion,
proporcionando informacion valiosa para el desarrollo de planes de conservacién para
especies en peligro de extincidn. La genética proporciona la base conceptual para la
comprension de la historia natural y la situacion actual de las poblaciones, y en base a
esto se puede realizar un acercamiento a las especies en via de extincion (O Brien
1994).

En la ultima década los investigadores han optado por trabajar con tecnicas no
invasivas, y asi poder obtener ADN de poblaciones naturales mediante la colecta de
pelos y heces en campo (Waits & Paetkau 2005). Inicialmente, estos métodos no
tuvieron gran acogida por la comunidad cientifica debido a la dificultad de obtener
ADN a partir de este tipo de muestras; no obstante, con el desarrollo de la técnica de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), que permite obtener un elevado nimero de
copias de una region concreta de ADN, incluso partiendo de una minima cantidad
inicial, facilitando el estudio con muestras que contienen poco ADN o ADN
parcialmente degradado (como las heces) permitiendo realizar con éxito la
caracterizacion genética de poblaciones de especies amenazadas sin interferencia alguna
con los animales (Echegaray et al. 2005). De esta forma las técnicas no invasivas se han
consolidado como una alternativa confiable al trabajar con carnivoros. Foran et al.
(1997) empezaron a trabajar con muestras fecales, desarrollando un método para la
identificacion de especies a partir de las variaciones en regiones especificas del genoma,
usando ADN extraido de células epiteliales intestinales descamadas de las heces. Este
trabajo fue la base para el desarrollo de investigaciones que utilizan las heces como
fuente de ADN para la obtencion de informacién ecoldgica de diferentes especies.
Posteriormente, Davison et al. (2002) compararon la efectividad de los metodos
morfoldgicos con los métodos moleculares para la identificacion de diferentes especies
de carnivoros, los investigadores encontraron que los métodos moleculares son mas
acertados que los morfoldgicos para identificar la procedencia de las heces. Uno de los

proyectos mas notables debido a que muestra la importancia del ADN degradado como
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fuente de informacion poblacional, es el realizado por Palomares et al. (2002) en donde
se demuestra la importancia de los métodos no invasivos en la blasqueda de especies
dificiles de muestrear; en esta investigacion evaluaron como las técnicas moleculares
son una herramienta inequivoca para la identificacion mediante las heces de lince
ibérico (Lynx pardinus). Otros trabajos utilizan las heces para realizar analisis genéticos
con diferentes clases de felinos, como los de Kurose et al. (2005) en los que
identificaron diferentes especies de felinos a partir de ADN fecal en un proyecto para la
conservacion de seis islas de Tsushima, Japon. Para Sur Ameérica, Miotto et al. (2007)
analizaron el estado de la poblacién de Puma (Puma concolor) en una reserva natural en
Brasil, mediante el ADN extraido de materia fecal; mientras Napolitano et al. (2008)
usaron ADN fecal para realizar la identificacion genética de gato andino (Leopardus
jacobita) y el gato de las pampas (Leopardus colocolo) para conocer su ecologia y

biogeografia.

A nivel mundial se ha visto un incremento en las iniciativas para la realizacién de
estudios poblacionales, filogenéticos, filogeograficos empleando herramientas
moleculares; con respecto a L. pardalis al ser una especie propia del continente
americano, se han realizado variedad de estudios principalmente en Estados Unidos y
México (donde las poblaciones de esta especie se encuentran en mayor estado de
amenaza). Con respecto a Sur America, Brasil es el pais que ha empezado a

implementar la genética como una herramienta para el estudio de esta especie.

Para Colombia no existe informacion en las principales bases de datos. La informacion
donde se encuentra registrada esta especie es en trabajos de grado (sin publicaciones),
los cuales son realizados a traves de marcaje con huellas, y solo existe un trabajo donde
se trabaja la especie de L. pardalis con analisis moleculares y craneologicos (Corrales
2005).

3.5. Identificacion de individuos de L. pardalis a partir de métodos no invasivos

Dentro de las seis especies nativas de felidos silvestres confirmadas para Colombia, del
genero Leopardus se encuentran reportadas tres: el ocelote (Leopardus pardalis), el
margay (Leopardus wiedii) y el tigrillo (Leopardus tigrinus), morfolégicamente estas
especies son muy parecidas y se confunden facilmente ya que se diferencia por

pequerios detalles que presentan gran variacion entre individuos (Eizirik et al. 1998).
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Por otro lado, para Leopardus pardalis se encuentran reportadas once subespecies, las
cuales fueron determinadas morfolégicamente por Pocock (1941) y Weigel (1961).
Estas subespecies deberian presentar distribucion geografica, caracteristicas genéticas,
moleculares, morfologicas e historias naturales propias e independientes una de la otra.
Actualmente, existe una constante revision taxonémica de esta clasificacion, ya que la
asignacion de subespecies fueron determinadas a partir de pocos especimenes,
basandose en muestreos geogréaficos restringidos y usando caracteres morfoldgicos que
muestran gran variabilidad individual como la coloracion del pelaje y la distribucion de
manchas (Eizirik et al. 1998; O’Brien 2003). Debido a la dificultad para realizar la
diferenciacion morfoldgica tanto en especies de Leopardus como en las subespecies de
Leopardus pardalis se ha obstaculizado el conocimiento de estos felinos, lo cual hace
necesario la implementacion de herramientas moleculares, que permitan realizar una
identificacion utilizando aspectos diferentes a los morfoldgicos los cuales permitan

realizar un acercamiento al conocimiento de esta especie (Kohn et al.1999).

Inicialmente, la mayoria de estudios que realizaban estudios poblacionales se llevaban a
cabo mediante técnicas invasivas que frecuentemente implicaban la captura de las
diferentes especies (Bosch et al. 2005). Por esta razon, se inicid el trabajo mediante
estrategias no invasivas que no implicaran entrar en contacto con el animal en estudio;
por lo cual se comenzaron a realizar estudios poblacionales a traves de la identificacion
de los individuos usando marcas naturales como lo son el patrén de manchas, el tamario,
la coloracion y las huellas (Navarro y Mufioz 2000). Sin embargo, la identificacion
individual de carnivoros dentro de una poblacion algunas veces requiere del uso de
caracteres morfologicos dificiles de determinar a través de los registros fotograficos
(Weaver et al. 2005). Por esta razon, se ha desarrollado otra linea de técnicas no
invasivas que busca complementar los estudios con estos mamiferos mediante el uso de

material traza (ej.: heces y pelo) y herramientas moleculares (Weaver et al. 2005).

3.6. Alcance de las técnicas no invasivas con L. pardalis

El conocimiento de la distribucion de Leopardus pardalis no sélo permitiria recuperar
las poblaciones de esta especie mediante la implementacion de programas de
conservacion, sino que también permitiria realizar un seguimiento y monitoreo de esta

especie en el pais. Aportando informacion acerca de los patrones geograficos de
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subdivision, la historia demografica y la diferenciacion genética que presenta la especie,

para la toma de decisiones en la conservacion de esta especie.

