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Abstract

The pygmy marmoseQallithrix pygmaea is one of the most specialized Ecuadorian pri-
mate species. Its high specialization in habitat and diet the increase of human activities
in the Amazon region may cause pygmy marmosets to go throoghlgtion bottle necks,
losing genetic diversity. To estimate the magnitude oftimeat, since 2008 we carried out
a pilot study for evaluating the genetic diversity of fourddvgroups of this species in a
population located on the margins of the Aguarico river. fhergenetic analyses we used
50 fecal samples collected from September 2008 to Febri@d9;50 % of the samples
belonged to group P4, groups P1, P2 and P5 provided the rimdifl %. We extracted
DNA from the feces using the QlAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGBNWith PCR we
amplified 9 microsatellite primers reported for a relatedcégs of Callitrichinae. DNA
bands were visualized in polyacrylamide (6 %) and urea (5&5.d5tatistical analyses we-
re carried out with GenAlEx 6 software. Three to eight alleleere found per locus. The
Hardy-Weinberg equilibrium test suggested that inbregdiay be occurring in group P4.
Expected heterocigocity in groups P1 and P2 is 0.5, whilednig P4 ranges from 05. to
0.836. Nei's genetic distance between groups P1 and P21i4 éhereas group P4 differs
0.612 and 0.485 from groups P2 and P1, respectively. Thiseiditst study of this type
for this species in Ecuador and elsewhere, the results patrthe need to evaluate human
impact on the genetic diversity of Ecuadorian species.

Keywords. Callithrix pygmaeagenetic diversity, microsatellites (SSR).

Resumen

El leoncillo (Callithrix pygmaea es uno de los primates ecuatorianos con mayor grado de
especializacion de habitat y de dieta. Esta alta espemiédia y la intensificacion de las
actividades humanas en la Amazonia ecuatoriana podrimarcque las poblaciones del
leoncillo atraviesen por cuellos de botella y pierdan semidad genética. Con el fin de
estimar la magnitud de esta amenaza, desde el afio 2008Jizé veeestudio piloto para
evaluar el nivel de variabilidad genética de cuatro grugosesia especie de una poblacién
a orillas del rio Aguarico. Para la realizacion del analigieético se utilizé un total de 50
muestras de heces, colectadas durante el periodo de dagti2f08 y febrero 2009; el
50 % de las muestras correspondié al grupo P4, los gruposZPL PB aportaron con el
restante 50 %. A partir de estas muestras se extrajo ADN ckit @ Aamp DNA Stool
Mini Kit (QIAGEN). Mediante la técnica de PCR se amplificanoneve primers de mi-
crosatélites reportados para otra especie de Callitaehiba visualizacion de bandas se
realiz6 en geles denaturantes de poliacrilamida al 6 % y BkéaEl analisis estadistico
fue realizado con el programa GenAIEx 6. Los resultadosnidids muestran que existen
de 3 a 8 alelos/locus, la prueba de equilibrio Hardy-Weiglseigiere que en el grupo P4
puede estar sucediendo endogamia, la heterocigocidachdagn los grupos P1y P2 tiene
valores de 0.5, mientras que los valores del grupo P4 vadgdhXa 0.836. La distancia
genética de Nei entre los grupos P1y P2 es de 1.211, mienteaslggrupo P4 difiere
0.612 y 0.485 con respecto de los grupos P2 y P1. Este estugiorero en este campo
y evidencia la necesidad de continuar con investigacioaesvaluar el impacto humano
sobre la diversidad genética en esta y otras especies ganam

Palabras Clave.Callithrix pygmaeadiversidad genética, microsatélites (SSR).
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Introduccién por estos motivos que el presente estudio tiene como fin
evaluar en forma preliminar el nivel de variabilidad ge-
La conservacion de las especies de primates ecuatoria-nética de una poblacién de esta especie, para estimar si
nos es fundamental ya que estas mantienen la estructuesta ha atravesado por un cuello de botella poblacional
ra y dinamica de los ecosistemas. Estas especies esta/o si la fragmentacion de habitats esta afectando a los
actualmente amenazadas por la destruccion de hé.bitatSprocesos naturales de dispersi(’)n y reproducci(’)n de los
la caceria y el trafico de animales. Como consecuenciaindividuos. La informacién generada por este estudio,
muchas especies han reducido su nidmero o se han eX-pionero en este campo, es importante para delinear ac-
tinguido localmente [1, 2]. ciones de conservacion y manejo de esta especie y para
evaluar el impacto humano sobre la diversidad genética

