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Resumen

El leoncillo (Callithrix pygmaea es uno de los primates ecuatorianos con mayaologia
especializacién de habitat y de dieta. Esta alp@a@aslizacion y la intensificacion de las
actividades humanas en la Amazonia ecuatoriandgmodausar que las poblaciones del
leoncillo atraviesen por cuellos de botella y perdu diversidad genética. Con el fin de
estimar la magnitud de esta amenaza, desde elCif) e realizé un estudio piloto para
evaluar el nivel de variabilidad genética de cugtupos de esta especie de una poblacion
a orillas del rio Aguarico. Para la realizacion dedlisis genético se utilizé un total de 50
muestras de heces, colectadas durante el periodeptiembre 2008 y febrero 2009; el
50% de las muestras correspondié al grupo P4,rigsog P1, P2 y P5 aportaron con el
restante 50%. A partir de estas muestras se exa)d con el kit QlAamp DNA Stool
Mini Kit (QIAGEN). Mediante la técnica de PCR se @ificaron nueve primers de
microsatélites reportados por Nievergelt et al98)Qara otra especie de Callitrichino. La
visualizacion de bandas se realiz6 en geles derdés de poliacrilamida al 6% y Urea
5M. El analisis estadistico fue realizado con aelgpema GenAlEx 6. Los resultados
obtenidos muestran que existen de 3 a 8 alelos/ldauprueba de equilibrio Hardy-
Weinberg sugiere que en el grupo P4 puede estaedsmto endogamia, la
heterocigocidad esperada en los grupos P1 y P2 paderes de 0.5, mientras que los
valores del grupo P4 varian de 0.5 a 0.836. Laawlish genética (Nei 1987) entre los
grupos P1 y P2 es de 1.211, mientras que el grambfiere 0.612 y 0.485 con respecto de
los grupos P2 y P1. Este estudio es pionero encesteo y evidencia la necesidad de
continuar con investigaciones para evaluar el ifgphumano sobre la diversidad genética
en esta y otras especies ecuatorianas.



Abstract

The pygmy marmosetCallithrix pygmaea is an Ecuadorian primate species highly
specialized in habitat and diet. This high spezrsion and the increment of human
activities in the Ecuadorian Amazonia could catlmegopulation of pygmy marmosets to
go through bottle necks, losing genetic diversyce 2008, a pilot study was carried out
to evaluate the level of genetic diversity in fogmoups of pygmy marmosets of a
population located in the margins of the Aguarioeen. From September 2008 through
February 2009, 50 fecal samples were collected flamthe groups; 50% of the samples
were from group P4, groups P1, P2, and P5 congtbtd the remaining 50%. DNA was
extracted from the samples with QIAamp DNA StoohMKit (QIAGEN). PCR was used
to amplify nDNA microsatellites with nine primersed by Nievergelt et al. (1998) in
other Callithrichine species. Polyacrylamide 6% areh 5M gels were used to observe the
DNA. Statistical analysis were carried out with thaftware GeanAlEx 6. The results
showed that there are 3 to 8 alleles/locus. Thaly¥#einberg equilibrium test suggests
that inbreeding could be occurring in group P4. €kpected heterocigosity in groups P1
and P2 have values of 0.5; and group P4 has vatlmes0.5 to 0.836. The genetic distance
between the groups P1 and P2 is 1.211, whereap @réuliffers in 0.612 and 0.485 from
groups P2 and P1, respectively. This is a pionéedysthat evidences the need of
continuing with this type or research to evaludte human impacts on the genetic
diversity of this and other Ecuadorian species.
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1. Introduccion
1.1 Caracteristicas generales de la espedBallithrix pygmaea

1.1.1.Distribucion

Callithrix pygmaea (leoncillo) se distribuye desde el rio Caqueta
(Colombia), pasando a través del oriente ecuatoriatos llanos del sureste
peruano hasta el rio Ucayali. Ademas, se los emudesde el sur de los
rios Manu y Madre de Dios hasta el norte bolivigmmbablemente. Se
posee informacion acerca de poblaciones de leosddh el sector sureste
de la amazonia brasilefia, pero es posible quecem’nen desde el norte
del rio Purus hasta el norte del rio Solimbes (Ts=en2001).

1.1.2.Historia taxondmica

Inicialmente, Gray (1866) propudBebuellacomo subgénero del género
Hapale y después como género. El leoncillo difiere desoCallithrichinos
en sus orejas sin pelos, ausencia de vasos saaguireauriculares y cola
con anillos. El géner€ebuellano fue aceptado como un genérico de del
género Callithrix, pero Cabrera (1917) reconoce ciertas caractexssti
dentales y Thomas (1922) apunta a caracteristieaagales que contribuyen
a la justificacion del génerGebuellacomo genérico del génef@allithrix
(Hershkovitz, 1977). Sin embargo, en la actualidadécnicas moleculares
han ayudado a comprender acerca de la clasificaciblogenia de esta
especie. Los estudios realizados por Barroso €1897) en el gen IRBP
(interstitial retinol-binding proteina) muestran eqebuella pygmaea
(sinbnimo de Callithrix pygmaea se encuentra incluido en el género

Callithrix junto con las especie€. jacchusy C. argentata Ademas,



estudios moleculares basados en los genes ND1 (NjtADtransferrina
(ADN nuclear) realizados por Tagliaro et al. (2000O)estran un clado
conformado entre las especies del gegaththrix (C. jacchus, C. kuhli, C.
penicillata) y Callithrix pygmaea Finalmente, estudios citogenéticos
realizados por Dumas et al. (2007) muestran reymsecromosomales que

incluyen aCebuella pygmaedentro del génerGallithrix.
1.1.3.Comportamiento

Callithrix pygmaeaconforma grupos de 2 a 9 individuos, siendo 6 el
namero de individuos promedio. La estabilidad desgrupos se relaciona
fuertemente con la presencia de alimento, como adasl de arboles y
frutas (Townsed, 2001).

Las actividades diarias del leoncillo se dividereeoonsumo y busqueda de
exudados (provenientes de arboles -savia o0 gongasectos (artréopodos).
Ademas, durante los periodos del medio dia estatediean a socializar
(Townsed, 2001).

El territorio ocupado por los grupos de leoncilleduye por lo general 90m
a orillas de cualquier rio con un rango de 20 a Gi@gma adentro. El
promedio de territorio ocupado por los leoncillesde 0.3 a 0.4 hectareas,
esta pequeia parte de tierra ocupada esta reldeimun la cantidad de
arboles que proveen exudados para su alimentabteimésed, 2001).

Los individuos son monogamos, y solamente el maghta hembra
dominantes se reproducen. El macho dominante pgeh®ral sigue a la
hembra que se encuentre en estro, esto hace gueadlo cambie su
comportamiento con menos tiempo en la caza detosgel cuidado de las

crias. Las obligaciones parentales son distribuetdse los miembros del



grupo, por ejemplo los infantes son cargados pasdiembras o colocados
en lugares seguros (por lo general en arboles quegn exudados) donde
otros integrantes pueden observarlos (Townsed,)2001

La pareja dominante y sus crias poseen un sitidugixo para su
alimentacion (exudados de arboles), por lo ques cdéamayor edad utilizan
exudados de fuentes secundarias. Cuando la fugntéppl de alimento se
acaba, el grupo cambia hacia el segundo recurgsmas mueven de lugar

en busca de nuevas fuentes de alimento (Townsed).20
1.1.4.Reproduccion

Callithrix pygmaeaes una especie que se reproduce cada 6 meses en su
habitat natural, mientras que en cautiverio no mnaesn periodo exacto
para su reproduccion. El periodo de gestacion daotee 19.5 hasta 20.3
semanas, con una media de 19.75 semanas. Las Bedara luz por lo
general gemelos, no tan usuales son alumbramidetasa sola cria y rara
vez existen trillizos. Los alumbramientos se danr pas noches
(Hershkovitz, 1977).
1.1.5.Citogenética
La carga genética del leoncillo es 2n = 44 crom@syral nUmero mas bajo
de cromosomas dentro de la familia Callithricide@npartiendo el puesto
con la especi€allithrix argentata El niUmero de cromosomas en las demas
especies que integran esta familia es de 46 (Hevgkak1977).
1.1.6.Quimerismo
Dentro de los Callithrichinos un fendmeno normaékeguimerismo, el cual

usualmente se presenta en dicigosis. El quimeresmbe facil deteccion en



gemelos heterosexuales o por la presencia de sébgauales tanto de
machos y hembras en los tejidos hematopoyéticosonadales. Este
intercambio de células se da a través de la ureédiesivasos sanguineos o
linfaticos (este proceso es conocido como anastginds las placentas
donde se desarrollan los fetos. Ademas, una matesr@onocer si existe
quimerismo en crias uUnicas es a través de los esitps pasos: (1)
intercambio de células entre los fetos seguidadauerte y reabsorcion de
uno de ellos; (2) traspaso de células hematop@gtiesde la madre hasta
el feto y (3) una temprana fusion de los blastomémlos fetos finalizando

con una unica cria quimérica (Hershkovitz, 1977).
1.2 Callithrix pygmaea en el Ecuador