Del mismo modo, al tener la informacion geografica de una poblacién amenazada como
lo es Leopardus pardalis (Avise 1998); se podrian realizar estudios biogeograficos a
través de los cuales se pueden conocer las diferenciacion genémica y la disminucion del
flujo genético entre las poblaciones que estan siendo analizadas, y los efectos

producidos por barreras geograficas (Avise 1998).

4. Objetivos
4.1. Objetivo general
Evaluar la viabilidad del uso de muestras fecales para la identificacion genética de
individuos de poblaciones naturales de Leopardus pardalis empleando herramientas

moleculares de ADN.

4.2. Objetivos especificos
1. Evaluar tres métodos de colecta de muestras fecales de individuos de
poblaciones naturales que potencialmente pertenezcan a Leopardus pardalis en
Coloso (Sucre)-Colombia.

2. Evaluar el protocolo de extraccion estandarizado por Restrepo (2010) para

poblaciones naturales de L. pardalis.

3. Analizar la eficiencia del gen mitocondrial 16S para la identificacion de la

especie L. pardalis usando ADN extraido de muestras fecales.

5. Metodologia
5.1. Area de estudio
El trabajo se desarrolld en tres areas ubicadas en la serrania de San Jacinto, en la vereda
Ricaurte, municipio de Coloso, departamento de Sucre, Colombia. El primer lugar fue
el bosque alrededor de la estacion primatolégica de CAR-Sucre primatoldgica (92 32
32,4 N 752 20" 48,8 W), la cual se caracteriza por ser una de las unicas reservas
forestales del departamento. El segundo sitio de muestreo fue un bosque de galeria

conocido como “Ojos de agua” (92 30" N 752 22" W), este lugar se encontraba cerca del
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perimetro urbano de Colos6. El ultimo sitio fue en el cerro “las torres” (92 30" 52,7 N
752 20" 44,8 W) ubicado en el trayecto de Colosé hacia Chalan. Estas zonas se

encuentran definidas como bosque seco tropical (Fig. 2) (IAVH 1998).

= wd
DEPANTAMENTO B SUCRE
S Py Kk

Fig. 2 Localizacién geografica del area de estudio en Colosé (Sucre) donde se muestran los tres sitios de
muestreo: Estacidn Primatoldgica, “Ojos de agua” y “Cerro de las torres” [tomado pagina web Municipio
de Colosd y ]

La zona de estudio se caracteriza por presentar una cobertura boscosa que se distribuye
entre los 200-1000 m.s.n.m. Presenta temperaturas entre los 25° C y 36° C,
precipitaciones entre los 700 y 2000 mm anuales, con uno periodo de sequia al afio.
Aungue esta zona presenta una vegetacion transicional entre zona himedas y secas, es
considerada dentro de la formacion bosque seco tropical dado que sus condiciones

climaticas son similares a otras zonas seca con éste tipo de vegetacion (IAVH 1998).

En la actualidad el bosque seco tropical se constituye en uno de los ecosistemas mas
amenazados en el Neotropico, debido a la fertilidad de sus suelos ha sido punto de
desarrollo de poblaciones humanas y objeto de una intensa transformacion (IAVH
1998). Esto fue evidente en los tres sitios donde se realizo el estudio, debido a que se
encuentran rodeados por un paisaje altamente intervenido y degradado, a causa del
constante uso del suelo para ganado y aves de corral, y para cultivos, principalmente:
maiz, flame, aji y frutales. A pesar de esto, los remanentes que se encuentran el Coloso
son considerados como relictuales en comparacion con otros sitios de Colombia (IAVH
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1998). Segun Ceballos (1996) gran parte de la riqueza de vertebrados del bosque seco
tropical depende directamente de la presencia de bosques humedos o riparios que se
encuentren cercanos, dado que las especies migran durante las épocas de sequia y estas
zonas se encuentran conectadas hacia el noreste con el Santuario de Fauna y Flora Los

Colorados.

Aunque para Sucre, y especialmente Coloso, no existen reportes de L. pardalis ni en el
Programa Nacional para la Conservacion de Felinos en Colombia (2005), ni en las
colecciones biologicas del Instituto Alexander von Humboldt y ni el Instituto de
Ciencias Naturales de la Universidad Nacional. Se eligi6 esta zona como area de estudio
debido a que en el primer lugar de muestreo (estacion primatoldgica de CAR-Sucre) se
tenia confirmada la presencia de L. pardalis por medio de registros de huellas y camara
trampa. Los otros dos sitios de muestreo fueron elegidos, debido a los reportes de

avistamientos y ataques a animales domésticos por parte de los habitantes de la region.

5.2. Muestreos en campo

Debido al tiempo disponible para realizar la investigacion, la colecta de muestras
fecales en el area de estudio se realiz6 entre los meses de Septiembre y Octubre de
2010, esta época se caracterizO por tener un periodo inusual de lluvias los datos del
Sistema de Informacion del Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios
Ambientales (IDEAM) del punto de medicion que se encuentra en la estacion

primatologica de CAR-Sucre.

Con base en la bibliografia, los muestreos inicialmente se realizaron siguiendo la
metodologia usada por Echegaray et al. (2005) por medio de transectos lineales
ubicados en unidades de paisaje regulares, que permitieran buscar las heces a lado y
lado del transecto. Sin embargo a partir de los resultados obtenidos a medida que se
Ilevaba a cabo el muestreo se fueron realizando modificaciones y se realizaron busqueda
a través del seguimiento de rastros (Palomares et al. 2002) y el uso de perros utilizados

para la caza en la region (Modificado de Wultsch 2008).
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Las heces colectadas fueron discriminadas inicialmente a partir de caracteres
morfométricos basicos descritos por Chame (2003) para identificar excrementos de
Leopardus pardalis frente a los de los otros felinos, como lo son:

Heces en forma cilindrica con forma de salchicha.

o @

Presencia de sub-divisiones.

Ahusadas en uno de sus extremos terminales.

o o

Forma compacta.

@

Diametro del excremento entre 1.3cm y 1.6¢cm.

f. Largo del excremento de 12.7cm aprox. y ancho del excremento 1.6cm aprox.

Debido a la dificultad que se tiene para encontrar muestras fecales en perfecto estado en
condiciones naturales, se colectaron aquellas muestras que estuvieran en buen estado
para la realizacion de los andlisis genéticos necesarios y que presentaran algun caracter
morfomeétrico similar a los de L. pardalis. Esta decision se tom@, ya que en ocasiones se
encontraron heces incompletas, las cuales no podian ser identificadas a partir de los
rasgos descritos anteriormente. Del mismo modo las muestras que no tenian una buena
consistencia no fueron almacenadas, ya que no se podian secar y las células epiteliales
se mezclaban con los restos alimenticios; imposibilitando la extraccion de ADN.

