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RESUMEN

El leoncillo, Cebuella pygmaea, es un pequefio primate que habita en bosques de galeria
de la Amazonia alta. Su alimentacion es muy especializada, basada principalmente en
exudados y en presas animales. Su estado de conservacion en Ecuador es Vulnerable,
siendo su principal amenaza la deforestacion. La creciente presencia de los seres
humanos en el héabitat del leoncillo genera un mayor riesgo de transmision de
enfermedades para esta especie. Es poca la informacion registrada sobre las patologias
que afectan a las poblaciones silvestres de leoncillos, pero en grupos en cautiverio se
han registrado parasitos como Cryptosporidium spp. y Giardia duodenalis. En el
presente estudio se realizé una caracterizacion preliminar de los paréasitos intestinales de
un grupo silvestre de leoncillos que desaparecio mientras estaba siendo estudiado en la
Estacion de Biodiversidad Tiputini. Para determinar la presencia de Cryptosporidium
spp. y G. duodenalis se analiz6 el ADN extraido de muestras de heces. Para detectar G.
duodenalis se amplificd el gen de la B-giardina, para Cryptosporidium spp. se amplifico
la region 18S del ARN ribosomal; después de la amplificacion se realizo electroforesis.
Las muestras positivas fueron secuenciadas y comparadas con secuencias de referencia
del GenBank. Todas las muestras fueron negativas para G. duodenalis, posiblemente
porque la EBT no estd muy afectada por actividades antropogénicas. EI 29% de las
muestras presentd una banda para Cryptosporidium spp. Sin embargo, los resultados de
las secuencias indicaron la presencia de los hongos Trechispora alnicola, Peniophora
cinerea y Auricularia cornea, que no habian sido reportados en leoncillos. Estos
hongos, que se encuentran principalmente en madera, podrian haber sido ingeridos
accidentalmente por los leoncillos al hacer los huecos en la corteza de los arboles para
acceder a sus exudados. Si bien en este estudio preliminar no fue posible encontrar
evidencia de que la desaparicion del grupo de leoncillos se debié a parasitos, es
importante continuar con este tipo de investigaciones para conocer en qué medida el
parasitismo regula las poblaciones de este primate. Este estudio fue realizado bajo el
Contrato Marco MAE_DNB_2015 0019 para Stella de la Torre.

Palabras clave: Cebuella pygmaea, parasitos intestinales, leoncillos, PCR, hongos.



ABSTRACT

The pygmy marmoset, Cebuella pygmaea, is a small primate that inhabits gallery
forests in the upper Amazon basin. Its diet is very specialized, based mainly on exudates
and animal prey. Its conservation status in Ecuador is Vulnerable, deforestation being
its main threat. The increasing presence of humans in the habitat of the pygmy
marmoset generates a greater risk of disease transmission for this species. There is little
information about the pathologies that affect wild populations of pygmy marmosets, but
in captive groups parasites such as Cryptosporidium spp. and Giardia duodenalis have
been reported. In our study we carried out a preliminary characterization of the
intestinal parasites of a wild group of pygmy marmosets that disappeared while it was
studied at the Tiputini Biodiversity Station. To determine the presence of
Cryptosporidium spp. and G. duodenalis we analyzed DNA extracted from fecal
samples. To detect G. duodenalis the [-giardine gene was amplified, for
Cryptosporidium spp. the 18S region of the ribosomal RNA was amplified; after
amplification, electrophoresis was done. Positive samples were sequenced and
compared with GenBank reference sequences. All samples were negative for G.
duodenalis, possibly because EBT is not very affected by anthropogenic activities.
Twenty nine percent of the samples presented a band for Cryptosporidium spp.
However, the results of the sequences indicated the presence of the fungi Trechispora
alnicola, Peniophora cinerea and Auricularia cornea, which have not been reported
previously in pygmy marmosets. These fungi, which are mainly found in wood, could
have been accidentally ingested by the pygmy marmosets by gauging holes in the bark
of the trees to obtain their exudates. Although in this preliminary study it was not
possible to find evidence that the disappearance of the group of pygmy marmosets was
due to parasites, it is important to continue with this type of research to know to what
extent parasitism regulates the populations of this primate. This study was conducted
under the MAE_DNB_2015 0019 Contract for Stella de la Torre.

