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RESUMEN

El estudio de los hdbitos alimenticios del lobo de paramo (Lycalopex
culpaeus) es importante para entender su comportamiento y establecer
medidas de conservacién y manejo de esta especie, especialmente
cuando comparte ferritorio con asentamientos humanos. Estudios
a partir del andlisis de heces fecales de fauna silvestre permiten un
acercamiento no invasivo a los hdbitos alimenticios del animal. El
objetivo de esta investigacién fue realizar el andlisis morfolégico y
dietario de heces recolectadas en la Reserva Geoboténica Pululahua
(RGP) para la identificacién del lobo de paramo (L. culpaeus), ademés

de llevar a cabo un andlisis molecular complementario para confirmar
dicha identificacién. Se recolectaron 32 muestras de heces durante
agosto de 2015, en la RGP y se realizé6 un andlisis morfolégico
evaluando contenido, forma y lugar de recogida. En el andlisis de
la dieta las muestras fecales se disgregaron para recuperar restos de
alimentos. Para el andlisis molecular se procedié a la extraccion de
ADN siguiendo el método 2CTAB/CAI estandarizado para lobo de
pdramo, cuyas muestras posteriormente fueron amplificadas por PCR
simple utilizando primers del gen cytb (citocromo b) especifico para el
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género Lycalopex. Se identificaron plantas de la familia Poceae, con un
26 % del total de la alimentacién, mamiferos pequefos (18 %) como
roedores del género Microryzomys, Rhipidomys, Reithrrodontomys y
Olygorizomys, aves, insectos, plésticos y carrofa, siendo la mayoria
de los animales parte de la fauna habitual en la RGP En este estudio
se determiné que el lobo de pdramo es un organismo oportunista
y su dieta varia segin las condiciones del hdbitat en el que se
encuentre, ademds, no es el principal responsable de la disminucién
de aves domésticas que habitan en la reserva. De las seis muestras
seleccionadas para el andlisis molecular, sélo de cuatro muestras se
logré extraer ADN con una pureza promedio de 1.78. En el andlisis
por PCR no se logré amplificar el fragmento cytb del citocromo b para
la identificacién de lobo de p&ramo.

Palabras claves: muestras fecales, alimentacién del zorro culpeo,
extraccion ADN, PCR, citocromo b, Ecuador.

ABSTRACT

The study of the feeding habits of the Andean fox (Lycalopex culpaeus)
is important to understand its behavior and establish conservation
management measures for this species, especially when it shares
territory with human settlements. Studies based on the analysis of
feces from wild fauna allow a non-invasive approach to the animal’s
feeding habits. The objective was to carry out the morphological and
dietary analysis of feces collected in the Pululahua Geobotanical
Reserve to identify the Andean fox (L. culpaeus), as well as to carrying
out a complementary molecular analysis to confirm said identification.
During August 2015 in the Pululahua Geobotanical Reserve, Quito,
Pichincha (Ecuador) 32 feces were collected. A morphological analysis
of the faeces was carried out, taking into account for evaluation
parameters like: sample content, form and place of collection. In

the diet analysis, the faecal samples were disaggregated to recover
food remains. For molecular analysis, DNA extraction was carried
out following the standardized 2CTAB / CAl method for Andean fox,
which were subsequently amplified by simple PCR using primers of
the cytb (cytochrome b) gene specific for the genus Lycalopex. Plants
of Poceae family were identified, with 26% of the total diet. Also,
there were identified small mammals (18%) as rodents of the genus
Microryzomys, Rhipidomys, Reithrrodontomys and Olygorizomys,
birds, insects, plastics and carrion, being the majority of these animals
part of the habitual fauna in the RGP, This study allowed to determine
that the Andean fox is an opportunistic organism and its diet varies
according to the conditions of the habitat in which it is found. On the
other hand, the Andean fox is not the main responsible for the poultry
decrease that inhabit the reserve. The DNA extration was posible only
in four samples than the six was selected with an average purity of
1.78. In the PCR analysis, the cytochrome b cytotography fragment
cannot be amplified for the identification of L. culpaeus.

Key words: fecal samples, feeding of the Andean fox, DNA extraction,
PCR, cytochrome b, Ecuador.