La preservacion de las muestras colectadas se realizd siguiendo los protocolos
previamente estandarizados por Restrepo (2010), se colectaron las muestras en bolsas de
papel y fueron transportadas hacia la estacion primatolégica de CAR-Sucre, donde
fueron secadas en un horno a 40°C por 24 horas en un horno. Posteriormente, en el
laboratorio, las muestras fueron almacenadas a temperatura ambiente en un recipiente

plastico con silica gel hasta su procesamiento.

Siguiendo lo propuesto por Echegaray et al. (2005), cada muestras fecal colectada se
etiquetd para su posterior identificacion y localizacion. Para cada muestra se tomo
registro de:

e Colector, Fecha, Coordenadas, Humedad y Temperatura.

e Antigliedad: Basandose en la apariencia de las muestras fecales, estas se

clasificaran segun el tiempo de deposicion: muy reciente (menos de un dia),
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reciente (mas de un dia, pero aun con materia organica en descomposicion) y

vieja (secos y sin materia en descomposicion).

5.3. Extraccion de ADN

Para el analisis de muestras fecales usando herramientas moleculares se extrajo ADN
de las células descamadas del lumen del epitelio intestinal que se encuentran en la
superficie de las heces colectadas siguiendo los protocolos previamente estandarizados
por Restrepo (2010) en el laboratorio de Biodiversidad y Ecologia Molecular de la
Universidad Nacional de Colombia. Para la extraccion de ADN se utiliz6 QlAamp
DNA Stool Mini Kit de QIAGEN siguiendo el protocolo de Restrepo (2010) (Anexo
1).

Para cuantificar el ADN extraido se utilizé un cuantificador NanoVue ®, a través de
este método también se obtuvo una estimacion de la pureza del ADN por medio de la
relacion de absorbancia (A260/A280nm) realizado por Restrepo (2010).

5.4. Amplificacion de ADN

Para evaluar la calidad del ADN extraido y la utilidad de las muestras fecales colectadas
para la identificacion de L. pardalis, se amplific un fragmento de 135 pb, del gen 16S
y un fragmento de 585 pb de la regidn control que contiene la region hipervariable |
(Tabla 1), siguiendo los protocolos previamente estandarizados por Restrepo (2010) en
el laboratorio de Biodiversidad y Ecologia Molecular de la Universidad Nacional de
Colombia. La reaccién de amplificacion para el fragmento del gen 16S se realizd en un
volumen final de 30uL con 1X de Buffer de reaccion (Invitrogen), 2.0mM de MgCl,
(Invitrogen), 0.2mM de dNTPs (Invitrogen), 0.5uM de cada primer (Primer H y Primer
F1 unimuseo) (Invitrogen), 0.75 u de Tag Polimerasa (Invitrogen) y 2uL de ADN
extraido. Las condiciones de amplificacion fueron 94°C por 2 min seguida por 35 ciclos
de 94°C por 30 seg, 50°C por 30 seg y 72°C por 30 seg con una extension final de 72°C
por 1 min. La reaccion de amplificacion para el fragmento de la region control se realizo
en un volumen final de 20uL con 1X de Buffer de reaccion (Invitrogen), 1.5mM de
MgCl; (Invitrogen), 0.2mM de dNTPs (Invitrogen), 0.5uM de cada primer (MTLPRO,
y CHR3) (Invitrogen), 0.75 u de Taqg Polimerasa (Invitrogen) y 2uL de ADN extraido.
Las condiciones de amplificacion fueron 94°C por 2 min seguida por 35 ciclos de 94°C

por 30 seg, 45°C por 30 seg y 72°C por 30 seg con una extension final de 72°C por 1
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min. Los productos de las amplificaciones fueron analizados con un marcador de peso
molecular, con un control positivo-ADN extraido de sangre de especimenes en
cautiverio, control positivo-ADN extraido de heces colectadas en especimenes en
cautiverio y control negativo por medio de una electroforesis en un gel de agarosa al 2%
(p/v) % tefiido con 1ul de bromuro de etidio (BEt), Para visualizar estos geles se utilizd

un transiluminador de luz UV.

Nombre Primer Secuenciab’ - 3’ Combinacion Tame_':lr_lo de
amplificado
16SUniMuseo-L1 ADIOX
16SUniMuseo-L1  GYTTACGACCTCGATGTTGG X 16SUniMuseo- 1??5 pb'
H1
MTLPRO2 (HVS- Aprox.
MTLPRO2 (HVS-1) CACTATCAGCACCCAAAGCTG 1) X CHR3 535 pb

CHR3 CCTGTACATGCTTAATATTC
16SUniMuseo-H1 ~AYAGATAGAAACYGACCTGGAT

Tabla 1. Los oligonucleotidos generados para amplificar 16S fueron 16SUniMuseo-L1 junto con
16SUniMuseo-H1. Mientras par region control fueron MTLPRO2 (HVS-1) junto con CHR3. Las bases
degeneradas son: R=A+G, Y=C+T, W=A+T, H=A+C+T, N=A+C+G+T

Para las amplificaciones con los dos fragmentos se realizaron tres replicas. Para medir el
porcentaje de éxito de la amplificacion, fue calculado dividiendo el numero de
amplificaciones exitosas entre el numero total de amplificaciones de acuerdo con (Chu
et al. 2006). Un patron de patron de bandas fue “repetible” cuando se tuvo éxito en la
amplificacion en al menos dos de las tres réplicas que se hicieron, la repetitividad se
calcul6 por la proporcion de las muestras con patron de bandas “repetible” en el total de
las muestras que amplificaron, de acuerdo a lo realizado por (Chu et al. 2006).

5.5. Secuenciacion

Las muestras que amplificaron para el gen 16S fueron purificadas con el fin de remover
los oligonucle6tido y dNTPs no incorporados. Posteriormente los productos purificados
fueron enviados para ser secuenciados al Servicio de Secuenciacion y Analisis

Molecular del Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia.
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5.6. Analisis de datos

Mediante la realizacién de un analisis de varianza de un factor con un a del 0.05, se
compararon los valores obtenidos para cantidad y pureza del ADN obtenido de las heces
colectadas en campo con los datos obtenidos en la estandarizacion de los protocolos
para muestras tratadas de la misma manera pero de individuos en cautiverio. Del mismo
modo, para evaluar la calidad del ADN obtenido de muestras colectadas en campo con
el obtenido de individuos en cautiverio, se compararon los porcentajes de amplificacion
mediante una prueba de diferencias de proporciones que permito saber si existen

diferencias significativas entre los datos obtenidos.

