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SINOPSIS

Los estudios genéticos de la especie vulnerable, el manati de las Indias Occidentales
(Trichechus manatus) ha demostrado que esta especie tienen una diversidad genética menor
a la de los guepardos y los pandas. En Guatemala, la conservacién del manati es dificil
porque la poblacion es reducida y enfrenta muchas amenazas. De estas, la caza ilegal aun
no ha sido controlada. Esta situacién promueve la perdida de alelos en la poblacion,
poniendo en riesgo su estabilidad y sobrevivencia. El objetivo de esta investigacion fue el
de estudiar la diversidad genética de los manaties antillanos (7richechus manatus manatus)
en aguas guatemaltecas. La informacidon que fue generada resuelve incognitas sobre el
origen de esta poblacion y evalda los métodos para estudiar la genética del manati.

La investigacion se llevd a cabo en dos sitios importantes para la conservacion de
los manaties antillanos en Guatemala, pero que son ecoldgicamente diferentes. Estos
fueron, la Bahia La Graciosa y Bocas del Polochic, localizados en el departamento de
Izabal. Para prevenir cualquier posible dafio a la poblacién de manaties se utilizaron 3
técnicas de muestreo no invasivas o de invasién minima: la técnica de raspado de piel, la
coleccion de heces y muestras de tejidos de animales muertos. Las técnicas de laboratorio
incluyeron: la extraccion de ADN de tejido y heces, la amplificaciéon de ADN a través de
tecnologia de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), la secuenciacion de la region
control D-loop, y un andlisis de multiples marcadores de microsatélites especificos para la
especie.

Los resultados indican que la poblacion guatemalteca de manaties antillanos tiene
una distribucién bimodal, comprende por los menos dos linajes distintos de la especie
Trichechus manatus. El primer linaje ha sido reportado desde la Florida a las Antillas
mayores, y el otro por todo Mesoamérica. De acuerdo a la evaluaciéon de los métodos de
muestreo, la coleccién de heces fue la mas efectiva de colecta basado en el nimero de
muestras obtenidas y el esfuerzo de campo requerido. Las muestras de heces deben estar
frescas (menos de 2 dias) para maximizar los resultados de PCR. Ademas, es importante
minimizar el tamafio del segmento de los marcadores de PCR debido a que el ADN en
heces se encuentra degradado. Se espera que este estudio incentive otras investigaciones a

nivel nacional y regional para lograr la sobrevivencia de la poblacion del manati.
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ABSTRACT

The study genetic study of the vulnerable species, the West Indian manatee
(Trichechus manatus) has reported a lower genetic diversity than other endangered animals
like the cheetahs and the pandas. In Guatemala the conservation of the manatee is difficult
because the population is reduced due to many anthropogenic factors, such as illegal
hunting. This situation promotes the loss of alleles in the population, putting at risk the
stability and survival of species. The main objective of this investigation was to study the
genetic diversity of the Antillean manatee (7. manatus manatus) on Guatemalan shores.
The information generated helps to improve conservation plans of the Guatemalan manatee
and solves questions about the origin of the population and evaluated methods used to
study the genetics of the manatee.

This investigation was carried out in two sites that are important to the conservation
of the Antillean manatee in Guatemala, but both sites are ecological distinct, la Bahia La
Graciosa and Bocas del Polochic, situated in the department of Izabal. To prevent any
damage to the manatee population, three non invasive or minimally invasive sampling
techniques were employed. The laboratory techniques included: DNA extractions of tissue
and fecal samples, DNA amplification using PCR technology (polymerase chain reaction),
sequencing of the control D-loop region, and the analysis of multiple microsatélite markers
designed specifically for the species.

The results showed that the Guatemalan manatee population has a bimodal
distribution, since it comprises of at least two lineages. They are part of the Florida and
Greater Antilles lineage and also of the Mesoamerican lineage. According to an evaluation
of the field methods, faecal collection proved to be the most effective in terms of the
number of samples collected and the required field effort. On the other hand, these samples
must be fresh (at least 2 days) at the moment of collection in order to maximize PCR
results. Also, it is recommendable to minimize the segment size of the PCR makers used
since the DNA in faecal samples is degraded. This study hopes to promote other
investigation at a national and regional level to secure the survival of the manatee

population.
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I. INTRODUCCION

Durante la ultima década, el avance tecnologico en dreas como la alta produccién
de secuencias genéticas, el andlisis de microsatélites y el muestreo no invasivo, han
contribuido a la expansién del rol de la genética en la conservacién y en el manejo de
vida silvestre (DeSalle & Amato 2004). Esto representa una gran esperanza en la
conservacion de la biodiversidad y particularmente en la recuperacion de poblaciones
amenazadas (O Brien 1994, Taberlet ef al. 1999, Kellogg 2008). Una especie indicadora
de estos esfuerzos es el manati de las Indias Occidentales (Trichechus manatus); esta
especie considerada vulnerable desde 1982 (Thornback & Jenkins 1982) ha sido el
enfoque de varios estudios de genética poblacional con el proposito de mejorar los planes
de manejo y de reintroduccion. En Guatemala, en donde la ecologia del manati atin no se
ha estudiado, el potencial de informacion ofrecido por los andlisis genéticos puede marcar

un gran salto en el entendimiento de la poblacidn y subsecuente conservacion.

A. Antecedentes

1. El rol de la genética en la recuperacion del manati de las Indias Occidentales
(Trichechus manatus). Las técnicas moleculares han sido una herramienta poderosa para
la biologia de la conservacion; esto es porque hacen posible la cuantificacion de la
variacion genética. La diversidad genética es un reflejo del estado o el grado de
adaptacion presente en una poblacion (O’Brien 1994), por lo tanto esta informacion
fundamenta los planes de manejo de las poblaciones silvestres. Ademas, los estudios de
genética molecular permiten evaluar las poblaciones que presentan una baja variabilidad,
identificandolas como poblaciones unicas (Kellogg 2008), y/o a las poblaciones
amenazadas. También, permiten obtener informacion acerca de la historia evolutiva de la
especie; por ejemplo si la poblacién ha pasado por un cuello de botella (O Brien 1994).
La evaluacion del pasado y el estado presente de la especie ayudan a generar una vision
mas amplia sobre cada poblacion y su futuro, y asi formular planes de manejo y de

recuperacion mas eficientes (Kellogg 2008).



Una especie que se ha beneficiado de los avances en los estudios genéticos es el
manati de las Indias Occidentales (Trichechus manatus). Este mamifero marino, conocido
como la vaca marina, se distribuye desde Bahia, Brasil hasta Rhode Island, Estados
Unidos (Quintana-Rizzo & Reynolds III 2010). Desde los afios noventa la proteccién de
esta especie ha sido prioridad para la region del Caribe Occidental y se han hecho muchos
esfuerzos conservacionistas, sin embargo, ha diferido en cada pais (Quintana-Rizzo &
Reynolds IIT 2010). En la mayoria de paises el estado poblacional es desconocido; esto es
porque el tamafio de la poblacién nunca ha sido estimado y la informacién sobre los
patrones de movimiento es imprecisa (Quintana-Rizzo & Reynolds III 2010).

En los dltimos afios en paises donde se cuenta con apoyo infraestructural, como los
Estados Unidos y Brasil, han surgido estudios sobre la filogeografia y filogenia de todo el
género Trichechus (Garcia-Rodriguez et al. 1998, Vianna et al. 2006). Dichos estudios
han esclarecido los procesos evolutivos y la estructura de variacion genética para
Trichechus manatus. Ademas, se identificaron barreras del flujo genético de la especie
(Garcia-Rodriguez et al. 1998, Vianna et al. 2006). Este es un gran paso para la
conservacion del manati, permitiendo asi la formulacion de planes de manejo dirigidos
hacia cada region de variacion.

