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IDENTIFICACION DE FELINOS DE MEXICO UTILIZANDO ADN
MITOCONDRIAL DE MUESTRAS FECALES

Anahi Guadalupe Mejia Puente

Departamento de Zoologia, Instituto de Biologia, Universidad Nacional Autonoma de
México, Apartado Postal 70-275, Ciudad Universitaria, C.P. 04510, México, D.F.

RESUMEN

En México se encuentran seis de las 40 especies pertenecientes a la familia Felidae:
Panthera onca, Puma yagouaroundi, Leopardus pardalis, Leopardus wiedii, Lynx rufus y
Puma concolor. Estas especies desempefian un papel ecoldgico primordial en los
ecosistemas en que habitan, sin embargo, debido mayormente a actividades
antropogénicas, sus densidades poblacionales en el pais han disminuido. Por este motivo,
identificar la presencia de estos felinos en un area determinada, asi como obtener
informacion bésica sobre aspectos genéticos y ecoldgicos, resulta de suma importancia
para el manejo y conservacion de sus poblaciones. Dados los habitos secretivos que
presentan los individuos de estas especies, su identificacion suele realizarse a través de
métodos indirectos entre los que se encuentra el anélisis de ADN fecal. Para esto se pueden
emplear diversas técnicas como la amplificacion de un fragmento de ADN para su
posterior digestion con enzimas de restriccion (conocida como PCR-RFLP). En el presente
trabajo se desarroll6 un protocolo para identificar a las especies de felinos de México,
utilizando ADN mitocondrial extraido de muestras fecales y marcadores RFLP. Se
obtuvieron y analizaron las secuencias de los genes citocromo oxidasa ¢ subunidad | y
citocromo b, utilizAndose estas Ultimas para el disefio y estandarizacion del método de
identificacion. Lo anterior se debi6 a que s6lo en este gen se obtuvieron secuencias para
todas las especies de felinos. Se encontré que las enzimas BtsCl y Tsp5091 generaban un
patron de restriccion que permitia diferenciar a cada especie felina, en una region pequefia
del gen (<300 pb). Se disefiaron y sintetizaron iniciadores que amplificaran un fragmento
de dicha region, pero solo a partir de ADN de las especies de felinos bajo estudio y no de
otras especies de mamiferos simpatricas. Finalmente, se estandarizaron las condiciones de
amplificacion y restriccion en ADN de tejido y posteriormente en ADN fecal, lograndose
diferenciar exitosamente a las especies felinas de México. El método aqui desarrollado se

presenta como una de las alternativas mas prometedoras para la identificacion de estas
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especies y a su vez, ofrece la oportunidad de profundizar en el conocimiento de la ecologia
y genética de estos felinos (sobre todo de aquellos menos estudiados como son P.
yagouaroundi y L. wiedii) facilitando asi, la generacion de estrategias de conservacion para

los mismos.

ABSTRACT

The Family Felidae has 40 species, six of which are present in Mexico: Panthera onca,
Puma yagouaroundi, Leopardus pardalis, Leopardus wiedii, Lynx rufus and Puma
concolor. These species perform an ecological role of central importance in the ecosystems
they inhabit. However, their population densities in Mexico have decreased, mainly due to
human activities. For this reason, identifying the presence of these felids in a given area
and obtaining basic information regarding their genetic and ecological aspects, is of
extreme importance for the management and conservation of their populations. Because of
their secretive habits, indirect methods, like fecal DNA analysis, are commonly used to
identify these cats. One of the techniques used to analyse DNA extracted from feces, is the
Polymerase Chain Reaction in combination with Restriction Fragment Length
Polymorphism markers (known as PCR-RFLP), which consists on the amplification of a
DNA fragment for subsequent digestion with restriction endonucleases. In this study, a
method was developed to identify Mexican felids species via the analysis of fecal
mitochondrial DNA with the PCR-RFLP technique. Sequences of cytochrome oxidase ¢
subunit 1 (COI) and cytochrome b (cyt b) genes were obtained and analysed, using cyt b to
design and optimize the identification method. This latter was because adequate sequences
for all the species were obtained only for cyt b. Two restriction enzymes, BtsCl and
Tsp5091, were found to generate a distinctive digestion pattern in a short region of the gene
(<300 bp) with which it was able to discriminate each felid species. Primers were design in
order to amplify a fragment from this region, but only from feline DNA and not from any
other sympatric mammal species. Conditions of amplification and digestion were
optimized using tissue and fecal samples, allowing a successful identification of the felid
species of Mexico. The method presented here is one of the most promising alternatives to
identify these species and, at the same time, offers the unique opportunity to perform
ecologic and genetic resarch on these felines, specially with those for which there is
limited information (like P. yagouaroundi and L. wiedii), which can contribute and ease

the creation of conservation strategies for these species.
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1. INTRODUCCION

1.1 Felinos en México

La familia Felidae agrupa a 40 especies de felinos, de las cuales seis se encuentran en
México (Wilson y Reeder, 2005; Ramirez et al., 2008): 1. Panthera onca (Linnaeus,
1758), 2. Puma yagouaroundi (E. Geoffory Saint-Hilaire 1803), 3. Leopardus pardalis
(Linnaeus, 1758), 4. Leopardus wiedii (Schinz, 1821), 5. Lynx rufus (Schreber, 1777) y 6.

Puma concolor (Linnaeus, 1771).

Panthera onca es llamado cominmente jaguar o tigre americano y es el Unico
representante de su genero en América. Es el felino méas grande del continente (36-135 kg),
sus patas son cortas y robustas y sus orejas pequefias y redondeadas. Su piel presenta
manchas negras llamadas rosetas por la forma irregular de sus bordes, las cuales pueden
mostrar una 0 mas manchas pequefias en el centro; las orejas son negras en la parte trasera
con una pequefia mancha blanca en el centro. La coloracion de fondo varia de amarillo
palido a café rojizo y cambia a blanco en los carrillos, pecho y parte interna de las
extremidades. El melanismo se presenta cominmente en algunas regiones de América del
Sur, pero en México no existen registros confirmados. Los ejemplares albinos se han
observado muy raramente. El jaguar suele ser de habitos tanto nocturnos como diurnos, es
solitario, terrestre, habil nadador y trepa con facilidad a los arboles. Se le considera un
depredador oportunista ya que su alimentacion béasicamente depende de la densidad y
disponibilidad de las presas, las cuales pueden ser invertebrados, peces, reptiles, aves y
mamiferos. Sin embargo, cazan preferentemente mamiferos mayores de un kilogramo de
peso, aunque algunas aves y reptiles también son componentes importantes de su dieta
(Seymour, 1989; Eizirik et al., 2001; Sunquist y Sunquist, 2002; Chavez et al., 2005).
Tewes y Schimdly (1987), mencionan que sdlo se tiene un registro de jaguares

consumiendo frutos (aguacates caidos en el suelo).

Puma yagouaroundi es llamado comdnmente leoncillo o jaguarundi. Es de tamafio
pequefio dentro de los félidos (3-8 kg), tiene cuerpo delgado y alargado, cabeza aplanada,
orejas y patas relativamente cortas y cola larga. Su piel no presenta manchas o rayas a
ninguna edad y su color es uniforme con dos fases basicas: gris y café, con una variedad de
tonalidades. Diferentes coloraciones pueden ser encontradas en una misma poblacion
(Tewes y Schmidly, 1987; De Oliveira, 1998a; Sunquist y Sunquist, 2002; Aranda,
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2005a). Konecny (1989) menciona que el color del pelaje no presenta relacion con la edad
o0 con el sexo. Es un cazador principalmente diurno, terrestre (también es un buen trepador
pero s6lo sube a los arboles ocasionalmente) y solitario, sin embargo, en cautiverio parecen
ser gregarios, por lo menos entre los miembros de una familia. Su alimentacion incluye
invertebrados, reptiles, aves y pequefios mamiferos. Presenta un amplio repertorio de
vocalizaciones, registrdndose al menos 13 llamados distintos y también gorgojea casi
exactamente como lo hacen las aves (De Oliveira, 1998a; Sunquist y Sunquist, 2002;
Aranda, 2005a).

Leopardus pardalis (del latin pardus=pantera o leopardo y del sufijo latin
alis=relacionado a) es llamado cominmente ocelote. Es de tamafio mediano (8-15 kg), cola
relativamente corta (que apenas si toca el suelo) y orejas redondeadas y erectas. El color
general del cuerpo es gris claro y blanco grisceo en la parte interior de las extremidades.
Su piel presenta manchas negras, que en los costados toman la forma de rosetas alargadas
con el interior de color café y se dirigen en sentido oblicuo; las orejas son negras en la
parte trasera con una gran mancha blanca. Se distingue de L. wiedii por su mayor tamario,
cola mas corta y distinto patron de manchas. Es un cazador principalmente terrestre
(aunque también es un buen trepador y descansa en los arboles durante el dia), activo tanto
en el dia como en la noche y solitario. Su alimentacion consiste principalmente de
mamiferos pequefios y medianos como ratones, ratas y conejos, pero también puede
alimentarse de aves, peces, serpientes, lagartijas e insectos. Incluso puede capturar presas
mas grandes como venados juveniles. Puede ser depredado por los grandes felinos,
serpientes y cocodrilos (Murray y Gadner, 1997; De Villa Meza et al., 2002; Sunquist y
Sunquist, 2002; Aranda, 2005b).

Leopardus wiedii (el nombre wiedii fue dado en honor al naturalista aleman Prince
Maximillian zu Wied, de cuya coleccién fue descrita la especie) es llamado cominmente
tigrillo o margay. Es de tamaiio pequefio (3-8 kg), cabeza pequefia y redondeada, patas y
cola relativamente largas y ojos grandes. El color del cuerpo va de café amarillento hasta
café claro en el dorso y a los lados, mientras que el pecho y la parte interna de las
extremidades son de color blanco. Su piel presenta manchas de color negro o café oscuro,
irregulares, sin formar rosetas; las orejas son negras en la parte trasera con una mancha
blanca en el centro. Se distingue de L. pardalis por su menor tamafio, cabeza més pequefia,

cola mas larga, manchas compactas y las marcas del cuello continuas. Es un animal
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solitario, principalmente nocturno y el mas arboricola de los felinos que habitan en
México, ya que duerme, descansa y caza principalmente en los arboles (aunque también
caza en tierra). Su alimentacion consiste principalmente de mamiferos arboricolas y aves,
pero también incluye anfibios y reptiles. Presenta al menos ocho vocalizaciones distintas
(De Oliveira, 1998b; Sunquist y Sunquist, 2002; Aranda, 2005c).

Lynx rufus (del latin rufus=rojo) es llamado comunmente lince, lince rojizo o gato
montés. Es de tamafio mediano, cuerpo robusto, patas largas, cabeza pequefia, orejas
grandes y puntiagudas y cola muy corta (18-22% de la longitud de su cuerpo y cabeza). El
color de su pelaje puede ir de amarillo palido, rojizo o café a un gris fuerte, observandose
manchas o rayas de color negro que le dan la apariencia de gato moteado; mientras que en
la parte ventral y en las extremidades, presenta tonos claros y blanco con manchas oscuras.
En la punta de las orejas presenta un mechdn de pelo negro, que puede estar ausente
durante la época de muda. Es el unico representante de su género que exhibe melanismo,
pudiendo presentar también albinismo. En cuanto a su tamafio, se observa dimorfismo
sexual, siendo més largos y pesados los machos (87 cm y 9.6 kg en promedio) que las
hembras (78 cm y 6.8 kg en promedio). Es de habitos principalmente nocturnos, terrestre
(aunque también es un buen trepador), habil nadador y solitario, aunque miembros de una
misma familia pueden movilizarse juntos en invierno. Su alimentacion es estrictamente
carnivora y consiste principalmente de lagomorfos y roedores y en menor medida de aves
galliformes, consumiendo ocasionalmente animales domésticos y otros carnivoros como la
zorra de San Joaquin (Vulpes macrotis mutica; Lariviere y Walton, 1997; Sunquist y
Sunquist, 2002; Romero, 2005; Salazar, 2008).

Puma concolor (el nombre de “puma” proviene de la lengua quechua del Per( y fue
utilizado por primera vez en 1609 por Garcilaso de la Vega) es llamado comUnmente
puma, ledn de montafia o ledn americano. Es el segundo felino més grande de América, sin
embargo, presenta ciertas caracteristicas méas relacionadas con los gatos pequefios, como
el no poder rugir, pero si maullar y ronronear como éstos. Es de cuerpo musculoso pero
esbelto, cabeza pequefia, orejas pequefias y redondeadas, cola larga (un tercio de la
longitud total del animal), garras retréctiles y extremidades posteriores largas, lo cual se
cree es una adaptacion para el salto pues pueden llegar a brincar desde el suelo a una altura
de 5.5 m. Su pelaje es de color uniforme que va del pardo amarillento o arenoso, al café

rojizo; en el vientre y alrededor del hocico es blancuzco, mientras que la base de los


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

bigotes y la punta de la cola son negros. Las crias presentan manchas (las cuales
desaparecen entre los seis y diez meses de edad) y ojos azules (los cuales cambian a café
dorado en los adultos). Se pueden encontrar ejemplares melénicos y mas raramente
albinos. Tiene hébitos principalmente crepusculares y nocturnos, es solitario, terrestre
(aunque tiene una gran habilidad para trepar arboles) y buen nadador, pero cominmente
evita entrar al agua. Es un cazador oportunista y su alimentacion es casi tan amplia como
su distribucion, pero en general, su dieta se basa principalmente en mamiferos (de 1-15
kg), seguido por marsupiales, aves y reptiles (Currier, 1983; Sunquist y Sunquist, 2002;
Chéavez, 2005; Salazar, 2008; Rabinowitz, 2010).

De las seis especies, P. concolor (Fig. 1F) es la especie de mayor distribucion ya
que se le encuentra précticamente en todos los tipos de vegetacion natural del pais, aunque
sus poblaciones mas importantes se encuentran en los bosques de coniferas y de encinos
del norte de la RepUblica (Chavez, 2005). Panthera onca, P. yagouaroundi, L. pardalis y
L. wiedii (Figs. 1A-1D) habitan principalmente en regiones tropicales (bosques tropicales
perennifolio, subcaducifolio, caducifolio y manglares) por lo que se les conoce como
felinos neotropicales; se distribuyen desde la peninsula de Yucatan y Chiapas hacia el
norte, por ambos planos costeros, llegando a Sonora por la vertiente del pacifico y a
Tamaulipas por la vertiente del golfo de México (Tewes y Schmidly, 1987; Aranda, 20054,
2005b, 2005c; Chéavez et al., 2005; Haynes et al., 2005). Lynx rufus (Fig. 1E) habita
principalmente en zonas templadas (bosques de pino, oyamel y encino) y matorral xerofilo;
su distribucion abarca desde la frontera con Estados Unidos y la peninsula de Baja
California hasta el Istmo de Tehuantepec, exceptuando las regiones tropicales en la costa
del Pacifico desde Colima hasta Oaxaca y en la costa del Golfo de México (Romero, 2005;
Salazar, 2008).