Para evaluar la eficiencia del gen mitocondrial 16S para la identificacion de la especie
L. pardalis se realiz6 un alineamiento de la secuencia nucleotidica obtenida para este
fragmento de las heces colectadas en campo por medio de una busqueda en la base de
datos GenBank con la herramienta BLAST. Posteriormente, se efectud un alineamiento
usando el programa bioinformatico BioEdit (Hall 1999) entre la secuencia obtenida de
la colecta en campo y la secuencia para este fragmento de ADN extraido a partir de
sangre de L. pardalis en cautiverio al igual que con la primera secuencia arrojada por el
BLAST y con 4 secuencias del gen mitocondrial 16S previamente caracterizado de las
especies que se encuentran reportadas en la zona donde se encontraron las muestras
fecales, donde se cargaron secuencias de GenBank para: Felis catus (codigo de acceso
S75317.1), Canis lupus familiaris (codigo de acceso AB499816.1), Procyon lotor
(codigo de acceso DQ334817.1), y Tamandua mexicana (codigo de acceso NC
004032.1).

6. Resultados

6.1. Muestreo en Campo

A pesar de que los meses en los que se realizo la investigacion se caracterizo por tener
un periodo inusual de lluvias, se colectaron un total de 9 muestras fecales, de las cuales
3 se clasificaron como recientes y 6 como viejas segun la antigliedad que tenian al
momento de la colecta. En el bosque alrededor adyacente a la estacion primatologica de
CAR-Sucre (9° 32" 32,4”" N 75° 20" 48,8~ W) (Fig. 3) fueron encontradas 6 muestras,
mientras en el bosque secundario conocido como “Ojos de Agua” (9° 30 25,1"" N 75°

22" 38,6 W) (Fig. 4) se colectaron 3 heces. En el tercer lugar donde se realizd
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bldsqueda de muestras fecales, el “Cerro de las Torres” (9° 30" 52,7" N 75° 20" 44,8”

W) no se encontr6 ninguna muestra.

Fig. 3 Sitio 1 de muestreo. Bosque adyacente a la Estacién Primatoldgica de CAR-Sucre

El muestreo con transectos no permitié encontrar muestras fecales. Ante esta situacion,
se optod por realizar la busqueda de muestras mediante el seguimiento de rastros, es
decir, se hizo una busqueda a partir de huellas y marcas de garras en los arboles. Esta
metodologia permitié encontrar 7 muestras fecales, sin embargo esta metodologia
presenta un alto grado de dificultad pues requiere de mucho tiempo y esfuerzo, lo que
hizo necesario la prueba de otra alternativa. Por esta razon, se realizaron muestreos con

perros de caza y se logré encontrar 2 muestras fecales.

Fig. 4 Sitio 2 de muestreo. Bosque secundario “Ojos de Agua”

Durante el muestreo realizado se encontraron dos troncos con marcas de garras y en
cada uno de ellos se encontraron muestras fecales, esto facilitd la discriminacion de

estas muestras. Las otras 7 muestras fueron encontradas sobre rocas y vegetacic’)n en
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diferentes lugares de las zonas estudiadas, todas las muestras se caracterizaban por

encontrarse en lugares cubiertos, poco visibles y poco transitados.

6.2. Cantidad, pureza y calidad del ADN

En total, se obtuvieron 9 muestras fecales para ser evaluadas. Los resultados obtenidos
para la cantidad y pureza del ADN extraido a partir de éstas muestras se encuentran en
la Tabla 2. Debido a que las muestra 1, 3, 4 y 6 inicialmente no amplificaron con
ninguno de los dos fragmentos evaluados, se repitio toda la extraccion con estas
muestras (1R, 3R, 4R y 6R) para asegurar que los resultados obtenidos no fueran
producto de errores metodoldgicos. En la Tabla 2 se muestran los datos de cantidad y
pureza de estas repeticiones.

Muestra Cantidad de ADN Pureza
extraido (ug/ul) Relacion A260/A280
1 253 1,447
2 23,8 1,765
3 207,5 1,611
4 36,7 1,974
5 13,3 2
6 110,2 1,866
7 9,9 2,021
8 54,1 1,895
9 24,6 1,968
1R 32,5 1,857
3R 124.8 1.673
4R 130,9 1,617
6R 449 1.915

Tabla 2. Valores obtenidos para concentracion de ADN (ug/pl) y pureza (relacion A260/A280) para cada
una de las muestras encontradas en campo.
Al comparar los valores de cantidad de las muestras colectadas en campo con los
valores obtenidos por Restrepo (2010) para muestras de L. pardalis colectadas de
individuos en cautiverio tratadas con el mismo protocolo, se encontr6 que no
presentaban diferencias significativas (P=3.02). Del mismo modo, los resultados
obtenidos para la pureza tuvieron un promedio general de A260/A280=1.853 y no
arrojaron diferencias estadisticamente significativas (P=0.79) con los datos obtenidos
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por Restrepo (2010). Mostrando que la cantidad y pureza del ADN extraido no varia

segun la procedencia de las muestras.

MOki12 3 450678 3%0MC 3 45 6 7 4 9 ONCR MO 2 3 45 67 4 %9 00C

Fig. 5 Amplificacién por PCR de un fragmento (135 pb) de gen mitocondrial 16S para nueve muestras
fecales colectadas en Colosd, Sucre. Donde M= Marcador de peso, C+s= Control positivo-ADN extraido
de sangre, loa nimeros del 1 al 9 corresponden a cada una de las muestras colectadas, C+h= Control
positivo-ADN extraido de heces colectadas en cautiverio y C- = Control negativo

Para un total de 27 amplificaciones realizadas con el gen mitocondrial 16S se obtuvo un
éxito de 70.37%, equivalente a 19 amplificaciones exitosas (Tabla 3). Las muestras que
amplificaron para la primera prueba fueron: 2, 4, 5, 7, 8 y 9 (Fig. 5A), mientras que para
la segunda amplificaron las mismas a excepcion de la muestra 4 que no amplificd, en
esta prueba la 3 si amplificé (Fig. 5B). Para la tercera amplificacion se repitio la
extraccion de las muestras 1, 3, 4 y 6 para confirmar que no se hubiese cometido algun
error al momento de extraccion y la amplificacion, y se encontr6é que todas las muestras
que habian amplificado en las dos pruebas anteriores fueron exitosas mientras de las
muestras 1 y 6 (Fig. 5C) no fue posible conseguir su amplificacion. Arrojando un 100%
de repetitividad del patron de bandas de las muestras analizadas para amplificadas
realizadas con el gen mitocondrial 16S (Tabla 3). Mediante la aplicacion de la prueba de
proporciones, se encontré que existen diferencias significativas entre la calidad del
ADN obtenido de individuos de poblaciones naturales y el obtenido de individuos en

cautiverio.
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Muestra Primera Segunda Tercera.
Amplificacion | Amplificacion. | Amplificacion.
1 - - -
2 + +
3 - +
4 -- +
5 + +
6 - - -
7 + + +
8 + + +
9 + + +

Tabla 3. Datos de cada amplificacion por PCR realizada con el gen mitocondrial 16S para las nueve
muestras fecales colectadas en Coloso.
+: Amplificacion Exitosa; --: Amplificacién No exitosa.