Conociendo las diferencias genéticas existentes entre los habitats del manati facilita
la implementacién y/o mejoramiento de los programas de reintroduccion. El bienestar y
consecuente propagacion de los genes de un individuo es influido por la compatibilidad
genética entre tal individuo y la poblacién del area de reubicaciéon (Schonewald-Cox et al.
1983). En los dltimos afnos se han derivado propuestas pioneras para la reintroduccién del
manati. Un ejemplo es la iniciacion del proyecto de reintroduccion del manati en la isla de
las Antillas menores, Guadalupe (Reynolds III & Wetzel 2008). La compatibilidad
genética con las poblaciones adyacentes, como Puerto Rico y Trinidad y Tobago junto
con la variabilidad genética de cada individuo a reintroducir serdn criterios esenciales
para escoger a los animales que repoblaran esta isla (Reynolds I1I & Wetzel 2008).

La disciplina que estudia las variables genéticas en una poblacién se denomina,
genética de poblaciones (Hamilton 2009). Esta se basa en la cuantificaciéon de la
variabilidad de los cambios genéticos a través del tiempo con el propdsito de articular una

matriz de predicciones acerca de los procesos bioldgicos que dan paso a la variacién



genética de determinada especie (Hamilton 2009). Por lo tanto, al aplicar tales estudios se
producen beneficios tangibles para la especie, como la optimizacién de su propia
variacién genética, y a la vez provee un enfoque a largo plazo, que es asegurar la

sobrevivencia de una poblacién amenazada o aislada ante cambios estocasticos (O Brien

1994, Kellogg 2008).

2. Estudio de la genética poblacional aplicada a la conservacion. La diversidad
genética estd determinada principalmente por la cantidad de alelos y de genotipos en una
poblacién (Garner et al. 2005). Los marcadores utilizados para medir este tipo de
diversidad son los cromosomas, aloenzimas, ADN mitocondrial y microsatélites. Los mas
utilizados hoy en dia son los marcadores mitocondriales y microsatélites porque poseen
una alta variabilidad, son faciles de utilizar, y la tasa de mutacion es bastante elevada
(Kellogg 2008). Existen diferencias entre estos dos tipos de marcadores, como el origen
del segmento gendmico a estudiar y su tasa de mutacién; por eso se utilizan
simultdneamente para poder generar aspectos distintos sobre la diversidad y estructura de
la poblacidn.

Los marcadores de ADN mitocondrial son utilizados para distinguir relaciones
taxondmicas y pueden diferenciar poblaciones dentro de una misma especie (Kellogg
2008). El genoma en las mitocondrias es haploide; lo que implica que es heredado por
medio del citoplasma del gameto de uno de los padres (herencia uniparental) (Hamilton
2009). Por lo tanto el mismo patrén histérico de descendencia comtn es compartido entre
cada individuo (Hillis ef al. 1996); en otras palabras, la deriva genética queda grabada en
estas regiones (Hamilton 2009). Al estudiar estos marcadores en una especie se observan
las divergencias poblacionales (Hamilton 2009) y esto permite la construccidn de arboles
filogenéticos. Entre los marcadores de mitocondria mas comunes estan los que pertenecen
a la regién control D-loop (Kellogg 2008). Esta region es transmitida por linea materna y
se utiliza para caracterizar haplotipos (conjuntos de diferencias secuenciales) (Kellogg
2008).

La deriva genética y el flujo genético solamente dividen la variabilidad y no dan
paso a ella. La fuente primaria de la variabilidad genética son las mutaciones, el cambio

azaroso del genoma entre los ancestros y la descendencia (Hamilton 2009). Por lo tanto,



para estudiar la variabilidad de una poblacidn se necesitan marcadores de sitios con una
tendencia mas alta a mutar, como los locus polimérficos o mas especificamente los
microsatélites (SSR). Estos son locus de polimorfismos nucleares con repeticiones de
unidades de 2-6 pares de bases (bp) (Kellogg 2008). Estos marcadores proveen suficiente
variabilidad para distinguir genéticamente cada individuo de una poblacion.

Los microsatélites son neutrales en cuanto a la seleccidon natural, y ademds, se
heredan de ambos padres durante la recombinacién, lo cual maximiza su variabilidad
(Kellogg 2008). La abundancia genémica y el alto grado de polimorfismo de los SSR los
hace aptos para el estudio de patrones de evolucion y de variabilidad genética de
poblaciones (Li et al. 2002). El nivel de heterogeneidad o variabilidad entre poblaciones y
dentro de la misma es analizado con el uso de las frecuencias alélicas. Las frecuencias
alélicas son estimados empiricos calculados a través de muestreos directos y
procesamientos posteriores (Hamilton 2009). La comparacién de las frecuencias alélicas
entre cada poblacion de estudio determina si existe un intercambio genético entre tales, es
decir migracién, y por lo tanto determina el grado de estratificacion poblacional
(Hamilton 2009).

La variabilidad genética de una especie disminuye con la reduccién poblacional
(Kellogg 2008, O“Brien 1994). Esto es porque la muerte o extraccion de un individuo de
su habitat disminuye a cero la probabilidad de propagar sus genes; por lo tanto la muerte
habitual a largo plazo disminuye el pozo genético de toda la poblacion. Ademads, si el
tamafo es muy reducido aumenta la probabilidad de que dos individuos emparentados,
con copias de alelos idénticos, se reproduzcan, causando un desbalance en la proporcién
de frecuencias alélicas. Este efecto es conocido como endogamia. La endogamia causa el
incremento en la homocigocidad y consecuentemente la probabilidad de la expresion de
rasgos destructivos para el individuo y la poblacion (Hamilton 2009).

Los efectos de la endogamia damnifican profundamente a los mamiferos por varias
razones. Primero, la densidad poblacional en mamiferos es normalmente baja (Garner et
al. 2005), lo cual los hace vulnerables a cambios demograficos. Por ejemplo, la pérdida
de habitat y la fragmentacion aceleran la reduccién poblacional (Garner et al. 2005).
Segundo, los mediadores de las defensas inmunes en mamiferos dependen de locus con

una extensiva variabilidad genética. Por lo tanto, si disminuye la variabilidad disminuye



la capacidad de crear una respuesta rapida ante la aparicidn de nuevos patdgenos
(O"Brien 1994). En otras palabras la homocigocidad debilita el sistema inmune en
mamiferos y por lo tanto incrementa la susceptibilidad a enfermedades (McClenaghan &
O’Shea 1988, O’Brien 1994). Tercero, en los mamiferos también se ha verificado que la
baja heterocigocidad causa un incremento en el crecimiento fetal retardado, en la

mortalidad juvenil y en la infecundidad (McClenaghan & O’Shea 1988).

3. La genética del manati de las Indias Occidentales (Trichechus manatus). El
manati de las Indias Occidentales (7. manatus) tradicionalmente, se subdivide en dos
subespecies: el manati de la Florida (7. m. latirostris) y el manati antillano (7. m.
manatus). Estas subespecies son diferentes en su distribucion. El manati de la Florida se
encuentra solamente en el sureste de los Estados Unidos mientras que el manati antillano
se encuentra desde las costas y rios de México, hasta el norte de Sur América, e incluye
las costas de las islas caribefias como: Cuba, Reptiblica Dominicana, Haiti, Jamaica y
Puerto Rico, comprendiendo también algunos avistamientos excepcionales en las
Bahamas (Marsh & Lefebrve 1994).