Las seis especies desempefian un papel ecoldgico primordial en los ecosistemas en
que habitan, puesto que los felinos son los cazadores més especializados entre los
mamiferos. Debido mayormente a actividades antropogénicas como asentamientos
humanos y cultivos intensivos, el hébitat del pumay el lince se ha fragmentado generando
que sus poblaciones disminuyan por lo que en México, se consideran como especies que
requieren proteccion especial y se necesita un permiso para su caceria (SEMARNAT,
2002). Aunado a la pérdida de su hébitat, el jaguar, el ocelote y el tigrillo, estan bajo una

fuerte presion de caza debido al comercio de sus pieles, por estas razones en México tienen
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el status de especie en peligro de extincion y su caza esta prohibida (SEMANART, 2002).
Aunque la piel del jaguarundi no tiene valor comercial, en México esta considerada como
especie amenazada y su caza también esta prohibida (SEMANART, 2002), ademas se sabe
muy poco de su biologia y comportamiento en vida silvestre al igual que del tigrillo, del
cual no existe estudio alguno sobre su poblacion en el pais (Tewes y Schmidly, 1987;
Sunquist y Sunquist, 2002; Aranda, 20053, 2005c).

Figura 1. Distribucion geografica de los felinos en México (Modificado de Ceballos y Oliva, 2005;
Ceballos et al., 2009; Ceballos et al., 2010). A) P. onca (Foto: Andy Rouse); B) P. yagouaroundi,
(Foto: Fulvio Eccardi); C) L. pardalis (Foto: Rolf Nussbaumer; D) L. wiedii (Foto: Latin Stock
Mexico); E) L. rufus (Foto: Shatil y Rozinski); F) P. concolor (Foto: Joe y Mary Ann McDonald)
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Por todo lo anterior, identificar la presencia de estos felinos en un area determinada,
asi como obtener informacion bésica sobre aspectos genéticos y ecoldgicos (densidad,
supervivencia y utilizacion de areas y hébitat), resulta de suma importancia para el manejo
y conservacion de sus poblaciones (Maldonado, 2006). Sin embargo, en muchas ocasiones
se dificulta el llevar a cabo dicho trabajo, debido en gran parte a los hébitos de estos felinos
ya que presentan comportamientos evasivos y habitan &reas con cobertura vegetal densa,
ademas de presentar bajas densidades poblacionales (Tewes y Schmidly, 1987; Aranda,
2005a, 2005b, 2005c; Haynes et al., 2005). Puesto que los individuos de estas especies no
son faciles de detectar y los métodos cominmente usados para su monitoreo (como la
radio-telemetria) son de un alto costo y presentan dificultades para su captura y manejo,
suelen utilizarse métodos indirectos para su identificacion, como pueden ser huellas, pelaje
desprendido, heces y otros rastros (Kohn y Wayne, 1997; Haynes et al., 2005; Maldonado,
2006).

1.2 Uso de muestras fecales como método no invasivo

Usando la definicion de Taberlet et al. (1999) “las muestras recabadas de manera no
invasiva son aquellas que no requieren que el animal sea capturado o manipulado”. Entre
los métodos no invasivos mas utilizados se encuentra el uso de muestras fecales, debido a
que las heces suelen ser los rastros més comunes y faciles de colectar. Generalmente en
estudios de carnivoros, el analisis de heces se ha utilizado para determinar presencia,
abundancia y habitos alimentarios. El criterio habitual para la identificacion de excretas es
el morfoldgico, sin embargo, este método puede verse afectado por la similitud en heces de
especies simpatricas y la subjetividad de los expertos en campo (Foran et al., 1997; Reed et
al., 2004). Por ejemplo, se suele relacionar el diametro de las excretas con el tamafo
corporal de las especies, sin embargo, se ha reportado que aunque la masa corporal del
ocelote, puma y jaguar varia ampliamente, sus heces pueden ser de tamafios similares,
encontrdndose excretas de puma de menos de 20 mm de didmetro y excretas de ocelote de

mas de 27 mm de didmetro (Farell et al., 2000).

Las heces del jaguarundi y ocelote no presentan algin patron caracteristico que
permita diferenciarlas a simple vista, pudiendo confundirse con las excretas de tigrillo y
con las de puma y coyote respectivamente. A su vez, las heces del puma y jaguar son de

tamafio y forma similares (Fig. 2). Se ha sugerido asociar las excretas a huellas, sin
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embargo, éstas no siempre se encuentran, ademas de que también presentan similitudes
como las del jaguarundi con el tigrillo y gato doméstico, y las del ocelote con el puma,
lince y coyote. Como consecuencia, resulta dificil identificar las heces de estos felinos,
sobre todo en sitios donde son simpétricos y se reporta que, sin informacion adicional, la
asignacion de excretas se realiza correctamente s6lo en un 50-66% de los casos (Kohn y
Wayne, 1997; Aranda, 2000).

Figura 2. Excretas. A) jaguar; B) puma (Tomado de Aranda, 2000).

Gracias al avance que ha tenido la biologia molecular en los ultimos afios,
actualmente es posible utilizar marcadores para el analisis de heces (escatologia
molecular), lo cual permite la identificacion de especies, asi como el determinar la
distribucion, abundancia y dieta de los animales. Esto es posible debido a las células de
descamacion del epitelio del tracto digestivo presentes en las heces, las cuales son una
fuente confiable de ADN para determinar la especie de origen (Ernest et al., 2000; Farrell
et al., 2000; Maldonado, 2006; Cossios y Angers, 2006).

1.3 Identificacion genética de especies

La identificacion genética o molecular es el uso de marcadores moleculares para
determinar el individuo, especie o incluso poblacion de origen de una muestra bioldgica.
La identificacion genética de especies se ha utilizado principalmente en la investigacion,
manejo y conservacion de la vida silvestre, siendo el ADN mitocondrial (ADNmt) uno de
los marcadores mas empleados dentro de este campo (Allendorf y Luikart, 2007). El
ADNmMt animal es de herencia materna, haploide, no recombinante y presenta una alta tasa

de sustitucion (hasta 10 veces mayor que la del genoma nuclear) permitiendo detectar
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niveles significativos de variacion interespecifica a nivel de secuencia de nucleétidos (ain
en especies cercanamente relacionadas), por lo cual, diversos segmentos de este marcador
han sido ampliamente utilizados en las técnicas de identificacion de especies, destacando
entre ellos los genes mitocondriales citocromo oxidasa ¢ subunidad I (COI) y citocromo b
(Avise et al., 1987; Pereira et al., 2008; Linacre y Tobe, 2009).

Actualmente, el gen COlI es la secuencia base de un nuevo sistema de identificacion
molecular de especies animales llamado “Cddigo de barras de ADN” (DNA barcoding). En
el 2003, Hebert y colaboradores propusieron que un segmento de este gen, cercano al
extremo 5° y de aproximadamente 648 pares de bases, mostraria la suficiente variacion
nucleotidica como para permitir la distincion e incluso descubrimiento de especies
animales cripticas. El cddigo de barras ha probado ser efectivo para la identificacion de
especies de invertebrados, peces, aves y mamiferos, encontrdndose secuencias unicas en
mas del 94% de las especies analizadas (Hebert et al., 2004; Ward et al., 2005; Hajibabaei
et al., 2006a; Clare et al., 2007; Hajibabaei et al., 2007).

Se ha sugerido que el gen citocromo b (cit b) puede ser un codigo de barras igual o
mas adecuado que el gen COl, debido principalmente a que ha sido uno de los marcadores
mas utilizados en andlisis filogenéticos e identificacion de especies por presentar poca o
ninguna variacion intraespecifica, haciéndolo probablemente el gen mas secuenciado para
especies de vertebrados, asi como uno de los mejor caracterizados tanto evolutiva como
bioguimicamente (Kocher et al., 1989; Johns y Avise, 1998; Hansen y Jacobsen, 1999;
Parson et al., 2000; Tobe et al., 2009). Con base en estas caracteristicas y el hecho de que
en cada célula diploide se encuentran cientos o miles de copias de ADNmt, el gen
citocromo b resulta un marcador adecuado para técnicas no invasivas de identificacion de
especies como el analisis molecular de heces, ya que el ADN puede encontrarse
parcialmente degradado y es mas factible obtener una mayor parte de las maltiples copias
de ADNmt, que de las dos de ADN nuclear en organismos diploides (Kohn y Wayne,
1997; Hansen y Jacobsen, 1999; Farrell et al., 2000; Waits y Paetkau, 2005).

Dadas las ventajas y el enorme potencial que presenta el anélisis de ADN fecal, el
uso de esta técnica se ha incrementado durante la Gltima década, aplicandose exitosamente
en estudios de identificacion de felinos utilizando secuencias analizadas mediante métodos

filogenéticos (Farell et al., 2000), microsatélites (Ernest et al., 2000) y el disefio de
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oligonucledtidos especificos por especie (Palomares et al., 2002). Particularmente, Cossios
y Angers (2006) utilizaron marcadores RFLP y secuencias de ADN mitocondrial para
distinguir correctamente entre heces de gato andino (Oreailurus jacobita), gato de las
pampas (Lynchailurus colocolo) gato de Geoffroy (Oncifelis geoffroyi) y puma (P.

concolor).

Los polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP por sus siglas
en inglés) se basan en el reconocimiento y corte de una secuencia especifica de ADN
(comunmente gendmico), por enzimas de restriccion (endonucleasas). Una variante de este
método es utilizar ADN amplificado por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés) en vez de ADN gendmico, lo cual se conoce como PCR-
RFLP. Asi, al realizar la digestién de un producto de PCR con enzimas de restriccion, se
reconocen secuencias especificas en el ADN que varian entre especies y generan distintos
fragmentos, ya sea por la presencia/ausencia de la secuencia o por su distinta ubicacion en
el ADN. El patron de bandeo resultante es especifico por especie y se puede observar
separando los fragmentos de distinto tamafio por medio de electroforesis convencional
(Lewin, 2006; Renteria, 2006; Pereira et al., 2008).

La amplificacion de fragmentos de ADN mitocondrial a partir de muestras fecales
para su posterior digestion con enzimas de restriccion, se ha aplicado con éxito en
maltiples estudios para la diferenciacion de especies de carnivoros. Por ejemplo, Paxinos y
colaboradores (1997) identificaron excretas de cinco especies de canidos simpétricos (V.
macrotis mutica [zorra de San Joaquin], Urocyon cineroargenteus [zorra gris], Vulpes
vulpes [zorra roja], Canis latrans [coyote] y Canis familiaris [perro doméstico]), utilizando
iniciadores especificos para cénidos para la amplificacion de un fragmento del gen

mitocondrial citocromo b de 412 pb, el cual fue digerido con tres enzimas de restriccion
(Fig. 3).

11
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Figura 3. Patrén de bandeo resultante de la digestion de un fragmento del gen citocromo b de cinco
canidos simpatricos. C= coyote, D= perro doméstico, G= zorra gris, K= zorra de San Joaquin, R=
zorra roja, M= Marcador de peso molecular (el tamafio de los fragmentos de arriba hacia abajo es
de 1057 pb, 770 pb, 612 pb, 495 pb, 392 pb, 345-341-335 pb, 297-291 pb, 210 pb y 162 pb). El
segundo carril en cada especie de zorra, es la digestion de ADN extraido a partir de heces (Tomado
de Paxinos et al. 1997).

De manera similar, Hansen y Jacobsen (1999) identificaron correctamente tres
especies de mustélidos, utilizando ADN mitocondrial de muestras fecales. Disefiaron
iniciadores especificos para mustélidos y amplificaron un fragmento de 189 pb del gen
mitocondrial citocromo b, digiriéndolo con dos enzimas de restriccion: Taq | y Nla IV. La
enzima Taq | generd bandas de 88 y 101 pb para el vison americano (Mustela vison) y de
62 y 127 pb para el turén de patas negras (Mustela putorius), mientras que para nutria
(Lutra lutra) no presentd sitios de restriccion. La enzima Nla 1V presentd un sitio de

restriccion Unico para nutria, produciendo bandas de 80 y 109 pb.

Como se menciono anteriormente, Cossios y Angers (2006) realizaron un estudio
para diferenciar entre especies de gato andino, gato de las pampas, gato de Geoffroy, puma
y otros carnivoros (Felis catus [gato doméstico], C. familiaris [perro doméstico] y
Pseudalopex culpaeus [zorro andino]); amplificaron un fragmento del gen mitocondrial
16S ribosomal, el cual fue digerido con siete enzimas de restriccion. La presencia/ausencia
de sitios de restriccion y el patron de bandas resultantes permitio la diferenciacion entre
especies de felinos (Fig. 4).

12
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Figura 4. Patron de bandeo resultante de la digestion de un fragmento del gen 16S ribosomal
utilizando siete enzimas de restriccién. A= Dra |, B= Hae Ill, C= Nla Ill, D= Nco I, E= Ase |, F=
Mbo I, G= Hpa Il. Lco= gato de las pampas, Oja= gato andino, Pco= puma, Oge= gato de
Geoffroy, Fca= gato doméstico, Cfa= perro doméstico, Pcu= zorro andino. El origen del ADN
extraido es indicado en cada muestra, S= piel, E= excreta y T= tejido. ND= fragmento no digerido,
D= fragmento digerido (Tomado de Cossios y Angers, 2006).

Con base en los trabajos mencionados y puesto que no existen publicaciones que
reporten el uso de ADN fecal para la identificacion de felinos en el pais, los objetivos del

presente estudio son:
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2. OBJETIVOS

General

Identificar las especies de felinos de México, utilizando ADN mitocondrial extraido de

muestras fecales y marcadores RFLP.

Particulares

e Obtener las secuencias del gen mitocondrial citocromo b y citocromo oxidasa ¢
subunidad | para cada una de las especies.

o Identificar en las secuencias una region corta (< 300 pb) que presente un patron de
restriccion distintivo para cada especie y disefiar iniciadores especificos para esa

region.

3. HIPOTESIS
Una region pequefa del ADN mitocondrial (< 300 pb) mostrara la suficiente variacion

interespecifica para obtener un patrdn de restriccion que permitird diferenciar a las especies

de felinos silvestres mexicanos a partir de muestras fecales.