Keywords: Cebuella pygmaea, intestinal parasites, pygmy marmoset, PCR, fungi.
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1. INTRODUCCION
1.1. Familia Callitrichidae

Los primates de la familia Callitrichidae son pequefios y arboreos. Se
distribuyen en los bosques de Sudamérica, en Colombia, Bolivia, Brasil, Peri y
Ecuador. Frecuentemente se hallan en simpatria con otros monos del Nuevo Mundo
(Erkenswick et al., 2018).

1.2. Cebuella pygmaea

El leoncillo o titi pigmeo, Cebuella pygmaea, es el miembro mas pequefio de la
familia Callitrichidae (Townsend, 2001). Habita en bosques de galeria, cerca de riveras
0 zonas inundadas, entre 220 y 450 msnm en la Amazonia alta (de la Torre et al., 2013;
IUCN, 2008).

Vive en grupos de 2 a 9 individuos, con una hembra y un macho adultos; la
hembra puede parir gemelos dos veces al afio. Las crias son cuidadas por los demas
miembros del grupo en lo que se conoce como un sistema de reproduccion cooperativo
(de la Torre y Snowdon, 2009; IUCN, 2008).

El titi pigmeo es uno de los primates neotropicales con alimentacion maés
especializada (Yeépez et al., 2005), ya que su dieta se basa en un 60-80% en exudados de
lianas y arboles, y el resto en presas animales, principalmente insectos (Soini, 1982;
Yépez et al., 2005), con una minima proporcion de flores y frutas (Porcel et al., 2010).
Debido a su alimentacion de exudados, sus dientes incisivos inferiores son cinceles
afilados que apuntan ligeramente hacia adelante y adentro, lo que les permite excavar en
la corteza de las plantas; su boveda palatina, ademas, permite una mejor succién de los
exudados (Townsend, 2001). Entre las especies de plantas que usan como fuentes de
exudados estan Inga marginata, Inga ruiziana, Sterculia apetala, Cedrela odorata, y

Spondias mombin (de la Torre et al., 2013).Entre sus presas animales estan saltamontes
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(Orthoptera), abejas nativas (Hymenoptera), polillas (Lepidoptera), a veces mariposas
diurnas (Lepidoptera) y libélulas (Odonata) (Townsend, 2001).

Las actividades antropogénicas tales como la tala indiscriminada de bosques,
explotacion petrolera, erosion del suelo, contaminacién, caza, entre otros, esta
ocasionando la fragmentacion de los ecosistemas amazénicos y cambios en el
comportamiento de los individuos y la dinamica de las poblaciones. En varias especies
de primates que habitan en bosques fragmentados se han reportado cambios en su
comportamiento, que afectan a sus relaciones sociales, reproduccion, alimentacion y
exposicion a parasitos (Catenacci et al., 2016; Brinkworth y Pechenkina, 2013).Segun el
Libro Rojo de los Mamiferos del Ecuador (Tirira, 2011), el leoncillo se encuentra en
estado Vulnerable debido a la destruccion de sus hébitats y al trafico ilegal para el
mercado de mascotas. Se desconoce, sin embargo, en qué medida la fragmentacion de
los bosques donde habita esta especie afecta a su carga parasitica. Este fue el tema de mi
estudio.

1.3. Parasitismo

El parasitismo juega un rol importante en la naturaleza, brindando el equilibrio
necesario para la persistencia de las especies, debido a la dinamica entre el crecimiento
de las poblaciones y su regulacion (Boundenga et al., 2018). Las infecciones naturales
en la vida silvestre pueden tener efectos positivos en la salud del hospedero; por
ejemplo, ciertas infecciones por helmintos disminuyen las reacciones alérgicas e
inflamatorias (Erkenswick et al., 2018). Sin embargo, se debe tomar en cuenta que el
parasitismo connota la adquisicion de recursos como espacio o alimentos, por parte de
un organismo a expensas de otro, y ciertos parasitos resultan perjudiciales en entornos

complejos (Erkenswick et al., 2018).
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Segun estudios, el 90% de parasitos registrados en humanos se ha encontrado en
otras especies de mamiferos, por lo que los primates no-humanos son susceptibles al
contagio de esas infecciones parasiticas de humanos y otros animales, de manera
directa, tréfica o por vectores artrépodos, produciéndoles enfermedades que pueden ser
dificiles de diagnosticar y tratar (Johnson-Delaney, 2009; Erkenswick et al., 2018;
Boundenga et al., 2018). Por tal motivo es importante determinar los patégenos que
circulan en la vida silvestre, principalmente en las especies que se han visto afectadas
por actividades antropogénicas (Boundenga et al., 2018). Se ha descubierto que en los
grupos de primates que estan en menor contacto con humanos hay menor prevalencia de
enfermedades parasitarias en relacion a los primates que se encuentran en mayor
contacto con los humanos; ademas el parasitismo puede variar segun la edad, sexo,
madurez sexual y dominancia, por ejemplo, suele ser mas frecuente en machos que en
hembras (Martin-Solano et al., 2017; Rushmore et al., 2017).