El leoncillo es la especie mas pequefia dentro sil@0aespecies de primates que
habitan los bosques tropicales y subtropicalesEelador. Estudios sobre su
ecologia y comportamiento han sido realizados goladTorre y colaboradores
(2009) en diferentes poblaciones de la Amazoniatedana; entre ellas, la
poblacion San Pablo, que se encuentra ubicadaseorildas del rio Aguarico
(UTM, 18 Zone, Datum PSAD 56 341767 E, 9969737 &),la que se realizo
también el presente estudio.

La localidad de San Pablo tiene una altitud de 26@my originalmente estuvo
cubierta de bosques de varzea, inundados temparamer aguas blancas que en
algunas areas han sido talados para actividadeokgr(de la Torre et al., 2009).
El tamafio de los grupos de leoncillos en Ecuadoiavde 2 a 8 individuos
incluyendo infantes, siendo el tamafo promedioddviduos por grupo. Estos se
encuentran conformados por una pareja de adultashony hembra), entre 0 a 3

sub-adultos, entre 0 a 2 juveniles e infantesr&a ée vida de los grupos es de 0.9



hectareas (de la Torre et al., 2009). Su prindipahite de alimento son exudados
provenientes de las especies de arbSlesculia apetalaCedrela odoratalnga

marginatg Parkia balslevij entre otras (Yépez et al., 2005).
1.3 Diversidad genética

La diversidad genética a nivel morfolégico se viejada entre individuos en
diferentes caracteristicas como color de ojos, ypiEbello en humanos; color de
flores en plantas, entre otros (Frankham et al3R00

La diversidad genética a nivel molecular es reprtasia por las secuencias de
ADN de las diferentes especies. La diversidad gemétepresenta pequefios
cambios en las diferentes secuencias de ADN. Emgsefios cambios pueden
resultar en cambios de las secuencias de amin@adidoual a su vez trae consigo
0 no cambios en la funcionalidad bioquimica o mogma de la proteina,
produciendo o no diferencias en la tasa de repodlc en la tasa de
sobrevivencia o en el comportamiento y morfologgdas individuos (Frankham
et al, 2003).

1.3.1.Importancia de la diversidad genética

Mantener la diversidad genética es el principaétap en la conservacion
de las especies. En la actualidad, el ambientenseeatra en constante
cambio por factores como el cambio climéatico debadocalentamiento

global, contaminacion, introduccion de nuevas @spey cambios en las
enfermedades, pestes o parasitos. La diversidagtigeres necesaria para
las poblaciones con el fin de que éstas puedantaadapa tales cambios
(Frankham et al., 2003). Algunos ejemplos de adajptade poblaciones a
cambios ambientales en los ultimos tiempos sommeadhnismo industrial

que se ha producido en casi 200 especies de masipdsbido a la



contaminacion industrial y la resistencia a insgtés, herbicidas,

antibioticos o a cualquier otro agente de biocdrdeoalgunas especies de
plagas. La pérdida de la diversidad genética seiogla con la reduccion de
la eficiencia reproductiva y con la endogamia (khem et al., 2003).

La importancia de la diversidad genética a largaz@les mantener la
capacidad de evolucionar, a corto plazo es tampia mantener la

eficiencia reproductiva de los individuos (Frankhet al., 2003).
1.4 Métodos para medir la diversidad genética
La diversidad genética puede ser medida a patrtir de
1.4.1.Caracteristicas cuantitativas

Esta es una de las mas importantes formas de Marigenética, ya que
determina la eficiencia reproductiva, lo cual ested la habilidad de
evolucionar. Las caracteristicas que se miden &tura, peso, numero de
crias por alumbramiento, longevidad, entre otras.e&bargo, este tipo de
variacion genética es dificil de medir debido @ntaraccion del genotipo y

el medio ambiente (Frankham et al., 2003).
1.4.2.Alelos deletéreos

Gran parte de la variacion genética que se en@ientias poblaciones es
dada por alelos deletéreos, ya que son la causandgin numero de
enfermedades en diferentes especies. Para la idetede este tipo de
variacion genética es necesaria la observacion dommaciones y la
pérdida de funciones pero, ya que muchos de eklos &e encuentran en

heterocigosis son de dificil deteccion. Es por g@ge una de las técnicas



mas utilizadas para identificar estos alelos ggr@teso de endogamia, ya

que permite la expresion de alelos recesivos (lRamket al., 2003).

1.4.3.ADN

Una gran variedad de técnicas han surgido pararmadvariabilidad
genética a nivel del ADN. La técnica a ser utileatbpende del modo de
heredabilidad de las caracteristicas (Frankharh, &093).

Los métodos que revelan mayor grado de variabilstedios mas utilizados
en la conservacion de especies, ya que proveealtsmnaomparacion entre
especies amenazadas y no amenazadas, identificdeigrolimorfismos,
entre otros (Frankham et al., 2003).

Las principales técnicas para medir variabilidacdégiea a partir de ADN se

describen a continuacion.

1.4.3.1. Microsatélites (Simple Sequence Repeats (SSR) at Sho

Tandem Repeats (STR))

Los marcadores microsatélites corresponden a uase ctle ADN
repetido basado en repeticiones de dinucleotidogfi{®s et al., 2000).
Los microsatélites son secuencias en tandem déQlkmses, y su alta
variabilidad se debe a un mal funcionamiento (pagdneral a una mala
colocacion de nucleotidos) de la ADN polimerasaadte la replicacion
del ADN (Frankham et al., 2003).

Para la aplicacion de esta técnica es necesari@autisecuencias
flanqueantes conservadas (primers), las cualesiteerta amplificacion
mediante PCR (Polymerase Chain Reaction) del fraggmde ADN

(microsatélite). Los fragmentos de ADN obtenidos separados en



geles de agarosa o acrilamida, y tefiidos con bronué etidio o
tinciones de nitrato de plata (Frankham et al. 3200

Los marcadores microsatélites poseen mayor vestd)ee los demas
marcadores ya que combinan una alta variabilidadeatifican co-
dominancia (permiten la determinacion de individheserocigotos). La
desventaja que tienen es que para cada especie debarrollarse un
nuevo set de primers, pero se ha visto que enperes emparentadas se
pueden utilizar los mismos primers, tal es el castre humanos y

chimpancés (Frankham et al., 2003).

1.4.3.2. ADN Fingerprints (Minisatélites o Variable Number

Tandem Repeats (VNTR))

Los marcadores minisatélites son secuencias de 1@0abases, y su
variabilidad se genera debido a un crossing-ovesigdal de las
cromatidas. Para la deteccion de estas secuentigsireer lugar se
purifica el ADN, se corta el ADN con enzimas detniesion (cortan

afuera de la secuencia minisatélite) y posteriotemnéas bandas son
separadas mediante electroforesis. Después labetiwas de ADN son
separadas, mediante denaturacion, y transferidasmaa membrana
(Southern Blot). La membrana que contiene el ADN@ecada en una
solucion que contiene ADN complementario marcadbacivamente

(éste se hibrida con el ADN de la membrana por ¢ementariedad de
bases). Después la membrana es lavada, secadanadigigrafiada para
detectar las secuencias minisatélites (Frankhah, &003).