4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Obtencion de muestras
Se obtuvieron un total de 43 muestras de tejido: cinco de jaguarundi (P. yagouaroundi),
cuatro de tigrillo (L. wiedii), 14 de lince (L. rufus), cuatro de ocelote (L. pardalis), siete de

jaguar (P. onca), tres de puma (P. concolor) y seis de gato doméstico (F. catus) para

propositivos comparativos; asi como una excreta por cada especie (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Muestras obtenidas de siete especies de felinos

Tipo de muestra

Especie Nombre comin higado piel* sangre oreja excreta Procedencia
Felis catus gato doméstico 1 CTC-CNMA
4 1 CCMAG
1 Particular
Puma yagouaroundi jaguarundi 1 CTC-CNMA
1 CNMA
2 CIVS
1 1 ZOOCH
Leopardus wiedii tigrillo 1 CNMA
1 1 CIVS
1 ZOOCH
1 ZOOSJA
Leopardus pardalis ocelote 1 2 CIVS
1 1 ZOOCH
Panthera onca jaguar 1 3 CIVS
1 2 1 ZOOCH
Lynx rufus lince 3 4 CIVS
1 2 RBM
4 1 ZOOCH
Puma concolor puma 1 CIVS
2 1 ZOOCH

CTC-CNMA: Coleccién de Tejidos Congelados de la Coleccion Nacional de Mamiferos. CNMA: Coleccion
Nacional de Mamiferos. CIVS: Centros para la Conservacién e Investigacion de la Vida Silvestre de la
SEMARNAT. CCMAG: Centro de Control Animal de Guadalajara. ZOOCH: Zooldgico de Chapultepec.
ZOOSJA: Zooldgico San Juan de Aragon. RBM: Reserva de la Biosfera de Mapimi. * Piel seca sin curtir.

Las muestras provenientes de los Centros para la Conservacion e Investigacion de
la Vida Silvestre (CIVS Guadalajara, Los Reyes y San Bartolomé Tekax), fueron
solicitadas en donacién a la Direccion General de Vida Silvestre, SEMARNAT; los
animales fueron inmovilizados y anestesiados con xilacina + ketamina (contencion fisica y
quimica respectivamente; SEMARNAP y DGVS, 2000), posteriormente se les extrajo 4 ml
de sangre y se depositaron en un BD Vacutainer (Fig. 5), mientras que las muestras de
oreja se obtuvieron utilizando un punzoén para biopsia dérmica y se colocaron en alcohol al
90-100%. Para la obtencion de las muestras provenientes de los Zooldgicos Chapultepec y
San Juan de Aragon, se presentd este proyecto ante el Comité de la Direccion General de

Zooldgicos y Vida Silvestre (DGZVS), mismo que fue aprobado; el manejo de los
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animales y la toma de muestras fueron realizadas enteramente por el personal del
zooldgico, bajo los procedimientos aprobados por la DGZVS. Las muestras provenientes
de la Reserva de la Biosfera de Mapimi (RBM) fueron tomadas de animales silvestres por
el M. en C. Juan Carlos Ldpez Vidal y donadas a la CNMA. Las muestras de tejido y
sangre fueron almacenadas a -75° y -20° C respectivamente; las excretas fueron colectadas

uno o dos dias antes de su procesamiento y se mantuvieron a 4° C durante este tiempo.

Figura 5. Obtencion de muestra. A) Ejemplar de ocelote macho (L.pardalis) albergado en el CIVS
Guadalajara; B) Toma de muestra de sangre de este ejemplar, el cual se encuentra con la cabeza
cubierta para evitar estimulos visuales y minimizar el estrés durante la anestesia (Fotos: Anahi
Mejia).

4.2 Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN de las muestras de higado, sangre y oreja se utilizd el kit
comercial DNeasy Blood and Tissue (QIAGENYF), siguiendo las instrucciones del
proveedor. Las extracciones de las muestras de piel se realizaron utilizando la técnica de
fenol-cloroformo (Apéndice 1), ya que este método es més adecuado cuando se tiene ADN
degradado o en poca cantidad. Se cuantificé la cantidad (ng/pl) y pureza del ADN extraido
por medio de espectrofotometria y se hicieron pruebas de integridad mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1%, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados bajo
luz ultravioleta. EI ADN de las muestras fecales se extrajo utilizando el kit comercial
QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGENMF), el cual esté disefiado especialmente para este

tipo de muestras.
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4.3 Obtencién de secuencias nucleotidicas

Para la obtencion del cddigo de barras del gen COI (654 pb; Hajibabaei et al., 2007), se
enviaron muestras de tejido (dos de F. catus, P. yagouaroundi, L. pardalis y L. rufus; una
de P. concolor, L. wiedii y P. onca) al Centro Canadiense para el Cdodigo de barras de
ADN (CCDB por sus siglas en inglés), como parte del proyecto “Codigo de barras de
mamiferos de México” de la UNAM. El ADN extraido se amplifico con el coctel de
iniciadores C_VF1LFt1-C_VRI1LRtl (lvanova et al., 2007) y se secuencid en ambas
direcciones (forward y reverse) con los iniciadores M13F (5"-TGTAAAACGACGGCCAG
T-3") y M13R (5"-CAGGAAACAGCTATGAC-3"; Messing, 1983).

Para la amplificacion del gen completo de citocromo b (1140 pb) por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), se utilizaron los
iniciadores universales L14724: 5 -CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG-3
(MVZ05 en Smith y Patton, 1991, 1993) y H15915: 5-AACTGCAGTCATCTCCGGTTT
ACAAGAC-3"(Irwin et al., 1991). Los productos de PCR se separaron por medio de
electroforesis en geles de agarosa al 1%, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados bajo
luz ultravioleta. Aunque hubo amplificacion del producto esperado, no se obtuvo un

resultado favorable al momento de la secuenciacion, a pesar de diversos intentos.

Como alternativa, se utilizo el método de clonacion el cual se realiz6 en el
laboratorio de Inmunologia Molecular del Centro de Investigacion Bidémedica de
Occidente (CIBO). EI método de clonacion consiste en modificar un vector, como los
plasmidos, mediante la insercién de una secuencia de ADN de nuestro interés para su
posterior incorporacion en células bacterianas (transformacion), donde tienen la capacidad
de replicarse miles de veces. Posteriormente se siembran estas bacterias en un medio con
antibidtico, para el cual el plasmido porta el gen de resistencia. De esta manera, solo se
reproducirdn aquellas bacterias que contengan el plasmido. Finalmente se extrae el ADN
plasmidico y se secuencia con iniciadores especificos que amplifican el ADN del plasmido

junto con el ADN foraneo de nuestro interés (Avila et al., 1995).
Se realiz6 la clonacion usando el producto de PCR obtenido con los iniciadores

universales (L14724 y H15915) y el kit comercial TOPO TA Cloning for Sequencing

(Invitrogen MR). Las células sometidas a la transformacion, se sembraron en medio LB de
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agar con ampicilina y se seleccionaron 8 colonias las cuales se cultivaron en medio LB.
Posteriormente se extrajo el ADN plasmidico con el ChargeSwitch-Pro Plasmid Miniprep
Kit (Invitrogen M%) y se hizo la digestion con la enzima de restriccion EcoRI para
comprobar la presencia del inserto. Los productos de la digestion se separaron por medio
de electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio y visualizado
bajo luz ultravioleta. Desafortunadamente no se observé la banda indicativa del inserto,

debiéndose probablemente a un problema con el antibiético en el medio selectivo.

Se encontraron secuencias publicadas de fragmentos del gen citocromo b para F.
catus, P. yagouaroundi, P. concolor, L.wiedii, L. pardalis (363 pb; Masuda et al., 1996), P.
onca (289 pb; Janczewski et al., 1995) y L. rufus (384 pb; Codigo de acceso GenBank
AY499332). Estas se alinearon con el algoritmo ClustalW (Thompson et al. 1994)
utilizando el programa BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.0.0. (Hall, 1999) y se
analizaron con el programa NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003) para encontrar un patron

de sitios de restriccion diferente para cada especie.

A la par, se usaron los iniciadores para carnivoros Cb-M1 (5"-CTCACATGGAAT
CTAACCATGAC-3) y Cb-MR2 (5"-AGGGAATAGTTTAAATAGAATTTCAGC-3")
para intentar nuevamente obtener la secuencia del gen completo de citocromo b (Tamada
et al. 2005). Los productos de la reaccion de PCR se separaron por medio de electroforesis
en geles de agarosa al 1.5%, teflidos con bromuro de etidio y visualizados bajo luz
ultravioleta. Aunque se obtuvo el producto esperado en todas las muestras, también se
presentd mucha inespecificidad, por lo que se estandarizaron las condiciones de
amplificacion para reducir la misma (Fig. 6), quedando como sigue: 30-100 ng de ADN,
1X de PCR buffer, 200 pM de cada dNTP, 0.15 pM de cada iniciador, 1.5 mM de MgCl, y
1 U de Taq polimerasa en un volumen final de 25 pl; el programa del termociclador
consistié en 35 ciclos de 94° C por 1 min, 55° C por 1 min y 72° C por 1 min, incluyendo
una desnaturalizacion inicial de 94° C por 3 min y una elongacion final de 72° C por 10
min. Sin embargo, no se logré evitar la inespecificidad en todas las muestras, por lo que se
decidio purificar las muestras con inespecificidad con el kit QIAEX Il Agarose Gel
Extraction (QIAGEN™F), cortando y por lo tanto obteniendo sélo la banda deseada;
mientras que las muestras sin inespecifidad se purificaron con el kit QIAquick PCR
Purification (QIAGEN™R).
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Las muestras purificadas se secuenciaron en ambas direcciones (forward y reverse)
utilizando los iniciadores anidados CbM2 (5"-CCATGACTAATGATATGAAAAAC-3") y
Cb-MR1 (5-TCTTCCTTGAGTCTTAGGGAG-3"; Tamada et al. 2005), en el
secuenciador automatico del Posgrado en Ciencias Bioldgicas del Instituto de Biologia y
en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia, ambos
pertenecientes a la UNAM. Los cebadores anidados se unen en un lugar mas interno del
producto de amplificacion obtenido mediante iniciadores mas extrinsecos a la region de
interés (Cb-M1 y Cb-MR2), disminuyendo asi la complejidad del ADN molde para la
reaccion de secuenciacion (Avila et al. 1995).

1500 pb | &

1000 pb 4 e

Figura 6. Amplificacidon del gen citocromo b con los iniciadores Cb-M1 y Cb-MR2, donde se
observa la reduccidn de la inespecificidad en unas muestras y la ausencia de ésta en otras muestras.
A) Amplificacién con las condiciones iniciales tomadas de Tamada et al. 2005; B) Amplificacion
con las condiciones estandarizadas en el presente estudio. La flecha indica el producto de
amplificacion esperado (citocromo b, 1140 pares de bases) y los nimeros el tamafio de las bandas,
en pares de bases, del marcador molecular. M= Marcador de peso molecular de 100 pb, PY= P.
yagouaroundi, LR= L. rufus, LW= L. wiedii, PO=P. onca, LP= L. pardalis.

4.4 Andlisis de secuencias nucleotidicas

Las secuencias obtenidas se alinearon, editaron y ensamblaron manualmente con el
programa BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.0.0. (Hall, 1999), generando asi las
secuencias consenso de cada individuo, mismas que se alinearon a la region
correspondiente del genoma mitocondrial de F. catus (Numero de acceso GenBank
NC_001700; Lépez et al., 1996) con el algoritmo ClustalW (Thompson et al. 1994) y se
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verificaron visualmente. A los alineamientos de cada gen mitocondrial, se integraron
secuencias de los genes COl y citcromo b de un individuo de P. concolor (NUmeros de
acceso GenBank AY598484 y AY598487; Delisle y Strobeck, 2005) y del gen citcromo b
de un individuo de F. catus (NUmero de acceso GenBank AB004238).

Con el programa MEGA v.4.0 (Tamura et al., 2007) se analiz6 la variacion
genética entre las secuencias de cada gen mitocondrial utilizando dos criterios: 1) la
comparacion de las secuencias entre si para determinar el nimero de sitios variables asi
como el nimero de haplotipos, y 2) la estimacion de las distancias genéticas con base en el
modelo de sustitucion de nucleétidos de dos parametros de Kimura (K2P; Kimura, 1980),
por ser el mas adecuado para especies cercanamente relacionadas como los felinos
(Masuda et al., 1996; Hebert et al., 2003). A este Gltimo analisis se incluyeron las
secuencias de los genes COI y citocromo b de un individuo de Canis lupus como grupo
externo (NUmeros de acceso GenBank AY598484 y AY598499; Delisle y Strobeck, 2005).
A partir de las matrices de distancias obtenidas para cada gen, se elaboraron dendogramas
mediante el método Neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987) para representar graficamente
las divergencias genéticas y la asignacion de individuos a determinadas especies (Heber et
al., 2003; Lanteri, 2007). Los dendogramas se enraizaron siguiendo el criterio de grupo
externo y se evalué la significancia estadistica de la configuracion de las ramas
(agrupamiento de las secuencias) a traves del meétodo de bootstrap, utilizando 1000

replicas (Felsenstein, 1985).

Los analisis anteriores, aunque hechos con base en métodos filogenéticos, se
realizaron con el objetivo de verificar que las secuencias pertenecieran al gen y especie de
felino correspondiente (identificacion fenética), y no para generar una hipdtesis
filogenética (divergencia de las especies a partir de un ancestro comin; Steinke et al.,
2005; Wardill et al., 2005).

4.5 ldentificacion de patrones de restriccion diagndsticos y disefio de iniciadores

especificos para felinos

Como resultado del analisis de las secuencias publicadas del gen citocromo b para las siete

especies de felinos (ver seccion 4.3), se encontr6 en una region de 289 pb, un patron de

20


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

sitios de restriccion distintivo, el cual seria amplificado con los primers Cytb-1
(CCAATGATATGAAAAACCATCGTT) y Cytb-2 (GCCCCTCAGAATGATTATTTGT
CCTC; Janczewski et al., 1995). Al fragmento amplificado se le haria una doble digestion
con las enzimas Hphl y HpyCH4V, las cuales cortarian en seis de las siete especies
produciendo un patron igual para F. catus y L. pardalis, pero distinto para P. onca, L.
rufus, P. concolor y P. yagouaroundi, mientras que en L. wiedii no cortarian. La segunda
doble digestion seria con las enzimas Tfil y Tagl, las cuales cortarian en L. pardalis y L.

wiedii, pero no en F. catus (Cuadro 2).

Las secuencias obtenidas en el presente trabajo, se alinearon con las secuencias
publicadas del gen mitocondrial citocromo b y se analizaron con el programa NEBcutter
V2.0 (Vincze et al., 2003). Se observd que no habia coincidencia en varios de los sitios de
corte encontrados anteriormente para las secuencias publicadas (Cuadro 2), por lo cual, se

decidi6 descartar este patron.