El leoncillo (Callithrix pygmaed es la especie més pe- . X
en esta y otras especies ecuatorianas.

guefia de primate antropoide en el mundo. Estudios so-
bre su ecologia y comportamiento han sido realizados
por de la Torre y colaboradores [2] en diferentes pobla- Metodologia
ciones de la Amazonia ecuatoriana; entre ellas, la pobla-
cién San Pablo, que se encuentra ubicada en las orillas
del rio Aguarico (coordenadas UTM, Zona 18, Datum | 5 coleccion de muestras fecales se realizo entre sep-
PSAD 56 341767 E, 9969737 N, Figura 1), en la que se tiembre de 2008 y febrero de 2009. Cuatro grupos de
realiz6 el presente estudio. leoncillos (P1, P2, P4 y P5) de la poblacion San Pa-
blo localizados en las orillas del Rio Aguarico fueron
observados periddicamente para recolectar las heces de
los individuos. La coleccion consistié en ubicar hojas
grandes de platandAusa x paradisiacpen la base del
principal arbol de exudados de cada grupo. Posterior-
mente, cada muestra fue colocada en papel filtro y a su
vez guardada en un frasco con un desecante (silica gel).
om0 ' Los frascos con las muestras asi conservadas fueron ex-
Femya:San Fabio puestas al sol durante uno o dos dias para reducir la pro-
Baltarts liferacion de hongos en las heces. Finalmente, después
R, il de ser transportados a Quito, los frascos fueron guarda-
e 2 dos en un congelador a -2G.

Extracciéon de ADN

Obtencién de muestras

La extraccién de ADN a partir de las muestras de heces
Figura 1: Localizacién de los grupos de leoncillos P1, P2, PB4y fecales fue realizada mediante el protocd@Aamp

PS5 (poblacién San Pablo - sector Bellavista). DNA Stool Handookgue se encuentra en el kit de ex-
traccion QlAamp DNA Stool Mini Kit d&QIAGEN Una

Lalocalidad de San Pablo tiene una altitud de 260 msnm cuantificacion aproximada del ADN e>_<t_ra|d_q se realizo
en geles de agarosa al 1 %. La cuantificacion espectro-

y originalmente estuvo cubierta de bosques de varz€a. ¢ tométrica de ADN se realizé utilizando el equipo NA-
inundados temporalmente por aguas blancas, que en al-

. . e ; NODROP 1000.
gunas areas han sido talados para actividades agricolas

[2] _ Temp. épti_ma Total de Rango de peso
Primer  de annealing muestras de bandas

El tamafio de los grupos de leoncillos en Ecuador va- 0 amplificadas _obtenidas (pb)
ria de 2 a 8 individuos incluyendo infantes, siendo el gj:é gg 101 128_'176
tamafio promedio 6 individuos por grupo. Estos se en- CJ-7 50 13 119-127
cuentran conformados por una pareja de adultos (macho  CJ-10 50 4 217-243

y hembra), entre 0 a 3 sub-adultos, entre 0 a 2 juveni- €311 50 14 106-142

les e infantes. El area de vida promedio de los grupos gjig 55?64 %7 132_'168

es de 0.9 hectareas [2]. Su principal fuente de alimen-  cj-14 56.2 9 156-184

to son exudados provenientes de las especies de arboles  CJ-15 50 15 124-138
Sterculia apetalaCedrela odoratalnga marginatay Tabla 1: Temperaturas de annealing, nimero de muestras ampl
Parkia balslevij entre otras [3]. ficadas y pesos de bandas (pb) para los primers transferidosla

especie Cpygmaea Se observa que siete primers fueron trans-
Elleoncillo es uno de los primates ecuatorianos con ma- feridos y que sus temperaturas de annealing estan entre 50 B85
yor grado de especializacién de habitat y dieta [2]. Esta °C
alta especializacion y la intepsificaci(’)n. de las ac,tivida- Amplificacién de ADN microsatélite mediante PCR
des humanas en la Amazonia ecuatoriana podrian cau-
sar que las poblaciones de esta especie atraviesen pot.a amplificacién de los microsatélites se realiz6 me-
cuellos de botella y pierdan su diversidad genética. Es diante la técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction).
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Se utilizo los primers CJ-1, CJ-6, CJ-7, CJ-10, CJ-11, andlisis iniciales fueron: 8 para el grupo P1, 13 para el
CJ-12, CJ-13, CJ-14 y CJ-15 establecidos por Niever- grupo P2, 25 para el grupo P4y 7 para el grupo P5.
geltetal. [4] para la espectalithrix jacchus El volu- El peso promedio de las muestras de heces para el grupo
men final de reaccion fue de 2& el cual incluia buffer Plpf dp 0.073 | P2 fue d Op069 grup
1X, 1.5 mM de MgC}, 0.2uM de dNTP’s, 0.24:M de ue de v.u7s g, para € grupo e lue de b.U5= g, para