La ventaja de estos marcadores es que poseen tanaashbilidad y

ademas no es necesario conocer la secuencia dedadNespecie a ser



estudiada. La desventaja es que no identificanihatividuales, ya que
los fragmentos se derivan de varios lugares debrgany también la
herencia de las bandas no es identificada, es, aecse distingue entre

homocigoto ni heterocigoto (Frankham et al., 2003).
1.4.3.3. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Para esta técnica se utiliza un primer (entre 12ZD\bases de largo)
disefiado al azar, el cual amplificara a menudo rocpsualidad varias
regiones diferentes del genoma. Las secuenciasfaaghs poseen un
tamafio de entre 100 a 200 bases. El modo de haremciominante, los
recesivos no pueden ser identificados ya que seemi@ ausencia de
bandas al momento de observar el gel (Perera €0800).

Estos marcadores tienen la ventaja de que cubdenelagenoma y no es
necesario el disefio de primers especificos. Suedé&ga radica en que
son marcadores que indican dominancia y se necaesitho cuidado al

momento de obtener repetitividad de resultados(Ret al., 2000).
1.4.3.4. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Para este método el ADN gendmico es cortado conmesz de

restriccion y a este ADN fragmentado se ligan secas conocidas
(adaptadores) a los extremos de los fragmentogu@ssse lleva a cabo
un PCR con primers correspondientes a la secudecias adaptadores
gue adicionalmente poseen nucleotidos selectivbBn&l se obtiene un
fingerprint que muestra presencia o ausencia,dadoclos marcadores
RAPD (Frankham et al., 2003). Esta metodologi®gosrias ventajas
tales como: no se necesita un conocimiento pregiogdnoma que se

esta estudiando, presenta una alta reproducibilidamtorga un alto



namero de marcadores. Mientras que sus desvenggague son
marcadores dominantes (no se diferencia entre hgotos vy
heterocigotos) y para el desarrollo de esta ta@oescnecesario ADN de

alta calidad (Avise, 1994).
1.4.3.5. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Para esta técnica el ADN es purificado en primestancia, luego es
cortado con enzimas de restriccion y separado paarsafio en geles.
Las hebras de ADN son separadas y transferidasaamambrana.
Después la membrana es colocada en una soluciétogtiene ADN de
simple cadena marcado radiactivamente (por lo géneon 3%P),
posteriormente la membrana es lavada para elindh&DN marcado
que no se hibridizé. Finalmente la membrana esdseca auto-
radiografiada (Frankham et al., 2003).

Las ventajas de esta técnica son: muestran helidddbide co-
dominancia y son moderadamente variables. Sus nlega® son: se
necesita una gran cantidad de ADN y no son tarabi@s como los

microsatélites (Frankham et al., 2003).
1.5.Conservacion genética

La biodiversidad (variedad de ecosistemas, espquiddaciones de especies y la
diversidad genética entre especies) del planekea seducido rapidamente debido
a las acciones directas o indirectas del ser humaseres humanos adquieren
una gran cantidad de recursos para su existemcraegiir su consumo ni tomar en
cuenta a los demas organismos que forman partstedemeindo. De ello surge la

necesidad de desarrollar acciones de conservasg®maimicen esta pérdida que,



de mantenerse, afectaria seriamente a nuestraegpedactores mencionados a
continuacion (Frankham, 2003):

v' El valor econdmico de los biorecursos.- Estos wmhu alimentos,
compuestos activos para medicinas, algodon para, no@adera para la
construccion, entre otros.

v' Los servicios de los ecosistemas.- Esto compreasléuhciones bioldgicas
que proveen los diferentes organismos al planatas ttomo: oxigeno a
través de las plantas, control climatico por losdues, ciclos de nutrientes,
control natural de pestes, polinizacion de plargae otros.

v" Los placeres que los humanos obtienen de los isrgas.- Como por
ejemplo poder sembrar cualquier variedad de plamtaamentales, visitar
zooldgicos y reservas naturales, entre otros.

v' Los derechos de los organismos a vivir.- La jusiifion ética de conservar
la biodiversidad es que ningun organismo en lardigene el derecho de
llevar a la extincion a otro.

Para evitar que la biodiversidad desaparezca dspambsable la conservacion
genética, la cual tiene como objetivo principahimizar los riesgos de extincion
debido a factores genéticos. También, es el ustadgenética con el fin de
mantener a las especies como unidades dinamicasidées puedan evolucionar
con el fin de lidiar con los cambios ambientalesigimizar su riesgo de extincién
(Frankham et al., 2003). Los factores genéticosiqfieyen en la conservacion
bioldgica son (Frankham et al., 2003):

» Los efectos deletéreos de la endogamia sobre leodegcion y la

sobrevivencia.



» Pérdida de la variabilidad genética, lo cual afelstacapacidad de

evolucionar en este mundo cambiante.

» Fragmentacion de poblaciones y pérdida de flujoogen

» Acumulacion y pérdida de mutaciones deletéreas.

» Adaptacion genética al cautiverio, lo cual reduaexdo de reintroduccion.
Finalmente, uno de los principales factores porcwl se debe mantener la
biodiversidad es la diversidad genética ya queésia los organismos no podrian
ser capaces de evolucionar ante un mundo que sergrec en constante cambio
(Frankham, 2003).

En conclusién Callithrix pygmaeaes uno de los primates ecuatorianos con mayor
grado de especializacion de habitat y de dietaa Edta especializacion y la
intensificacion de las actividades humanas en laZonia ecuatoriana podrian causar
que las poblaciones del leoncillo atraviesen pcellos de botella y pierdan su
diversidad genética. Con el fin de estimar la maghde esta amenaza, desde el afio
2008, se realizd un estudio piloto para evaluamnieel de variabilidad genética
(mediante marcadores moleculares microsatélitefR)S8e cuatro grupos de esta
especie de una poblacion a orillas del rio Agua(fiég. 1).

. Justificacion

La conservacion de las especies de primates earfieral ya que estas mantienen la
estructura y dinamica de los ecosistemas y tamtignplen funciones importantes
tales como dispersores de semillas, polinizadodefpredadores o presas. Estas
especies estan actualmente amenazadas por lacdesirde habitats, la caceria y el
trafico de animales; todo esto con el fin de amples campos de cultivo y para
ampliar beneficios econdmicos, respectivamente. cCopmsecuencia muchas especies

han reducido su numero o se han extinguido.



El leoncillo (Callithrix pygmaea es uno de los primates ecuatorianos con maydogra
de especializacion de habitat y de dieta (de lareTat al., 2009). Esta alta

especializacion y la intensificacion de las actdds humanas en la Amazonia
ecuatoriana podrian causar que las poblacionesaheillo atraviesen por cuellos de

botella y pierdan su diversidad genética. Es ptosesotivos que el presente estudio
tiene como fin evaluar en forma preliminar el nidel variabilidad genética de una

poblacion de la especi€allithrix pygmaea (leoncillo), para conocer si esta ha
atravesado por cuellos de botella o si en ellas@ddo endogamia, migracién de
individuos entre grupos, entre otros. La informaay@nerada por este estudio, pionero
en este campo, es importante para delinear accamesnservacion y manejo de esta
especie y para evaluar el impacto humano sobreséasitiad genética en esta y otras

especies ecuatorianas.

3. Objetivos

3.1 0Objetivo General
%+ Contribuir al conocimiento de la diversidad geretae las poblaciones de
leoncillo Callithrix pygmaeaen la Amazonia ecuatoriana.
3.2.0bjetivos Especificos
» Obtener ADN deCallithrix pygmaeaa partir de heces fecales.
» Establecer y estandarizar un protocolo de PCR (Raigse Chain Reaction)
para nueve pares de primers microsatélites (SSR).
» Evaluar la diversidad genética en una poblacidlealecillos.
4. Area de estudio
Este estudio fue realizado en dos fases: toma dstnag y analisis moleculares. Las

muestras de heces fecales fueron colectadas deo @rapos de la poblacién San



Pablo (P1, P2, P4 y P5) en el periodo de septie@@d8 hasta febrero 2009. Esta
poblacion se encuentra ubicada a orillas del rimalgo y sus coordenadas de
referencia son UTM, Zona 18, Datum PSAD 56 341769369737 N (de la Torre et

al., 2009). Los grupos de leoncillos fueron idecdidios y estudiados desde el afio 2000
(Fig. 1).
El analisis molecular de las muestras (heces fecéle realizada entre el periodo de

octubre 2009 y noviembre 2009 en el LaboratorioBawecnologia Vegetal de la

Universidad San Francisco de Quito.