En el campo, las dos subespecies son practicamente indistinguibles, pero se ha
reportado que el manati de la Florida es méas robusto. Esto parece ser una adaptacion para
optimizar el mantenimiento de calor corporal (Rommel & Reynolds III 2000). Es mas
importante sefialar que la identificacion de estas dos subespecies se ha basado
principalmente en diferencias craneales (Quintana-Rizzo & Reynolds III 2010). Sin
embargo, Garcia-Rodriguez (1998) sugiri6 que T. manatus se separa genéticamente en
tres linajes diferentes, poniendo en riesgo esta clasificacion tradicional de la especie
(Garcia-Rodriguez et al. 1998, Kellogg 2008, Quintana-Rizzo & Reynolds III 2010).

La evolucion y la especiacion de la familia Trichechidae atin esta por definirse en su
totalidad y permanece un gran misterio en el estudio de los mamiferos acuaticos. Esto
crea una brecha que limita los estudios genéticos de clados taxonémicos menores. Sin
embargo, si se considera la distribucion de los pocos registros fosiles existentes, es
posible que los Trichechidos méas primitivos hayan aparecido por un aislamiento genético
en Sur América desde el Terciario Medio. Dicha especiacion pudo haber sido

consecuencia de la migracion del grupo ancestral Protosiren Abel, 1907, perteneciente al



reino Tetiano Creticico (Domning 1982). Este reino denomina la fauna y flora alrededor
del mar Tethys que existid en el viejo mundo durante el Jurdsico y Cretacico (Allaby
2008). En 1982, Domning propuso la posible migracién de Trichechidae a Norte América
durante el Pleistoceno temprano, hace 1.3 millones de afios, y esto pudo haber causado la
especiacion de Trichechus manatus, debido a una presiéon para ampliar su nicho
alimentario (Domning 1982).

Los recientes estudios genéticos de Trichechus manatus han logrado trazar una
historia evolutiva mas detallada con respecto al patron de expansion de la especie en el
Caribe y Latinoamérica. Dichos descubrimientos han utilizado principalmente analisis de
ADN mitocondrial (ADNmt), especificamente en la regién control D-loop (Garcia-
Rodriguez et al. 1998, Vianna et al. 2006). Esta regioén es conocida por su capacidad para
acumular mutaciones a un ritmo muy acelerado (Kasamatsu et al. 1971). Hasta el
momento se han registrado 24 haplotipos para la especie, Trichechus manatus (Figura 1)
(Garcia-Rodriguez et al. 1998, Vianna et al. 2006). La distribucién de los mismos indica
una estructuracion filogeografica muy fuerte entre las poblaciones muestreadas.

Los paises que participaron en estos estudios fueron: los Estados Unidos (Florida y
Puerto Rico), México, Colombia, La Reptblica Dominicana, Venezuela, Guyana, Brasil
(Garcia-Rodriguez et al. 1998), Guyana Francesa y Belice (Vianna et al. 2006). Con el
uso de parametros de divergencia secuencial se identificaron tres linajes bastante
concretos entre los haplotipos, y éstos fueron nombrados y clasificados por Vianna
(2006). El primer linaje incluye los haplotipos de A-D (4 en total) y se encuentran
exclusivamente en la Florida, Puerto Rico, La Reptblica Dominicana y Colombia. El
linaje fue nombrado como el cluster I, y corresponde a la Florida, México, Grandes
Antillas, Centro América y la Costa Caribefia de Sur América. El segundo linaje
conocido como el cluster II también se distribuye en México, Centro América, y la costa
Caribefia de Sur América pero no en la Florida; incluye los haplotipos de E-K (6 en
total). Por dltimo, el tercer linaje, cluster III, corresponde a la costa noreste de Sur

América, y representa a los haplotipos que se restringen a Brasil y Guyana.



Figura 1: La distribucién de los 24 haplotipos de Trichechus manatus junto con el tamafio
de muestras colectadas por pais. Las barreras principales del flujo genético son dos: (a)
una que separa las Antillas mayores del resto de poblaciones y (b) otra que separa Guyana

y Brasil de América Latina. Fuente: Vianna et al. 2006.
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Los resultados de los estudios sobre la nueva filogenia de la familia Trichechidae
indican que el factor més influyente en la distribucién genética, es su habitat,
estrictamente costero y ripario, limitando asi las posibilidades de migracion a larga
distancia (Garcia-Rodriguez et al. 1998, Vianna et al. 2006) y separando las poblaciones.
Tomando esto en perspectiva, el manejo, investigacion y conservacion se hace mas
eficiente a nivel de pais, ya que cada pais podria ser habitat de poblaciones
completamente diferenciadas. Dentro del pais, la propagacion genética del manati esta
determinada por las caracteristicas propias del lugar, como los recursos disponibles y

geografia, que a su vez influyen en el comportamiento y movimiento del animal (Garcia-



Rodriguez et al. 1998, Vianna et al. 2006). Por ejemplo, la estructura y diversidad
genética del manati en la Florida y Belice, dos sitios de suma importancia para la
conservacion de la especie, son bastantes diferentes, y una razén son las diferencias en los
factores ambientales.

Los manaties de la Florida migran largas distancias debido al cambio estacional de
temperatura acuatica (Deutsch et al. 2003). En el verano, tienen un rango de distribucioén
hacia el norte, y en el invierno, tienen un rango de distribucién hacia el sur (Deutsch et al.
2003). Este cambio recurrente de temperatura, el consecuente cambio en la salinidad, y
las mareas rojas que brotan en la Florida, obligan a los manaties a desarrollar patrones de
adaptacion. Este ritmo de adaptacién influye en la composicion genética de la poblacion,
ya que a mayor variabilidad genética mayor es el ritmo de adaptacion, y viceversa (Hillis
et al. 1996). Debido a esto la poblacion del manati de la Florida ha demostrado ser una
de las poblaciones del manati con mayor heterocigocidad en cuanto a la diversidad de
microsatélites (McClenaghan & O“Shea 1988). Otra explicacién de la diversidad genética
de esta poblacion es el fuerte flujo genético causado por la misma migracion estacional
(McClenaghan & O“Shea 1988). Este flujo genético incrementa la frecuencia de cada
alelo en la poblacion debido a la constante introduccion de gametos externos o
inmigrantes, sirviendo asi como una fuente de variabilidad para cada hébitat (Hamilton
2009).

El movimiento estacional y flujo genético en la poblacion del manati de la Florida
por otro lado limita la presencia de alelos raros o la formacién de subpoblaciones. Los
estudios de diversidad genética reportan una alta homocigocidad entre las distintas
regiones muestreadas (McClenaghan & O’Shea 1988). Esta ausencia de estratificacion
poblacional o barrera del flujo genético causa que la diversidad genética del manati sea
similar por todo el pais (McClenaghan & O’Shea 1988). Ademas, la poblacion de la
Florida ha pasado por un cuello de botella lo que explica la baja diversidad haplotipica,
solamente se ha registrado un haplotipo. Por lo tanto, en cuanto al ADN mitocondrial es
la poblaciéon de Trichechus manatus menos diversa (Garcia-Rodriguez et al. 1998,
Vianna et al. 2006).