INTRODUCCION

El Ecuador cuenta con una superficie total de 283 560 km2, de los
cuales, alrededor del 98 % corresponde al érea continental. A pesar
de ser un espacio reducido, es considerado uno de los 17 paises mds
mega diversos del mundo (Ministerio del ambiente del Ecuador, 2010).
Ademds, tiene un 33,26 % de su ecosistema bajo proteccién o cuidado
ambiental, destacdndose como el segundo pais con mayor drea
protegida en Latino América (Ministerio del ambiente y agua, 2016),
(Cedefo, 2016). Existen parques nacionales, refugios silvestres, dreas
nacionales y reservas que se dedican a la conservacién y correcto
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manejo de la biota interna de cada una de ellas. No obstante, la
informacién sobre especies silvestres existente es escasa, como en el
caso del lobo de péramo.

El lobo de pdramo es uno de los canidos silvestres mdas grandes del
pais, puede llegar a pesar entre 6 a 13 kg, y medir hasta 1,70 m de
largo (Veintimilla, 2015); se distribuye a lo largo de la cordillera de
los Andes, desde Colombia hasta Chile (Zapata, Travaini, Delibes,
& Martinez-Peck, 2005). También conocido como zorro culpeo,
zorro colorado o zorro andino, puede habitar en terrenos dridos y
semidridos, aunque también se ubica en hdbitats con abundante
vegetacion (Canevari & Vaccaro, 2007; Castellanos, Vallejo, &
Moscoso, 2020). Dentro del Ecuador se distribuye en las zonas
templadas y alto andinas entre 1 800 m y 4 000 m de altitud (Trujillo &
Trujillo, 2007). Por su distribucién, la alimentacién del lobo de paramo
se basa principalmente en roedores, conejos, aves, insectos y plantas
(Guzmdn-Sandoval, Sielfeld, & Ferrg, 2007). Adicionalmente, se ha
reportado que tiene hdbitos alimentarios oportunistas, alimentdndose
de las presas que estdn a su disposicién (Veintimilla, 2015), dandole
una mala fama de depredador.

La RGP se encuentra dentro de la distribuciéon del lobo del pdramo'y, es la
Unica en su categoria en el pais, dado a su particular geologia e historia
vulcanolégica. Estd formada por el crater del volcdn inactivo Pululahua,
en cuyo interior se destacan tres elevaciones: el Pondofia, el Chivo y el
Pan de azicar. La reserva se ubica al noroccidente de la Parroquia de San
Antonio de Pichincha, a 40 km del Distrito Metropolitano de Quito, cerca
de la Mitad del Mundo (J. Vallejo, 2015). En el interior de la reserva se
encuentra una caldera volcdnica habitada por la comunidad San Isidro.
La comunidad subsiste de la ganaderia y agricultura, tiene animales
domésticos como gallinas, perros, vacasy cerdos. Al ser la Gnica comunidad
que habita la reserva, no tiene un control sobre sus animales, por lo que
las gallinas han ido desapareciendo paulatinamente. Los habitantes

de la comunidad culpan al lobo de pdramo de estas desapariciones y
desean cazarlo. El conflicto mencionado anteriormente, puede ocasionar
que el lobo de pdramo pase de ser un animal categorizado de menor
preocupacion (Noguera-Urbano, Ramirez-Chaves, & Torres-Martinez,
2016) a estar categorizado como animal en peligro de extincién si no se
llega a controlar el problema.

Es asi que, el objetivo del presente estudio es determinar la dieta
del lobo de pdramo mediante un andlisis morfolégico de las heces
del animal y adicionalmente aprovechar el material biolégico para
confirmar que los datos corresponden a este canido silvestre y no a
perros ferales que se encuentren en la misma zona. Para ello se utilizard
la técnica molecular PCR, mediante la amplificacién del fragmento
cytb del citocromo b.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccién de las muestras fecales

El estudio se realizé en el centro norte de la provincia de Pichincha,
a 25 kilbmetros al norte de Quito, en Ecuador (0° 02 17” N, 78°
27" 47" O), especificamente en las dreas protegidas de la Reserva
Geobotdanica Pululahua situada a 2 250 metros sobre el nivel del mar.

Se recolectaron 32 muestras de heces de lobo de pdramo durante
los meses de agosto y septiembre de 2015. Las heces fecales fueron
tomadas con guantes de nitrilo, depositadas en fundas plésticas
herméticas y etfiquetadas con la siguiente informacién: cédigo,
categoria, fecha, lugar de muestreo y coordenadas geograficas (GPS
map 76), segun el protocolo de Quinga et al. (2012). Las muestras
fueron colocadas en una nevera portdtil hasta el transporte al sitio de
almacenamiento definitivo.
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Almacenamiento de las heces fecales Andlisis morfolégico de las muestras fecales

Durante la recoleccién en campo, se diferenciaron las heces de lobo
de pdramo de ofras especies de animales, como felinos, utilizando
claves de identificaciéon basadas en caracteristicas generales de las
heces de carnivoros cordilleranos. Se evaluaron pardmetros como
forma, contenido y lugar de recoleccién (Tabla 1).