. Materiales y Métodos
5.1 Materiales

5.1.1.0btencidén de muestras

» Hojas de platano grand®l(sax paradisiaca

=  Papelfiltro
= Frascos
= Silica gel

5.1.2.Extraccion de ADN

*= Heces fecales

=  QlAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN)
5.1.3.Cuantificacion de ADN

* Muestras de ADN

= Agarosa

= Silver green o bromuro de etidio

= NANODROP 1000 Thermo Scientific

= Camara horizontal de electroforesis THERMO EC



5.1.4.Amplificacion de ADN microsatélite mediante PCR

*= Muestras de ADN

» Primers establecidos por Nievergelt et al.,, 1998apk especie
Callithrix jacchus(Anexo 1)

= TaqDNA polymerase (Invitrogen)

= 100mM dNTP set (Invitrogen)

= Termociclador TECHNE TC-412
5.1.5.Analisis de microsatélites

* Producto de amplificacion

= Buffer de carga denaturante

= 30-330 bp AFLP" DNA Ladder (Invitrogen)

= Solucién de poliacrilamida al 6% y 5M

= Persulfato al 10%

= TEMED (Invitrogen)

= RAIN X

* Bind-silane

= TBE 1X

» Solucién de fijacion (Benbouza et al., 2006)

= Solucién de tincidon (Benbouza et al., 2006)

= Solucién de revelacion (Benbouza et al., 2006)
= Agua destilada

= Céamara de electroforesis vertical Sequi-Gen® GD{BRIAD)
» Termociclador TECHNE TC-412

=  Transiluminador



5.1.6.Andlisis estadisticos
= Software GenAlEx 6 (Peakall y Smouse, 2006)

5.2 Métodos

5.2.1.0btencién de muestras

La coleccién de muestras fecales se realizd emfpiesnbre de 2008 y
febrero de 2009 y consistié en observaciones acgatipos de leoncillos
de la poblacion San Pablo localizados en las srilel Rio Aguarico. La
coleccion consistio en ubicar hojas grandes damptafusa x paradisiach
en la base del principal arbol de exudados de gagm. Estas hojas fueron
revisadas temprano en la mafiana y en las Ultimas loe |la tarde; en estos
periodos, un investigador observaba a los leoscille cada grupo para
tomar datos de tamafio y composicién del grupo g phtener registros
visuales de la deposicion de excrementos por mirts animales. Cada
observacion tuvo una duracion promedio de dos harasrmino de las
cuales se retiraban todas las muestras de hecdsafisn caido sobre las
hojas.

La textura de las heces permitié6 en la mayoriaodechsos separar las
muestras provenientes de una sola deposicion de ingiividuo.
Posteriormente, cada muestra era colocada en (iiftipely a su vez
guardada en un frasco con un desecante (silica lgms) frascos con las
muestras asi conservadas fueron expuestas alrspitewno o dos dias para
reducir la proliferaciéon de hongos en las hecesalRiente, después de ser
transportados a Quito, los frascos fueron guardadasn congelador a -20°

C.



5.2.2.Extraccion de ADN

La extraccion de ADN a partir de las muestras de$iéecales fue realizada
mediante el protocolddlAamp DNA Stool Handodkjue se encuentra en el

kit de extraccion QlAamp DNA Stool Mini Kit d@IAGEN
5.2.3.Cuantificacion de ADN

La cuantificacion del ADN en ngl se realizé6 utilizando el
espectrofotometro NANODROP 1000. Ademas, paraigarifa presencia y
calidad de ADN a partir de las muestras de hecesdadmraron geles de
agarosa al 1% conuR de siber green o bromuro de etidio. En cada gel s
colocaba un volumen final deulZ (2uL de buffer de carga wh de ADN).
Finalmente, cada gel fue corrido durante 30 minatasn voltaje de 80

voltios y después fue fotografiado bajo luz ultcdeia.
5.2.4.Amplificacion de ADN microsatélite mediante PCR

La amplificacion de los microsatélites se realizgdrante la técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction). Se utilizé los prim@dsl, CJ-6, CJ-7, CJ-
10, CJ-11, CJ-12, CJ-13, CJ-14 y CJ-15 estableqdoNievergelt et al.
(1998) para la especfteallithrix jacchus El volumen final de reaccion fue
de 25uL el cual incluia buffer 1X, 1.5mM de Mg£I10.2uM de dNTP's,
0.24uM de cada primer, 0.5U de Taq polimerasa (Invitm)gg 5ng de
ADN.

El programa de amplificacion consistié en 3 minudesdenaturacion inicial
a 95° C; 40 ciclos de denaturacion a 94° C durantenuto, annealing de
50° 0 58° C segun el primer (Tabla 1) durante lutoily extensién a 72° C

durante 1 minuto. Extension final a 72° C duranteiftutos.



5.2.5.Andlisis de microsatélites
La separacion de las bandas se realiz6 mediantéradtgesis en geles
denaturantes de poliacrilamida al 6% y urea 5M,cémaras verticales
Sequi-Gen® (BIO-RAD). Los geles se revelaron mdeida técnica de
tincion con plata (Benbouza et al., 2006).

5.2.5.1. Preparacién de poliacrilamida

La solucion de poliacrilamida al 6% y urea 5M fuegarada a partir de
acrilamida, bisacrilamida, TBE 1X y aforada has@rhiL con agua
destilada (Anexo 2).

5.2.5.2. Armado de la camara de electroforesis vertical

Para el armado de la cAmara de electroforesicake8equi-Gen® (BIO-
RAD), se trat6 el vidrio repelente con 5mL de atadd 96% y después
con 7mL de RAIN X. El vidrio atrayente con 5mL aeohol al 96% y
posteriormente con la solucion atrayente (1mL deladl al 96% y 0.5%
de acido acético, masuB de bind-silane). Se utilizaron separadores de
4mm de grosor y peines del mismo grosor. Se caoc&mL de
poliacrilamida al 6% y urea 5M, 200 de persulfato al 10% y 108 de
TEMED.

5.2.5.3. Preparacién de muestras amplificadas

Al producto de amplificacion de cada muestrau(9sse le agrego -
de buffer denaturante de carga, esta mezcla fuetstara 95° C durante
5 minutos para denaturar el ADN. En cada posillogeé se cargd 4l
de la muestra denaturada yL3de ladder 30-330pb (Invitrogen) en el

primer y ultimo posillo del gel.



5.2.5.4. Condiciones de migracion

Una vez armada la camara y preparado el gel se&diBE 1X como
buffer de corrida. Se realiz6 una precorrida dwdrt minutos para que
el gel alcance una temperatura entre 40° y 45° [Cfinalizar la
precorrida se limpiaron los posillos de restos @&y acrilamida, y se
cargo 4L de las muestra previamente denaturadas. La ecsgdealizo

durante 80 minutos a 80 watts.

5.2.5.5. Tincion con plata

Una vez finalizada la corrida se procedido a desadamacamara. Se
separé el vidrio atrayente (con el gel) del vidniepelente. A
continuacion se tratd el vidrio atrayente (juntanocel gel), con las
siguientes soluciones: solucion fijadora durantaifutos, solucion de
tincion durante 8 minutos, agua destilada duransedindos, solucion
de revelacion hasta observar el aparecimiento dddsay solucion de
parada durante 2 minutos. Finalmente, se lavo @tiovicon agua
destilada durante 5 segundos y se lo dejo secab(Bea et al., 2006).

*Nota: después de tratar el vidrio atrayente (con el geh cada

solucion, éste fue secado antes de pasar a l&siglgolucion.
5.2.5.6. Lectura de geles de poliacrilamida (toma de datos)

El vidrio atrayente con el gel, ya revelado, erdocado en el

transiluminador con luz blanca. Con una regla (gaad en centimetros)
se media la migraciéon de las bandasdel marcadpeste molecular y de
las muestras (alelos) desde el posillo donde secabén las muestras.