La poblaciéon belicefia de manaties antillanos posee una dindmica y diversidad

genética distinta al manati de la Florida. Esta poblacion, adyacente a la de Guatemala, ha



reportado 3 haplotipos y posee una distribucion bimodal. La distribucion bimodal se debe
a que esta area tiene haplotipos de dos linajes distintos: Cluster I (Florida, México, las
Antillas mayores, Centro América y la costa caribefia de Sur América) y Cluster 2
(México, Centro América y la costa caribefia de Sur América) (Vianna et al. 2006). Sin
embargo, en cuanto a la heterocigocidad nuclear reportada por microsatélites, esta
poblacién es menos diversa que la de la Florida. Dieciséis microsatélites fueron
analizados y detectaron menos alelos que 14 microsatélites estudiados para la poblacion
de la Florida (Hunter et al. 2010a).

Dentro de Belice, se ha identificado dos subpoblaciones de manaties genéticamente
distintas, los cayos de la ciudad de Belice y el Sistema Lagunar Surefio; una zona de
mezcla también se estableci6 dentro de estas dos subpoblaciones (Hunter et al. 2010a). La
estratificacion genética es mas evidente en las diferencias haplotipicas y menor en la
diversidad de microsatélites, lo que implica que existe una migracion ocasional por parte
de los machos y una fuerte fidelidad a los sitos de reproduccién por parte de las hembras
(Hunter et al. 2010a). Esta dindmica poblacional también se ha reportado en México
(Nourisson et al. 2011) y Puerto Rico (Kellogg 2008).

En Guatemala, existen dos areas destacadas por su alta abundancia del manati, La
Reserva de Vida Silvestre (RVS) Bocas del Polochic y la Bahia La Graciosa (Quintana-
Rizzo 2005a, 2005b & 2010). Diferencias ambientales como la salinidad y temperatura
entre estos sitios puede que fomenten una migracion periodica desde la costa hacia aguas
lacustres. Sin embargo, existe una distancia de aproximadamente 91 km entre la RVS
Bocas del Polochic y la Bahia La Graciosa (Google 2012). Esta separacidon baja las
probabilidades de que la migracidn entre estos sitios sea facil y recurrente ya que lo
manaties no acostumbran a migrar largas distancias. Esto puede indicar que la estructura
poblacional del manati en Guatemala puede estar dividida en por lo menos dos
subpoblaciones. Ademads, entre estos dos sitios se encuentra el Golfete, este canal ha
reportado el indice mas alto de trafico de lanchas y més bajo de avistamientos del manati
(Quintana-Rizzo 1993, 2005a, 2005b). Por lo tanto, esta drea puede estar actuando como
una barrera antropogénica al flujo genético.

En la presente investigacion se estudio la diversidad haplotipica de los manaties en

Guatemala para aportar al conocimiento filogeografico de la especie. Se evaluaron y



10

aplicaron dos marcadores, HV1 y CR, para lograr tal objetivo, ambos marcadores
amplifican un segmento de la region control D-loop pero difieren con respecto al tamafio
que amplifican. El marcador HV1 es amplificado por los cebadores L15926 y H16498 (L
y H) y amplifican un segmento de "550 bp y los cebadores CR-4 y CR-5 amplifican un
segmento de 441 bp.

Existen algunas diferencias entre los dos tipos de marcadores, sin embargo, ambos
han sido aplicados en el estudio de diversidad genética de la poblacion del manati; el
marcador H y L fue utilizado en el estudio de Vianna et al. (2006) y el marcador CR-4 y
CR-5 se us6 en la investigacion de Garcia-Rodriguez e al. (1998). H y L fue disefiado
para amplificar segmentos homologos de mas de 100 especies de animales, incluyendo
mamiferos, aves, anfibios, peces y hasta algunos invertebrados (Kocher et al. 1989). Su
amplia aplicabilidad ha conducido a que sea usando con gran frecuencia en
investigaciones de poblacion y de filogenia. Por el otro lado, el marcador CR-4 y CR-5
fue disefiado a partir de segmentos conservados de delfin y de vaca (Southern et al.
1988), por lo tanto este marcador tiene mayor rango de especificidad al genoma del
manati. Esta fue la primera vez que estos marcadores fueron aplicados al estudio de

manaties muestreados en las aguas de Guatemala.

4. Estatus ecolégico de Trichechus manatus en Guatemala. De acuerdo al plan
regional para la conservacion del manati antillano (PNUMA 1995), el habitat para los
manaties en la mayoria de areas de avistamiento en Guatemala parece ser bueno. Sin
embargo, observaciones llevadas a cabo indican que la poblacién es pequefa, porque: 1)
el pais posee el menor porcentaje de costa Atlantica en Centro América y 2) la incidencia
de muertes anuales debido a la caza ilegal mantienen la poblacion baja (PNUMA 1995,
Quintana-Rizzo & Reynolds III 2010). Janson (1977) postul6 una posible distribucién
cercana a la costa y con menos ocurrencia en el norte de Puerto Barrios, Lago de 1zabal y
Rio Dulce. La distribuciéon fue examinada en mas detalle después del primer sondeo aéreo
conducido en toda la costa Atlantica en 1991 (Quintana-Rizzo 1993). Sin embargo, fue
hasta en 1993, que se llevaron a cabo la primera serie de sondeos aéreos con los objetivos
de estimar el tamafio poblacional y establecer las principales areas de distribucién y de

mayor importancia ecoldgica para el manati en Guatemala (Quintana-Rizzo 1993).
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La poblacién promedio de manaties se ha estimado en 53 manaties con un rango de

densidad poblacional entre 0.147 y 0.549 manaties/km”. El Lago de Izabal fue

identificado como el héabitat més importante para los manaties en Guatemala,

especificamente la zona extremo sureste, que comprende desde Punta Chapin hasta el

Cayo Padre (Figura 2). Dicha zona también fue identificada como un sitio importante de

reproduccion (Quintana-Rizzo 1993). Estos mismos sitios fueron re-identificados como

habitats principales para los manaties en estudios llevados a cabo diez afos después

(Quintana-Rizzo 2005a, 2005b). Otro hébitat que fue reconocido por la alta abundancia
de animales es la Bahia La Graciosa (Figura 2) (Quintana-Rizzo 2005a, 2005b, 2010).

Figura 2: Mapa geogrifico del departamento de Izabal, Guatemala. Este mapa sefiala

ambos sitios de estudio (circulos rojos), la Bahia La Graciosa y Bocas del Polochic y

resalta la ubicacion de varios sitios importantes para el manati, un sitio de reproduccion

importante se encuentra entre Cayo Padre y Punta Chapin.
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La Bahia La Graciosa y el Lago de Izabal son areas importantes para el manati. Sin
embargo, se desconoce si existe algin tipo de relacion genética entre los manaties de
ambas areas. Una hipdtesis sugiere que debido a que las aguas de la Bahia La Graciosa
son mds salinas que las del Lago de Izabal, los manaties se desplazan hacia el Lago de
Izabal en busqueda de agua dulce (Quintana-Rizzo 1993). El movimiento de los manaties
en estas aguas puede no ser evidente ya que ellos tienen que pasar por el Golfete, un canal
con una densidad baja de manaties en el pais (Quintana-Rizzo 1993, 2005a, 2005b,
Quintana-Rizzo y Reynolds II1 2010).