Para la Region control (HSV-I) se realizaron un total de 21 amplificaciones debido a
gue no se incluyeron las muestras 1 y 6 debido a que no amplificaron con el fragmento
de 135 pb, se obtuvo un éxito de 38,09%, equivalente a 8 amplificaciones (Tabla 4). Las
muestras que amplificaron en la primera prueba fueron 5 y 8 (Fig. 6A), mientras que
para la segunda y tercera amplificaron 5, 7 y 8 (Fig. 6B). Arrojando un 100%
repetitividad en el patron de bandas de las muestras analizadas para la amplificadas
para este fragmentos (Tabla 4). El bajo éxito de amplificacion al usar estos primers,
indica que el ADN fecal obtenidos de muestras en campo estd méas degradado, lo cual
imposibilita la amplificacion de fragmentos de mayor tamafio (region control, 535 pb)
(Fig. 6A y 6B).

Fig. 6 Amplificacion por PCR de un fragmento (535 pb) de la region control hipervariable | (HSV-I)
Para nueve muestras fecales colectadas en Colosd, Sucre. Donde M= Marcador de peso, C+s= Control
positivo-ADN extraido de sangre, loa nimeros del 1 al 9 corresponden a cada una de las muestras
colectadas, C+h= Control positivo-ADN extraido de heces colectadas en cautiverio y C- = Control
negativo.
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Muestra P”.”.‘era. . Seggnda}, Te_rg:era_ .
Amplificacion | Amplificacion. | Amplificacion.
2 - - -
3 - - -
4 — — —
5 + + +
7 -- + +
8 + + +
9 - - -

Tabla 4. Datos de cada amplificacion por PCR realizada de la regién control
hipervariable I (HSV-I) para las nueve muestras fecales colectadas en Coloso.
+: Amplificacion Exitosa; --: Amplificacién No exitosa.

6.3. Secuencias

De los siete fragmentos del gen 16S secuenciados, se obtuvo una secuencia para ser
analizada (debido falta de tiempo no permitio la obtencion de mas secuencias). Una
comparacion realizada con la base de datos genéticos GENBANK encontré una
similitud de 100% de esta secuencia con siete secuencias de la base de datos. Estas siete
secuencias corresponden a cuatro especies de la clase Mammalia, orden Carnivora,

suborden Feliformia, familia Felidae y subfamilia Felinae.

H & [fodieten <[ <[ B 7 totel sequenes

Mod = Selection: 0 Sequence Mask: Nons Start
ode: | Select / Slids Positon: 11 Hurnbering Mask: None tuler at.r
T D @%ﬂ% illxlﬂ'”g- $iet|GhTRAT TIeE E Sl L |
gIDID Gon B PR AR e T Era@E speed son gy - fast
IR L iR L Ll s rvr e e e e e
= 10 35 Add / Remaov g 80

=
Sangre GTTTACGECCTCGATETTGGATCAGE.
heces GITTACGACCTCGATGTTGGATCA
gi|303386850:1590-3562 Lynx rufus mitochondrion, coiGTTTACGACCTCGATGTTGGATCA TCCCGATGGTGCEA
gi|1098523:1964-3537 Felis catus mitochondrion, comGTTTACGACCTCGATGTTGGATCE TCCCGRTGETGCR
gi|254774347:1091-2670 Canis lupus familiaris mitoclGTTTACGACCTCGATGTTGGATCR TCCTRATGGTGCA!
gi|131839173:3542-5126 Procyon lotor mitochondrion. GTTTACGRCCTCGATGTTGGRATCAGGRACATCCTRAATGGTGCAGCAGCTATTAATGGTTCGTTTGTICARCGAT
gi|21449546:1095-2662 Tamandua GITTACGACCTICGATGTTGGATCAGGACATCCARATGGCGCRAACAGCTATTACTGGTTCGTTTGTITCRAACGAT

TCCCGATG
TCCCGATGETGCR

Fig. 7 Alineamiento de secuencias mediante el programa Bioedit. Donde se comparan la obtenida de la
muestra fecal con las secuencias de: L. pardalis, Lynx rufus, Felis catus, Canis lupus familiaris, Procyon
lotor y Tamandua mexicana.

A partir del alineamiento realizado con BioEdit (Hall 1999), se encontranron diferencias
entre la secuencia obtenida de la muestra colectada en campo y las secuencias de Canis
lupus familiaris, Procyon lotor y Tamandua mexicana. Sin embargo, no fue posible
encontrar diferencias entre la secuencia obtenida de la muestra colectada en campo con

las secuencias de Felis catus y de Lynx rufus y las obtenidas de sangre de L. pardalis
(Fig. 7).
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7. Discusion y Conclusiones
La colecta de muestras fecales en campo presentd inconvenientes, debido a las
condiciones climéticas que se presentaron al momento de realizar el muestreo, puesto
que no fueron las méas adecuadas para la busqueda de heces, factor que pudo haber
influido en la cantidad y la calidad de las muestras que se encontraron. Del mismo
modo, la mayor dificultad fue encontrar las muestras siguiendo las metodologias
propuestas, debido a que muchas de estas se encuentran descritas por diversos autores
(Palomares et al. 2002; Adams et al. 2003; Gompper et al. 2006) pero su descripcion
es muy general y al llegar a campo, se demuestra que las especificaciones son inestables
y poco replicables. Ademas de esto, en zonas altamente intervenidas no es posible
encontrar muestras fecales; como sucedid en el tercer lugar de muestreo, el “Cerro de
las Torres” (9° 30" 52,7 N 75° 20" 44,8 W), en el cual a pesar de que los habitantes
reportaban de ataques de ocelotes a aves de corral en fincas adyacentes a este lugar, al

no existir una zona bien conservada en este lugar no se encontraron muestras fecales.

El muestreo con transectos no fue efectivo para encontrar las heces, a pesar de que se
realizd por senderos donde se tenia registro fotografico de ocelotes. Esto puede deberse
a que las lluvias, el transito de otras especies y de seres humanos dificultaba que las
muestras fecales se conservaran en estos lugares. Del mismo modo, este método de
colecta no es apropiado para el trabajo con heces de L. pardalis, debido a que deja
muchos sitios sin muestrear y limita la busqueda de este material que es dificil de
encontrar. De acuerdo con lo experimentado al momento de realizar el muestreo en
campo, se propuso una metodologia para realizar un muestreo de heces para analisis

geneético, este se encuentra en el Anexo 2.