Las muestras de heces fecales fueron almacenadas en el laboratorio de
Biotecnologia Animal de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, de
acuerdo a la categoria (frescas, semifrescas y secas) a la que pertenecian.
Se almacenaron las muestras secas a femperatura ambiente (25°C) en cajas
Petri para el andlisis dietario del lobo del paramo. A partir de las muestras
semifrescas se tomaron 4 gramos de heces fecales y se almacenaron a
-20°C en fundas herméticas para los subsecuentes andlisis moleculares.

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS ESPE
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Tabla 1. Caracteristicas generales de las heces de acarnivoros de cordillera (Palacios, 2007).

Especie

Gato andino,

Contenido

Pelos, pedazos de huesos

Forma

Heces con
constricciones

Didmetro

Los valores medios
rondan los 18 mm,

Lugar

Generalmente en cuevas
pequenas que acumulan varias

gato de 5 con completa )
. | normalmente pequefos, cercanas y muy icidn d heces, formando letrinas.
pajonal y gato d d | das. T d superposiciéon de Tambié l
e e roedores, y/o plumas marcadas, formando N ambién en ofros ligares
doméstico tamafios entre las dos

Zorros y perros

un “rosario” . cubiertos o al aire libre
especies de gato.
Heces con Los calores medios Generalmente al aire libre, no
Pelos, huesos (pequefios  constricciones aproximados (pero acumuladas, pero pueden
o intermedios, como de separadas, con muchas formar letrinas incluso

liebre), plumas, insectos,
escorpiones

caracteristica
terminacién en
punta.

superposiciones) son
1Tmm para el zorro
colorado.

combinadas con heces de gato.
También se las encuentra sobre
céscaras.

Pelos, pedazos de huesos

(de variados tamafios,

Heces “gatunas” con
constricciones

Tamafo grande o muy

Cuevas espaciosas o al aire
libre, solas o formando letrinas,

" incluyendo porciones rande, didmetro
Puma | d de, d t
Wi cercanas, formando . en la base de perderos, cerca de
i@ grandes como de . medio 35 mm .
n_ﬂ " un rosario. animales cazados
U]’ camélido), plumas.
i
] ) 3 ; Normalmente semienterradas en
: Restos de insectos y Tamafo pequefio, - . ) )
) : El diGmetro medio cuevas chicas localizadas en la
A . escorpiones, las heces fragmentos
Zorrino desde 9-10 mm pero  base de pedreros, puede estar al

w
o~

son frégiles, se
desgranan.

separados sin una
forma determinada

es muy variable.

aire libre en la boca de la
cueva.
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Andlisis dietario del lobo de paramo

Se emplearon pinzas y guantes de nitrilo para separar
residuos animales y vegetales a partir de las heces fecales
secas. La identificacion de los elementos encontrados en las
heces se realizé en colaboracién con el Instituto de Ciencias
Biolégicas de la Escuela Politécnica Nacional, donde se
compararon con especimenes de la coleccién de mamiferos y
aves, ademds, se emplearon textos de referencia, fotografias
y notas de campo del sitio de muestreo para caracterizar un
elemento particular.

Andlisis molecular de las muestras de heces fecales

Las muestras de heces fecales semifrescas fueron utilizadas
para la extraccion de ADN genémico mediante el método
manual 2 bromuro de cetiltrimetilamonio/cloroformo — alcohol
isoamilico (2CTAB/CAI) descrito por Quinga et al., (2012). Se
evaluaron los pardmetros de concentracién (ng/ul) y calidad
(A 260/280 nm) de las muestras de ADN aislado. Las muestras
de ADN fueron empleadas para el andlisis de identificaciéon
de Lycalopex culpaeus mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Se utilizé heces de lobo (Lycalopex culpaeus)
del Zoolégico de Cuenca Bioparque Amaru como control
positivo y heces de perro (Canis lupus familiaris) como control
negativo de reaccién. Se utilizaron los primers disefiados por
Quinga et al., (2012), especificos para el género Lycalopex
con secuencias 5 -TTCCAGCACCATCCAATATTTCCGC-3" vy
3'-GGCGCCGTTTGCATGTATGTAACG-5" que amplificaban
un fragmento de 200 pb correspondiente al gen citocromo b

(Cytb).