5. El uso de técnicas de invasion minima y no invasivas para analisis genéticos.

Las técnicas de muestreo para estudios genéticos de poblaciones de vida silvestre se
dividen en tres: las técnicas destructivas, las no destructivas y las no invasivas o de
invasién minima (Taberlet ef al. 1999). Las técnicas destructivas consisten en sacrificar al
animal, las no destructivas consisten en capturar al animal para extraer una biopsia o
muestra de sangre, y las técnicas no invasivas o de invasion minima consisten en rastros o
raspados de la epidermis del animal que se colectan sin capturarlo o estorbarlo (Taberlet
et al. 1999). De todos los tipos de muestreo de poblaciones silvestres, la extraccion de
tejido y de sangre ha probado ser la méas fécil y factible de procesar (Taberlet et al. 1999).
La técnica invasiva minima extensivamente utilizada para la colecta de biopsias en
mamiferos marinos consiste en lanzar una especie de dardo al animal (Carney et al.
2007). Este dardo esta disefiado para perforar la piel ante el impacto con el animal; el
dardo luego rebota al mar. Desafortunadamente, esta técnica no ha probado ser aplicable
en manaties silvestres debido a que su piel consiste de un cuero muy grueso (Carney et al.
2007). En respuesta, otras técnicas se han desarrollado exitosamente en poblaciones del
manati (Carney et al. 2007 y Muschett et al. 2009), las cuales se detallardn a

continuacion.

a. Técnica de invasiéon minima para el estudio genético del manati. La técnica
de muestreo de invasiéon minima hace uso de animales vivos (Carney et al. 2007). La
ventaja de esta técnica es que permite la determinacidon de relaciones familiares y ofrece

un mejor entendimiento de relaciones sociales al combinarlos con records de foto-



13

identificacién (Carney ef al.2007). La técnica desarrollada especificamente para el manati
consiste en el uso de una vara de PVC de 2 m de largo con un extremo de la vara
sujetando una varilla de aluminio perforada (Figura 3). Esta varilla de aluminio se frota
en el dorso del animal para colectar la muestra de tejido. Los manaties que han sido
expuestos a esta técnica de muestreo no han demostrado efectos negativos mientras los
investigadores permanecieron en el area de estudio (Carney et al. 2007). La técnica ha
demostrado ser exitosa en el manati de la Florida (7. m. latirostris) pero se ha reportado
que solamente puede ser utilizado en areas en donde el manati estd acostumbrado al
contacto humano (Muschett et al. 2009). En la distribucién restante del manati, siendo
desde México hasta el norte de Brasil, incluyendo las islas del Caribe, las poblaciones no
estdn expuestas a un monitoreo intenso como en la Florida, y por lo tanto los manaties
tienden a sumergirse rapidamente al ser avistados (Nowacek et al. 2004, Muschett et al.
2009), haciendo dificil la adquisicion de tejido. Esto desafia la aplicacion de esta técnica

en aguas guatemaltecas.

Figura 3: El tomador de muestra de tejido epidérmico para el manati. (A) El aluminio es
doblado alrededor de una vara de nylon que esta sujeta a un extremo de tubo de PVC de 2
m de largo. (B) El aluminio y la vara tiene un hoyo para poder enroscarlos en la tapadera

del tubo de PVC. (C) Una vista de cerca Fuente: Carney et al. 2007.

b. Técnicas no invasivas. Muchos estudios genéticos utilizan técnicas no invasivas,
debido a que el ADN colectado utilizando estas técnicas ofrece el potencial completo para

cubrir todos los anélisis ofrecidos por la técnica de PCR (Adams et al. 2003, Bellemain e?
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al. 2005, Constable et al. 2001, Gardipee 2007, Taberlet et al. 1999). La fuente de ADN
de técnicas no invasivas incluyen: pelos, heces, orina, plumas, células bucales de comida
regurgitada, piel y cascarones de huevos (Taberlet ef al. 1999).

Las muestras fecales se han utilizado con frecuencia para la aplicacion de
marcadores de identificacion de especie y de linaje, estos estudios se enfocan en el
andlisis de ADN mitocondrial (Taberlet ef al. 1999). Sin embargo, el completo potencial
de los marcadores moleculares incluye el estudio de ADN nuclear. Los marcadores de
ADN nuclear se utilizan para estudios de identificacion de individuos, parentesco,
reconstrucciones de pedigree, identificaciéon de sexo, estimacién de censos y el nivel de
polimorfismos entre y dentro de las poblaciones (Taberlet er al. 1999). La condicion y
naturaleza del ADN encontrado en las heces limita el libre empleo de esta gran gama de
marcadores. Ademds, aunque ya ha habido un gran avance en esta area, todavia existen
muy pocos estudios comprensivos para la aplicacion y procesamiento de muestras fecales
(Taberlet et al. 1999).

Las limitaciones en el procesamiento de heces resultan de una baja calidad de ADN
(Taberlet et al. 1999). El ADN del hospedero se encuentra muy fragmentado debido los
procesos digestivos del animal y subsecuente exposicion al sol, cuyos rayos ultravioleta
degradan el ADN (A. Avalos, com. pers.). La calidad de la extraccién se ve afectada por
una alta cantidad de inhibidores (Taberlet et al. 1999), como las sales biliares y la
bilirrubina (Zhang et al. 2006). También, la concentracién de ADN es normalmente baja
(Taberlet et al. 1999) y ademds, durante la extracciéon existe un alto riesgo de
contaminacion (Taberlet e al. 1999). Estas restricciones se han ido superando desde
1991, al mejorar y proponer nuevos protocolos de extraccion como: el método de
guanidinio tiocianato y silice, el de dos fases acuosas, el método de fenol-cloroformo y el
método Chelex (Zhang et al. 2006). Sin embargo adn existen grandes inconvenientes,
especialmente al aplicarlos a herbivoros (Zhang et al. 2006).

En las muestras de heces es mas ficil obtener resultados analizables con
marcadores de ADN mitocondrial que con microsatélites. Esto es porque en cada célula
existen miles de copias de ADN mitocondrial en comparacion al ADN nuclear que por lo
general solo hay dos en cada célula (Taberlet et al. 1999, Gardipee 2007, Panasci 2009).

Ademas, en 1995, se detectd que la amplificacién de microsatélites en heces, puede
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generar resultados falsos (Taberlet et al. 1999). Cuando un heterocigoto reporta ser
homocigoto puede ser debido a la estocasticidad de muestreo que resulta al pipetear
extractos muy diluidos; este fendmeno se llama ‘pérdida de alelo”. También el
homocigoto a veces resulta ser heterocigoto y se produce un “alelo falso”; esto es por la
presencia de otros artefactos en la extraccion (Taberlet ef al. 1999). En el caso del “alelo
falso” si el individuo en realidad es heterocigoto se podra observar la presencia de tres
bandas y subsecuentemente detectar el error. Se predice que el error de genotipo
normalmente se produce en un 5 por ciento de los resultados, y tiene la capacidad de
cambiar las conclusiones finales de cualquier estudio de diversidad genética (Gardipee
2007, Panasci 2009, Taberlet et al. 1999).

Como ya se ha discutido, las técnicas de muestreo no invasivas representan una
oportunidad extraordinaria para avanzar en el entendimiento de poblaciones silvestres
(Taberlet et al. 1999). Sin embargo, presentan muchas limitaciones que s6lo pueden ser
superadas al invertir tiempo, fondos y sabiduria de laboratorio (Taberlet et al. 1999). A
comparacion de la extraccion de heces, las técnicas convencionales en donde utilizan
tejido o sangre son mucho mas faciles y por lo tanto el factor decisivo en el disefio
muestral son las restricciones de campo (Taberlet et al. 1999). De acuerdo a Taberlet
(1999), la coleccién de heces debe ser considerada en casos donde la captura del animal
no es una opcidn; como es el caso de las poblaciones pequefias y en peligro de extincién y
cuando el comportamiento de la especie es hermético (Taberlet ef al. 1999). El estado en
el cual se halla el manati ejemplifica un caso en donde este tipo de muestreo es
recomendable, ya que es una especie vulnerable y se caracteriza por tener un

comportamiento sigiloso y elusivo (Quintana-Rizzo & Reynolds 111 2010).