Las medidas de migracion de cada banda eran trafasfea un



computador donde, mediante una regresion linedlienosoft Office

Excel, se obtenia el peso (en pares de basesdgbgda alelo.
5.2.6.Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se realizé una matr& registraba el peso de
cada alelo en pares de bases (pb) por locus pdeancaestra. Esta matriz
fue sometida a diferentes analisis estadisticasdasal software GenAlEx 6

para determinar los siguientes parametros poblalgen
5.2.6.1. Frecuencias alélicas

Este analisis permite determinar la composicionétiea de cada
poblacion (Peakall y Smouse, 2006). La férmulaaaés de la cual se
calcularon las frecuencias alélicas para los griyes

2Nxx+ Nxy
2N

FregAllele_x =
Nxx =numero de individuos homocigotgs
Nxy = namero de individuos heterocigotag. Dondey puede ser
cualquier otro alelo.
N = ndmero de muestras.

5.2.6.2. Equilibrio Hardy-Weinberg

Este analisis es crucial en genética de la consémvy de la evolucion

ya que provee las bases para detectar desviosicesal azar, pruebas
para seleccion, modelos para determinar endogam&egcion, y para
determinar frecuencias alélicas en loci que muestoeninancia (Peakall
y Smouse, 2006).

En este caso el programa GenAlEx 6 utiliza la paudlardy-Weinberg

para comprobar las siguientes hipétesis:



Ho = la poblacion se esta cruzando al azar, 6

H; = la poblacion no se esta cruzando al azar.
La hipétesis nulaHo) es aceptada si el valor Rse encuentra entre
0,05 y 1, lo cual indica que no es estadisticameangaificativo.
Mientras que si el valor d@ se encuentra entre 0,09°< 0 se concluye
que el resultado es estadisticamente significatigagechaza la hipotesis
nula Ho) y se acepta la hipétesis alternativ)((Peakall y Smouse,
2006).
La prueba de Chi-cuadrado®) es utilizada para determinar si la
diferencia entre genotipos observados y esperadogimda por azar

(Peakall y Smouse, 2006). La féormula utilizada es:
2 _\ K (O_E)z
X _Z:l E

O = es el numero de individuos observadosi-gsimogenotipo.
E = el numero de individuos esperados.
Los grados de libertad para la prueba de Chi-cdadsan calculados

como.

o _ [Na(Na-1)
2

Na = numero de alelos por locus.

5.2.6.3. Heterocigocidad observada {H y Heterocigocidad

esperada (k)

La heterocigocidad observaddd) es aquella que se obtiene al momento
de registrar los genotipos por cuenta directa erexperimento y es

calculada por la siguiente férmula (Peakall y Sneo@606):



_ #heterozigtos
#muestra

Ho

Mientras que la heterocigocidad esperddi@ 6e puede obtener para:
» un locus con dos alelos y frecuenciaspdeq es obtenida como
He = 2pq
» O también si existen mas de dos alelos por loau$orimula a

utilizar es:

#dealelos
He=1- > p’

i=1
Dondep; es la frecuencia deksimoalelo.
La heterocigocidad esperada es la mas utilizadpgaes menos afectada

por el muestreo de datos (Frankham et al., 2003).
5.2.6.4. Estadisticd;

Este indice permite determinar la diferencia geaéxistente entre
poblaciones, es decir, la proporcion del totalaléiVersidad genética o
heterocigocidad que separa a las poblaciones. Wi§h1) define &
como un coeficiente de endogamia, es decir, lagiitidad de que los
alelos sean idénticos por descendencia desde umacpim ancestral. El
rango que maneja loBs; es de 0 a 1 (Peakall y Smouse, 2006). La

férmula que se aplica es:

Ht = total de heterocigocidad esperada

He = heterocigocidad esperada



5.2.6.5. Analisis de Coordenadas Principales (PCoA)
Este analisis tiene como objetivo producir un gafide pocas
dimensiones, que abarque la mayor cantidad poséble variacion total,
en donde las distancias entre los puntos dentrgldélsean los mas
cercanos a la matriz original. La matriz utilizguaa este analisis fue la
distancia genética de Nei de 1987 (Peakall y SmQGH6).

5.2.6.6. Distancia genética de Nei (1987)
Este coeficiente de disimilaridad se basa prinoigalte en la mutacion y
la deriva génica. Con esta medida se estima elgumnude sustituciones
de codones por locus. Este modelo se basa en etlonoe alelos
infinitos donde se asume que de una poblacién aates originaron
varias sub-poblaciones, que divergieron por degmaética y mutacion
(Peakall y Smouse, 2006). La formula a través del se calcula la
distancia genética es:

Nei_D =-In(l)

Para el célculo de la distancia genética de Neiesgsario conocer la
identidad o similaridad genética de NBi (a cual se obtiene a partir de

(Peakall y Smouse, 2006):

Donde,Pix y Py = son las frecuencias alélicas en las poblacienes

yy.



Cuando las frecuencias alélicas son similares draamoblacionesPf

= Py) la similaridad genética se acerca a 1, mienttes lg distancia
genética se acerca a 0. Pero cuando ambas polgsaamncomparten
alelos, la similaridad genética es 0 y la distarggaética es infinito

(Frankham et al., 2003).

6. Resultados

6.1 Muestras obtenidas

Un total de 53 muestras fueron obtenidas parauasr@ grupos de leoncillos, de

éstas las que se utilizaron fueron: 8 para el gRfol3 para el grupo P2, 25 para
el grupo P4 y 7 para el grupo P5.

El peso promedio de las muestras de heces parape §1 fue de 0.073g, para el
grupo P2 fue de 0.069g, para el grupo P4 fue d&80.9 para el grupo P5 fue de

0.078g (Tabla 2).

6.2 Cuantificacion de ADN

Una cuantificacion aproximada se realizé en gekesaghrosa al 1% y se pudo
determinar que para ciertas muestras se obtuvaam#lad moderada de ADN,
mientras que para otras hubo cantidades menoressesdentific6 mediante la
intensidad de las bandas (Fig. 2).

La cuantificacion espectrofotométrica de ADN selizéautilizado el equipo
NANODROP 1000; para las muestras del grupo P1 sevohuna concentracion
de ADN promedio de 11.8%,., para el grupo P2 1221, para el grupo P4
18.75"Y,. y para el grupo P5 6.2%, (Tabla 2). Las bajas concentraciones de
ADN de este ultimo grupo impidieron que fuera imdtu en los analisis

estadisticos.



6.3 Amplificacion de ADN microsatélite mediante PCR

Siete de los nueve primers establecidos por Nielteeg al. (1998) para la especie
Callithrix jacchusfueron transferidos a la espe@allithrix pygmaeal.os primers
que amplificaron bandas del tamafio esperado fu€dbh, CJ-7, CJ-10, CJ-11,
CJ-12, CJ-14 y CJ-15. Para cada primer, el ranglosipesos de bandas que se
obtuvo se muestran en la Tabla 1 y las imagendéssdmismos se muestran en las
Figuras 3,4y 5.

6.4 Estadisticos poblacionales

Para el andlisis estadistico no se incluyeron kasstnas para las que no se obtuvo
amplificacion. También se redujo el nimero de a@er analizados (Tabla 3),
debido a que en los lo€J-10y CJ-14 se obtuvo un bajo nUmero de muestras
amplificadas por grupo. Ademas, se descarto eldes@rupo P5 ya que no se
obtuvo ninguna amplificacién de ningun primer.

Para los cinco loci analizado€J-1, CJ-7, CJ-11 CJ-12y CJ-15 se obtuvo un
total de 26 alelos (Tabla 4). Con respecto a ksuincias alélicas (dentro de los
tres grupos) el locu8J-1posee un rango de 0.056 a 1.00 (Fig. 6), el Q&g de
0.25 a 0.5 (Fig. 7), el locusJ-11de 0.056 a 0.667 (Fig. 8), el locGg-12 de
0.167 a 0.5 (Fig. 9) y el locizJ-15de 0.063 a 1.00 (Fig. 10).

Los resultados del test de equilibHardy-Weinbergmuestran que los grupos P1
y P2 se encuentran bajo condiciones de crucesas §a que no se obtiene
significacion estadisticaP€0.083-0.317) para ningun locus. Mientras que en el
grupo P4 se obtuvo trd? significativos para tres locus (CJH50,046; CJ-12,
P=0,001 y CJ-15P=0,047) lo cual indica que en este grupo no se eddado

cruces al azar (Tabla 5).