Andlisis estadistico

Se obtuvieron las frecuencias relativas del volumen de muestras
fecales recolectadas en diferentes zonas de la RGP. Los elementos
dietarios identificados de las muestras fecales secas del lobo
de pdramo (Lycalopex culpaeus) fueron clasificados en grupos:
mamiferos, aves, invertebrados, plantas y otros, para obtener la
frecuencia relativa con el software Excel.

Resultados
Zonas de coleccién de las muestras

El drea de estudio abarcéd ecosistemas variados, de los que un
75% corresponde a bosque himedo montano bajo; un 12,5% a
una asociacién de bosque htmedo montano bajo con bosque muy
humedo montano, y un 12,5% a una asociaciéon de bosque seco
montano bajo con bosque himedo montano (MAE SUIA, 2012).

Se colectaron 32 muestras de heces fecales a lo largo de los
senderos de las zonas de Reventazén, Pondona, Caldera o Crater,
El Chivo, Lulumbamba, Moraspungo, Mauca Quito, y El Placer
(Figura 1). La zona de mayor recoleccién fue Pondofa (12/32)
con un 39% del total de muestras (Figura 2). Este porcentaje
estuvo constituido por heces encontradas en los alrededores del
cerro Pondonfa, cerca de la comunidad San Isidro. La Reventazén
ocupd el segundo lugar con un 26%, mientras que en El Chivo
se encontré un 13%, seguido por en el Crater con 10%. En las
zonas de Moraspungo, El Placer, Mauca Quito y Lulumbamba, se
encontré la menor cantidad de muestras con un 3%.
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Figura 1: Coordenadas geogréficas de los puntos de recoleccién de las muestras de heces fecales del lobo de pdramo
(Lycalopex culpaeus) en la Reserva Geobotdnica Pululahua.
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Andlisis morfolégico de las muestras recolectadas

Uj Siguiendo caracteristicas generales de forma (constricciones y restante fue dificil su descripcién por estar desintegradas. Para el

n-, terminacién en los extremos), se obtuvo que el 50 % de las muestras caso de la presencia o ausencia de constricciones se identificé que

m terminaban en punta, el 40,62 % no tenia punta, y el 9,38 % restante no el 12,5 % de las de muestras fecales presentaban constricciones;

}@))! fue posible la diferenciacion dado que las muestras no se conservaron 12,5 % no las tenfan y el 75 % restante no se pudo diferenciar a

~ integras. El 56,25 % de las heces tienen forma de cuerda, 6,25 % qué grupo pertenecian. Cabe mencionar que todas las muestras
tienen forma de esferas, 21,87 % comprenden colas, y el porcentaje fueron encontradas al aire libre y en senderos.
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Figura 2: Frecuencia de coleccién de las muestras fecales
encontrados en la Reserva Geoboténica Pululahua.
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Andlisis de la dieta del lobo de paramo

De las muestras fecales se recuperaron principalmente huesos, plumas,
unas, pelo, partes de invertebrados y plantas (Figura 3). Se identificé
restos de animales como mamiferos (18 %), aves (7 %), e invertebrados
(10 %). También se hallaron restos de plantas, los cuales representaron
un 26 % del total de alimentos consumidos por el lobo de paramo (L.
culpaeus) que habita la Reserva Geobotdnica Pululahua (Figura 4).

Figura 3. Restos de alimentos identificados en las heces recolectadas dentro
de la Reserva Geobotdnica Pululahua.

A) Restos de huesos, B) restos de escarabajos, C) restos de plumas, D) restos
de pelo, E) restos de plantas, F) restos de animales encontrados en una de
las muestras.

Figura 4. Frecuencia de alimentos identificados como consumo del
lobo de pdramo (L. culpaeus) de la Reserva Geoboténica Pululahua.
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Entre los restos de huesos se encontraron hileras de dientes vy
mandibulas, donde se identificaron especies de ratones silvestres como
Microryzomys minutus, Rhipidomys sp. (cf. latimanus), Reithrodontomys
soderstromi millei, Oligoryzomys sp. y Reithrodontomys soderstromi
(Figura 5A, 5B, 5C). La mandibula de Rhipidomys sp., coincidié con
lo especie Rhipidomys latimanus, conocido cominmente como rata
trepadora de pies anchos. Las ufias y dientes recuperados de los restos
fecales correspondian a zorrillo, posiblemente de la especie Conepatus
semistriatus, (Figura 5D), mientras que las muestras de pelo halladas
coinciden con el conejo de p&ramo Sylvilagus brasiliensis (Figura 5E).