En los grupos de animales en cautiverio, la prevalencia de parasitos puede estar
relacionada al agua contaminada y a la exposicion a excrementos humanos; sin
embargo, los primates en libertad también se ven afectados debido a la presencia de los
habitantes locales y turistas (Martin-Solano et al., 2017).

Cordeiro et al. (2008) realizaron un estudio en Brasil con seis individuos adultos
en cautiverio del titi coman Callithrix jacchus, que tenian WMS, una enfermedad
presente en las colonias de esta familia de primates que aumenta la incidencia de
parasitismo; los individuos recibieron antiparasitarios y fueron monitoreados durante un
afio. Estos animales presentaron el nematodo Trichospirura leptosoma que causa
pancreatitis crénica linfocitica, verminosa y fibrosa; esto provoco la muerte de tres

individuos, los restantes fueron sacrificados.
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Por otro lado, Dunn (1963) realiz6 un estudio en Per( con varios primates no
humanos, entre los que se encontraban nueve individuos de Cebuella pygmaea, de los
cuales cuatro presentaron el acantocéfalo Prosthenorchis elegans. Se conoce que P.
elegans es comun en los leoncillos y ocasiona graves dafios como peritonitis,
perforaciones intestinales y lesiones nodulares. Ademas, se han registrado enfermedades
provocadas por helmintos, apicomplejos, Giardia duodenalis, Toxoplasma gondii,
garrapatas y acaros (Johnson-Delaney, 2009).

La informacién que se tiene sobre el parasitismo en poblaciones silvestres de
leoncillos es minima. Al ser este proyecto de investigacién una caracterizacion
preliminar, se buscaron solo los paréasitos Cryptosporidium spp. y Giardia duodenalis
que son parasitos de facil dispersion, ubicuos en humanos, animales domésticos y otros
vertebrados, entre los que se incluyen primates no humanos. Estos parasitos se
transmiten por via oral-fecal, por contacto directo o por la ingesta de agua y alimentos

contaminados (Karim et al., 2014).

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo principal
Detectar la presencia de parasitos intestinales en muestras de heces de un grupo
silvestre de leoncillos (Cebuella pygmaea) de la Estacion de Biodiversidad Tiputini.
2.2. Objetivos especificos
2.2.1. Validar técnicas de analisis molecular para la deteccion de distintos
parasitos en muestras de heces de un grupo silvestre de leoncillos.
2.2.2. Caracterizar de manera preliminar la diversidad de parasitos intestinales

presente en leoncillos en estado silvestre.
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3. JUSTIFICACION

Las poblaciones de Cebuella pygmaea se han visto afectadas por actividades
antropogénicas, principalmente la fragmentacion de su habitat y la caceria para tréfico
ilegal como mascotas. Su estado de conservacion en Ecuador es Vulnerable y su
especializacién tanto en habitat como en alimentacion, hace que su poblacién se vean
ain mas amenazada por las actividades humanas.

Por otro lado, ya que su habitat es cada vez méas invadido, son mas propensos a
contraer enfermedades de los humanos (Johnson-Delaney, 2009). Aunque es poca la
informacion que se tiene sobre las enfermedades que los afectan, se conoce que algunas
estan presentes también en las personas, incrementando el riesgo de transmision
(Boundenga et al., 2018).

Los estudios moleculares sobre los parasitos que afectan a los leoncillos son
limitados. La mayoria de estudios previos se basaron en disecciones de los individuos y
estudios microscopicos para identificar a los parasitos. Sumado a esto, las
investigaciones se realizaron con grupos en cautiverio, por lo que, al no estar en su
habitat natural, los resultados pueden verse influenciados por otros factores como el tipo
de alimentacion que les proporcionan los investigadores y un mayor contacto con
humanos.

En este contexto, en mi investigacion busque, mediante andlisis moleculares,
contribuir al conocimiento de los parasitos que afectan a las poblaciones silvestres de
Cebuella pygmaea. Mis resultados pueden ser utilizados como una linea base para
continuar analizando otro tipo de parasitos, y para evaluar y, eventualmente, controlar

las potenciales enfermedades a las que se ven expuestos los leoncillos.
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4. AREA DE ESTUDIO

La investigacion fue llevada a cabo en las instalaciones del Instituto de
Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito, en el Laboratorio de Vectores
y Parasitologia.