B. Justificacion

La poblacién del manati en Guatemala se encuentra en una situacion alarmante. La
densidad poblacional es bastante baja, con un maximo de 0.549 manaties/km? (Quintana-
Rizzo 1993). En otras palabras, hay solamente un manati por cada 2 km? en el lago de
Izabal y en la costa Atlantica de Guatemala. Aun asi, esta especie sigue estando sujeta a

actividades de explotacion, como la caceria ilegal, y a pesar de los esfuerzos, esta
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actividad ilegal no se ha logrado controlar. Para contrarrestar esta situacion es necesario
llevar a cabo planes de conservacién mas efectivos. En la conservacion efectiva de
cualquier especie es necesario llevar a cabo investigacién, para comprender al organismo
y su entorno, estudiar el impacto de los esfuerzos conservacionistas y encontrar nuevos
métodos de trabajo. El presente estudio, enfocado en estudiar la diversidad genética de la
poblacién del manati en Guatemala responde a la necesidad de llevar acabo investigacion
de aplicacion directa y de alto impacto para la conservacion del manati y asi contribuir de
manera significativa a la comprension de la poblacidn, para asegurar la sobrevivencia de
esta especie.

Los fundamentos y el estudio de la genética de poblaciones es un recurso valioso
para la conservacion de especies vulnerables (O“Brien 1994, Taberlet ef al. 1999, Kellogg
2008). Esto es porque permite la identificacién de las poblaciones genéticamente mas
variables y las menos variables, haciendo posible la formulacién de planes de manejo
dirigidos hacia cada tipo de poblacion. De esta forma se optimiza la continua propagacion
de toda la diversidad genética actual de determinada especie. Esto aumenta las
probabilidades de establecer poblaciones futuras genéticamente mas diversas y por lo
tanto mas estables ante cualquier cambio ambiental. Los estudios genéticos de vida
silvestre también son importantes porque generan datos ecologicos esenciales para
entender a determinada especie, como su abundancia, rango geografico, hibridacion, dieta
y presencia de patégenos (Schwartz et al. 2006).

El manati es una especie vulnerable (Thornback & Jenkins 1982) cuyo
comportamiento es elusivo, haciendo dificil la realizaciébn de estudios ecologicos
mediante observaciones directas. Al estudiar la genética de la poblacion del manati en
Guatemala, la conservacidn de este animal dard un gran salto adelante ya que generara
mucha informacién acerca de la dindmica poblacional a través del estudio de 1la
variabilidad genética y la distribucion de tal variabilidad. Esto dara una idea del grado de
estabilidad de la poblacion y los sitios mds importantes para su conservacion. Esto es
esencial para entender la ecologia de la especie a nivel nacional e internacional. El manati
es genéticamente menos variable en los extremos latitudinales de su distribucion, la
Florida y Brasil son los paises con menos variabilidad genética y por lo tanto la regién

centro americana puede o no servir como un puente genético (Quintana-Rizzo &
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Reynolds III 2010). Un anélisis en Guatemala ayudard a la compresion de este dilema
muy importante para la conservacion.

Esta investigacidon representa el tercer estudio de Centro América enfocado en
estudiar la genética poblacional de manaties dentro de un pais. La primera investigacion
fue ejecutada en Panama (Muschett ef al. 2009) y la segunda se basé en Belice (Hunter et
al. 2010a). Todas las poblaciones del manati en Centro América son similares, porque
enfrentan las mismas amenazas, como la caceria ilegal, contaminacién ambiental, ademés
son poco estudiadas. Por lo tanto estos estudios (Muschett et al. 2009, Hunter et al. 2010a
y el presente) van en conjunto hacia la conservacién del manati en paises en vias de
desarrollo.

Es indeterminada la frecuencia de desplazamiento de los manaties fuera del Lago de
Izabal, y en el contexto de que no hubiera un desplazamiento, se pueden dar diferencias
en aspectos conductuales y ecoldgicos dentro de las dos dreas de estudio, El Refugio de
Vida Silvestre Bocas del Polochic y la Bahia La Graciosa. El conocer estas diferencias
ecologicas ayuda a tener un entendimiento mas visionario de la especie, esencial a la hora
de medir cualquier impacto ambiental que pueda afectar a la poblacion. En este caso las
futuras actividades de mineria por ejemplo, pueden causar un dafio severo a la misma. Por
lo tanto, Quintana-Rizzo y Reynolds III (2010) recomiendan la realizacién de tales
evaluaciones ecologicas para poder medir el posible efecto que esta actividad y las que ya
se estin llevando a cabo, como la industria de la palma africana, tendrin en la poblacion
de manaties. Con esto, se postula que a nivel nacional esta investigacion, al rendir una
valoracidén de la diversidad genética de la poblacidn, espera dar una cuantificaciéon
general de la problematica situacion a la que se enfrenta el manati. También espera incitar
otras investigaciones recomendadas para el pais de Guatemala, tales como la aplicacion

de radiotelemetria y analisis de contaminacion.



18

C. Objetivos

1.

General

Estudiar la diversidad genética de la poblaciéon del manati antillano (Trichechus

manatus manatus) en aguas guatemaltecas, especificamente en las dos &reas mas

importantes para la conservacion de la especie en el pais pero ecolégicamente distintas, la

Bahia La Graciosa y Bocas del Polochic, en Izabal.

2.

Especificos

Aportar al primer objetivo especifico de la “Estrategia nacional para la
conservacion del manati y su hébitat”, que dice: “Fomentar el desarrollo de
estudios de investigacion que permitan mejorar el conocimiento del manati, su
habitat y la percepcidn social y cultural del mismo por parte de la poblacion del

departamento de Izabal”.

Evaluar tres técnicas de muestreo de tipo no invasivo o de invasion minima para el
estudio genético de la poblaciéon del manati en Guatemala, tales técnicas son: el

raspado de piel, coleccidn de heces y coleccion de tejido de cadiveres.

Evaluar y desarrollar un protocolo de extraccidon para el andlisis de muestras de

tejido de cadaveres y el andlisis de muestras fecales de manati.

Utilizar y evaluar marcadores de ADN mitocondrial para determinar la
variabilidad haplotipica de la poblaciéon del manati en Guatemala, y realizar
comparaciones cuantitativas con otros paises, de manera que se tenga un mejor

entendimiento de la distribucién de los linajes de la especie.

Aplicar y analizar marcadores de microsatélites para el estudio de la diversidad de
ADN nuclear en la poblacién del manati antillano (Trichechus manatus manatus)

en Guatemala.



II. METODOLOGIA

A. Area de estudio

El trabajo de campo se realiz6 desde julio de 2010 a febrero de 2011. Cada mes se
colectaron muestras de heces y de tejido para su posterior anélisis genético. Las dreas de
muestreo fueron la Bahia La Graciosa y Bocas del Polochic, en el departamento de Izabal.
Estos sitios fueron escogidos porque presentan los mayores indices de avistamiento del
manati y ademéas son ecolégicamente distintos.