. : : el grupo P4 fue de 0.088 ara el grupo P5 fue de
gada primer, 0.5U de Taq polimerasa (Invitrogen)y 5 ng 0 Og78% El tamafio de las ?nze%tras segderi)e al pequefio
e ADN. : :

o o _ tamafio de los animales de la especie en estudio (aprox.
El programa de amplificacion consistié en 3 minutos de 12 cm los individuos adultos, [1]).

denaturacion inicial a 98C; 40 ciclos de denaturacién a o
94°C durante 1 minuto, annealing de 50 0%8 segun  Cuantificacion de ADN
el primer, durante 1 minuto y extension a®@durante
1 minuto. La extension final se hizo a 7€ durante 5
minutos (Tabla 1).

Con base en la intensidad de las bandas de los geles de
agarosa al 1% se observé que para ciertas muestras se
obtuvo una cantidad moderada de ADN, mientras que
Andlisis de microsatélites para otras hubo cantidades menores (Figura 2).

La separacion de las bandas se realizo mediante electro£n la cuantificacion espectrofotométrica de ADN las
foresis en geles denaturantes de poliacrilamida al 6 % muestras del grupo P1 tuvieron una concentracién de

y Urea 5 M, en camaras verticales Sequi-@e(BIO- ADN promedio de 11.85 ng/uL, las del grupo P2 12.21
RAD). Los geles se revelaron mediante la técnica de ng/uL, grupo P4 18.75 ng/uL y grupo P5 6.46 ng/uL.
tincion con plata [5]. Las bajas concentraciones de ADN de este ltimo gru-
Andlisis estadisticos po impidieron la posterior amplificacion de los primers

. o _ y determinaron su exclusion de los analisis estadisticos.
Para el andlisis estadistico no se incluyeron las mues-

tras para las que no se obtuvo amplificacién. También Estos resultados son confirmados por otros estudios en
se redujo el nimero de loci a ser analizados (Tabla 2), l0s cuales el ADN obtenido a partir de muestras no in-
debido a que en los lo€@J-10y CJ-14se obtuvo un vasivas, por lo general heces fecales, posee baja calidad
bajo nimero de muestras amplificadas por grupo. Ade- (ADN degradado, inhibidores para PCR y contamina-
maés, se descarté el uso del grupo P5 ya que no se obtuvocion por otro ADN) y cantidad (el ADN que se obtiene
ninguna amplificacién de ningtn primer. se encuentraen el rango de picogramos). Esto trae como
consecuencia errores en otras técnicas posteriores como
el PCR, ya que puede presentarse la pérdida de alelos o
la presencia de alelos falsos y a su vez da como resul-
tado una falsa genotipificacién de la especie en estudio

[6].

El andlisis estadistico se realizé con el software GenA-
IEX 6 para determinar los siguientes parametros pobla-
cionales: frecuencias alélicas, equilibrio Hardy-Wein-
berg, heterocigocidad observada)i heterocigocidad
esperada (B, estadisticd-st, distancia genética de Nei

y andlisis de coordenadas principales (PCoA). Amplificacion de ADN microsatélite mediante PCR
Grupo | Tocus  Namerode  Namerode  Ho e Siete de los nueve p_rime_rs gst_ablecidos por Nievergelt et
muestras  alelos (Na) al. [4] para la especi€allithrix jacchusfueron transfe-
CJ1 1 1 0.000 0.000 ridos a la especi€allithrix pygmaeal.os primers que
CJ-7 1 2 1.000  0.500 amplificaron bandas del tamario esperado fueron CJ-1,
Pl an 9 9 Q000 0099 €J-7,CI-10, CI-11, CJ-12, CJ-14 y CJ-15, equivalen-
CJ-12 3 2 1.000 0.500 te al 78 % de los primers probados. Esto corrobora lo
CJ1 0 0 0.000 0.000 reportado en otros estudios sobre la posibilidad de que
CJ-7 1 2 1.000  0.500 los marcadores moleculares microsatélites (SSR) pue-
P2 gj}é g (2) 2:888 8:g88 den ser utilizados entre especies del mismo género o
CJ-12 3 4 1.000 0.722 hasta de la misma familia [4, 7, 8].
CJ1 9 8 0.556 0.815 - .
cJ7 8 3 1.000 0.625 Estadisticos poblacionales
P4 | CJ11 9 4 0.667 0.512
CJ-15 8 7 0.750 0.836 Para los cinco loci analizado€J-1, CJ-7, CJ-11, CJ-
CJ-12 12 2 1.000 0.500 12y CJ-15 el numero de alelos por locus varié entre 3