Las 17 muestras de heces fueron colectadas de un grupo de leoncillos en la

Estacion de Biodiversidad Tiputini.

5. SUJETOS DE ESTUDIO

El grupo de leoncillos estudiado estaba conformado por cuatro individuos: un
macho adulto, una hembra adulta, un subadulto y un juvenil. Este grupo estuvo en
estudio en la Estacion de Biodiversidad Tiputini desde el afio 2015, hasta que
desaparecio subitamente en octubre del 2017.Las muestras fueron colectadas entre
septiembre y octubre del 2017 (Anexo 1).

Las muestras fueron colectadas colocando una red debajo de los arboles de
exudados del grupo. Para cada muestra se registro la fecha y hora de coleccion vy,
cuando fue posible, la edad y sexo del individuo. Se colocaron las muestras en tubos
Eppendorf de 2mL con alcohol al 96% y se las guardd en condiciones de sombra hasta

su transporte al Laboratorio de Biologia de la USFQ.

6. MATERIALES
6.1. Extraccion de ADN
e PowerSoil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories Inc.)
e Tubos Eppendorf 1.5mL
e Microcentrifuga

e Micropipetas



Puntas para micropipetas
Vortex
. Amplificacion por PCR de la region 18S del ARN ribosomal mediante
primers especificos para la deteccion de parasitos intestinales
(Apicomplexa: Cryptosporidium spp.)
Kit para PCR Invitrogen
o Buffer 10X
o MgCl, 50mM
o dNTPs 2mM
o Primer 18S Forward 10uM
o Primer 18S Reverse 10uM
o Taq Polimerasa 5U/uL
ADN extraido de cada muestra
Termociclador
Camara de anticontaminacion
Micropipetas
Puntas para micropipetas
Tubos Eppendorf de 0.6mL
Tubos Eppendorf de 0.2mL
. Electroforesis en gel de agarosa
e Agarosa
e TBE1X
e Balanza
e Bromuro de etidio

e Probeta



e Frasco de vidrio

e Camara de electroforesis

e Blue Juice Invitrogen

e Ladder 100bp Invitrogen

e Productos de PCR de las muestras
e Micropipetas

e Puntas para micropipetas

Fotodocumentador BioRad Gel Doc XR

6.4. Amplificacion por PCR del gen de la B-giardina
e Kit para PCR 1 Invitrogen
o Buffer 10X
o MgCl, 50mM
o dNTPs 2mM
o Primer G7 Forward 10uM
o Primer G759 Reverse 10uM
o Taq Polimerasa 5U/uL
e ADN extraido de cada muestra
e Termociclador
e Camara de anticontaminacion
e Micropipetas
e Puntas para micropipetas
e Tubos Eppendorf de 0.6mL
e Tubos Eppendorf de 0.2mL
e Kit para PCR 2 Invitrogen

o Buffer 10X



6.5.

o MgCl, 50mM

o dNTPs 2mM

o Primer G99 Forward 10uM
o Primer G609 Reverse 10uM

o Taq Polimerasa 5U/uL

ADN extraido de cada muestra

Termociclador

Camara de anticontaminacién

Micropipetas

Puntas para micropipetas

Tubos Eppendorf de 0.6mL

Tubos Eppendorf de 0.2mL

Electroforesis en gel de agarosa

Agarosa

TBE 1X

Balanza

Bromuro de etidio
Probeta

Frasco de vidrio

Céamara de electroforesis
Blue Juice Invitrogen
Ladder 100bp Invitrogen
Productos de PCR 2 de las muestras
Micropipetas

Puntas para micropipetas

18
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e Fotodocumentador BioRad Gel Doc XR

7. METODOS
7.1. Extraccién de ADN

Para extraer el ADN de las muestras de heces se utilizo el kit PowerSoil DNA

Isolation Kit (MO BIO Laboratories Inc.), siguiendo su respectivo protocolo (Anexo 2).
7.2. Amplificacién por PCR de la region 18S del ARN ribosomal para la
deteccion de parasitos intestinales del Filo Apicomplexa

Se sigui6 un protocolo estandarizado con base en el protocolo expuesto en Yang
et al. (2014). Se procesaron las muestras de la siguiente manera: 1uL de Buffer 10X,
0.4pL de MgCI2 a 50mM, 1uL de dNTPs a 2mM, 0.5uL de primer F a 10mM, 0.5uL
de primer R a 10mM, 0.2uL de Taq polimerasa a 5U/uL, 4.4uL de agua para PCR y
2uL de ADN, para un volumen final de 10uL. Los primers utilizados fueron18S
Forward y 18S Reverse presentados en Yang et al. (2014), que amplifican para
Cryptosporidium spp.