La Bahia La Graciosa forma parte del “Refugio de Vida Silvestre de Punta de
Manabique,” decreto 23-2005, que cubre un drea terrestre de 44 km?* ¥ corresponde a las
coordenadas de 15° 51718.50""N y 88° 31°30.48°O (Google 2012). Segun el modelo de
Holdridge, esta reserva se encuentra dentro de la zona de vida Bosque muy Himedo
Subtropical (bmh-S) (Fundacién Mario Dary Rivera FUNDARY et al. 2006). De esta
reserva, dos terceras partes corresponden al drea de ambientes marinos, e incluyen la
Bahia La Graciosa, la Bahia de Amatique y el Golfo de Honduras (Fundacién Mario Dary
Rivera FUNDARY et al. 2006). En esta 4rea se descargan las corrientes de mayor caudal
del pais, por la via de Rio Dulce (Fundacion Mario Dary Rivera FUNDARY et al. 2006).
La Bahia La Graciosa atrapa vastas cantidades de sedimentos, caracteriziandola con una
alta productividad y diversidad bioldgica acuatica (Fundacion Mario Dary Rivera
FUNDARY et al. 2006). Aqui se incluye vegetacion ideal para la alimentacién del
manati, como Thalanssia testudinum, el pasto marino mas dominante en el area, seguido
por Halophila baillonis (Yanez-Arancibia et al. 1999, Galan-Villagran 2006). Ademas, la
calidad del hébitat para el manati es realzada por la baja densidad poblacional humana
presente en la bahia (Quintana-Rizzo & Reynolds III 2010). De acuerdo a los monitoreos
periddicos realizados por medio de avistamiento aéreos, la Bahia La Graciosa es la
segunda drea con estimados més altos de manaties en Guatemala.

La segunda area de estudio, Bocas de Polochic, comprende el “Refugio de Vida
Silvestre Bocas del Polochic”, decreto 38-96, la superficie total de esta reserva esta divida
en 143.60 km” de superficie terrestre y 64 km? de superficie lacustre (El Congreso de la
Repblica de Guatemala 1996). Esta forma parte de los 212.27 km* reconocidos como

sitio RAMSAR. Bocas del Polochic se encuentra dentro de la zona de vida Bosque Muy
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Humedo, de acuerdo a Holdridge (Fundacion Defensores de la Naturaleza 1996) y
constituye varios ecosistemas compuestos por bosques latifoliados, en donde se dan
muchos fendmenos naturales que le otorgan su importancia a la reserva (Fundacion
Defensores de la Naturaleza 2002). El refugio estd localizado en el delta del Rio
Polochic, y se abre en el extremo oeste del Lago de Izabal, entre los paralelos 15° 22705
y 15° 2975577, A las orillas de esta 4rea protegida se sitda el municipio del Estor, 1zabal
(Fundacién Defensores de la Naturaleza 1996). Esta area protegida fue reconocida en
1996 y una de las justificaciones que se utilizdé en determinar su importancia fue su
identificacion como un area de crianza para los manaties (E. Quintana-Rizzo, com. pers.).
El ente encargado del refugio es la Comisién Nacional de Areas Protegidas (CONAP)
pero fue delegado a la Fundacion Defensores de la Naturaleza (El Congreso de la

Republica de Guatemala 1996).

B. Métodos de campo

Los viajes mensuales de campo consistieron en un promedio de cuatro dias en cada
area de estudio. Los manaties fueron localizados y observados utilizando varios métodos
de campo estandarizados para el estudio de la especie. En general, el trabajo de campo
fue organizado para incrementar el tiempo de observacion del animal, optimizar el
acercamiento, e incrementar el éxito de la coleccion de las muestras genéticas. Se
utilizaron cuatro técnicas de campo: los sondeos por lancha, los avistamientos aéreos, el

sonar lateral y la coleccion de muestras.

1. Avistamientos aéreos. El avistamiento aéreo se llevo a cabo desde una avioneta
ultraliviana. Los sondeos se condujeron en base a la técnica de Lefebvre y Kockman
(1991) (Quintana-Rizzo 2005a, 200b), en donde la avioneta vuela a un promedio de
velocidad de 150-160 km/hr. Como consecuencia de un accidente previo usando la
avioneta designada, la altura requerida por la técnica fue modificada de 200 metros a 250
metros, esto fue para dar mas tiempo que el piloto tome control sobre la avioneta. Durante
estos avistamientos, el observador principal (Heidy Garcia, Fundacion Defensores de la

Naturaleza, FDN) iba a la par del piloto (Hans Droege). La avioneta viajaba a 500 metros
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desde la costa y para confirmar la observacion siempre se daban giros para el lado
derecho para beneficiar la vista del observador principal. Al localizar a los manaties, el
observador principal indicaba al equipo de campo ubicado en una lancha tipo tiburonera
la localidad especifica de los animales acelerando la avioneta en el area donde los
animales se encontraban (leer siguiente seccién). El equipo de campo sostuvo una
bandera blanca para indicar la deteccion positiva y una bandera roja para indicar que los
manaties no habian sido detectados. En el primer caso, la sefial también fue utilizada para
indicarle al equipo de la avioneta que podia retirarse. Una vez la avioneta ya no estaba en
el drea de observacion, el seguimiento de los manaties tomaba inicio por el equipo de

campo.

2. Sondeos por lancha. Los monitoreos por lancha se llevaban a cabo en coordinacion
con la técnica del avistamiento aéreo. Se utiliz6 una lancha tiburonera de 25 pies de largo
con un motor 50 de cuatro tiempos. El equipo de campo fue conformado por Grecia
Méndez (Universidad del Valle, UVG), Oscar Machuca (FDN), Arnoldo Chaal (FDN), y
Marco Tulio Milla (FDN). Al recibir la sefial de la avioneta de la ubicacién del manati, la
lancha partié hacia tal sitio y al detectarlo se le indic6 a la avioneta que podia retirarse
(bandera blanca). Durante los seguimientos, todos los miembros enfocaron la vista en el
animal focal. En los casos en donde se encontr6 un grupo, el observador principal (Oscar

Machuca) escogio el animal a seguir.

3. Sonar lateral. Antes de comenzar la fase de campo en Guatemala, se tomd un
curso de entrenamiento del sonar lateral dirigido por el Dr. Leon Oliviera, un experto en
manaties encargado del Proyecto Manati, Tabasco, México. Dicho entrenamiento se llevo
a cabo del 22 al 25 de marzo del afio 2010. EI Dr. Oliviera provey0 clases tedricas al
igual que practicas de campo en las lagunas encerradas de Tabasco. Estas lagunas
proveyeron un ecosistema excelente para familiarizarse con el uso del equipo y ademés
las aguas de dichas lagunas son someras sirviendo como un ecosistema modelo.

El sonar de escaneo lateral fue originalmente disefiado para detectar escuelas de
peces; sin embargo ha llegado a ser popular en el estudio del manati. En este estudio se

utilizdé un sonar de marca Hummingbird® modelo 998 c¢ SI, para detectar manaties
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sumergidos en aguas guatemaltecas. Para determinar la distancia al objeto, este sonar
midi6 el tiempo entre la transmision del haz de sonido y la ola de sonido cuando esta fue
reflejada del objeto. La sefial reflejada se utilizd para poder interpretar la localizacion,
tamafo y composicion del objeto. El sonar de escaneo lateral estuvo equipado con haces
en cada lado que producian franjas muy delgadas que juntas formaban una imagen de alta
resolucién y podian ser vistas a diferentes frecuencias.