Figura 5. Restos de animales recuperados de heces de lobo
de pdramo en la RGP

Comparacién de mandibulas e hileras de dientes: A) Muestra (lzq.) y coleccién
(Der.) de Rhipidomys sp. (cf. latimanus), B) Muestra (Int.) y coleccién (Ext.) de
Microryzomys minutus, C) Muestra (1zq.) y bibliografia (Der.) de Oligoryzomys
sp. D) Garras y diente de zorrillo (Conepatus semistriatus). E) Pelo de conejo
(Sylvilagus brasiliensis).

Dentro del grupo de las aves se identificé restos de plumas y
huesos pertenecientes al mirlo (Turdus merula, Figura 6A) y gallina
(Gallus gallus, Figura 6B). Se encontré restos de exoesqueleto de
escarabajos del género Platycoelia (Figura 6C) y otros insectos
no identificados. Por otra parte, las plantas observadas (Figura
3D) correspondian a especies silvestres presentes en la zona,
tales como poa (Poa annua), kikuyo (Pennisetum clandestinum)
y otras de la familia Poceae. Adicionalmente, se encontraron
restos de semillas, gusanos, pléstico, papel y otros organismos

(Tabla 2).

Figura 6. Restos de animales recuperados de heces de lobo
de pdramo en la RGP

A) Comparacién de plumas de la muestra (arriba) y colecciéon (abajo) de mirlo
(Turdus merula), B) Raquis y plumas de gallina (Gallus gallus), C) Extremidades
de catzos del género Platycoelia, D) Kikuyo (Pennisetum clandestinum) y poa
(Poa annua), izquierda y derecha, respectivamente.
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Tabla 2: Especies de animales identificadas en la
dieta del lobo de pdramo (Lycalopex culpaeus).

Categoria  Nombre comun Nombre cientifico
Ratén Microryzomys minutus
Zorrillo Conepatus semistriatus
Ratén Rhipidomys sp. (cf. latimanus)
Mamiferos Ratén Reithrodontomys soderstromi millei
Ratén Reithrodontomys soderstromi
Ratén Oligoryzomys sp.
Conejo de pdramo Sylvilagus brasiliensis
Gallina Gallus
Aves Mirlo Turdus merula
Invertebrados  Catzo Platycoelia sp.
Poa Poa annua
Plantas
Kikuyo Pennisetum clandestinum
Astillas de huesos,
&sti
Otros plastico, madera,

piedras, gusanos,
otros.

Figura 7. Resultados electroforesis en gel de agarosa al 0,8% de ADN de
heces de perro y lobo extraido por el método 2CTAB/CAI.

A) Primera electroforesis, donde LOTA y LOTB corresponden a muestras de heces
frescas de lobo de zoolégico, mientras que POTA, PO1B, OP2A, PO2B, PO3A,
PO3B y PO4B provienen de heces semi-secas de perro. B) Segunda electroforesis,
donde LOTA, LO1B, LO2A y LO2B pertenecen a muestras de heces frescas de lobo
de zoolégico y donde LCOO1B, LCOT5A, LCO15A, LCO19A, LCO22B, LCO22A y
LCO19B pertenecen a heces de lobo de la RGP

Tabla 3: Rendimiento de la extraccién de ADN de
heces de Lobo de la RGP, mediante el método 2CTAB/CAI.

Andlisis molecular de las muestras

Se logré extraer satisfactoriamente el ADN de cuatro muestras con un
rendimiento promedio de 1.78 nm (Tabla 3). Las bandas de ADN se
observaron integras, pero con diferencia en su concentracién en las
muestras analizadas (Figura 7) que, de manera general, al comparar
con las bandas de ADN de la muestra de zooldgico (control positivo),
se observé una menor cantidad de ADN obtenido. La muestra LCOO1B
y LCOO19B no presentaron banda de ADN después del revelado.

A A
G [n’;/Du"L'] 260/280 | :;:'L] 260/280
nm nm
LCOO01 37,3 1,55 31,1 1,5
LCO15 195,5 1,7 432,7 1,96
LCO19 410,0 2,13 194,4 1,85
LC022 718,5 1,75 828,3 1,81

A 260/280: Relacién de la absorbancia 260/280 nm. ADN: Acido

desoxirribonucleico.