En el termociclador se utilizd el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a
96°C por 2 minutos; desnaturalizacion, annealing y extension a 94°C, 60°C y 72°C
respectivamente por 30 segundos por cada uno de los pasos, por 40 ciclos; y extensién
final a 72°C por 7 minutos.

Tras la PCR, se realizd electroforesis en gel de agarosa para revelar los
resultados. Se esperaban bandas de aproximadamente 300bp en las muestras positivas
para apicomplejos. Las muestras positivas fueron liofilizadas y enviadas para
secuenciamiento.

Las secuencias fueron curadas en el programa Gap 4.0, las secuencias consenso

se las ingres6 a Nucleotide BLAST del NCBI, de esa base de datos, se seleccioné a los
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cinco organismos con mayor porcentaje de identidad de cada secuencia. Con todas esas

secuencias se realiz6 un alineamiento y se construyé un arbol filogenético en el

programa MEGA. Esto permitié definir a qué organismo correspondia cada muestra.
7.3. Amplificacion por PCR del gen de la B-giardina

Se siguid el protocolo expuesto en Gil et al. (2017), donde se realiza una PCR
anidada. El protocolo para la primera amplificacion fue el siguiente: 1uL de BSA, 1uL
de Buffer 10X, 0.35uL de MgCl2 a 50mM, 0.6pL de dNTPs a 2mM, 0.8uL de primer F
a 10mM, 0.8uL de primer R a 10mM, 0.2uL de Taqg polimerasa a 5U/uL, 3.25uL de
agua para PCR y 2uL de ADN, para un volumen final de 10uL. Los primers utilizados
fueron G7 Forward y G759 Reverse expuestos en Gil et al. (2017).

En el termociclador se utilizd el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a
95°C por 7 minutos; desnaturalizacion, annealing y extension a 95°C, 65°C y 72°C
respectivamente por 30 segundos la desnaturalizacion y el annealing y 1 minuto la
extension, por 35 ciclos; y extension final a 72°C por 7 minutos.

El protocolo para la segunda amplificacion fue el siguiente: 1uL de BSA, 1uL
de Buffer 10X, 0.35uL de MgCI2 a 50mM, 0.6uL de dNTPs a 2mM, 0.8uL de primer F
a 10mM, 0.8uL de primer R a 10mM, 0.2uL de Taq polimerasa a 5U/uL, 3.25uL de
agua para PCR y 2uL del producto de la primera PCR diluido 1 en 100, para un
volumen final de 10 pL. Los primers utilizados fueron G99 Forward y G609 Reverse
expuestos en Gil et al. (2017).

En el termociclador se utiliz6 el siguiente programa: desnaturalizacién inicial a
95°C por 7 minutos; desnaturalizacion, annealing y extension a 95°C, 55°C y 72°C
respectivamente por 30 segundos la desnaturalizacion y el annealing y 1 minuto la

extension, por 35 ciclos; y extension final a 72°C por 7 minutos.
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Tras la PCR, se realizd electroforesis en gel de agarosa para revelar los
resultados. Se esperaban bandas de aproximadamente 511bp en las muestras positivas

para [3-giardina.

8. RESULTADOS
8.1. Amplificacion por PCR de la region 18S del ARN ribosomal para la
deteccion de parasitos intestinales del Filo Apicomplexa

Tras la amplificacion de la region 18S de las 17 muestras, se realizo
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. El 29%de las muestras fueron positivas pues en
ellas se identificd la banda de aproximadamente 300 pares de bases. Dichas muestras
fueron la 1 correspondiente a un adulto macho, la 2 correspondiente a un adulto, la 9
correspondiente a un individuo no identificado, la 10 correspondiente a un subadulto y
la 11 correspondiente a un juvenil (Fig 1y 2).

En la Figura 1 se observa la relacion entre las secuencias de las muestras
positivas y las secuencias de la base de datos del NCBI de los hongos identificados. La
muestra 1 corresponde al hongo Trechispora alnicola, la muestra 9 corresponde al
hongo Peniophora cinerea y la muestra 10 corresponde al hongo Auricularia cornea.