Cuadro 2. Prediccidn del patron de digestion de un fragmento de 289 pares de bases del gen
citocromo b a partir de secuencias publicadas y su comparacion con las secuencias obtenidas en el
presente estudio

Doble digestion 1 Doble digestion 2
Especie Hph”  HpyCH4V®  Bandas’ Tfil® Tagl® Bandas®
Felis catus 62 * 227, 62 * * 289
Leopardus wiedii * * 289 163 * 163, 126
Leopardus pardalis 62 * 227, 62 * $230? 230, 59
Puma yagouaroundi 122 * 167, 122
Panthera onca 122 $221? 122, 99, 68
Lynx rufus i62? 221 159, 68, 62
Puma concolor * $221? 221, 68

% Posicion en pares de bases, en donde ocurre el corte de la enzima. ® Tamario en pares de bases de las bandas
generadas por el corte de las dos enzimas. * la enzima no corta. ;? No coincidencia del sitio de corte en las
secuencias obtenidas en el presente estudio

Con el programa NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003), se analizaron los haplotipos
de las secuencias del gen completo de citocromo b de las siete especies de felinos (ver
seccion 4.4) y se identificé una region que cumplia los siguientes criterios: 1) presentaba
un patron de sitios de restriccion diferentes para cada especie, 2) los sitios de restriccion se
encontraban conservados entre los individuos de una misma especie y 3) presentaba al

menos un sitio de restriccion en todas las especies.
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Se tomaron de GenBank las secuencias disponibles del gen citocromo b de otras
especies de mamiferos (Cuadro 3) y se alinearon con las secuencias de felinos, para disefiar
iniciadores que amplificaran el fragmento con el patron de restriccion distintivo en las siete
especies de felinos, pero no en alguna de las otras especies incluidas en el alineamiento.
Las especies de carnivoros y el didélfido (Didelphis virginiana), se eligieron por compartir
su area de distribucion en el pais y presentar similitud en sus heces con los félidos bajo
estudio, lo cual podria generar errores de identificacion durante la colecta de excretas en
campo (Foran et al., 1997; Aranda, 2000; Gomez-Moliner et al., 2004; Ceballos y Oliva,
2005). Tambiéen se incluyd la secuencia del cit b de Homo sapiens, dado que el riesgo de
contaminacién con ADN humano es més elevado en los anélisis moleculares basados en

métodos no invasivos (Foran et al., 1997; Pilgrim et al., 2005; Waits y Paetkau, 2005).

Cuadro 3. Secuencias del gen cit b auxiliares en el disefio de iniciadores especificos para felinos

No. de acceso

Especie Nombre comn GenBank Referencia
Canis familiaris perro doméstico NC_002008 Kim et al., 1998
Canis latrans coyote DQ480509 Bjornerfeldt et al., 2006
Bassariscus astutus cacomixtle AF498159 Koepfli y Wayne, 2003
Bassariscus sumichrasti cacomixtle DQ660301 Koepfli et al., 2007
Eira barbara viejo de monte AF498154 Koepfli y Wayne, 2003
Galictis vittata grison AF498155 Koepfli y Wayne, 2003
Mephitis mephitis zorrillo X94927 Ledje y Arnason, 1996
Mustela frenata comadreja AF498153 Koepfli y Wayne, 2003
Nasua narica tejon o coati DQ660302 Koepfli et al., 2007
Procyon lotor mapache DQ660306 Koepfli et al., 2007
Taxidea taxus tlalcoyote AF057132 Koepfli y Wayne, 1998
Didelphis virginiana tlacuache NC_001610 Janke et al., 1994
Homo sapiens humano NC_012920 Andrews et al., 1999

Para disefiar los iniciadores especificos, se examinaron cuidadosamente las

secuencias de felinos junto con las de los otros mamiferos, con el fin de encontrar
secuencias pequefias (de alrededor de 20 nucleétidos) que flanquearan la region de
restriccion diagnostica y presentaran poca variacion entre especies de felinos, pero que
difirieran por varias mutaciones con respecto al resto de las especies. A la vez, se busco
que estas mutaciones se encontraran en el extremo 3" del iniciador potencial y que las

variaciones entre especies de felinos estuvieran en el extremo 5° del mismo (Kwok et al.,
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1990; Palomares et al., 2002; Lecompte et al., 2005; Nagata et al., 2005). Lo anterior se
realizé con el programa BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.0.0. (Hall, 1999), mientras
que las secuencias seleccionadas como iniciadores potenciales, se analizaron con el
programa OLIGO Primer Analysis Software v. 6.51 (Rychlik, 2001).

4.6 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando iniciadores especificos

para felinos: estandarizacion y evaluacion

Se estandarizaron las condiciones de amplificacion de los iniciadores especificos, usando
ADN de muestras de tejido de las siete especies de felinos. Se probaron diferentes
concentraciones de dNTP’s, iniciadores y MgCl,, asi como distintas temperaturas de

alineacion y numero de ciclos, hasta obtener un producto de PCR robusto.

Para evaluar la especificidad de los iniciadores disefiados se utilizaron las
condiciones estandarizadas para amplificar ADN genémico de cuatro especies de
mamiferos, de las cuales tres provienen de la Coleccion Nacional de Mamiferos (CNMA)
del Instituto de Biologia de la UNAM: humano (H. sapiens), tlacuache (D. virginiana ;
NUmero de catdlogo CNMA 45119), zorrillo (M. macroura ; Nimero de catdlogo CNMA
40187) y cacomixtle (B. astutus ; Numero de catdlogo CNMA 44067).

Se emplearon los iniciadores universales MVZ05: 5-CGAAGCTTGATATGAAA
AACCATCGTTG-3" (L14724 en Irwin et al., 1991) y MVZ04: 5- GCAGCCCCTCAGA
ATGATATTTGTCCTC-3" (Smith y Patton, 1991, 1993), para amplificar un fragmento de
480 pares de bases (pb) del gen citocromo b como control positivo, que constatara la
presencia de ADN amplificable en aquellas especies donde no se obtuviera producto
usando los iniciadores especificos para felinos (Kohn et al., 1995; Nagata et al., 2005). Las
condiciones de amplificacién utilizadas fueron: 30-100 ng de ADN, 1X de PCR buffer,
200 puM de cada dNTP, 0.4 pM de cada iniciador, 2.5 mM de MgCl, y 1 U de Taq
polimerasa en un volumen final de 25 pl; el programa del termociclador consistié en 30
ciclos de 94° C por 1 min, 50° C por 1 min y 72° C por 1 min, incluyendo una

desnaturalizacion inicial de 94° C por 5 min y una elongacion final de 72° C por 5 min.

Posteriormente, se usaron los iniciadores especificos y las condiciones

estandarizadas en ADN extraido de muestras fecales de las siete especies de felinos,
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utilizando 1 pl de ADN molde. Se probaron tres concentraciones distintas de BSA (Bovine
Serum Albumin): 0.1, 0.5 y 1 pg/ pl. La BSA mejora el rendimiento y la especificidad de
la PCR, al actuar como una proteina captadora de iones que pueden ser inhibidores de la
Taq polimerasa (Park y Lee, 2003). En todas las reacciones de PCR se incluy6 un control
negativo para monitorear una posible contaminacién de los reactivos. Los productos de
PCR se separaron por medio de electroforesis en geles de agarosa al 2%, tefiidos con

bromuro de etidio y visualizados bajo luz ultravioleta.

4.7 PCR-RFLP

Se optimizaron las condiciones de digestion para las enzimas de restriccion BtsCl y
Tsp5091, utilizando los productos de PCR obtenidos con los iniciadores especificos, a
partir de ADN de tejido. Se probaron diferentes cantidades de enzima y producto de PCR
(ADN), asi como distintos volimenes y tiempos de reaccion, con el fin de evitar la
presencia de “actividad estrella” (caracteristica propia de las enzimas de restriccion, de
mostrar cierta inespecificidad en el reconocimiento de sus secuencias dianas bajo
condiciones no dptimas) y digestion nula o incompleta del producto de PCR (Nasri y
Thomas, 1986; Salido, 1993). Posteriormente, se utilizaron las condiciones de digestion
optimizadas para ambas enzimas, en productos de PCR obtenidos a partir de ADN de

muestras fecales de las siete especies de felinos.

En todas las reacciones de restriccion se incluyd un control negativo para
monitorear una posible contaminacion de los reactivos y los fragmentos digeridos se
separaron por medio de electroforesis en geles de agarosa al 2.5 %, tefiidos con bromuro de
etidio y visualizados bajo luz ultravioleta. También se utiliz6 producto de PCR sin digerir
como control, para identificar una digestion fallida o incompleta (Cocolin et al., 2000;
Nagata et al., 2005). Los patrones de restriccion obtenidos se compararon con los
predichos previamente con el programa NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003), para

verificar que fueran iguales.

4.8 Evaluacion virtual de patrones de restriccion diagndsticos

En el presente trabajo se generaron secuencias del gen citocromo b de felinos, las cuales

fueron analizadas para corroborar los patrones de restriccion diagnésticos obtenidos a
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partir de secuencias publicadas, encontrandose diferencias en los sitios de restriccion
predichos (ver seccion 4.5). De igual forma, en estudios previos de identificacion de
mamiferos a través del método PCR-RFLP, se ha reportado la presencia de varios patrones
de restriccion en un mismo gen de una misma especie (polimorfismos intraespecificos;
Zehner et al., 1998; Machado et al., 2005; Fagundes y Nogueira, 2007).

Para evaluar la posible presencia de polimorfismos intraespecificos en los patrones
de restriccion diagndsticos generados en este trabajo, se tomaron de GenBank secuencias
nuevas del gen citocromo b de las especies de felinos silvestres de interés, ingresadas
durante el desarrollo de este proyecto. Estas secuencias fueron cortadas virtualmente con el
programa NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003) y los patrones resultantes se compararon

con los obtenidos en el presente estudio (Gomez-Moliner et al., 2004).

5. RESULTADOS

5.1 Obtencién de secuencias nucleotidicas

5.1.1 Citocromo oxidasa c subunidad | (COI)

Se obtuvieron un total de 10 secuencias del codigo de barras del gen COI para seis especies
de felinos. Con base en la verificacién visual de los cromatogramas, todas las secuencias
son de buena calidad y se encuentran disponibles en el proyecto “UNAM Mammals of
Mexico” en el Barcode of Life Data System (BOLD) y en la base de datos de GenBank
(Cuadro 4).
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Cuadro 4. Secuencias obtenidas del cddigo de barras del gen COI para seis especies de felinos

No. de identificaciébn ~ No. de acceso

Especie Muestra Barcode GenBank Longitud®
Felis catus FC2 FCMUNZ283-09 GU686203 657
FC3 FCMUN284-09 GU686200 657
Puma yagouaroundi PY2 FCMUN274-09 GU686199 657
PY3 FCMUN275-09 GU686196 654
Leopardus wiedii LW2 FCMUN278-09 GU686202 647
Leopardus pardalis LP1 FCMUN276-09 GU686205 616
LP2 FCMUN277-09 GU686204 657
Lynx rufus LR4 FCMUN279-09 GU686201 657
LR5 FCMUNZ280-09 GU686198 655
Puma concolor PC1 FCMUN282-09 GU686207 550

®longitud en pares de bases

5.1.2 Citocromo b (Cit b)

Se obtuvieron un total de 16 secuencias del gen completo de citocromo b (1140 pares de
bases) para las siete especies de felinos: una de F. catus (muestra FC1), dos de P.
yagouaroundi (muestras PY1 y PY2), tres de L. wiedii (muestras LW1, LW2 y LW3), tres
de L. rufus (muestras LR1, LR2 y LR3), tres de L. pardalis (muestras LP1, LP2 y LP3),
tres de P. onca (muestras PO1, PO2 y PO3) y una de P. concolor (muestra PC1). Con base

en la verificacion visual de los cromatogramas, todas las secuencias son de buena calidad.

5.2 Andlisis de secuencias nucleotidicas

5.2.1 Citocromo oxidasa c subunidad | (COI)

Dada la variacion en las longitudes de las secuencias obtenidas (ver Cuadro 4), se decidid
delimitar el tamafio de todas las secuencias a 550 pares de bases. Este fragmento se
localiza de la posicion 143 a la 692, considerando la adenina del codén de inicio ATG del
gen como la posicion nimero 1, y de la posicion 6358 a la 6908, conforme a la
nomenclatura del genoma mitocondrial de F. catus (NUumero de acceso GenBank
NC_001700; Lbpez et al., 1996).
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Se integré al andlisis un fragmento de 550 pb del gen completo de COI de P.
concolor tomado de GenBank (Numero de acceso AY598484; Delisle y Strobeck, 2005),
para contar como minimo con dos secuencias por especie. Sin embargo, para L. wiedii y P.

onca no se encontraron registros en las bases de datos de GenBank y BOLD (Cuadro 5).

Ninguna de las secuencias presento inserciones, deleciones o codones de paro. Con
base en el nimero de sitios variables, el intervalo de los valores promedio de diversidad
intraespecifica fue de 0 a 0.54 %. Asi, se identificaron ocho haplotipos en total (secuencias
que difieren entre si en uno o mé&s nuclebtidos) para las cinco especies de felinos,
encontrdndose que la muestra LW2 (inicialmente registrada como perteneciente a la

especie L. wiedii) era idéntica a las muestras LP1 y LP2 de L. pardalis (Cuadro 5).

Cuadro 5. Diversidad nucleotidica y haplotipica en secuencias del gen COI (550 pb)

Tamafio de Sitios

Especie muestra  variables Porcentaje  Haplotipo Individuos
Felis catus 2 1 0.18 1 FC2
2 FC3
Puma yagouaroundi 2 0 0 1 PY2yPY3
Leopardus pardalis 3 0 0 1 LP1, LP2 y LW2?
Lynx rufus 2 3 0.54 1 LR4
2 LR5
Puma concolor 2 2 0.36 1 PC1
2 PCGB*

* Secuencia tomada de GenBank. * Muestra ingresada como perteneciente a la especie L. wiedii.

Para el andlisis de distancias genéticas bajo el modelo de sustitucion de nucledtidos
de dos pardmetros de Kimura (K2P; Kimura, 1980), se incluyd un fragmento de 550 pb del
gen completo de COI de lobo (Canis lupus) tomado de GenBank (NUmero de acceso
AY598484; Delisle y Strobeck, 2005). Dicha secuencia se utiliz6 como grupo externo. Con
base en la matriz obtenida de distancias genéticas pareadas (Apéndice 2), se elabor6 un
arbol de distancias y se estimaron los valores promedio en porcentaje de la divergencia
genética dentro y entre especies. La topologia del dendograma (Fig. 7) mostré a los
individuos de una misma especie agrupados en los nodos terminales, todos con valores de
bootstrap de 100%, concordando asi, con el registro inicial de las muestras (con excepcion

de la muestra LW2 la cual, como se menciond anteriormente, se ingresé en un principio
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como perteneciente a la especie de L. wiedii). En cuanto a los resultados de distancia

genética promedio (Cuadro 6), la divergencia intraespecifica varié de 0 a 0.55% con un

promedio de 0.22%, la divergencia entre especies felinas se encontr6 en un intervalo de

10.53 (P. yagouaroundi y L. rufus) a 16.66% (P. yagouaroundi y L. pardalis) con un

promedio de 13.87%, mientras que las distancias entre felinos y C. lupus se encontraron en

un intervalo de 22.91 (para F.catus) a 24.53% (para L. rufus).

91
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100
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Figura 7. Dendograma construido mediante el método de Neighbor-joining, utilizando secuencias
de 550 pb del gen citocromo oxidasa ¢ subunidad I. Los nimeros cercanos a los nodos indican los
valores en porcentaje de bootstrap. * Secuencias tomadas de GenBank.