PRINT:
ISSN 2477-8877
ONLINE:

ISSN 2631-2751

PE

AS ARMADAS

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZ

) VINCULOS




PRINT:
ISSN 2477-8877

ONLINE:
ISSN 2631-2751|

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS ESPE

VINCULOS

®

FiAADAS

AD DE LAS FUERZAS A
o PAnA LA EXCE

ESPE

Andlisis morfolégico, dietario y molecular de heces recolectadas en la Reserva Geobotdnica Pululahua para la identificacién del lobo de paramo.

Estefany Jarrin-Porras, Dayana Sandoval-Morején, Erika Llumiquinga, Cristina Paredes-Machado, Mayra Heredia, Maria Augusta Chéavez-Larrea, Maria Claudia Segovia-Salcedo

* VINCULOS-ESPE (2020) VOL.5, No.3: 33 - 49

Las 4 muestras fueron empleadas para el andlisis por PCR para la
identificacién de Lycalopex culpaeus, en conjunto con el confrol
positivo y el control negativo. El fragmento que se esperé obtener fue
de aproximadamente 200 pb correspondiente al citocromo b (Cytb).
De las 4 muestras, se logré amplificar satisfactoriamente el control
positivo (Figura 8) con una intensidad débil de banda.

Figura 8. Amplificacién del fragmento Cytb a partir del ADN de lobo
de pdramo (Lycalopex culpaeus) obtenidas del zoolégico de Cuenca.
Fragmentos observados en gel de agarosa al 2%.

Db

DISCUSION

La Reserva Geobotdnica Pululahua es un drea protegida que presenta
la particularidad de no solo albergar dentro de su territorio a fauna
silvestre sino también a una comunidad que reside dentro de la
caldera y que ocupa alrededor de 200 hectéreas de tierras agricolas.
La cercania de un asentamiento humano a las especies silvestres
ha demostrado que ocasiona cambios en los comportamientos de
los animales, influyendo por ejemplo en sus patrones reproductivos
(Arroyave Maya et al., 2006) y en su alimentacion (Grandin &
Deesing, 2013), llegando incluso a depender del ser humano para su
sobrevivencia.

En Ecuador, el lobo de paramo habita en la regién Sierra distribuyéndose
en los bosques templados y pdramo de todo el pafs, y puede ocupar
zonas con climas himedos o secos (Urgilés-Verdugo & Gallo V.,
2018). Dentro de la Reserva, se encontré que el lobo de pdramo estd
ampliamente distribuido y que ocupa hdébitats que van desde el bosque
himedo hasta el bosque seco (MAE SUIA, 2012), lo que se evidencio
por la frecuencia en la recoleccién de las muestras de heces en las
diferentes zonas visitadas. La mayor cantidad de muestras de heces
recolectadas fue en los senderos de la zona del Pondofia, las cuales se
encontfraban cerca de la comunidad San Isidro. La cercana convivencia
entre el lobo de pdramo y asentamientos humanos genera cambios
en su comportamiento ya que tiende a agruparse en lugares donde se
encuentre basura humana (Jiménez & Novaro, 2004). En el caso de la
Reserva, la comunidad San Isidro hace responsable al lobo de paramo
por la desaparicién de las gallinas criadas por la comunidad.

La identificacién de heces es una herramienta que permite diferenciar
a qué tipo de animal pertenece la muestra al momento de la colecta
en campo (Halfpenny, 1986), La diferenciacién entre zorros y gatos se
debe prestar especial atencién en la forma y lugar donde se recogen
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(Gibbons, 2003; Palacios, 2007). Ciertas caracteristicas ayudan
a distinguir heces de especies de animales cuya forma depende de
la alimentacién de cada animal (Chame, 2003), por ejemplo, los
herbivoros depositan heces de mayor volumen y forma redonda,
mientras que carnivoros, como L. culpaeus, presentan heces en forma
de cuerda (cilindro alargado), con una terminacién afilada, en punta
(Lastra, 2001) o forma de colas (Halfpenny, 1986). Una manera de
diferenciar entre gatos andinos y zorros o lobos de pdramo es por las
constricciones en sus heces, donde los primeros poseen segmentaciones
cortas a manera de rosario, mientras que en los segundos las heces
presentan constricciones separadas (Palacios, 2007).

Las muestras analizadas presentaban caracteristicas de terminacién en
punta y constricciones separadas, y en cuanto a aquellas muestras donde
no se logré distinguir, se considerd como referencia la zona y el lugar (al
aire libre) para determinar que pertenecian a la especie en estudio.