En el grupo P1 la heterocigocidad esperada pdoezwt CJ-7 fue de 0.5 igual que
para el locusCJ-12 En el grupo P2 las heterocigocidades esperad@nidas
fueron de 0.5 para el lo€€J-7y CJ-15y de 0.722 para el locusJ-12 Las
heterocigocidades esperadas en el grupo P4 fuer6rBd5, 0.625, 0.512, 0.836 y
0.5, para los locu€J-1, CJ-7, CJ-11, CJ-15y CJ-12 respectivamente (Tabla 6).
La distancia genética obtenida a partir del inéfigentre los grupos P1 y P2 es de
0.569; entre los grupos P1 y P4 es de 0.265, g évgrgrupos P2 y P4 es de 0.306
(Tabla 7).

Estos resultados se corroboran con los célculoks distancia genética de Nei
(1987) que muestran que existe una distancia gangi 1.211 entre el grupo P1y
P2, mientras que el grupo P4 difiere 0.612 y Oetdbrespecto de los grupos P2 y
P1, respectivamente (Tabla 8). El PCoA calculagmrir de esta matriz indica
que los grupos P1 y P4 difieren en un 93.02% dgda@iP2 (considerando el Eje
1), mientras que los grupos P2 y P1 difieren en6wWB% del grupo P4

(considerando el Eje 2) (Fig. 11).
7. Discusion

En este estudio se pudo apreciar que el ADN ohtepata los cuatro grupos fue
escaso (Fig. 12). Esto se debe a que las cantidadesiestras fecales utilizadas (Tabla
2) fueron inferiores a las recomendadas por el GQANA Stool Mini Kit (QIAGEN)
(entre 180mg y 220mg); el tamafio de las muestralse al pequefio tamafio de los
animales de la especie en estudio (aprox. 12cminidisiduos adultos). Ademas,
mediante los geles de agarosa al 1% se pudo detewaalta degradacion de las
muestras de ADN (Fig. 2). Estos resultados sonioaflos por otros estudios en los
cuales el ADN obtenido a partir de muestras nosives, por lo general heces fecales,

posee baja calidad (ADN degradado, inhibidores P&R y contaminacion por otro



ADN) y cantidad (el ADN que se obtiene se encueatreel rango de picogramos).
Esto trae como consecuencia errores en otras éscpasteriores como el PCR, ya que
puede presentarse la pérdida de alelos o la piasdacalelos falsos y a su vez da
como resultado una falsa genotipificacion de laeespen estudio (Chu et al., 2006).
Para evitar estos problemas algunos autores sngetneso de multiples tubos en el
PCR con el fin de mejorar la confiabilidad de la@#gificacion cuando se utilizan
microsatélites (SSR) y muestras de heces, perotestoconsigo un aumento en el
costo y el trabajo en laboratorio en comparaci@ndo se utilizan muestras de tejido y
sangre. Es por eso que cuando se realizan prudbts g5 importante considerar la
toma de muestras (invasivas 0 no invasivas) y é&sid¢as a ser utilizadas en
laboratorio (Chu et al., 2006).

Por otro lado, para obtener un alto éxito en laldicgcion de ADN a partir de la
técnica de PCR algunos autores recomiendan la m@asén de las muestras de heces
fecales en primera instancia en etanol y luegeadsos en silica. Ademas, se sugiere
el uso de muestras frescas de heces fecales orncadase durante cortos periodos de
tiempo, esto incrementa el éxito de amplificaciérud 51% a un 95%, lo cual a su vez
reduce el nimero de muestras a ser utilizadas gdstos en laboratorio (Chu et al.,
2006).

De los nueve pares de primers establecidos poreNjeit et al. (1998), siete fueron
transferidos a la especie en estudBallithrix pygmaeg, equivalente al 78%. Esto
corrobora lo reportado en otros estudios sobreofabpidad de que los marcadores
moleculares microsatélites (SSR) pueden ser uliigaentre especies del mismo
género o hasta de la misma familia (Clisson et28l00; Muniz and Vigilant, 2008;

Nievergelt et al., 1998).



En los analisis estadisticos se utilizd un menanemd de muestras al recolectado
(Tabla 3), debido a que no se obtenia presenclzaddas al momento de realizar la
lectura de los geles de poliacrilamida. Esto pueloedse a la escasa cantidad de ADN
obtenido en cada muestra (Tabla 2), y a que ésteasiones pudo estar parcialmente
degradado.

El ndmero de alelos por locus varié entre 3 y 8svalores son similares a los
obtenidos en la espectallithrix jacchus (2-6alelos/locus) (Nievergelt et al., 2000).
Sin embargo, hay que tomar en cuenta que en a@rmgeesstudio solo se muestrearon 5
loci mientras que e@allithrix jacchusfueron 11 loci los analizados (Nievergelt et al.,
2000), lo cual segun Nievergelt et al. (2000) lesuitados obtenidos ddallithrix
jacchussugieren una reducida variabilidad genética.

Los resultados del test de equilibHardy-Weinbergsugieren que los grupos P1y P2
se encuentran bajo condiciones de cruce al azantras que en el grupo P4 se puede
estar produciendo endogamia, la cual sucede cuardieiduos emparentados se
aparean en una proporciéon mayor que los apareamiahtazar, reduciendo de cierta
manera la heterocigocidad y aumentando la homadagdc Esto produce, a su vez,
una reduccién en la diversidad genética por depmesindogamica, si los alelos
recesivos deletéreos o letales se representantaaodsomocigoto (Frankham, 2003).
Ademas, hay que considerar que la cantidad de raggsor cada grupo puede estar
influyendo los resultados de este andlisis (P13nkR2, n =3y P4, n=12).

Al analizar la heterocigocidad esperada, paratopas P1 y P2 se obtienen valores de
He = 0.5 mientras que los valores de heterocigocidzskrwada son de 1.00 4H
1.00), esto sugiere que se esta dando una fijagdelos en ambos grupos, pero hay
gue tomar en cuenta el numero de muestras por RMhon = 3 y P2, n = 3) ya que

pueden estar influyendo en este andlisis. Con cespal grupo P4 los valores



obtenidos de heterocigocidad esperada son de@&36, los cuales son cercanos a los
de heterocigocidad observada. En este caso seapielrir que no se esta dando una
fijacion de alelos, pero hay que considerar el morde muestra para este grupo (P4, n
=12).

Estos niveles de heterocigocidad son altos en c@uoiga con la heterocigocidad de
0.35 obtenida e€allithrix jacchus la cual segun Nievergelt et al., (2000) indica un
bajo nivel variabilidad genética. Pero de iguahfarhay que considerar que en este
estudio se utilizo un total de 5 primers para lsis@isticos poblacionales, ademas del
namero de muestra para cada uno de los grupoai(PB; P2, n=3y P4, n=12) lo
cual puede estar influyendo la realizacion de asédisis.

Al analizar el indiceFs; se ve que existe una diferencia genética moderatia los
grupos P1 y P2, mientras que el grupo P4 no seedif& mayormente de los grupos
P1y P2 (Tabla 8). Por otro lado, el PCoA (a patérNei 1987) (Fig. 11) realizado
sugiere que existe una mayor relacion entre elagRpy P4. Estos patrones parecen
estar relacionados con barreras fisicas parapei©n entre los grupos: los grupos P1
y P2, que son los méas distantes genéticamententi@reas abiertas, casas y cultivos
como barreras entre sus areas de vida. Los gruposF (que tienen las menores
distancias genéticas) hasta hace aproximadamerd@o2 tenian un bosque que
conectaba las areas de vida de ambos grupos.|&Esithieeas de vida de los grupos P2 y
P4 (distancia genética intermedia) existen areastab con algunos arboles pero no
existen viviendas.