Cuadro 6. Distancias genéticas promedio intra e interespecificas para el gen COIl

Tamafio de Distancias®

Especie muestra 1 2 3 4 5 6
1. Felis catus 2 0.18
2. Puma yagouaroundi 2 15.12 0
3. Leopardus pardalis 3 14.93 16.66 0
4. Lynx rufus 2 14.30 10.53 15.09 0.55
5. Puma concolor 2 14.62 10.65 15.66 11.19 0.36
6. Canis lupus 1 22.91 24.10 24.10 24.53 23.03 0

? Las distancias se muestran en porcentaje.
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5.2.2 Citocromo b (Cit b)

El gen completo de citocromo b (1140 pares de bases) se localiza de la posicion 15038 a la
16177, conforme a la nomenclatura del genoma mitocondrial de F. catus (NUmero de
acceso GenBank NC_001700; Ldpez et al., 1996). Se integré al analisis las secuencias del
gen completo de citocromo b de F. catus (Numero de acceso GenBank AB004238) y P.
concolor (Numero de acceso GenBank AY598484; Delisle y Strobeck, 2005), para contar

como minimo con dos secuencias por especie (Cuadro 7).

Ninguna de las secuencias presentd inserciones, deleciones o codones de paro
internos. Con base en el nimero de sitios variables, el intervalo de los valores promedio de
diversidad intraespecifica fue de 0 a 4.37%. Este Gltimo valor pertenece a L. wiedii y
resultd muy elevado en comparacion con los encontrados en el resto de las especies,
sefialando la posibilidad de que las dos secuencias de L. wiedii en realidad pertenecian a
especies distintas. Se identificaron 14 haplotipos en total (secuencias que difieren entre si
en uno o mé&s nucleotidos) para las siete especies de felinos, encontrdndose que la muestra
LW?2 (inicialmente registrada como perteneciente a la especie L. wiedii) era idéntica a la
muestra LP2 de L. pardalis (Cuadro 7).

Para el andlisis de distancias genéticas bajo el modelo de sustitucion de nucledtidos
de dos pardmetros de Kimura (K2P; Kimura, 1980), se incluyé la secuencia del gen
completo de citocromo b de lobo (C. lupus) tomada de GenBank (NUmero de acceso
AY598484; Delisle y Strobeck, 2005). Dicha secuencia se utiliz6 como grupo externo. Con
base en la matriz obtenida de distancias genéticas pareadas (Apéndice 3) se elabord un
dendograma (Fig. 8). La topologia del dendograma muestra a los individuos de una misma
especie agrupados en los nodos terminales, todos con valores de bootstrap mayores al
90%, lo que concuerda con el registro inicial de las muestras. Las excepciones a lo anterior
fueron las muestras LW2 y LW3, las cuales se agruparon con las muestras de L. pardalis,
aunque en un principio se ingresaron como pertenecientes a la especie de L. wiedii. Esto se
debié a que, como se menciond anteriormente, la secuencia LW2 resulté idéntica a la
secuencia LP2 y la distancia genética entre ésta y las secuencias LP1 y LP3 fue de 0.26%,
mientras que con respecto a LW1, la distancia fue de 5.45% (Apéndice 3). De igual manera

la distancia genética entre LW3 y las muestras de L. pardalis vari6 de 0.8 a 1.06%,
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mientras que con respecto a LW1, la distancia fue de 5.84% (Apéndice 3). Por estos

motivos, la muestra LW3 también se reubicé en el grupo de L. pardalis.

Cuadro 7. Diversidad nucleotidica y haplotipica en secuencias del gen completo de cit b (1140 pb)

Tamario de Sitios

Especie muestra  variables  Porcentaje  Haplotipo Individuos

Felis catus 2 5 0.44 1 FC1
FCGB*

Puma yagouaroundi 2 0 0 1 PYlyPY2
Leopardus wiedii 2 63 4.37 1 LW1
LW3
Leopardus pardalis 3 4 0.35 1 LP1

2 LP2 y LW2°
3 LP3

Panthera onca 3 9 0.79 1 PO1lyPO3
2 PO2
Lynx rufus 3 4 0.35 1 LR1
2 LR2
3 LR3

Puma concolor 2 0 0 1 PC1lyPCGB*

* Secuencias tomadas de GenBank. * Muestra ingresada como perteneciente a la especie L. wiedii.

Asi, se realiz6 nuevamente el analisis de diversidad nucleotidica para L. pardalis
donde el valor promedio de variacion intraespecifica aumenté de 0.35 a 0.90%, en tanto
que L. wiedii quedd con un solo individuo por lo que no se realizaron célculos de
diversidad (Cuadro 8).

Utilizando nuevamente la matriz de distancias genéticas pareadas (Apéndice 3), se
estimaron los valores promedio en porcentaje de la divergencia genética dentro y entre
especies (Cuadro 9). El valor promedio de distancia intraespecifica no pudo ser calculado
para L. wiedii por contar con un solo individuo, mientras que en el resto de las especies
varié de 0 a 0.53% con un promedio de 0.28%. La divergencia entre especies felinas se
encontrd en un intervalo de 5.57 (L. wiedii y L. pardalis) a 16.72% (P. onca y P. concolor)
con un promedio de 13.34%, en tanto que las distancias entre felinos y C. lupus se

encontraron en un intervalo de 23.63 (para L. wiedii) a 26.70% (para L. rufus).
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Figura 8. Dendograma construido mediante el método de Neighbor-joining, utilizando secuencias
del gen completo citocromo b (1140 pb). Los nimeros cercanos a los nodos indican los valores en

porcentaje de bootstrap. * Secuencias tomadas de GenBank.

Cuadro 8. Diversidad nucleotidica y haplotipica en secuencias del gen completo de cit b (1140 pb)

reubicadas en las especies de L. wiedii y L.pardalis

Tamafio de Sitios
Especie muestra  variables Porcentaje  Haplotipo Individuos
Leopardus wiedii 1 - - 1 LW1
Leopardus pardalis 5 13 0.9 1 LP1
2 LP2 y LW2*
3 LP3
4 Lw3?

# Muestras ingresadas como pertenecientes a la especie L. wiedii.
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Cuadro 9. Distancias genéticas promedio intra e interespecificas para el gen cit b

Tamafio de Distancias®

Especie muestra 1 2 3 4 5 6 7 8
1. Felis catus 2 0.44
2. Puma yagouaroundi 2 13.04 0
3. Leopardus wiedii 1 12.87 13.70 0
4. Leopardus pardalis 5 11.94 1315 557 051
5. Panthera onca 3 15.02 1496 16.02 1542 0.53
6. Lynx rufus 3 11.75 1370 1280 12.17 1529 0.23
7. Puma concolor 2 13.52 10.73 13.98 12.70 16.72 15.16 0
8. Canis lupus 1 24.67 2428 23.63 2482 2480 26.70 25.37 0

? Las distancias se muestran en porcentaje.

5.3 ldentificacion de patrones de restriccion diagndsticos y disefio de iniciadores

especificos para felinos

Se utilizd el gen citocromo b para el disefio y estandarizacién del método de identificacion
basado en la técnica PCR-RFLP, debido a que s6lo en este gen se obtuvieron secuencias
para las siete especies de felinos. Como resultado del andlisis de los haplotipos de las
secuencias del gen citocromo b con el programa NEBcutter v.2.0 (Vincze et al., 2003), se
encontrd6 que sblo las enzimas BtsCl y Tsp5091 generaban patrones de restriccion
diagnosticos que cumplian los criterios requeridos (ver seccion 4.5) en una region pequefia
del gen (<300 pb).

Para amplificar dicha regién y tomando como base el alineamiento de las
secuencias de felinos (haplotipos) y de las secuencias auxiliares de otros mamiferos (ver
Cuadro 3), se disefiaron 12 iniciadores degenerados potenciales. De éstos, FelidCB12
(FCB12,5- CYACCCTAACACGATTCTT-3") y FelidCB7R (FCB7R,5-TCTGGTGA
GAATAGRACG-3") fueron seleccionados como los mas adecuados, utilizando el
programa OLIGO Primer Analysis Software v. 6.51 (Rychlik, 2001). El iniciador FCB7R
fue disefiado para amplificar ADN de las siete especies de felinos bajo estudio, pero no de

las otras especies de mamiferos incluidas en el alineamiento (Fig. 9).
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Figura 9. Fragmento del alineamiento de las secuencias del gen citocromo b (1140 pb) utilizadas
en el disefio de iniciadores especificos. Se indica el nUmero de haplotipo en las secuencias de
especies felinas y se muestra la ubicacién del iniciador FCB7R (secuencia subrayada) asi como las
bases que difieren con respecto a la secuencia de referencia Felis catus H1.

Como producto de la amplificacion con el par de iniciadores FCB12 y FCB7R se

esperaba un fragmento de 226 pb, mismo que seria digerido con las enzimas BtsCl y
Tsp509I, cuyas secuencias dianas y sitios de corte (indicados con los simbolos . ™) son

5-GGATG. NN™-3" (generando extremos cohesivos monocadena 3°) y 5°- TAATT. -3
(generando extremos cohesivos monocadena 57) respectivamente. De acuerdo con la
prediccion del programa NEBcutter v.2.0 (Vincze et al., 2003), la digestion con la enzima
BtsCl permitiria identificar cinco de las siete especies de felinos, al producir un patron de
restriccion distinto para H. yagouaroundi, L. wiedii, L. pardalis, P. concolor y P. onca
pero igual para F. catus y L. rufus, las cuales a su vez, podrian distinguirse al realizar otra
digestion con la enzima Tsp5091 (Cuadro 10 y Figura 10). La ubicacion del fragmento de
226 pb, el par de iniciadores y los sitios de restriccion de las dos enzimas en las secuencias

del gen completo de citocromo b, se muestran en el Apéndice 4.
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Cuadro 10. Prediccion del patrén de digestion del fragmento de 226 pares de bases del gen
citocromo b a partir de las secuencias obtenidas en el presente estudio

Digestion 1 Digestion 2

Especie BtsCI* Bandas” Tsp5091° Bandas®

Felis catus 31, 117, 166 31, 49, 60, 86 112 112,114

Lynx rufus 31, 117, 166 31, 49, 60, 86 157 69, 157
Puma yagouaroundi 117 109, 117

Leopardus wiedii 31,117, 166, 175 9, 31, 49, 51, 86
Leopardus pardalis 31, 166 31, 60, 135

Puma concolor 143 83, 143
Panthera onca 31 31, 195

% Posicion en pares de bases en donde ocurre el corte de la enzima. ® Tamafio en pares de bases de las
bandas generadas por el corte de la enzima.

Figura 10. Esquema de la prediccion del patrén de digestion del fragmento de 226 pares de bases
del gen citocromo b, realizado con el programa NEBcutter v.2.0. A) Enzima BtsCl. B) Enzima
Tsp5091. M= Marcador de peso molecular de 100 pb, FC= F. catus, LR= L. rufus, PY= P.
yagouaroundi, LW= L. wiedii, LP= L. pardalis, PC= P. concolor, PO= P. onca. El tamafio de las
bandas (de abajo hacia arriba) se indica en el cuadro 10 (de menor a mayor). Las bandas 49 y 51 en
L. wiedii y 112 y 114 en F.catus para la enzima Tsp509l, se observan como una sola banda de color
mas intenso.
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5.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando iniciadores especificos

para felinos: estandarizacion y evaluacion

Las condiciones de amplificacion estandarizadas para los iniciadores sintetizados FCB12 y
FCBTR, a partir de ADN de tejido, fueron: 30-100 ng de ADN, 1X de PCR buffer, 200 uM
de cada dNTP, 0.4 uM de cada iniciador, 2.5 mM de MgCl, y 1 U de Taq polimerasa en
un volumen final de 25 pl; el programa del termociclador consistié en 40 ciclos de 94° C
por 1 min, 54° C por 1 min y 72° C por 2 min, incluyendo una desnaturalizacion inicial de
94° C por 2 min y una elongacion final de 72° C por 5 min. Los resultados de la PCR con
los iniciadores sintetizados fueron los esperados, pues se obtuvo amplificacion del
fragmento de 226 pb del gen citocromo b en las siete especies de felinos, mas no en
ninguna de las otras especies. Asimismo, en todas las especies se amplificé exitosamente el
fragmento de 480 pb del gen citocromo b (con los iniciadores universales MVZ05 vy
MVZ04), utilizado como control positivo (Fig. 11). Lo anterior, constatd la presencia de
ADN amplificable en las especies no felinas y por lo tanto, la especificidad del iniciador
FCB7R.

- - - v £ ' . &
500 pb - ...--------{_U
- L]
300 pb - . ,
— L — «—E
-—
M FC LR Lw PC PY P PO DV MM BA HS

Figura 11. Amplificacién del fragmento de 226 pb con los iniciadores especificos (E) y del
fragmento de 480 pb con los iniciadores universales (U), ambos pertenecientes al gen citocromo b.
Los nimeros indican el tamafio de las bandas, en pares de bases, del marcador molecular. M=
Marcador de peso molecular de 100 pb, FC= F. catus, LR= L. rufus, LW= L. wiedii, PC= P.
concolor, PY= P. yagouaroundi, LP= L. pardalis, PO= P. onca, DV= D. virginiana, MM= M.
macroura, BA= B. astutus y HS= H. sapiens. Las reacciones de PCR se realizaron por separado,
utilizando ADN de tejido. La banda inespecifica que se observa en H. sapiens, se obtuvo en la
amplificacidn con los iniciadores universales.
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Posteriormente, se utilizaron los iniciadores sintetizados y las condiciones
estandarizadas en ADN fecal. Para la amplificacion del fragmento de 226 pb del gen
citocromo b, se probaron reacciones con BSA (tres concentraciones: 0.1, 0.5y 1 pg/ pl) y
sin ésta, en ADN de F. catus (Fig. 12). Sin embargo, no se observaron diferencias entre las
bandas obtenidas sin y con BSA, por lo que no se incluyd en las reacciones de

amplificacion de ADN fecal del resto de las especies felinas (Fig. 13).

3 4 5 6

ML E
300 pb -
225 pb - — —— — — — -—

al

Figura 12. Amplificacion del fragmento de 226 pb del gen citocromo b, a partir de ADN de F.
catus. La flecha sefiala el producto de amplificacién esperado, mientras que los nimeros a la
izquierda, indican el tamafio de las bandas, en pares de bases, del marcador molecular. M=
Marcador de peso molecular de 25 pb. 1= ADN de tejido utilizado como control positivo, 2= ADN
fecal sin BSA, 3= ADN fecal con 0.1 pg/ pl de BSA, 4= ADN fecal con 0.5 pg/ pl de BSA, 5=
ADN fecal con 1 pg/ pl de BSA, 6= control negativo.