Del andlisis de la dieta se logré determinar que, en su mayoria,
consume mamiferos pequefios como conejos y roedores presentes en
la zona que habita, similar a lo reportado en otros estudios (Beltran-
Ortiz, Cadena-Ortiz, & Brito, 2017), junto con insectos, aves y plantas
(Guzmdn-Sandoval et al., 2007; ZuAiga & Fuenzalida, 2016).

Se encontré coincidencias de Rhipidomys latimanus entre los restos
recuperados, un roedor comUnmente conocido como rata trepadora
de pies anchos (A. Vallejo & Boada, 2017), cuya distribucién
geogrdfica se ha reportado en bosques andinos de elevaciones
medias (450-2 200 m) del centro y este de Colombia, centro-norte
de PerU, bosques frios (3000 m) en Colombia, zonas elevadas del
este de Venezuela (1 600 m-2 422 m) y al este de Panamé (Eisenberg
& Redford Kent H, 1999; Gémez-Laverde, Tirira, & Delgado, 2016;
A. Vallejo & Boada, 2017; D. Wilson & Reeder, 2005). En Ecuador
se ha reportado en zonas centro (D. Wilson & Reeder, 2005) y sur

(Eisenberg & Redford Kent H, 1999) del pais, habita cominmente
en zonas costeras, bosques humedos, secos, templados, tropicales y
subtropicales (A. Vallejo & Boada, 2017), es poco comin en Ecuador
y su ubicacién en la elevacién més alta reportada es de 2 400 m
segun la Lista Roja de la UICN de especies amenazadas (Gémez-
Laverde et al., 2016), coincidiendo con la elevacién promedio (2 480
m) que comprenden los lugares donde se recolectaron las muestras en
la Reserva Geobotdnica Pululahua, siendo otro avistamiento de este
animal en la parte centro-norte de Ecuador.

Se hallé restos de Conepatus semistriatus, un animal carnivoro que
expulsa fluidos de un olor desagradable por sus glandulas anales como
defensa contra depredadores (Walker, 2004). Ya se ha reportado este
tipo de presas entre los restos alimenticios de heces de lobo de paramo
(Guntifas, Lozano, Cisneros, Narvaez, & Armijos, 2017), incluso se ha
reportado restos de Puma concolor (Guntifias et al., 2017), por lo que
surge especulaciones de que este tipo de animal (zorrillo) en vez de
ser cazado, es consumido como carrofa, concordando con Trujillo, F
& Trujillo (2007) quien afirma que el lobo de pdramo en un animal
oportunista que selecciona presas faciles (Trujillo & Trujillo, 2007).

De las 32 muestras analizadas, sélo en dos se encontraron plumas vy
huesos de G. gallus. La comunidad asentada dentro del crater de la
reserva y que posee aves de corral, apuntan al lobo de paramo como
el principal responsable de las desapariciones de sus animales. Este
conflicto hombre-fauna que se establece en la reserva es comuin, sin
embargo, en este estudio se establece que el lobo de pdramo no es el
depredador principal de estas aves domésticas.

El problema en la amplificacién de los fragmentos de citocromo b
de las muestras analizadas se puede explicar debido a problemas en
el protocolo de extraccién de ADN, la pureza de la muestra y en la
conservacién de las muestras previo el andlisis.
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La diferencia de concentracién de ADN que se obtuvo entre las muestras
de perro (control negativo) y lobo de pdramo de zooldgico (control
positivo) se debe principalmente a la dieta. Los lobos de pé&ramo
dentro del zoolégico se alimentan mayoritariomente de proteinas
y carbohidratos, mientras que los perros tienen una alimentacién
balanceada de todos los nutrientes. Segun Quinga et al., (2012), la
presencia de una mayor descomposicion de elementos orgdnicos en
las muestras de zoolégico puede interferir en la extraccién y posterior
amplificacién de ADN.

En la muestra LCOO1B recolectada en la Reserva no se observé la
presencia de banda debido a la edad y a la abundante presencia
de pelo en la muestra de heces, que impidieron recuperar células
epiteliales del lobo para la obtencién de ADN. En el caso de la muestra
LCO19A, a pesar de haberse extraido paralelamente con la muestra
LCO19B, no se presentdé ADN, lo que indica un error del operador al
colocar la muestra en el pocillo (Kuhn, 2011).