Los bajos niveles de variabilidad genética en gsugeCallithrix son consistentes con
la composicion de los grupos y los patrones deodrmcion encontrados en otros
estudios (Digby y Barreto, 1993; Ferrari y Dighf986; Rylands, 1982). Los bajos

niveles de inmigracioén, altos niveles de reclutamuaespués de los nacimientos y una



posible sucesion de estatus reproductivos entrebtaenrelacionadas (madre-hija o
madre-hermana) traen consigo un alto grado deidelantre los integrantes de los
grupos y a su vez una baja variabilidad genétioa gmdogamia) (Nievergelt et al.,
2000). También la pérdida de variabilidad genéticastos grupos analizados pueden
deberse a la destruccion de los habitats de gstaieqde la Torre et al., 2009), lo cual
ha producido que sus grupos sean desplazadosdiexsadugares y por ende se aislen
de otros grupos o poblaciones afectando al flujpogé

En estos afos la conservacion de la biodiversidaéntrado en un periodo critico,
especialmente en las areas tropicales (Region Ame®0 Nuevas especies y
subespecies de plantas y animales son descritasgrasi®tras no llegan a serlo, ya que
se extinguen debido a acciones directas o indsed#h hombre. Es por eso que la
genética molecular es una herramienta esencial @ataar la biodiversidad y para
tomar decisiones con respecto a la conservaciopsgecies que se encuentran en
riesgo de extincién (Tagliaro, 2000).

La conservacion de las especies requiere una énteién activa. Esto pude realizarse a
través del monitoreo de la variabilidad genética ebfin de mantener la capacidad de
las especies de evolucionar ante los cambios atalesn El monitoreo de la
variabilidad genética permite dar a conocer seksecies se encuentran bajo procesos
de endogamia, lo cual trae consigo un incrementdaeimomocigocidad de alelos.
Ademas, permite determinar el nivel de heterocigticomo un indicativo del nivel
de diversidad genética de las poblaciones. Tandyéa a conocer la existencia de
flujo génico entre grupos o poblaciones (Woodri$00).

8. Conclusiones

0 Se obtuvo ADN a partir de muestras de heces feda&sallithrix pygmaea pero

en pocas cantidades.



Se estandarizo y establecio un protocolo de PCRirffeoase Chain Reaction) para
siete pares de primers SSR en la espéalkthrix pygmaea

Siete de nueve pares de primers usados@gecchugueron transferidos hace.
pygmaea lo cual muestra que los marcadores molecularesosdtélites (SSR)
pueden ser utilizados entre miembros del mismorgéne

Los marcadores moleculares microsatélites (SSR)baru ser de gran ayuda para
evaluar el nivel de variabilidad genética existegmeanimales silvestres; en este
caso para la espedzallithrix pygmaea

El bajo nivel de variabilidad genética encontraddaeespeci€allithrix pygmaea
puede deberse a la estructura de su grupo, a tasgmde reproduccion y a la
incursion humana dentro de sus habitats.

La genética molecular es una herramienta fundarmngrdea determinar la
taxonomia de especies, para evaluar la biodivetsydaara tomar decisiones con

respecto a especies en peligro de extincion.

9. Recomendaciones

Para futuros estudios se recomienda la utilizaciénmuestras de pelo para la
obtencion de ADN, ya que asi se asegura un ADNmeejoservado y exclusivo de

la especie. Si se continda utilizando muestras et fecales, se recomienda
primero guardarlas en etanol para luego ponerlad dasecante y llevarlas lo mas
pronto posible al laboratorio para evitar su degcaih y contaminacion.

Se sugiere la utilizacién de un numero mayor dmens con el fin de abarcar en
mayor proporcién el genoma de esta especie. Ers @studios se han logrado
transferir primers (D5S111, D5S117, D8S165, D14SBIG-C, MOG-E vy

D1S207) establecidos para humanos hdCiajacchuslos cuales podrian ser



utilizados de igual manera para futuros estudioS.geygmaedClisson et al., 2000

y Nievergelt et al., 1998).
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12 Tablas

Tabla 1. Temperaturas de annealing, nimero de muestrasfaandis y pesos de bandas
(pb) para los primers transferidos a la esp€cipygmaeaSe observa que siete primers
fueron transferidos y que sus temperaturas de Angsan de 50° y 58° C.

Primer Temperaturg Optima | Total de_: muestras Rango de peso de bandas
de annealing (°C) amplificadas obtenidas (pb)

CJ-1 58 11 128 - 176
CJ-6 58 0 -

CJ-7 50 13 119 - 127
CJ-10 50 4 217 - 243
CJ-11 50 14 106 - 142
CJ-12 58.4 27 132 — 168
CJ-13 50 0 -
CJ-14 56.2 9 156 - 184
CJ-15 50 15 124 - 138




Tabla 2. Peso en gramos (g) y concentracion de ADN de masede heces fecales de
los grupos de leoncillos P1, P2, P4y P5

Peso
Muestra (@ |[]ng/uL
P41-A[ 0,0744 28,4
P41-B 0,0745 15,95
P41-C| 0,0417 16,55
P42-A 0,118 86,4
P42-B  0,1076 9,4%
P42-(¢ 0,1061 20,97
P42-D| 0,15Q8 9,14
P42-E| 0,1217 17,31
P42-Ff 0,1294 37,33
P42-@ 0,0806 23,11
P42-H 0,137 12,13
P43-A[ 0,0581 9,03
P43-Bf 0,0884 9,14
P43-C 0,075 4,79
P43-D| 0,0435 7,08
P43-E| 0,0592 19,2
P43-H 0,07%8 13,97
P43-G| 0,1115 14,81
P43-H 0,05f 9,55
PA43-I 0,125 19,08
P43-J 0,0494 12,1y
P43-K| 10,1089 27,7P
PA3-L[ 0,1204 7,48
Promedio| 0,09 18,75

Muestra Peso(g) |[[]ng/uL
P1-B 0,0149 14,33
P1-C 0,0406 17,02
P1-D 0,076 20,82
P1-E 0,1395 12,22
P1-F 0,1045 10,64
P1-G 0,0634 2,68
P1-H 0,124 5,27

Promedio 0,08 11,85
P2-A 0,0538 13,31
P2-B 0,0409 11,47
P2-C 0,0716 26,07
P2-D 0,0732 15,51
P2-E 0,0367 28,06
P2-F 0,0464 4,55
P2-G 0,0894 1,8
P2-1 0,0489 1,78
P2-J 0,0709 9,14
P2-K 0,0774 3,69
P2-L 0,1105 24,65
P2-M 0,0806 6,46

Promedio 0,07 12,21
P5-A 0,1142 13,75
P5-B 0,1008 3,88
P5-C 0,0518 4,96
P5-D 0,0407 6,04
P5-E 0,0862 3,41
P5-F 0,0661 2,81
P5-G 0,0982 10,34

Promedio 0,08 6,46




Tabla 3. Matriz utilizada para los distintos andlisis poidaales realizados en los grupos
de leoncillos P1, P2 y P4 con los cinco primers gresentaron mayor nimero de muestras
amplificadas. Se muestra el peso de los alelosp@blocus para cada muestra.

CJ-1 CJ-7 cJ-11 CJ-15 CJ-12
P1B |pop] 154 154] o] 0| o] o| o] o] 168 166
P1-G |popl 0 | 0 | 123 110/ o] o o o] 168 166
PL-H |popl 0 | o | o | o o| o 126] 126| 168 166

P2-A |popd 0 | 0 | 127 123 o] o 132 13p 168 166
P2-F |popd 0 | 0 | 0| o| o] o 132 130 168 166
P2-J |pop2 0 | 0 | o o o] o] 132 139 134 13p

P42-B| pop3 154 | 154| 123, 110 126 12 126 124 168 166
P42-C| pop3 O 0 123| 110 142 126 12 168 1p6
P42-E| pop3 O 0 127 123| 142 124 0 0 168 166
P42-G| pop3 142 | 142| 127, 123 126 12 130 128 168 166
P42-H| pop3 144 | 142 0 0 0 0 0 0 168 166
P43-B| pop3 158 | 154| 123, 110 126 12 132 130 168 166
P43-C| pop3 150 | 146 0 0 0 0 0 0 168 166

NI

[®2)
[ERN
D
(o))

NI

)

P43-D| pop3 156 | 154 0 0 126 12¢ 124 124 168 1p6
P43-E | pop3 158 | 156 0 0 134 12¢ 138 136 168 166
P43-G| pop3 O 0 123| 110| 126 126 138 136 168 1p6
PA43-H| pop3 154 | 154| 127, 123 126 12 138 136 168 166

P43-) | pop3 176 | 176| 127| 123 o] o o o 168 166

*Nota: Primera fila: locus analizados. Cada locus poséd¢aenaiio en pares de
bases de los alelos (0 = no amplificacion). Primecdumna: muestras analizadas
de los grupos de leoncillos P1, P2y P4.