300 pb -
225 pb -

Figura 13. Amplificacion del fragmento de 226 pb del gen citocromo b, a partir de ADN fecal de
las siete especies de felinos. La flecha sefiala el producto de amplificacion esperado, mientras que
los nimeros indican el tamafio de las bandas, en pares de bases, del marcador molecular. M=
Marcador de peso molecular de 25 pb, FC= F. catus, LR= L. rufus, LW= L. wiedii, PC= P.
concolor, PY= P. yagouaroundi, LP= L. pardalis, PO= P. onca, N= control negativo.
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5.5 PCR-RFLP

5.5.1 Enzima BtsCl

Las condiciones de digestion optimizadas para la enzima BtsCl, a partir de ADN de tejido,
fueron: 9 pl de producto de PCR (fragmento de 226 pb), 1X de buffer de digestion
(suministrado con la enzima por el proveedor), 1 unidad de enzima de restriccion 'y 8.95 pl
de agua destilada para un volumen final de 20 pl; la reaccion se incub6 a 50° C por dos
horas. Los resultados de la digestion del producto de 226 pb del gen citocromo b
concordaron con los predichos, pues se obtuvieron los patrones de restriccion especie-
especificos que permitieron diferenciar a cinco de las siete especies de felinos (Fig. 14) : L.
wiedii present6 cinco fragmentos de 9, 31, 49, 51 y 86 pb, de los cuales, dos se observaron
como una sola banda (49 y 51 pb), mientras que el de menor tamafio (9 pb) no se observo
en el gel; P. concolor present6 dos fragmentos de 83 y 143 pb; P. yagouaroundi presento
dos fragmentos de 109 y 117 pb que se observaron como una sola banda; L. pardalis
presentd tres fragmentos de 31, 60 y 135 pb, de los cuales el menor (31 pb), se observé
como una banda muy ténue; finalmente, P. onca presenté dos fragmentos de 31 y 195 pb

de los cuales el menor (31pb), se observé como una banda muy tenue.

Figura 14. Patrdn de bandeo resultante de la digestién del producto de 226 pb del gen citocromo b
con la enzima BtsCl, obtenido a partir de ADN de tejido de las siete especies de felinos. Los
ntmeros indican el tamafio de las bandas, en pares de bases, del marcador molecular. M= Marcador
de peso molecular de 25 pb, FC=F. catus, LR= L. rufus, LW= L. wiedii, PC= P. concolor, PY= P.
yagouaroundi, LP= L. pardalis, PO= P. onca, C= producto sin digerir utilizado como control.
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Posteriormente, se utilizaron las condiciones optimizadas para la digestion del
producto de 226 pb del gen citocromo b obtenido a partir de ADN fecal. Los patrones de
restriccion especie-especificos encontrados fueron iguales a los obtenidos a partir de ADN
de tejido (Fig. 15). En ambos casos, F. catus y L. rufus presentaron cuatro fragmentos de

31, 49, 60 y 86 pb, concordando nuevamente con el patron predicho.

75 pb -
50 po - T -

25 pb - -

Figura 15. Patrdn de bandeo resultante de la digestién del producto de 226 pb del gen citocromo b
con la enzima BtsCl, obtenido a partir de ADN fecal de las siete especies de felinos. Los ndmeros
indican el tamafio de las bandas, en pares de bases, del marcador molecular. M= Marcador de peso
molecular de 25 pb, FC= F. catus, LR= L. rufus, LW= L. wiedii, PC= P. concolor, PY= P.
yagouaroundi, LP= L. pardalis, PO= P. onca, C= producto sin digerir utilizado como control.

También se digirieron productos de 226 pb del gen citocromo b obtenidos a partir
de ADN de tejido de las muestras LW2 y LW3. Como se menciond anteriormente, estas
muestras se ingresaron inicialmente como pertenecientes a la especie de L. wiedii. Sin
embargo, tras el analisis de las secuencias de los genes COIl y citocromo b (ver seccion
5.2), se observo que ambas muestras en realidad pertenecian a la especie de L. pardalis.
Por lo tanto, como resultado de la digestion con la enzima BtsCl, las dos muestras

presentaron el patron de L. pardalis con tres fragmentos de 31, 60 y 135 pb (Fig. 16).
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Figura 16. Patrdn de bandeo resultante de la digestién del producto de 226 pb del gen citocromo b
con la enzima BtsCl, obtenido a partir de ADN de tejido de las muestras LW2 y LW3. Los
ntmeros indican el tamafio de las bandas, en pares de bases, del marcador molecular. M= Marcador
de peso molecular de 25 pb, C= producto sin digerir utilizado como control.

5.5.2 Enzima Tsp509I

Las condiciones de digestion optimizadas para la enzima Tsp509l, a partir de ADN de
tejido, fueron: 9 pl de producto de PCR (fragmento de 226 pb), 1X de buffer de digestion
(suministrado con la enzima por el proveedor), 1 unidad de enzima de restriccion y 8.9 pul
de agua destilada para un volumen final de 20 pl; la reaccién se incub6 a 65° C por una
hora. Tanto para ADN de tejido como para ADN fecal, los resultados de la digestion del
producto de 226 pb del gen citocromo b concordaron con los predichos (Fig. 17): F. catus
presenta dos fragmentos de 112 y 114 pb que se observan como una sola banda, mientras

que L. rufus presenta dos fragmentos de 69 y 157 pb.
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Figura 17. Patrdn de bandeo resultante de la digestién del producto de 226 pb del gen citocromo b
con la enzima Tsp509I, obtenido a partir de ADN de tejido y fecal. El segundo carril de cada
especie muestra la digestion a partir de ADN fecal. Los nimeros indican el tamafio de las bandas,
en pares de bases, del marcador molecular. M= Marcador de peso molecular de 25 pb, FC= F.
catus, LR= L. rufus, C= producto sin digerir utilizado como control.

5.6 Evaluacién virtual de patrones de restriccion diagnésticos

Como resultado de la bdsqueda en GenBank de secuencias del gen citocromo b
pertenecientes a las especies de felinos silvestres de interés, se encontraron un total de 70
secuencias de las cuales se tomaron aquellas que incluian el fragmento de 226 pb
diagndstico: tres de L. rufus, dos de P. onca y una de P. concolor. El fragmento de 226 pb
fue extraido de las secuencias y cortado virtualmente con el programa NEBcutter v.2.0,
observandose que los patrones de restriccion resultantes coincidian con los patrones

obtenidos previamente en este trabajo (Cuadro 11).

Cuadro 11. Prediccion del patrén de digestion del fragmento de 226 pares de bases del gen
citocromo b a partir de secuencias tomadas de GenBank*

No. de acceso Digestion 1 Digestion 2
Especie Genbank BtsCI® Bandas® Tsp5091° Bandas”
Lynx rufus GU175436 31,117,166 31, 49, 60, 86 157 69, 157
NC_014456 31,117,166 31,49, 60, 86 157 69, 157
GQ979707 31,117,166 31,49, 60, 86 157 69, 157
Panthera onca GU175435 31 31,195
HM107682 31 31,195
Puma concolor GU175442 143 83, 143

* Secuencias no utilizadas anteriormente en este estudio. ® Posicion en pares de bases en donde ocurre
el corte de la enzima. ® Tamafio en pares de bases de las bandas generadas por el corte de la enzima.
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6. DISCUSION

En la biologia, la mayor parte de los estudios, ya sean con base en moléculas, células,
individuos o poblaciones, tienen como referencia el nivel de especie, haciendo de éste una
unidad fundamental en diversos campos como la sistematica, ecologia, evolucion y
biologia de la conservacion, entre otros (Wiens y Servedio, 2000; Balakrishnan, 2005). Es
por ello que la investigacion en cualquiera de estas &reas de la biologia requiere de una
adecuada delimitacion e identificacion de especies, dos tareas estrechamente relacionadas

pero distintas entre si.

La delimitacion de especies es el proceso mediante el cual se establecen los limites
entre una especie y otra, permitiendo asi el descubrimiento de nuevas especies. Esta tarea
es dominio de la taxonomia y para su realizacion se requiere de un concepto de especie,
siendo el més utilizado el concepto morfoldgico, en el cual se clasifica a un grupo de
individuos como una especie con base en uno o més caracteres morfoldgicos compartidos
[lamados “diagnosticos”, mismos que no Sse encuentran presentes en otras especies
presuntamente debido a la ausencia de flujo genético entre ellas (Wiens y Servedio, 2000;
Balakrishnan, 2005; DeSalle et al., 2005; Wiens, 2007; Rach et al., 2008). La
identificacion de especies es la actividad a seguir después de la delimitacion de especies y
consiste en la asignacion de individuos a una especie previamente establecida. Asi,
ecologos, fisi6logos y bidlogos evolutivos entre otros, hacen uso de la informacién
suministrada por la taxonomia como una informacion previa para estructurar la suya, al
identificar los organismos con los que estan trabajando utilizando las clasificaciones
(delimitaciones) creadas con base en el trabajo de taxdnomos y bi6logos enfocados en el
estudio de la especiacion (DeSalle et al., 2005; DeSalle, 2006; Lanteri, 2007; Valdecasas,
2011).

Al igual que en la delimitacion de especies, el criterio morfoldgico ha sido el méas
utilizado en el proceso de identificacion de especies. Sin embargo, este método puede
generar identificaciones erréneas debido a varios factores como son: 1) la plasticidad
fenotipica entre organismos de una misma especie; 2) la presencia de especies cripticas
(especies que morfolégicamente son casi idénticas pero que se encuentran aisladas
reproductivamente); 3) la existencia de evolucion convergente, donde una misma

caracteristica fenotipica puede aparecer independientemente en organismos no

41


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

relacionados filogenéticamente; y 4) problemas précticos con claves taxondmicas como
definiciones imprecisas de caracteres, inclusion de caracteres solo para un estadio de vida o
género, escasez de ilustraciones, falta de datos actualizados, necesidad de
conocimiento y experiencia para su uso, asi como su inaccesibilidad para muchos
investigadores en paises no desarrollados (Hebert et al., 2003; Balakrishnan, 2005; Pereira
et al., 2008). Ademas, en algunos casos la identificacién se hace con caracteres internos
(como los craneales) lo cual requiere del sacrificio del ejemplar, resultando inadecuado en
muchas ocasiones como cuando se trabaja con especies protegidas. Por estos motivos,
desde la segunda mitad del siglo pasado la identificacion de especies ha comenzado a
realizarse alternativamente con base en datos moleculares (identificacion genética o
molecular de especies), destacando entre los marcadores mas utilizados el ADNmt y més
especificamente, los genes citocromo oxidasa ¢ subunidad I (COI) y citocromo b (Parson et
al., 2000; Hebert et al., 2003; Pereira et al., 2008).

6.1 Andlisis de secuencias de los genes citocromo oxidasa ¢ subunidad I y citocromo b

Desde hace mucho tiempo se ha reconocido que la variacion en las secuencias de ADN
puede utilizarse para la identificacion de especies (Ward et al., 2005). Para esto suelen
emplearse diversos enfoques, siendo de los mas comunes el fenético. En éste, se usan
métodos de distancia para obtener un arbol cuyos agrupamientos terminales muestren las
inferencias sobre la asignacion de individuos a determinadas especies (Steinke et al., 2005;
Lanteri, 2007; Lowenstein et al. 2009). Esta metodologia se ha aplicado en distintos grupos
taxonémicos utilizando distintos marcadores moleculares, donde los genes citocromo b y
citocromo oxidasa c¢ subunidad 1 (COI) se encuentran entre los mas empleados para
vertebrados (Hsieh et al., 2001; Ross et al., 2003; Hajibabaei et al., 2007). Conforme se ha
incrementado el nimero de secuencias disponibles del gen citocromo b, se ha observado
que la variacion en este gen posiblemente se encuentra distribuida en patrones predecibles
entre especies relacionadas, los cuales muestran un alto nivel de congruencia con los
limites de especie establecidos por la taxonomia clésica (Johns y Avise, 1998; Avise y
Walker 1999; Bradley y Baker, 2001). Bradley y Baker (2001) analizaron los valores de
divergencia del gen citocromo b en mamiferos y propusieron que cuando éstos son
menores al 2%, son indicativos de variacion intraespecifica, cuando son mayores al 11%
son indicativos de variacion interespecifica, mientras que entre especies hermanas

encontraron valores del 4 al 11%. Debido a las tasas evolutivas aproximadamente similares
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de los genes COI y citocromo b, los valores de diversidad de este ultimo se han utilizado
como punto de referencia para los valores encontrados en COI (Hebert et al., 2003; Clare
et al., 2007; Lanteri, 2007).

Puesto que las muestras usadas en el presente trabajo provenian de individuos
previamente identificados (con base en caracteres morfoldgicos) por el personal de la
institucion donante, las secuencias obtenidas de los genes COI y citocromo b, 10 y 16
respectivamente, fueron analizadas utilizando los dos enfoques fenéticos anteriormente
mencionados (umbrales de similitud y agrupamiento de secuencias), para corroborar que
éstas pertenecieran al gen y especie de felino correspondiente. Asi, se identificé que los
individuos LW2 y LW3, inicialmente registrados como pertenecientes a la especie de L.

wiedii, en realidad correspondian a la especie de L. pardalis.

Los ejemplares LW2 y LW3 se encontraban albergados en los CIVS de la
SEMARNAT vy debido a que ambos eran juveniles, de aproximadamente 9 y 11 meses de
edad respectivamente (Fig. 18A), no es de extrafiar el error en su identificacion. El motivo
de esto es que la mayoria de los caracteres morfoldgicos distintivos entre L. pardalis
(complexidn robusta, longitud de la cola 26 a 30% de la longitud total, presencia de crestas
en el créneo) y L. wiedii (menor tamafio, longitud de la cola 35 a 45% de la longitud total)
solo se pueden observar en adultos (Figs. 18C y 18D), haciendo que los individuos
juveniles de ambas especies sean casi indistinguibles (Diaz, 2000; Sunquist y Sunquist,
2002). Por esta razdn, el personal de la SEMARNAT basé la identificacion de los
ejemplares juveniles en la presencia de alrededor de 5 lineas en el cuello de éstos (Fig.
18B), caracteristica atribuida a la especie de L. wiedii en la “Guia de identificacion para las
aves y mamiferos silvestres de mayor comercio en México protegidos por la CITES”
(Sénchez et al., 1998). Sin embargo, se ha sefialado que los patrones de manchas y lineas
formadas por éstas, son altamente variables entre las dos especies por lo que su uso puede

generar identificaciones erroneas, como sucedid en este caso (Reid, 2009).