Respecto a las muestras 2 y 11, no fue posible obtener una secuencia consenso

para ingresar en BLAST.

KT587328.1 Peniophora cinerea culture MUTITA :4883 188 ribosomal | RNA gene partial sequence
Mugstra &
AF0Z8607 1 alutum 188 ribosomal RNA gene partial sequence

JX096837.1 Peniophora nuda strain 30a11 165 ribosomal RNA gene: partial sequence
EUS54356.1 Aga sp. MEG2 188 ribosoma | RNA gene partial sequence
AY293131.1 Fist al RNA gene quence
MG847266.1 Tra Cui 7081 188 ri

gL
MN156315.1 Auricularia cornea isolate BO2 188 ribosomal RNA gene partial sequence and internal franscribed spacer 1 5.85 ribosomal RNA gene internal transcribed spacer 2 28S ribosomal RNA and 5S riboe
Mugstra 10

RNA gene partial sequence

AY283130.1 Extdiopsis calcea 185 ribosomal RNA gene partial sequence
AB0B4810.1 Xylobolus subpileatus gene for 185 rRNA partial scquence
AF028603.1 Alcurodiscus botryosus 185 ribosomal RNA gene partial sequence
AF026567.1 Stereum annosum 188 ribosomal RNA gene partial sequence

‘ MF318992.1C psis prescotii strain 1. Kytovuori 08-0308 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence

AF202267.1 5p. ol 5-5 185 ribosomal RNA gene partial sequence
AY803753.1 Trechispora sp. PBM418 isolate AFTOL-ID 678 188 ribosomal RNA gene complete sequence
EUS09231.1 Trechispora farinacea 185 ribosomal RNA genc partial sequence internal transcribed spacer 1 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2 complete sequence and 285 ribosomal RN
AY857012.1 Trechispora alnicola isolate AFTOL-ID 885 188 ribosomal RNA gene partial sequence
Muestra 1

Figura 1. Arbol filogenético de las secuencias
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8.2. Amplificacion por PCR del gen de la B-giardina
Tras la amplificacion del gen de la B-giardina de las 17 muestras, se realizo

electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. En ninguna muestra se observé banda, lo que

indica ausencia de Giardia duodenalis.

9. DISCUSION

Los primates son animales Unicos, presentan adaptaciones anatomicas, sistemas
sociales y roles ecoldgicos importantes; pero asi mismo, enfrentan varias amenazas
principalmente debido a las actividades antropogénicas como la fragmentacion e
invasion de su habitat o la caceria, siendo la primera, la amenaza mas grande para la
conservacion de los primates (Cervera et al., 2017, de la Torre et al., 2013). Cebuella
pygmaea es una especie altamente especializada tanto en habitat como en alimentacion,
razon por la cual las actividades antropogenicas pueden resultarle ain mas perjudiciales.

En estudios con primates, se ha comprobado que el parasitismo incrementa en
habitats alterados, ya que la disponibilidad de alimentos disminuye, con lo que se limita
la ingesta de nutrientes, comprometiendo al sistema inmune (Behie y Pavelka, 2013).
Tanto las enfermedades infecciosas como las parasitarias representan una amenaza para
la conservacion de las especies silvestres, esto sumado a la creciente invasion de las
selvas tropicales y habitats riberefios por parte del humano, incrementa la posibilidad de
intercambio de hospederos de los parasitos, debido a las proximidades filogenéticas
entre humanos y primates no humanos (Boundenga et al., 2018; de la Torre et al.,
2013).

Se ha visto que los leoncillos son susceptibles a infecciones virales y
bacterianas, por ejemplo aquellas causadas por paramixovirus, adenovirus, herpes

simple, influenza, hepatitis, Kleibsella sp., Bordetella sp. y Streptococcus sp. (Gal et al.,
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2013). En un estudio realizado por Griner (1983), con 15 leoncillos disecados, se
detect6 que la causa mas comun de muerte es la enterocolitis e infecciones respiratorias,
causadas principalmente por Toxoplasma gondii y rotavirus (Gal et al., 2013).

El tipo de alimentacion de los tities puede ser una guia para comprender las rutas
de infeccion de los pardsitos, por ejemplo, al alimentarse de artropodos, los cuales
pueden ser hospederos intermediarios de helmintos (Tavela et al., 2013).