Por otro lado, al comparar la cantidad y pureza del ADN obtenido de muestras fecales
colectadas en campo con lo obtenido de muestras fecales colectadas de individuos en
cautiverio, se encontrd que no existen diferencias significativas entre estas variables.
Por lo cual, podemos deducir que los protocolos estandarizados permiten conservar las
muestras evitando la degradacion del material genético, sin alterar la cantidad y el rango
de pureza del ADN extraido. Es decir, se pudo obtener buenas cantidades de ADN con
un promedio de pureza de A260/A280=1.853 el cual segiin Broquet et al. (2007) indica

un grado Optimo de pureza, ya que este rango debe encontrarse entre 1,8 y 2. Mediante
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este resultado podemos inferir, que el utilizar la porcion de la superficie de las muestras
fecales permite restringir el riesgo de coextraer sustancias que limiten la pureza del
ADN extraido (Stenglein et al. 2010). Al no encontrar diferencias significativas en el
nivel de pureza y cantidad se puede proponer que la efectividad del Kit para retirar la
mayor cantidad de sustancias que pueden interferir con la pureza del material genético
es un factor esencial para el desarrollo de este tipo de estudios, lo cual se encuentra
soportado por los resultados obtenidos en las investigaciones realizadas por Wasser et
al. (1997) Bellemain & Taberlet (2004), Bhagavatula & Singh (2006), Lampa et al.
(2008), Broseth et al. (2010), Frantz et al. (2003).

El estudio realizado por Bhagavatula & Singh (2006) demostré que el uso de muestras
fecales colectadas de poblaciones naturales presenta una mayor dificultad para la
extraccion de ADN de buena calidad en comparacion con la extraccion de ADN de
muestras colectadas de especimenes en cautiverio. Estos resultados soportan lo obtenido
en la presente investigacion, ya que se encontrd que a pesar que no existen diferencias
significativas para la cantidad y la pureza del ADN obtenido entre los dos tipos de
muestras; para la calidad existen diferencias estadisticamente significativa entre el ADN
obtenido de muestras de individuos en cautiverio y de individuos en poblaciones
naturales. Esto se vio reflejado en que el trabajo con muestras colectadas en campo
tuvo un porcentaje de amplificaciones exitosas realizadas con el gen mitocondrial 16S
mas bajo (70.37%), comparado con el 100% de éxito obtenido en las amplificaciones
con individuos en cautiverio. A pesar de la gran diferencia, el éxito de amplificacion
obtenido con muestras colectadas en campo se encuentran dentro del rango reportado
para los estudios de ADN fecal en diferentes especies el cual segin Chu et al. (2006) se
encuentra entre 56-100%. El tener un porcentaje de amplificaciones exitosas menor en
los estudios realizados en condiciones de campo es una tendencia que se presenta en los
estudios con muestras no invasivas (Palomares et al. 2002; Chu et al. 2006; Ruell &
Crooks 2007; Valiére et al. 2007; Mondol et al. 2009), esto se puede deber a que la
calidad de muestras obtenidas en condiciones de campo pueden estar influenciadas por
diversos factores como la dieta de las especies (Murphy et al. 2003), la antigiiedad de
las heces (Chu et al. 2006) vy las condiciones desfavorables de alta precipitacion y
humedad que se presenta en algunos ecosistemas (Murphy et al. 2007). Las limitaciones
que este tipo de factores pueden generar sobre la calidad del ADN fecal de poblaciones

naturales estd asociado Segun Kreader (1995) y Chu et al. (2006) a la presencia de
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inhibidores que se generan durante la descomposicion de la materia fecal, como: los
restos de animales predados, los acidos tanicos, sustancias humicas, sales biliares, la
bilirrubina y sustancia falvicas que interfieren en la amplificacion por PCR.

La amplificacion de la de la region control hipervariable I (HSV-I) utilizando los
primers MLTPRO, — CHR3, nos permitié evaluar el porcentaje de éxito en la
amplificacion en un fragmento de mayor tamafio (535 pb) y mas especifico para la
identificacion de L. pardalis. Para este fragmento se obtuvo un éxito en la amplificacion
de 38,09%, sin embargo en la estandarizacion realizada por Restrepo (2010) no se habia
obtenido amplificaciones para este fragmento, lo cual se debié posiblemente a que no
las muestras secadas no se secaron inmediatamente sino que se dejo que pasaran cerca
de 6 dias para secarlas lo que permitié el crecimiento de hongos y una mayor
degradacion del ADN fecal imposibilitindolo para la amplificacion de fragmentos
grandes. Es por esto que se recomienda secar las muestras en la mayor brevedad posible
para detener la descomposicion de la materia orgénica y el crecimiento de sustancias
fangicas que puede influir en el éxito de los resultados obtenidos siguiendo los
protocolos estandarizados por Restrepo (2010). Pese al bajo éxito en la amplificacion,
los resultados obtenidos nos permite decir que los protocolos para la colecta y
extraccion de ADN fecal estandarizados por Restrepo (2010) no solo permite obtener
optimas cantidades con una pureza optima, sino que también son una herramienta que

permite ADN amplificable.

Regnaut (2006) afirma que el éxito de amplificacion puede ser evaluado desde la
primera amplificacion, ya que en las repeticiones no se encuentran diferencias. En
algunos casos esta afirmacion es acertada, sin embargo en los resultados obtenidos se
encontraron diferencias en las 2 primeras amplificaciones con el gen mitocondrial 16S
por lo que fue necesario realizar la extraccion nuevamente de las muestras que habian
presentado variaciones en el patron de bandas. Del mismo modo, la amplificacion de la
region control hipervariable I (HSV-I) mostro resultados similares a los obtenidos en la
para el fragmento del gen 16s. Ademas, la importancia de las repeticiones de las
amplificaciones radica en el hecho de garantizar que los patrones de bandas obtenidos
son veridicos y no producto de contaminacion o errores en los procedimiento realizado
(Chu et al. 2006). De esta forma los resultados de repetitividad del 100% para los dos

fragmentos amplificados, no solo garantizan que el patrén de bandas pertenece a las
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muestras analizadas sino que también nos muestra la efectividad de los protocolos
utilizados para la obtencién de ADN que permita la reproductibilidad de los resultados.
El hecho que las muestra nimerol y 6 no hubiesen amplificado para el fragmento 16S y
que para la region control hipervariable I (HSV-1) el éxito de la amplificacion haya sido
menor (38,09%,) se puede deber al estado de degradacion en el que se encontraba el

ADN en estas muestras como resultado de la humedad y la antigiiedad (Waits 2001).