De esta manera, reasignando las muestras LW2 y LW3 a la especie de L. pardalis,
ninguno de los haplotipos obtenidos para los genes COI y citocromo b se encontré repetido
en mas de una especie y el agrupamiento de éstos en el arbol de distancias, ubic6 mas
cercanamente a los individuos de una misma especie con valores de bootstrap mayores al

90%. Lo anterior se dio como resultado de la divergencia genética encontrada dentro y
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entre las especies. Para el gen COl, la divergencia genética promedio intraespecifica fue de
0.22%, resultando similar a la encontrada en peces (0.39%; Ward et al., 2005), aves
(0.43%; Hebert et al., 2004) y mamiferos (0.5%; Borisenko et al., 2007). De igual forma,
la distancia promedio interespecifica hallada entre especies felinas, que fue de 13.87%, es
similar al promedio estimativo entre especies a nivel de familia (15.5%; Ward et al., 2005;
Lanteri, 2007). Para el gen citocromo b, la divergencia genética promedio al interior de las
especies fue de 0.28%, resultando similar a la encontrada por Tamada y colaboradores
(2005) para gato domestico (F. catus, 0.69%), asi como a la reportada por Masuda y
colaboradores (2008) para la civeta enmascarada de las palmas (Paguma larvata, 0.34%).
Asimismo, la distancia promedio interespecifica hallada entre especies felinas, que fue de
13.34%, es similar a la encontrada por Masuda y colaboradores (1996) entre 20 especies
de felinos (12.6%), asi como a la encontrada por Hsieh y colaboradores (2001) entre seis
especies de felinos (14.6%). Los valores aqui reportados para los genes COI y citocromo b
se hallan dentro de los umbrales de diversidad (<2% intraespecifica, >11% interespecifica)
propuestos por Bradley y Baker (2001), demostrando asi la utilidad de ambos genes como
marcadores moleculares para la identificacion de especies felinas, por presentar una mucha
mayor divergencia genética entre especies que dentro de ellas (Hajibabaei et al., 2007;
Pereira et al., 2008).

Ademés de la divergencia genética, otro aspecto a considerar en la identificacion
molecular de especies es la presencia de pseudogenes nucleares de origen mitocondrial
(conocidos como “Numts”; Lopez et al., 1994). Con el fin de evitar la necesidad de
purificar el ADNmt, comUnmente se utiliza la secuenciacion directa de productos
amplificados mediante PCR a partir de ADN gendmico, lo cual en ocasiones ha resultado
en la coamplificacion accidental de copias nucleares de los genes COIl (Williams y
Knowlton, 2001) y citocromo b (Smith et al., 1992). Las probabilidades de amplificar
Numts aumentan cuando se utilizan primers universales, debido a que éstos hibridizan a los
pseudogenes nucleares igual o en mayor medida que a los genes mitocondriales. De darse
el caso, la amplificacion y secuenciacion de Numts puede complicar significativamente la
determinacion precisa de las secuencias mitocondriales de interés, y por lo tanto generar
problemas interpretativos en la identificacion de especies. Por esta razon, es recomendable
verificar cuidadosamente las sefiales que indicarian la presencia de Numts como son:
ambigiiedades en el electroferograma (picos heterocigotos y posiciones sin bases

asignadas), modificaciones en el marco de lectura (generadas por inserciones y/o
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deleciones) y codones de paro internos (Smith et al., 1992; Bensasson et al. 2001; Clare et
al., 2006) . Puesto que durante el anélisis de las secuencias no se observé ninguno de las
caracteristicas mencionadas anteriormente, se concluye que las secuencias aqui utilizadas

provienen de genomas mitocondriales.

Figura 18. Ejemplares muestreados de las especies L. wiedii y L. pardalis. A) Ejemplar LW2 de
aproximadamente 9 meses de edad; B) Vista de las lineas del cuello del ejemplar LW2, en la cuales
se baso su identificacion inicial; C) Ejemplar LW1 de aproximadamente 5 afios de edad; D)
Ejemplar LP3 de aproximadamente 7 afios de edad (Fotos: Anahi Mejia).

Asi pues, se realizd6 con éxito la identificacion fenética de las secuencias
mitocondriales, debido en buena medida al tamafio obtenido de éstas: 1140 pb para
citocromo b (gen completo) y 550 pb para COI (85% del cddigo de barras; Hajibabaei et
al., 2007). Tales longitudes fueron posibles gracias a la buena calidad del ADN, para lo
cual fue necesario la colecta de muestras frescas o bien preservadas. Sin embargo, cuando
se trabaja con muestras cuyo ADN pudiera encontrarse degradado, las probabilidades de
obtener secuencias de dichas longitudes son muy bajas o nulas (Borisenko et al., 2008).

Hajibabaei y colaboradores (2006b) obtuvieron la secuencia completa del cddigo de barras
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en sdlo 24% de 91 especimenes de museo de avispas del género Apanteles, conservados en
etanol; mientras que Hsieh y colaboradores (2001), no pudieron amplificar el gen completo
de citocromo b a partir de muestras de tres huesos confiscados, presuntamente
pertenecientes a tigre (Panthera tigris). De manera similar, Gomez-Moliner y
colaboradores (2004) no obtuvieron un fragmento de 550 pb de la region control, al
intentar amplificarlo a partir de ADN extraido de muestras fecales de tres especies de
mustélidos (Mustela lutreola, M. vison y M. putorius). Es asi que, idealmente, todo
protocolo disefiado para la utilizacion de ADN posiblemente degradado (como el
proveniente de muestras recabadas de manera no invasiva), debe basarse en la
amplificacion de secuencias pequefias (< 300 pb; Taberlet et al., 1999; Waits y Paetkau,
2005; Maldonado, 2006).

6.2 Seleccion y disefio del método de identificacion basado en la técnica PCR-RFLP

De la variedad de muestras que se pueden obtener de manera no invasiva en mamiferos
(pelo, restos de piel, orina, células bucales de frutos parcialmente comidos), se
seleccionaron las heces por ser las més faciles de colectar asi como las més informativas en
aspectos genéticos y ecoldgicos como densidad poblacional (Bellemain et al., 2005),
habitos alimenticios (Farrell et al., 2000), uso de hébitat (Hung et al., 2004), estructura
social (Utami et al., 2002), variabilidad genética y filogeografia (lyengar et al., 2005) entre
otros. Ademaés la identificacion de especies es una de las aplicaciones mas utilizadas en el
analisis molecular de muestras fecales para lo cual, se han empleado diversas metodologias
(Taberlet et al., 1999; Waits y Paetkau, 2005).

Ernest y colaboradores (2000) identificaron excretas de puma (P. concolor) y lince
(L. rufus) en el Valle de Yosemite, mediante la amplificacion de marcadores microsatélites
disefiados para gato doméstico (F. catus). Generalmente, los marcadores mitocondriales
son utilizados para la identificacion de especies mientras que los microsatélites se usan
para la identificacion de individuos (Waits y Paetkau, 2005; Schwartz y Monfort, 2008).
Aunque en el estudio mencionado anteriormente se logré la identificacion de ambas
especies de felinos, se requirid un amplio conocimiento previo de los individuos de esa
region con el fin de registrar los genotipos (cantidad y tamafio de alelos) propios de cada
especie, por lo que se obtuvieron 62 y 20 muestras de tejido y sangre de puma y lince,

respectivamente. Por otro lado, Palomares y colaboradores (2002) sintetizaron iniciadores
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especie-especificos para amplificar un fragmento del gen citocromo b, a partir de ADN
fecal de lince ibérico (Lynx pardinus). Sin embargo, observaron amplificaciones en otras
especies del mismo género (L. lynx, L. canadensis y L. rufus), asi como amplificaciones
inciertas en excretas de origen desconocido (bandas de mediana y baja intensidad).
Ademés al utilizar esta metodologia, se necesitan sintetizar varios iniciadores (de 4 a 7
comUnmente) para cada especie de interés y usar cada par en reacciones separadas (Kurose
et al., 2005).

En el presente trabajo se selecciond la técnica de PCR-RFLP debido a que ha sido
ampliamente utilizada en estudios de identificacion de especies, por presentar la ventaja de
requerir como conocimiento previo s6lo la secuencia del marcador molecular seleccionado,
siendo suficiente en ocasiones una sola secuencia por especie de interés, la cual puede ser
generada durante la investigacion o tomada de secuencias publicadas en bases de datos
(Paxinos et al., 1997; Hansen y Jacobsen, 1999; Mills et al., 2000; Bidlack et al., 2007). En
este proyecto se disefio el protocolo de identificacion de especies felinas empleando 18
secuencias del gen completo de citocromo b (de las cuales dos fueron tomadas de
GenBank): dos de gato doméstico (F. catus), dos de jaguarundi (P. yagouaroundi), una de
tigrillo (L. wiedii), tres de lince (L. rufus), cinco de ocelote (L. pardalis), tres de jaguar (P.
onca) y dos de puma (P. concolor).

Otra ventaja de la técnica de PCR-RFLP es la posibilidad del empleo de
iniciadores universales. Sin embargo, dado que este tipo de iniciadores pueden amplificar
ADN de especies de grandes grupos taxonémicos (i.e. vertebrados; Kocher et al., 1989), la
discriminacion de éstas recae en el uso de las enzimas de restriccién, cuyo nimero tiende a
aumentar conforme lo hace el nimero de especies objetivo, incrementando asi el costo y
tiempo de la técnica (Foran et al., 1997; Wolf et al., 1999). Este hecho también se ha
llegado a observar cuando se trabaja con iniciadores disefiados para una investigacion en
particular, como en el estudio de Cossios y Angers (2006) donde se sintetizaron iniciadores
para la amplificacion de un fragmento del gen 16S ribosomal de siete especies de
carnivoros, logrando su diferenciacion con el mismo nimero de enzimas de restriccion (ver
seccion 1.3). Alternativamente, se han conseguido identificaciones exitosas con la técnica
PCR-RFLP utilizando un menor nimero de enzimas de restriccion, al combinarlas con
iniciadores especificos disefiados para un grupo de especies més reducido como las

familias de los canidos (Paxinos et al., 1997) o mustélidos (Hansen y Jacobsen, 1999),

47


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

aunque la especificidad de estos oligos (amplificacion de ADN en especies distintas a las
de interés) generalmente no ha sido evaluada. Por lo anterior, en este estudio se decidié
usar iniciadores especificos para felinos que amplificaran una region pequefia del gen
citocromo b y que presentara un patron de restriccion diagnostico con el menor nimero de

enzimas posibles.

De este modo, analizando las secuencias del gen citocromo b, se encontr6 en una
region menor a 300 pb, un patron de restriccion distintivo para las siete especies felinas
utilizando sélo dos enzimas de restriccion: BtsCl y Tsp5091. El haber identificado este
patron se debid al hecho de contar con la secuencia del gen completo de citocromo b (1140
pb), pues en el primer protocolo disefiado a partir de secuencias publicadas, la region de
bldsqueda en el gen era mucho més limitada (289 pb) y el patron de restriccion diagndstico
encontrado con el menor nimero de enzimas posibles fue de cuatro (ver seccion 4.3). Asi,
mientras menor sea la longitud de las secuencias disponibles del marcador seleccionado,
menores seran las posibilidades de identificar un patron de restriccion distintivo con un
bajo nimero de enzimas (en relacion con el nimero de especies analizadas). Esto se
observa en el trabajo de Mills y colaboradores (2000), donde se basaron en secuencias
publicadas de 379 pb del gen ribosomal 16S (el cual tiene un tamafio de 1574 pb en F.
catus; Lopez et al. 1996) para desarrollar un protocolo que diferenciaba a cuatro especies
de felinos (L. canadensis, L. rufus, P. concolor y F. catus) empleando tres enzimas de

restriccion (Haelll, Hpall y Rsal).

Como se menciond anteriormente, con el fin de amplificar la region que incluia el
patron de restriccion diagnostico, se disefiaron iniciadores especificos a traves del analisis
de los haplotipos felinos, en conjunto con las secuencias de humano y de 12 especies de
mamiferos que comparten su &rea de distribucion en el pais y presentan similitud en sus
heces con las especies félidas bajo estudio (ver Cuadro 3). No se incluyeron secuencias de
las presas puesto que es sabido que el ADN de éstas en las excretas, se encuentra en una
mucha menor cantidad que el ADN del depredador y se requiere usar la parte interna de las
heces para intentar extraerlo, motivo por el que en los estudios enfocados en el ADN fecal
de los depredadores, se suelen realizar las extracciones de las heces utilizando la parte
externa de las mismas (puntas y materia raspada de la superficie; Reed et al., 1997; Deagle
et al., 2005; Bidlack et al., 2007). De 12 iniciadores potenciales disefiados, se sintetizaron
el par FelidCB12 (FCB12,5- CYACCCTAACACGATTCTT-3") y FelidCB7R (FCB7R,
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5-TCTGGTGAGAATAGRACG-3"). Se disefiaron oligos degenerados porque se ha
observado que son mas adecuados, tanto en facilidad de uso como en costo, para
solucionar la variacion de bases en sitios dentro de la region de unién de los iniciadores
(Bidlack et al., 2007; Pereira et el., 2008). A pesar de esto, el oligo FCB7R, que fue
disefiado para amplificar s6lo ADN de las especies de felinos de interés, incluyé variacion
en tres especies: 1 sitio para F. catus y P. concolor y 2 sitios para L. rufus (Apéndice 4).
Sin embargo, las bases no complementarias del iniciador con su secuencia blanco en los 4
sitios son G:T o T:G (purina-pirimidina), las cuales se han reportado no afectan ni la union

del oligo, ni la extension de la DNA polimerasa (Kwok et al., 1990).

6.3 Estandarizacion del método de identificacion basado en la técnica PCR-RFLP

Los procesos de estandarizacion y optimizacion deben ser realizados en toda técnica de
laboratorio previamente a su aplicacion en cualquier investigacion, con el fin de garantizar
el obtener resultados positivos a partir de ésta. En el presente trabajo, estos procesos se
realizaron tanto para las condiciones de amplificacion de los iniciadores disefiados, como
para las condiciones de digestion de las enzimas BtsCl y Tsp509l, utilizando ADN de
tejido o sangre de las siete especies de felinos, por generar resultados mas constantes que
los de ADN extraido de muestras no invasivas (Mills et al., 2000; Schwartz y Monfort,
2008).

Como ya se habia mencionado, diversos estudios han hecho uso de iniciadores
especificos en combinacion con la técnica PCR-RFLP, para conseguir identificaciones
exitosas de especies de carnivoros, sin embargo la especificidad de los mismos no habia
sido evaluada (Paxinos et al., 1997; Hansen y Jacobsen, 1999). En este trabajo se decidio
probar la especificidad del iniciador FCB7R en ADN de tejido disponible para cuatro de
las 13 especies de mamiferos no objetivo seleccionadas: humano (H. sapiens), tlacuache
(D. virginiana), zorrillo (M. macroura) y cacomixtle (B. astutus). Usando las condiciones
estandarizadas y los iniciadores disefiados FCB12 y FCB7R, se obtuvieron buenas
amplificaciones en todas las especies felinas (bandas constantes y robustas) y ninguna
amplificacién en las otras cuatro especies de mamiferos, mostrando asi una alta
especificidad del iniciador FCB7R en comparacion con la de otros reportados. Por
ejemplo, Bidlack y colaboradores (2007) emplearon el oligo CanidL1 (Paxinos et al.,

1997) para amplificar ADN de especies pertenecientes a tres familias de carnivoros
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(Mephitidae, Procyonidae y Felidae), a pesar de que éste habia sido disefiado como
iniciador especifico para canidos. Cabe sefalar que, aunque la especificidad del oligo
FCBT7R se probd exitosamente en especies de cuatro familias (dos de éstas incluidas en el
orden Carnivora [Mephitidae y Procyonidae]), seria importante evaluar la misma en el

resto de especies no objetivo aqui seleccionadas.