En cuanto a los resultados obtenidos en esta investigacion, es notable que los
ensayos para apicomplejos no fueron 100% eficientes debido a que se observaron
dimeros de primer, poniendo en evidencia que las condiciones de amplificacién no
fueron del todo Optimas (Bustin y Huggett, 2017). Los primers utilizados para la
amplificacion del gen 18S fueron disefiados para PCR en tiempo real (QPCR) vy, al ser
utilizados en PCR convencional no resultan tan especificos. La qPCR fue desarrollada
como un refinamiento de la PCR convencional, se basa en el uso de colorantes o sondas
fluorescentes que permiten monitorear el producto amplificado (Paiva-Cavalcanti et al.,
2010); los primers suelen ser especificos, pero lo que le provee mas sensibilidad es la
sonda ya que se la disefia para una secuencia target especifica (Thornton y Basu, 2011).

El registro de hongos en las heces de leoncillos no se habia reportado antes. Las
tres especies reportadas corresponden a hongos basidiomicetos que se encuentran
principalmente en la madera (Ellis y Ellis, 1990; Ordofiez, 2018)

En mamiferos, los hongos no poseen un modo unico de transmision, la mayoria
presenta dificultades para superar las barreras como alta temperatura corporal, piel sana
y sistema inmunitario; sin embargo al romper la piel 0 membranas mucosas, pueden
causar enfermedades internas (Berbee, 2001).

Los basidiomicetos son hongos cuyas especies cumplen diversas funciones, de

manera que, algunos forman ectomicorrizas, otros son comestibles y otros son



24

patdgenos. Este filo incluye champifiones, hongos mutualistas, mohos y dos grupos de
parasitos vegetales (Campbell y Reece, 2005). Los agaricales son el grupo més comin
de los Basidiomicetos (Curtis et al., 2008). En el grupo de basidiomicetos, Malassezia,
esta frecuentemente asociado a trastornos cutaneos en humanos, como dermatitis
atdpica; las enzimas que secreta este hongo son similares a las del ascomiceto Candida
albicans (Heitman, 2011).

También en este filo existen hongos patégenos que atacan a los insectos. Hay
estrechas relaciones filogenéticas entre parasitos de insectos y hongos (principalmente
Cordyceps), sugiriendo que los hongos evolucionaron e irradiaron sobre los insectos
hospedadores de esos parasitos (Berbee, 2001). Los tres hongos detectados pertenecen a
la clase de los Agaricomycetes. Trechispora alnicola crece en madera humeda, en
especial en madera ya atacada por otros hongos o muerta; se lo encuentra durante todo
el afo, pero en mayor abundancia en los meses de julio a octubre (Ellis y Ellis, 1990).
Causa la enfermedad del césped (Cannon y Kirk, 2007). Peniophora cinerea es un
hongo patdgeno del nogal negro. Habita en la madera muerta de arboles caducifolios y
coniferas. Auricularia cornea crece en la madera muerta o en las partes muertas de los
arboles vivos, en especial en temporada lluviosa; se trata de un hongo lignocelulolitico;
se lo ha registrado en las provincias de Zamora Chinchipe y Guayas, en el Bosque
Montano Oriental y el Bosque Humedo Tropical del Choco (Ordofez, 2018).Al
encontrarse estos hongos en la madera, los leoncillos pudieron haberlos ingerido de
manera accidental. El efecto de estos hongos sobre estos primates es desconocido y
debe ser estudiado a futuro.

En cuanto a la ausencia de Giardia duodenalis, puede deberse a que se trata de
un patogeno frecuente en humanos y el area donde se encontraba este grupo de

leoncillos, la Estacion de Biodiversidad Tiputini, estd minimamente afectada por
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actividades humana. En la estacion hay un numero limitado de personas y sus

actividades, asi como el manejo de sus desechos, estan bien controlados (Swing, 2017).

Esto reduciria la probabilidad de contagio entre los seres humanos y otros animales,

incluyendo los leoncillos.

10. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El estudio de los factores que puedan poner en riesgo las poblaciones de Cebuella
pygmaea es importante para tomar acciones que permitan la conservacion de este
primate. Si bien la fragmentacién de su héabitat es lo que méas se ha estudiado,
igualmente se debe considerar el estudio mas profundo de las enfermedades que los
afectan y que en ocasiones pueden darse justamente por las alteraciones que
provocan los humanos.