Tabla 2: Heterocigocidad observada (Ho) y Heterocigocidaéspe- y 8, estos valores son similares a los obtenidos en la es-
rada (He), nimero de muestras amplificadas y nimero de alelos pecieCallithrix jacchus(2-6 alelos/locus) [9]. Con res-
por locus para los grupos de leoncillos P1, P2y P4. pecto a las frecuencias alélicas en los tres grupos, el lo-
cusCJ-1posee un rango de 0.056 a 1.00, el lo@.ds7
Resultados y Discusion de 0.25 a 0.5, el locu€J-11de 0.056 a 0.667, el lo-
cusCJ-12de 0.167 a 0.5 y el locu€J-15de 0.063 a
1.00. Con base en las frecuencias alélicas de los dife-
Un total de 53 muestras fueron obtenidas para los cuatro rentes loci, el test de equilibridardy-Weinbergugiere
grupos de leoncillos, de éstas las que se utilizaron en los que los grupos P1y P2 parecen estar reproduciéndose al

Muestras obtenidas
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Figura 2: Electroforesis de ADN extraido a partir de heces deC. Figura 3: Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA) entrdos
pygmaeadel grupo P2 en geles de agarosa al 1%, para evaluarla  grupos de leoncillos P1, P2 y P4 a partir de la distancia geriéa
concentracion y calidad de ADN. de Nei. Se observa una diferencia de 93,02 % de los grupos P1y

P4 con el grupo P2, tomando en cuenta el Eje 1.

azar £=0.083-0.317). Sin embargo, en el grupo P4, tres

loci muestran frecuencias alélicas que se desvian signi- menores distancias genéticas) hasta hace aproximada-
ficativamente de las esperadas por azar (G3=0,046; mente 2 afios tenian un bosque que conectaba las areas
CJ-12,P=0,001 y CJ-15P=0,047). Esto sugiere que de vida de ambos grupos. Entre las areas de vida de los
en este grupo no se estan dando cruces al azar, lo cuagrupos P2 y P4 (distancia genética intermedia) existen
sucede cuando individuos emparentados se aparean erreas abiertas con algunos arboles pero no existen vi-
una proporcién mayor, reduciendo de cierta manera la viendas [2, 11]
heterocigocidad y aumentando la homocigocidad. Esto

puede producir, a su vez, una reduccion en la diversidad

genética por depresién endogamica, si los alelos recesi-

vos deletéreos o letales se representan en estado homoEste estudio piloto demostré que se puede obtener ADN
cigoto [10]. de poblaciones silvestres de leoncillos por métodos no-

o invasivos, un aporte importante considerando la vulne-
En el grupo P1 Ig heterocigocidad esperada para el locus,gpilidad de esta especie a la captura y manipulacion
CJ-7fue de 0.5 igual que para el locGd-12 En el gru- 1.

po P2 las heterocigocidades esperadas obtenidas fueron

de 0.5 para el locCJ-7y CJ-15y de 0.722 para el lo-  Lavariabilidad del ADN obtenido de los grupos de leon-
cusCJ-12 Las heterocigocidades esperadas en el grupo Cillos fue analizado mediante un protocolo de PCR (Poly-
P4 fueron de 0.815, 0.625, 0.512, 0.836 y 0.5, para los merase Chain Reaction) con cinco pares de primers ini-
loci CJ-1, CJ-7, CJ-11, CJ-15y CJ-12 respectivamen- cialmente usados en una especie herman@adchus

te (Tabla 2). Estos niveles de heterocigocidad son altos Este estudio es pionero en este campo y evidencia la ne-
en comparacién con la heterocigocidad de 0.35 obtenida cesidad de continuar con investigaciones para evaluar el
enCallithrix jacchus[9] pero son necesarios mas datos iMmpacto humano sobre la diversidad genética en esta y
para concluir algo sobre las diferencias genéticas entre Otras especies ecuatorianas.

las dos especies.

Conclusiones
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