Tabla 4. Peso en pares de bases (pb) de alelusmero total de alelos por locus para
los grupos de leoncillos P1, P2 y P4. Se destaeabnimero de alelos/locus varia de
3as.

Alelos (pb)
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138
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Tabla 5. AnalisisHardy-Weinbergpara cada locus en los grupos de leoncillos P, P2
En esta se observa que los grupos P1 y P2 no peasalores significativos, mientras que
en el grupo P4 se observan tres valores signiiasiti

Grupo |Locus Grados de Chi- Probabilidad Significancia

Libertad cuadrado (P)

P1 CJ-1 Monomorphic

P1 | CJ-7 1 | 1,000 | 0,317 | ns

P1 | CJ-11 Monomorphic

P1 | CJ-15 Monomorphic

P1 | CJ-12 1 | 3,000 | 0,083 | ns

P2 CJ-1 Monomorphic

P2 | CJ-7 1 | 1,000 | 0,317 | ns

P2 | CJ-11 Monomorphic

P2 | CJ-15 1 3,000 0,083 ns

P2 | CJ-12 6 9,000 0,174 ns

P4 CJ-1 28 39,500 0,073 ns

P4 CJ-7 3 8,000 0,046 *

P4 | CJ-11 6 2,250 0,895 ns

P4 | CJ-15 21 32,889 0,047 *

P4 | CJ-12 1 12,000 0,001 el

*ns = no significativo¥*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.



Tabla 6. Heterocigocidad observadél y Heterocigocidad esperadBlg, nimero de
muestras amplificadas y nimero de alelos por Ipana los grupos de leoncillos P1, P2y
P4. Se observa que los grupos P1 y P2 poseen valerk de 0,5y 0,72, mientras que el
grupo P4 presenta valores de 0,5 a 0,83.

# de # de
Grupo | Locus alelos Ho He
Muestras

(Na)
CJ-1 1 1 0,000 0,000
CJ-7 1 2 1,000 0,500
P1 |CJ-11 0 0 0,000 0,000
CJ-15 1 1 0,00Q 0,000
CJ-12 3 2 1,000 0,500
CJ-1 0 0 0,000 0,000
CJ-7 1 2 1,000 0,500
P2 |CJ-11 0 0 0,000 0,000
CJ-15 3 2 1,000 0,500
CJ-12 3 4 1,000 0,722
CJ-1 9 8 0,556 0,815
CJ-7 8 3 1,000 0,625
P4 |CJ-11 9 4 0,667 0,512
CJ-15 8 7 0,75Q 0,836
CJ-12 12 2 1,000 0,500

Tabla 7. Diferencia genética mediankg; entre los grupos de leoncillos P1, P2 y P4. Se
distingue una mayor diferencia genética entre tapag P1y P2.

P1 P2 P4 | Grupo
0,000 P1
0,569 0,000 P2
0,265/ 0,306 0,000 P4

Tabla 8. Distancia genética de Nei entre los grupos decidoa P1, P2 y P4. Se destaca
una mayor distancia genética entre los grupos P4y

P1 P2 P4 | Grupo
0,000 Pl
1,211} 0,000 P2
0,485 0,612 0,000 P4




13 Figuras
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Figura 1. Localizacion de los grupos de leoncillos P1, P2y (poblacién San Pablo).
Ubicados en el sector de Bellavista a orillas delAguarico y cuyas coordenadas son
UTM, Zona 18, Datum PSAD 56 341767 E, 9969737 N

o |

Figura 2. Electroforesis de ADN extraido a partir de hece€dpygmaeale los grupos
P1y P2 en geles de agarosa al 1%, para evaloantezntracion y calidad de ADN



Figura 3. Electroforesis en geles de poliacrilamida de ADNtrosatélite (bandas)
amplificado mediante PCR con el printéd-7 para muestras de los grupos de leoncillos
P1, P2 y P4. Se observa la presencia de bandasplsa aproximado de 120 pb.

Figura 4. Electroforesis en geles de poliacrilamida de ADNcrosatélite (bandas)
amplificado mediante PCR con el prin@d-11 para muestras de los grupos de leoncillos
P2y P4. Se visualiza la presencia de bandas gesmaproximado de 140 pb.
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Figura 5. Electroforesis en geles de poliacrilamida de ADNcrosatélite (bandas)
amplificado mediante PCR con el print@d-12 para muestras del grupo de leoncillos P4.
Se observa la presencia de bandas de un pesorapdixde 160 pb.
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Figura 6. Frecuencias alélicas para el lo€lis1 de los grupos de leoncillos P1, P2 y P4.
Se destaca la presencia de varios alelos paragb g4, un Unico alelo para el grupo P1y
ningun alelo para el grupo P2.
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Figura 7. Frecuencias alélicas para el lo€lis7 de los grupos de leoncillos P1, P2 y P4,
Se visualiza la presencia de un alelo en comunlpamrupos P1, P2 y P4.
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Figura 8. Frecuencias alélicas para el lo€li11de los grupos de leoncillos P1, P2 y P4.
Se visualiza la presencia de varios alelos pagauglo P4 y ninguna para los grupos P1y
P2.
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Figura 9. Frecuencias alélicas para el lo€ik12de los grupos de leoncillos P1, P2 y P4.
Se observa la presencia de dos alelos en comurosageupos P1, P2 y P4.
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Figura 10. Frecuencias alélicas para el locli¥-15de los grupos de leoncillos P1, P2 y
P4. Se observa la presencia de varios alelos pgramo P4, dos alelos para el grupo P2 y
un unico alelo para el grupo P1.
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Figura 11. Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) ensatapos de leoncillos P1,
P2 y P4 a partir de la distancia genética de N@8{)L Se observa una diferencia de
93,02% de los grupos P1y P4 con el grupo P2, tdman cuenta el Eje 1.



"aUaNgo 8s any pIEPepPNUERD | A visanuw ap osad |9 aius eloalip

|21 eun a1sIxa ou anb eorIsap agi'gd ‘2d ‘Td SO||1ouoa| ap sodnib so| ered sajeds)
sa2ay ap essanw ap (Bw) osad Jod opiusiqo (FBu) NQY 8p uoIdeIUadUO) 2T 'InbiH

7

uoloe

Cantidad de Muestra-Heces (mel/Concentracion de DNA (ne/ul)

160,00 |
140,00 |
120,00 |
100,00 |
80,00 |
60,00 |

40,00 |

obo__——'.-— '. ;"' — -—_ ———-‘—_-- —_'.-..

11111112222222
[ = = = = NN = Sy = Wy~ W N = e

' 111222222223333333344335555555
4444444444444444444PP44PPPPPPP
aocoaocoanf a0 n a o

Muestra

. g

—[Ing/ul




14 Anexos

Anexo 1

Secuencias y motivos de repeticion de los primstebéecidos por Nievergelt et al. (1998)
para la especi€allithrix jacchus

Locus Repeat motif Primer sequences (3'-3')
CJ1 (T2 AGCATGGCACTTTCETTTCT
GCAACAGAGCAACACTGCAT
CJo (CA),» ATCATTGTGCACTCTATGCATGT
ACGAATCAAAANCATCGALNGET
CJ7 (CA)y3 TCTCTTCCATGALGCCTTCAL
GGETTGCTATTIGCCAAGCAT
CJ10 (CR)g GAGCCARAGATTATGCCGTT
TETGTAAGGAGGATTTETGTTG
i (CR)qy GATCCTGGGATGCACETG
GAATGCTGCATTGATTTAGGGEA
CJ12 (CAh)g GCTCCARGGARCTGTTAGRACC
TEATGGETGCATTCTTAGAGGES
CJ13 (CR)13(TC) CARGGALACATAAGTGTGGECTC
CAGACATTTTAGCCCCTTCC
CJ14 (TC)21(Ch)5 CTTGTGACAGTGGGGEGAGTT
CARGTGTGRAACATCCATGCC
CJ15 (CR)y3 CCATCCTGAGCAACAGGS

GAGTGAGCTTGAATTTCARCCC



Anexo 2

Cantidades para la elaboracion de un gel de 10@rgotiacrilamida al 6% y 5M

Agua Deionizada 30mL
Acrilamida 5.79
Bisacrilamida 0.3g
TBE 10X 10mL
Urea 5M 30.03g

*Completar hasta un volumen de 100mL