Con relacion a lo encontrado en esta investigacion, se concluye que, aungue no se
detectaron en las muestras los parasitos para los que se realizaron los analisis
moleculares, se deja una guia para que se continle la busqueda de otros grupos
parasitarios, y no solo con estas muestras del grupo desaparecido, sino que se hagan

estudios de otros grupos silvestres.
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Tabla 1. Datos de las muestras de heces recolectadas

Anexo 1: Datos de las muestras recolectadas
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Lugar de Fecha de Numero de Hora de

Individuo

recoleccion recoleccion muestra recoleccion

Tiputini 10/9/17 1 15:00-17:00 Adulto macho
Tiputini 11/9/17 2 06:40 Adulto
Tiputini 11/9/17 3 06:40-7:00 Subadulto
Tiputini 11/9/17 4 6:40-7:00 Juvenil
Tiputini 13/9/17 5 06:00-10:00 Subadulto
Tiputini 13/9/17 6 06:00-10:00 Adulto
Tiputini 13/9/17 7 06:00-10:00 Adulto
Tiputini 19/9/17 8 12:00-16:30 Adulto hembra
Tiputini 20/9/17 9 06:00-10:00 No identificado
Tiputini 20/9/17 10 06:00-10:00 Subadulto
Tiputini 20/9/17 11 06:00-10:00 Juvenil
Tiputini 29/9/17 12 06:00-10:00 Adulto
Tiputini 29/9/17 13 06:00-10:00 Adulto
Tiputini 29/9/17 14 06:00-10:00 Subadulto
Tiputini 29/9/17 15 06:00-10:00 Juvenil
Tiputini 29/9/17 16 06:00-10:00 Adulto
Tiputini 8/10/17 17 12:00-16:30 No identificado
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Anexo 2: Protocolo de extraccion de ADN PowerSoil DNA Isolation
Kit

Agregar 0.25g de la muestra a extraerse a los tubos PowerBead provistos en el
kit, mezclar agitando suavemente.

Afadir 60uL de la solucién C1 y agitar brevemente.

Tras asegurar los tubos, llevar al vortex a maxima velocidad por 10 minutos.
Centrifugar a 10000 revoluciones durante 30 segundos.

Transferir el sobrenadante a los tubos de coleccién limpios de 2mL provistos en
el kit.

Agregar 250uL de la solucién C2, llevar al vortex por 5 segundos. Incubar a 4°C
durante 5 minutos.

Centrifugar a 10000 revoluciones durante 1 minuto.

Evitando el pellet, transferir 600uL del sobrenadante a tubos de coleccion
limpios de 2mL provistos en el kit.

Afadir 200uL de la solucién C3, agitar brevemente en el vortex. Incubar a 4°C
durante 5 minutos.

Centrifugar a 10000 revoluciones durante 1 minuto.

Evitando el pellet, transferir 750uL de sobrenadante a los tubos de coleccién
limpios de 2mL provistos en el Kit.

Mezclar la solucién C4 y afiadir 1200uL al sobrenadante. Llevar al vortex por 5
segundos.

Cargar 675uL en los tubos MB Spin Column provistos en el kit y centrifugar a
10000 revoluciones durante 1 minuto. Descartar el liquido.

Repetir el paso 13 hasta que se procese toda la muestra.
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15. Afiadir 500uL de la solucion C5, centrifugar a 10000 revoluciones durante 30
segundos.

16. Desechar el liquido y centrifugar nuevamente a 10000 revoluciones durante 1
minuto.

17. Con cuidado, colocarlas MB Spin Column en los tubos de coleccion limpios de
2mL provistos en el kit, evitando salpicar la solucion C5 a la columna.

18. Afadir 100uL de la solucion C6 al centro del filtro de la membrana.

19. Centrifugar a 10000 revoluciones durante 30 segundos. Descartar la columna y

se tiene listo el ADN.

12.3. Anexo 3: Figuras

Figura 2. Gel de agarosa del Filo Apicomplexa

En la Figura 2 se observa el resultado de la electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de
los resultados obtenidos de la amplificacion de la region 18S para Cryptosporidium
(Filo Apicomplexa), a partir de muestras de heces de Cebuella pygmaea. L: ladder, C-:
control negativo, 1 a 5: nimero de las muestras procesadas, C+: control positivo. Las

muestras con resultado positivo son aquellas que presentan banda alrededor de 300bp.
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Figura 3. Gel de agarosa del Filo Apicomplexa

En la Figura 3 se observa el resultado de la electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de
los resultados obtenidos de la amplificacion de la regién 18S para Cryptosporidium

(Filo Apicomplexa), a partir de muestras de heces de Cebuella pygmaea. L: ladder, C-:
control negativo, C+: control positivo, 6 a 11: nimero de las muestras procesadas. Las

muestras con resultado positivo son aquellas que presentan banda alrededor de 300bp.