En cuanto a la “pureza” de las muestras de ADN exiraidas, la
absorbancia 260/280 se considera un pardmetro para medirla,
siendo aceptable cuando sus valores son de aproximadamente 1.8.
Si este valor es apreciablemente inferior, podria indicar la presencia
de proteinas, fenol u otros contaminantes que absorben fuertemente
longitudes de onda de 280 nm (Matlock, 2015). Debido a que se
obtuvo una relaciéon A 260/280 promedio de 1.78 en las muestras
extraidas a partir de las heces recolectadas en la Reserva, las muestras
de ADN posiblemente presentaron algin contaminante que impidié
la amplificaciéon por PCR. Cuando el ADN tiene menor cantidad de
contaminantes, hay menos probabilidad de incidencia de inhibidores
de PCR, y puede amplificarse mejor (Quinga, Chdvez-Larrea, &
Proafo-Pérez, 2012). La presencia de inhibidores es la principal causa

de que una PCR no funcione, aun cuando hay un suficiente nGmero de
copias de ADN presentes (Alaeddini, 2012).

A pesar de la falta de amplificacién del fragmento de 200 pb esperado, la
presencia del fragmento del control positivo indica que tanto el protocolo
de PCR, asi como de los primers empleados, funcionaron correctamente,
aunque cabe resaltar que la banda del fragmento Cytb que presenté
el control positivo tenia una infensidad débil, es decir, una menor
concentracién de la esperada. Existen diversos factores que pudieron
afectar la reaccién entre la que se encuentra la calidad de ADN.

Adicionalmente, la muestra de zooldgico presentd una pureza promedio
de 1.63, por lo que pudo encontrarse contaminantes que inhibieron
parte de la reaccién. El problema pudo también estar relacionado
con la degradacion del ADN durante el periodo de preparacién del
master mix para la PCR. El ADN es una molécula cuyas propiedades
fisicoquimicas pueden ser modificadas por cambios de temperatura
o contaminantes externos (Dorado, 2015). Las muestras de ADN
extraidas fueron almacenadas a -80 °C, pero al momento de la
preparacién, al ADN se lo mantuvo a temperatura ambiente, ademds
de que pudo existir una contaminacién por error de operacién.
Estos errores pueden resolverse al almacenar la muestra de ADN a
-80 °C hasta completar la preparacién del master mix o se puede
contener al ADN en hielo durante la preparacién. De igual forma, se
puede establecer un protocolo estricto de desinfeccién del drea de
preparacion de la muestra para disminuir los errores del operador.

Dentro de la PCR, la cantidad de MgCl2, polimerasa y primers debe
ser la adecuada para evitar cualquier inhibicién por exceso de reactivos
(Dorado, 2015). En el caso de la PCR de identificacién, las cantidades de
los reactivos fueron calculadas a partir del protocolo de Quinga (2012).
De igual forma, la ausencia o una menor concentracién de primers
pudo evitar que la reaccién continde, generando una menor cantidad de
producto de PCR con respecto al esperado. Es por ello que, para futuros
ensayos, es necesario reestandarizar el protocolo de extraccién de ADN y
el de PCR para la identificacion del lobo de pdramo.
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CONCLUSIONES

Las zonas del Pondofa y La Reventazdn representaron los lugares
de mayor ocurrencia de muestras recolectadas. Con base en el
andlisis morfolégico se logré identificar que las muestras recolectadas
pertenecian a la especie en estudio.

Los alimentos mds consumidos por el lobo de pdramo fueron plantas y
mamiferos pequefos como conejos y roedores de la zona.

En cuanto a la depredacién de gallinas pertenecientes a la comunidad
San Isidro por parte del lobo de padramo, se determiné que estas aves
domeésticas si forman parte de su dieta debido a su facil acceso, sin
embargo, no representan el alimento de preferencia.

También se consideré que se alimenta de carrofa, puesto que se
hallaron restos de zorrillo y mirlo, animales de dificil cacerfa por sus
métodos de defensa y agilidad de vuelo, respectivamente. El lobo de
pdramo es un animal oportunista, que presenta una dieta variada,
dependiendo de la disponibilidad del alimento en la zona.

Mediante los andlisis moleculares no se logré confirmar la especie L.
culpaeus a partir de las muestras de heces recolectadas en la Reserva
debido a factores como inhibidores de PCR, por ello no fue posible
determinar el comportamiento animal de cada una de las muestras
analizadas al empatarlas con las coordenadas de los lugares de
recoleccion.

Estas técnicas de andlisis aplicadas en este estudio demuestran ser una
gran herramienta para la conservacién de especies silvestres, como el
lobo de paramo, que comparten hdbitat con asentamientos humanos.
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