El hecho que el ADN obtenido de las muestras fecales se encuentre parcialmente
degradado afecta la obtencion de secuencias de buena calidad, lo que dificulta la
comparacion entre las muestras objeto de estudio y las secuencias que han sido
caracterizadas previamente (Taberlet et al. 1996). Esto se ve reflejado por los datos
obtenidos en la presente investigacion, donde solo fue posible obtener una secuencia de
buena calidad para ser comparada. Regnaut (2005) afirma que la degradacion del ADN
de heces colectadas en poblaciones naturales se da principalmente por DNasas libres
presentes en la materia fecal lo que puede incidir en gran medida en la amplificacion y
posterior secuenciacion del ADN fecal. De igual forma, la degradacion del ADN
también se encuentra dada por las condiciones ambientales en las que se encuentran
expuestas las muestras junto con los inhibidores que presentan. Al existir diversidad de
factores que dificultan el empleo de muestras fecales como herramientas para el estudio
de especies silvestre, Oka & Takenaka (2001) sugiere contrarrestar algunos de los
efectos como los de inhibicion (el cual considera critico) mediante el uso soluciones

durante el proceso de extraccion como CTAB/NaCl y BSA.

Sin embargo, por medio de la Unica secuencia que fue posible conseguir se obtuvieron
datos importantes en este estudio. Ya que al realizar un alineamiento (BLAST) se pudo
comparar con todas secuencias para el gen mitocondrial 16S reportadas en el banco
genético mas grande del mundo (Genbank). Lo que evidencia la importancia de la
secuencia obtenida, ademas también se logro discriminar que la secuencia tenia una alta
similitud con las secuencias de diferentes felinos. El alineamiento de la secuencia
obtenido con otras secuencias disponible en Genbank permitié una comparaciéon mas
restringida y veridica con L. pardalis, Lynx rufus, Felis catus, Canis lupus familiaris,
Procyon lotor y Tamandua mexicana. Gracias a estas comparaciones podemos afirmar
que la muestra colectada en Colosé (Sucre) pertenecen a un felino. Puesto que las

similitud entre la secuencia obtenida y las secencias previamente caracterizadas
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contrastadas con el BLAST, muestran que esta region es compartida por varias especies
de felinos, mostrando asi que existe una alta probabilidad que pertenezca a uno. Esta
probabilidad aumenta ain mas al observar los resultados obtenidos con el alineamiento
realizado con BioEdit, puesto que al comparar el fragmento obtenido con los
resportados para diferentes especies, como: Canis lupus familiaris, Procyon lotor y
Tamandua mexicana se puede observar que existen diferencias en la secuencia. Sin
embargo, al ser esta una secuencia tan consevada no permitié diferenciar entre: L.
pardalis, Lynx rufus, Felis catus. Por lo tanto, no podemos afirmar que la secuencia
obtenida pertenece a L. pardalis pero si podemos aseverar que la muestras no pertenece
a Canis lupus familiaris, Procyon lotor y Tamandua mexicana. Igualmente, podemos
asegurar que la secuencia pertenece a un felino. Dado que en la zona donde se realizo el
estudio no existen registros de felinos silvestres diferentes a ocelote, existe una alta
probabilidad que esta muestra pertenezca a un individuo de L. pardalis. Sin embargo,

para confirmar de forma veridica la procedencia de la muestra se continuara con esta
investigacion con el fin de obtener la secuencia de la region control hipervariable |
(HSV-1), que no fue posible obtener en el desarrollo de este estudio, como también se
secuenciaran tanto este fragmento como el fragmento del gen 16S para todas las

muestras colectadas.

7.1. Conclusiones

De los tres métodos de colecta, el que permitio colectar un mayor nimero de muestras
fecales en el trabajo realizado en Colosd (Sucre)-Colombia fue el seguimiento de
rastros, el cual es una herramienta Gtil para el muestreo en campo de heces de
Leopardus pardalis. Del mismo modo, el periodo inusual de lluvias en los que se
realizé el trabajo disminuyd la efectividad de las metodologias usadas para la colecta de

muestras fecales de Leopardus pardalis.

El trabajo realizado permitio probar que los protocolos estandarizados por Restrepo
(2010) permiten realizar estudios genéticos con muestras fecales de poblaciones

naturales de L. pardalis.

El gen mitocondrial 16S puede ser usado para la identificacion de felinos usando ADN
extraido de muestras fecales, sin embargo al ser un gen que presenta pocas variaciones

nucleotidicas entre especies no es eficiente para la identificacion de L. pardalis..
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Las muestras fecales permiten obtener registros de L. pardalis en Colombia y se pueden
convertir en fuente de informacion para la realizacion de analisis genéticos con este
especie; sin embargo, es necesario de un trabajo conjunto con otras metodologias no
invasivas (cAmaras trampa y trampas huella) para el estudios de poblaciones naturales

de L. pardalis.

8. Recomendaciones
Para la realizacion de estudios con ADN obtenido a partir de células descamadas del
lumen del epitelio intestinal se recomienda garantizar que estos se lleven a cabo en

épocas del afio con temporadas secas o de bajas precipitaciones.

Se recomienda probar métodos de colecta especificos para la colecta de heces en campo
gue permitan obtener mejores resultados para la realizacion de estudios en Colombia,
como el método desarrollado recientemente por Wultsch (2008). El consiste en el uso de
perros entrenados para la busqueda especifica de muestras fecales de L. pardalis o

“Scats Dogs”.

Del mismo modo se deben desarrollar métodos alternativos al horno para secar las

muestras en lugares que no se tenga acceso a electricidad.

Para utilizar ADN fecal como fuente de informacion para la realizacion de estudios
genéticos, se debe probar el uso de sustancias adicionales (BSA y CTAB) que
disminuyan los efectos de los inhibores en la amplificacion y secuenciacion de ADN

fecal.

Para estudios posteriores se recomienda el analisis de secuencia de primers polimorficos

como la HVS- 1, para la genotipificacion de los individuos.

La realizacion de muestreos mas extensivos y sistematicos permitirian conocer datos

mas exactos sobre la distribucion, ecologia y estado actual de L. pardalis en Colombia.
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1. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN PARA HECES CON

QIlAamp DNA Stool Mini Kit.

MATERIALES Y EQUIPOS

Bolsas ziploc

Cajas de petri

Navajas

Tubos de microcentrifuga (1.5y 2 mL)
Camara de extraccion

Centrifuga

Vortex

Bafio Maria

REACTIVOS

Buffer ASL

Pastilla de InhibitEX

Proteinasa K (2 mg/mL)

Buffer AL

Etanol de grado molecular al 100%
Buffer AW1

Buffer AW2

Buffer AE

PROCEDIMIENTO

1.

Dentro de la cdAmara de extraccion (previamente esterilizada bajo luz UV) saque
220 mg de raspadura de materia fecal e introduzcala en un tubo de 2 mL.

Si la muestra es conservada en Buffer, debe mantenerla congelada hasta el
momento de agregar el Buffer ASL.

Antes de agregar el Buffer ASL éste se debe precalentar por 5 minutos a 70°C.

Agregue a cada tubo 1.6 mL de Buffer ASL, y realice un vortex por 1 minuto y
30 segundos para homogeneizar las muestras.