Empleando nuevamente las condiciones estandarizadas y los iniciadores FCB12 y
FCB7R, se obtuvo un 100% de amplificacion a partir de ADN de siete excretas (una por
especie de felino). Este resultado era de esperarse puesto que la tasa de amplificacion
exitosa de ADNmt fecal para carnivoros en cautiverio suele ser alta, como la reportada por
Wasser y colaboradores (1997) de 90% para 0so (n=50), asi como la obtenida por Haag y
colaboradores (2009) de 87% para jaguar (n=39), pudiendo llegar a ser del 100% en
tamarios de muestra muy pequefios como el reportado por Deagle y colaboradores (2005)
para leones marinos (n=5). Por otro lado, aunque variable, esta tasa suele ser menor en
carnivoros silvestres como la reportada por Farrell y colaboradores (2000) de 59% para
félidos y zorra (n=34), asi como la obtenida por Haag y colaboradores (2009) de 56% para
jaguar y puma (n=55). La razén de esto se debe principalmente a que el ADN en las heces
de animales silvestres se encuentra expuesto a factores ambientales (como cambios de
temperatura o humedad), lo cual promueve la degradacion del mismo (llevada a cabo en su
mayoria por nucleasas, enzimas que cortan el ADN en fragmentos més y mas pequefos).
Por otra parte, las heces provenientes de animales en cautiverio pueden ser colectadas y
procesadas al poco tiempo de su deposicion (tal como se realizo en el presente trabajo),
aumentando asi las probabilidades de obtener ADN fecal de buena calidad (Bhagavatula y
Singh, 2006; Sarre et al., 2007; Beja-Pereira et al., 2009).

Al trabajar con heces de animales en cautiverio, aln se tiene el inconveniente de los
inhibidores quimicos propios de las excretas, como son productos generados por la
descomposicion del alimento (por ejemplo acidos, enzimas, lipidos y proteinas), RNA y
bacterias. Estos inhibidores suelen restringir la amplificacion de ADN fecal aunque éste se
haya extraido en buena cantidad y con poca degradacion, motivo por el que se recomienda
usar adyuvantes de la PCR (sustancias que mejoran la eficiencia y especificidad de la
reaccion; Henegariu et al., 1997), de los cuales la BSA es la mas comUnmente utilizada
(Maldonado, 2006; Schwartz y Monfort, 2008; Beja-Pereira et al., 2009). En este trabajo se

obtuvo amplificacion a partir de ADN fecal sin la adicion de BSA y aunque se probaron

50


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

distintas concentraciones de la misma, no se observd mejoria en la intensidad de las bandas
resultantes como se ha reportado en otros estudios (Palomares et al., 2002). Aunado a la
colecta de heces frescas, la buena amplificacion del ADN fecal puede deberse a dos
factores: 1) el método de extraccion (QlAamp DNA Stool Mini Kit), cuyo reactivo
“Inhibitex” esta especialmente disefiado para adsorber las sustancias que daiian el ADN y
los inhibidores de la PCR; y 2) la posibilidad de que el ADN extraido de la superficie de
las excretas posea una menor cantidad de sustancias inhibitorias (Bhagavatula y Singh,
2006; Maldonado, 2006). A pesar de que los resultados de amplificacion aqui obtenidos
fueron satisfactorios, el método de identificacion se cred con el fin de aplicarse a excretas
de campo, las cuales requieren métodos de preservacion y extraccion adecuados para las
caracteristicas de la especie en estudio y su habitat. Tales métodos han sido evaluados en
numerosas investigaciones (preservacion, Frantzen et al., 1998 y Nsubuga et al., 2004;
extraccion, Reed et al., 1997 y Puechmaille et al., 2007; ambos, Piggot y Taylor, 2003 y
Bhagavatula y Singh, 2006) y sus resultados pueden ser de ayuda al momento de elegir las

técnicas a probar en un estudio piloto, el cual seria el paso a seguir en este proyecto.

En cuanto al analisis de restriccion con las enzimas BtsCl y Tsp5091, una vez
optimizadas las condiciones de digestion, se obtuvieron los patrones de restriccion que
permitieron diferenciar a las siete especies de felinos, tanto a partir de ADN de tejido como
de ADN fecal. Los patrones de bandeo diagndsticos se visualizaron por medio de
electroforesis en geles de agarosa al 2.5%; el tamafio de las bandas se determind por sus
distancias de migracion en el gel en comparacion con la del marcador molecular de 25 pb
(Wolf et al., 1999; Espafia-Luna et al., 2008).

Debido a que la capacidad de resolucion de los geles de agarosa suele dificultar la
observacion de fragmentos menores a 80 pb, asi como la de fragmentos que difieran entre
si menos de 15 pb (Wolf et al., 1999; Sambrook y Russell, 2001), diversos estudios de
identificacion de especies han realizado el analisis de los fragmentos de restriccion
mediante el uso de geles de poliacrilamida (Zehner et al., 1998; Espafia-Luna et al., 2008)
y secuenciacion (Hansen y Jacobsen, 1999), aumentando asi el riesgo y costo del
protocolo, respectivamente (Sambrook y Russell, 2001; Bidlack et al., 2007). Sin embargo,
en este trabajo, aunque con variaciones en la intensidad de las bandas, se logré observar
todos los fragmentos menores a 80 pb (con excepcion del de 9 pb perteneciente a L.

wiedii), resultando similar a lo reportado por Nagata y colaboradores (2005), quienes
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visualizaron en un gel de agarosa al 3% bandas de 28 y 68 pb, pertenecientes a los patrones
de restriccion especie-especificos de tigre (Panthera tigris; 297 y 28 pb) y leopardo
(Panthera pardus; 229, 68 y 28 pb). Asimismo, en la digestion con la enzima BtsCl se
visualizé un separacion adecuada entre las bandas de 49 y 60 pb resultantes del patron
encontrado para L. rufus y F. catus, lo cual permitid la diferenciacion entre estas especies y
L. wiedii, ya que el otro fragmento que diferia entre los patrones de las tres especies (9 pb),

era demasiado pequefio como para observarse en el gel.

Otro aspecto importante a sefialar es el hecho de que la discriminacion de todas las
especies felinas bajo estudio, estd basada en la presencia de al menos un sitio de
restriccion. En contraste, trabajos como los de Vercillo et al. (2004) y Bidlack et al.
(2007), utilizaron la ausencia de sitios de restriccion para la identificacion de gardufia
(Martes foina) y coyote (C. latrans), respectivamente. Al emplear estas metodologias,
especies distintas a las de interés que no mostraran tampoco tales sitios de corte podrian ser
identificadas incorrectamente como garduiia o coyote (Pilot et al., 2007). Por otro lado,
cuando se digiere un producto de PCR se puede presentar inhibicion de la actividad de
restriccion, debido a sustancias procedentes de la fuente de ADN que fueran transferidas a
la mezcla de reaccion junto con el ADN molde. Esto generaria una digestion fallida, la cual
también podria asignarse errdneamente como una muestra perteneciente a gardufia o
coyote (Zehner et al., 1998). Es por esto que la metodologia aqui empleada presenta la
ventaja de evitar la posibilidad de falsos positivos, ya que para identificar una muestra es
necesario observar fragmentos de restriccion que concuerden con el patrén de bandeo de
una determinada especie. Sin embargo, la utilidad diagnostica del método de identificacion
puede verse comprometida por la susceptibilidad de la técnica de PCR-RFLP a generar
falsos negativos, como resultado de la presencia de variacion intraespecifica en los sitios
de restriccion, por lo cual se debe evaluar dicha variacion en las especies de interés (Wolf
etal., 1999).

6.4 Evaluacion virtual de patrones de restriccion diagndsticos
Al utilizar la técnica de PCR-RFLP y dada la alta tasa de mutacion que presenta el ADNmt
animal, se pueden observar sustituciones nucleotidicas entre individuos de una misma

especie, que generen la pérdida o ganancia de sitios de corte y por lo tanto de diversidad de

patrones de restriccion (polimorfismos intraespecificos; Pereira et al., 2008). Por ejemplo,
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Fagundes y Nogueira (2007) usaron cuatro enzimas para el analisis de restriccion del gen
completo de citocromo b (1140 pb) y reportaron de dos a siete patrones de restriccion por
enzima para los roedores Akodon cursor y Akodon montensis. Inicialmente, en este trabajo
se encontrd un patron de sitios de restriccion diagnosticos a partir de secuencias publicadas
de fragmentos del gen citocromo b para las especies felinas bajo estudio (una secuencia por
especie). Sin embargo, al analizar las secuencias aqui obtenidas, se observo falta de
coincidencia en cuatro de los 10 sitios de corte anteriormente ubicados en las secuencias
publicadas (ver Cuadro 2). Por esta razon, se evaluo la posible presencia de polimorfismos
intraespecificos en los sitios de restriccion diagndsticos aqui utilizados, mediante el
analisis virtual de secuencias nuevas del gen citocromo b de las especies de felinos

silvestres de interés, tomadas de GenBank.

De las 70 secuencias encontradas en GenBank, sélo seis incluian el fragmento de
226 pb diagndstico (tres de L. rufus, dos de P. onca y una de P. concolor) y los patrones de
restriccion resultantes a partir de éstas fueron identicos a los obtenidos previamente en este
trabajo. Las otras 64 secuencias, ademas de ser muy pequefas en su mayoria (de 63 a 196
pb), se localizaban por debajo de la posicion 400 en el extremo 5 del citocromo b (datos
no mostrados), mientras que el fragmento diagnéstico aqui utilizado se ubica més
cercanamente al extremo 3" del gen, de la posicion 518 a la 743 (considerando la adenina
del codon de inicio ATG del gen como la posicion nimero 1; Apéndice 4; Lopez et al.,
1996). Por diversos factores, como los primeros iniciadores universales publicados para el
gen citocromo b (Kocher et al., 1989), el extremo 5 de este gen ha sido mas ampliamente
secuenciado que el extremo 3". Sin embargo es sabido que este Ultimo generalmente es
menos variable que el extremo 57, lo cual podria explicar tanto la ausencia de variacion en
los sitios de restriccion observada en el fragmento diagndstico, como la presencia de la
misma en el fragmento propuesto a partir de secuencias publicadas, ya que éste se ubicaba
de la posicion 68 a la 356 (Meyer, 1994). Por otra parte, es importante sefialar que ambos
conjuntos de secuencias analizadas (las aqui generadas y las tomadas de GenBank)
provienen de ejemplares cuya procedencia geogréafica es desconocida, ademas de tenerse
un tamafio de muestra muy bajo para las especies de L. wiedii y P. yagouaroundi (una y
dos secuencias, respectivamente). Por lo tanto, los resultados de la variacion en los sitios
de restriccion obtenidos en el presente trabajo no pueden considerarse como concluyentes,
pero si como preliminares para un estudio futuro donde se evalGen individuos

representantes del &rea de distribucion de las especies felinas silvestres en México.
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7. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se cumplié el objetivo de diferenciar a las especies felinas de
México a partir de muestras fecales, puesto que se encontrd la suficiente variacion
interespecifica en un fragmento de 226 pb del ADN mitocondrial, confirmandose asi la
hipotesis inicialmente planteada. El meétodo aqui desarrollado es de fundamental
importancia, ya que no existen reportes publicados de trabajos previos de identificacion
molecular de especies que incluyan a los seis felinos silvestres de México. Ademads, cabe
destacar la utilidad de este protocolo para otras muestras recolectadas de manera no
invasiva, asi como su uso potencial en las ciencias forenses y la industria alimentaria en
casos enfocados en la deteccion de comercio ilegal de productos provenientes de estos
felinos. Por otro lado, es importante mencionar que la metodologia aqui empleada no
pretende sustituir la identificacion morfoldgica de las heces, sino aportar mayor precision y
consistencia a ésta, pues el criterio morfoldgico seguira siendo necesario ya que provee la
diagnosis inicial en la colecta de excretas en campo. Finalmente, considerando las
caracteristicas del presente estudio (secuencias de ejemplares de procedencia geografica
desconocida y heces de animales en cautiverio), el método de identificacion basado en la
técnica PCR-RFLP debiera ser evaluado en un estudio piloto, donde se tomen en cuenta las
condiciones de campo y preferentemente se analicen muestras de referencia antes de
aplicarse a una poblacién determinada. No obstante, dados los hébitos secretivos y la
vulnerabilidad de los felinos silvestres que habitan en México, la metodologia aqui
presentada se muestra como una de las alternativas mas prometedoras para la identificacion
de estas especies y a su vez, ofrece la oportunidad de profundizar en el conocimiento de la
ecologia y genética de estos felinos (sobre todo de aquellos menos estudiados como son P.
yagouaroundi y L. wiedii) facilitando asi, la generacion de estrategias de conservacion para

los mismos.
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APENDICE 1

Extraccion de ADN de tejido animal con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico

En un microtubo de 1.5 ml, afiadir un fragmento de tejido (de aproximadamente
3 mm? y cortado en trozos pequefios, especialmente si es piel), 700 pl de buffer de
extraccion (10mM  Tris-HCI pH 8; 100mM EDTA y 100mM NaCl y 1% SDS) y

7 ul de proteinasa K (a 20 mg/ml). Moler la muestra con un pistilo.

Se deja incubando a 56° C con agitacion, por un dia.

En el tubo con la muestra, afiadir 250 ul de fenol y 250 ul de cloroformo

(diclorometano + isoamilico, 24:1). Agitar bien y centrifugar 1minuto a 13200rpm.

. Trasladar el sobrenadante a un segundo microtubo rotulado y afadir 500 ul de

cloroformo, agitar bien y volver a centrifugar 1min.

. Trasladar el sobrenadante en un tercer microtubo rotulado y afadir 700 pl de

alcohol frio (100 %). Dejar precipitar durante toda la noche a 4° C.

Centrifugar durante 10 minutos a 13200 rpm, de preferencia en una centrifuga
refrigerada. Decantar el alcohol o sacarlo utilizando una pipeta de 200 pl, teniendo
cuidado de no llevarse el boton de DNA. Afadir al tubo 700 ul de etanol al 70%

frio. Volver a centrifugar 10 minutos a la misma velocidad.
Decantar de nuevo el alcohol o sacarlo utilizando una pipeta de 200 ul, teniendo
cuidado de no llevarse el boton de DNA. Secar el precipitado en la centrifuga con

vacio o dejar secar el tubo abierto dentro de una caja con tapa, de un dia para otro.

Resuspender en 200 ul de agua bi-destilada esterilizada.
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APENDICE 4

Haplotipos de las secuencias del gen completo de citocromo b para Puma concolor, Lynx
rufus, Panthera onca, Leopardus pardalis, Leopardus wiedii, Puma yagouaroundi y Felis
catus, utilizadas como base para el desarrollo del presente estudio. Se muestra la
variabilidad nucleotidica entre haplotipos de una misma especie, asi como el fragmento
diagnostico de 226 pb flanqueado por la ubicacion de los iniciadores (FCB12 y FCB7R) y
las secuencias blanco de las enzimas BtsCl (5-GGATG-3") y Tsp5091 (5°-AATT-3")
presentes en éste.

FCB12

BtsCl

FCB7R
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