Centrifugue a 14000 rpm. Tenga en cuenta que dependiendo del método de
conservacion utilizado, se debe variar el tiempo. Para muestras conservadas en
Buffer se recomienda centrifugar por 10 minutos, mientras que para secado se
recomienda hacerlo por 15 minutos y finalmente para etanol-silica es prudente
centrifugarlo durante 20 minutos.

Luego transfiriera 1.4 mL del sobrenadante a un nuevo tubo de 2 mL.

Si no alcanza a obtener este volumen centrifiguelo por 5 minutos mas.

Para el siguiente paso se deben cambiar los guantes para asegurar la esterilidad
de la pastilla.

Agregue la pastilla de InhibitEX a cada muestra. Inmediatamente después
realice un vortex por Iminuto y 30 segundos e incubelo por 1min a temperatura
ambiente.

Estudio piloto para la evaluacion del uso de muestras fecales en la identificacion de individuos L. pardalis empleando
herramientas moleculares Arciniegas-Vacares JS
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La incubacion es esencial en este proceso, ya que es cuando la pastilla ak

los inhibidores.

Centrifugue las muestras por a 10 minutos a 15000 rpm, para que el pellet este
bien compacto.

Inmediatamente después que la centrifuga se detenga, transfiera el sobrenadante
a un nuevo tubo de 1.5 mL y descarte el pellet. Y vuelva a centrifugar por 3
minutos a maxima velocidad.

Pipetee 25 L de proteinasa K en un tubo de 2 mL.

Pipetee 600 pL del sobrenadante obtenido en el paso 7 y transfiéralo al tubo de 2
mL que contiene la proteinasa K.

Agregue 600 pL de Buffer AL y haga un vortex por 15 segundos.
Nunca debe agregar el Buffer AL sobre la Proteinasa K.

Incube la mezcla durante 10 minutos a 70°C.

Al sacar del bafio maria, agregue 600 pL de etanol de grado molecular al 100%
y haga un vortex por 15 segundos.

Transfiera 600 pL de la mezcla que obtuvo el paso anterior a un tubo de dos
columnas, y centrifdguelo a maxima velocidad por 1 minuto.

Transfiera la columna con la membrana a un tubo de 2 mL proveido por el Kity
agregue otra alicuota de 600 pL. Centrifuguelo a maxima velocidad por 1
minuto.

Repita el paso anterior con los Gltimos 600 L.

Transfiera la columna con la membrana nuevamente a un tubo 2 mL proveido
por el Kit y agregue 500 puL de Buffer AWL1 y centrifugue a méxima velocidad
por 1 minuto. Transfiera nuevamente la columna con la membrana a un nuevo
tubo.

Agregue 500 pL de Buffer AW2 y centrifugue a maxima velocidad por 3
minutos

Transfiera la columna con la membrana a un tubo de 1.5 mL y agregue 200 uL
del Buffer AE directamente sobre la membrana. Deje incubar a temperatura
ambiente por un minuto y centrifugue a maxima velocidad por 1 minuto y
medio.
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Anexo 2. METODOLOGIA PARA EL MUESTREO DE HECES PARA
ANALISIS MOLECULARES DE Leopardus pardalis.

EQUIPOS Y MATERIALES.

GPS.

Higrotermometro.

Guantes de latex

Bolsas de papel de 30cm x 15cm.

Cémara fotogréfica.

Horno con temperatura indicador de temperatura.
Marcador.

Nevera de Icopor.

Silica gel con indicador de Humedad.

PROCEDIMIENTO.

1.

Asegurarse que la época en la que se vaya a realizar el muestreo se ha una época
seca, 0 en su defecto con baja precipitacion.

Realice una investigacion preliminar que le permita conocer los mamiferos de
tamafio mediano que se encuentran en la region con los que posiblemente puede
confundir las heces de Leopardus pardalis.

Identificar los sitios con presencia Leopardus pardalis, mediante el uso de
rastros como huellas, camaras trampa o reportes de avistamientos y ataques por
los habitantes de la region.

Mediante el uso de perros previamente entrenados (Wultsch 2008) para la
busqueda de heces de Leopardus pardalis, realizar una busqueda mediante el
seguimiento de rastros en sitios cubiertos, poco visibles y pocos transitados.
Prestando mucha atencion a los roscaderos que se encuentran a lo largo de la
busqueda. Al llegar a un rascadero buscar cerca de este, ya sea enterradas o
sobre la vegetacion, muestras fecales.

Al momento de encontrarse una muestra fecal identifique los criterios
morfologicos mas relevantes y comparelos con los descritos por Chame (2003):

e Heces en forma cilindrica con forma de salchicha.

e Presencia de sub-divisiones.

e Ahusadas en uno de sus extremos terminales.

e Forma compacta.

e Diametro del excremento entre 1.3cm y 1.6cm.

e Largo del excremento de 12.7cm aprox. y ancho del excremento 1.6cm

aprox.

Estudio piloto para la evaluacion del uso de muestras fecales en la identificacion de individuos L. pardalis empleando
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Si la muestra encontrada esta en mal estado y no permite identificar todas estas
caracteristicas, procure asegurarse que la muestra tiene un diametro mayor a 1.3cm; si
tiene dudas o no puede corroborar esta medida NO descarte la muestra.

6.

10.

11.

Procure asegurarse que la muestra estd compacta y NO proviene de un animal
enfermo. De igual forma evite colectar muestras depositadas en cuerpos de agua,
0 que la presencia de hongos cubren toda la muestra.

Tome registro de:

e Colector, Fecha, Coordenadas, Humedad y Temperatura.

e Antigiiedad: Basandose en la apariencia de las muestras fecales, estas se
clasificaran segun el tiempo de deposicién: muy reciente (menos de un dia),
reciente (mas de un dia, pero aun con materia organica en descomposicion) y
vieja (secos y sin materia en descomposicion).

Usando los guantes de latex tome la muestra y depositela en la bolsa de papel,
procurando tomar la menor cantidad de vegetacién o tierra asociada, teniendo
cuidado de no aplastarla.

Procese las muestras en el menor tiempo posible en un horno a 40°C por 24
horas continuas 0 mas hasta que la muestra este completamente seca, para que
las células epiteliales se fijen a la superficie de la muestra. Si la humedad de la
muestra es muy alta cambie la bolsa de papel constantemente.

Para transportar las muestras almacénelas en una nevera de icopor de tal forma
que no se aplasten entre si, con abundante silica gel.

Si por algin motivo, la muestra presente hongo depositela en tres bolsas de
papel, aislandola de las demas para evitar que contamine el resto. De igual
forma, retire la seccion de la muestra que presenta hongo, tratando de salvar la
mayor cantidad de muestra.

Estudio piloto para la evaluacion del uso de muestras fecales en la identificacion de individuos L. pardalis empleando
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12. Una vez en el laboratorio almacena las bolsas de papel en un recipiente plastico
0 en una nevera de icopor que contenga silica gel en el fondo hasta su
procesamiento, controlar la humedad a las que esta la muestra.
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