Gonzalez-Socoloske (2007) desarrolld la técnica del uso del sonar lateral
especificamente para la deteccion de manaties en aguas someras y oscuras. El equipo
producia una imagen de sombra de derecha a izquierda conforme la lancha pasaba por el
fondo. La composicion del fondo determinaba la intensidad de reflexién; por ejemplo, la
roca y gravilla proveian vistas mas claras que el lodo y la arena. De acuerdo a la técnica,
la lancha viaj6 en linea recta para no distorsionar la imagen producida. Los manaties se
detectaban principalmente porque en la imagen se producia una sombra asociada a ellos
que se forma cuando el manati bloqueaba el haz acustico, dando una buena idea de la

forma y dimension del animal (Gonzalez-Socoloske 2007).

4. Obtencion de muestras para analisis genéticos. Se emplearon tres técnicas de
muestreo para su posterior evaluaciéon genética. Los tipos de muestra que fueron
colectados son heces y tejido. Las técnicas que se emplearon fueron: la coleccion de
muestras de tejidos por medio de un raspado de piel (Carney et al. 2007), la coleccion de
muestras de heces, y la colecciéon de tejidos de animales varados encontrados muertos.
Entre ellas vario mucho el porcentaje de éxito, el esfuerzo en el campo y la calidad de la

muestra.

a. Coleccion de muestras de tejido de manati. La técnica principal de muestreo
en este estudio fue el raspador de piel (Carney et al. 2007), para extraer muestras de la
epidermis del manati desde la lancha. Esta fue la primera vez que dicha técnica fue
utilizada en el pais. Por esta razon, se ejecutd una fase de exploracion para detectar e
implementar las modificaciones necesarias a la técnica, y ademds, establecer la dindmica

del equipo de campo a la hora de tomar la muestra. Como resultado de esto se hicieron
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dos modificaciones principales de la técnica de Carney et al. (2007): 1) en el disefio del

raspador y 2) en el protocolo o plataforma de coleccién de muestra.

Raspador de muestras. El modelo del raspador consistié en un tubo de PVC de 2 m de

largo (Carney et al. 2007). El tubo sostiene una varilla de nylon rodeada por una lamina
de aluminio perforada (Figura 3). Esta lamina de aluminio fue la que rasp6 directamente
la piel del manati. El tamafio de las perforaciones de la ldmina fueron pequefas y con
poca profundidad para minimizar los posibles dafios al animal. En el presente estudio, las
siguientes modificaciones del modelo se hicieron para incrementar las posibilidades de
raspar el tejido de manati.

El tubo se hizo mas largo (aproximadamente 4 metros), y su peso se redujo
utilizando un tubo de aluminio en lugar de PVC. El raspador consistié en una unidad
rectangular de metal de 12 cm de largo y 3 cm de ancho (Figura 4). Se disefié una placa
de plastico de aproximadamente 11 cm de largo y aproximadamente 2 cm de ancho para
insertarla adentro del dispositivo; la placa sirvidé para guardar el tejido depositado al
raspar el animal. Las perforaciones del raspador se hicieron a un costado de la unidad de
metal y se hicieron mas pronunciadas (cambi6é de 1 mm de profundidad a 5 mm) (Carney
et al. 2007) y mas anchas (cambi6 de aproximadamente 2 mm a aproximadamente 5 mm)
para asegurar la obtencion de tejido.

Figura 4: Comparacion del raspador utilizado y disefiado por Carney (2007). (a)
Muestra el disefo original, utilizado por Carney (2007), (b) muestra el raspador abierto y
(c) muestra el raspador cerrado. Las flechas sefialan los hoyos en donde se insertan los

tornillos del tubo que sostiene el raspador.

(b)

(c)




24

1) Plataforma de coleccion de muestras. La técnica original fue disefiada para

colectar las muestras de manati desde una lancha, muelle o dique de mar (Carney et
al.2007). Esto funciona bien en aéreas donde los manaties pueden ser aproximados con
facilidad desde una lancha y desde tierra (Carney et al. 2007). La toma de muestra
original consiste en raspar firmemente la parte dorsal del manati o en una parte libre de
percebes o algas. El raspado es mis facil cuando los animales se encuentran en descanso
o copulando (Carney et al. 2007).

En el presente estudio, durante las observaciones preliminares de campo y
entrevistas hechas a antiguos pescadores, se observé que los manaties en Guatemala
detectan rapidamente el sonido del motor de una lancha y el movimiento de la lancha
sobre las olas. El resultado es que los manaties se sumergen rapidamente por el ruido. Por
esta razon, se decidid cambiar la plataforma utilizada para la coleccidén de muestras. Se
utiliz6 un cayuco sin motor para el acercamiento a remo hacia los manaties. El cayuco se
llevo sujetado a la lancha durante los dias de campo. En el momento de coleccion de
muestras, dos personas (la autora y un guardarecursos) se trasladaban al cayuco donde se
llevaba el raspador y una hielera para almacenar las muestras.

Para perseguir al manati, se establecieron roles en el equipo de campo, de la lancha
y del cayuco; ambos equipos poseian un raspador. La lancha se concentraba en quedarse
en las afueras con el motor apagado, viajando lentamente a remo a una distancia de no
menos de 20 metros de la costa. Mientras que el cayuco viajaba en direccion del area
donde se observaron los manaties para poder raspar el animal.

Cuando la muestra de tejido fue tomada, el raspador se desenrosc6 del tubo de
aluminio y el raspador entero se coloco en un tubo de centrifuga de 50 ml marca Falcon.
El tubo se llen6 con etanol al 75% y 1X TE (pH 8) (10mM Tris, ImM EDTA, pHS)
(Carney et al. 2007) con el propésito de lavar la muestra y fijarla temporalmente. EI tubo
Falcon se rotuldé con un codigo de identificaciéon junto con la fecha de coleccion. Este
luego se almacend en una hielera antes de ser transportado a la estacion bioldgica.
Ademads, para cada muestra se tomaron datos sobre la localizacién geografica, las
condiciones climaticas y la fecha.

En caso de que las extracciones de ADN de las muestras de tejido no fueron

realizadas inmediatamente después de ser colectadas, éstas se trasladaron al fijador
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DMSO salino (Apéndice D) (Carney et al. 2007). La ventaja de este fijador es que puede
ser almacenado temperatura ambiente y ademds ha probado ser uno de los mejores
medios para la preservacion a largo plazo de muestras de tejido de mamiferos (Kilpatrick
2002). El traslado de las muestras de tejido a DMSO salino se llevé a cabo en una mesa
previamente limpiada con etanol al 75%. Eso se hace en la estacion biologica para

después transportar las muestras al laboratorio.

b. Coleccion de muestras de heces de la poblacion del manati. La bisqueda de
muestras de heces se llevo a cabo al final de cada avistamiento. Los sitios donde fue
comun encontrar manaties correspondieron a posibles sitios de alimentacion y por lo
tanto, aqui fue factible encontrar heces flotando en la superficie del agua. Por lo general,
la bisqueda fue ad libitum haciendo un enfoque en encontrar los “cortes de agua” que es
donde se depositan componentes de la superficie del agua, como algas y pastos marinos.
Ademais, se llevo a cabo busquedas en las orillas de los humedales, especificamente
donde habia vegetacion.

Todas las muestras fueron colectadas utilizando bolsas de plastico y guantes de
latex, los cuales fueron descartados después de cada colecta individual. Cada muestra se
colocd en una pesa manual y se anot6 el peso, el tamafio y el color. Las muestras fueron
almacenadas en frascos estériles para muestras fecales utilizando pinzas estériles, para
disminuir las probabilidades de contaminacion. Las heces se fijaron en etanol al 95%
usando una proporcion de 1:3. Todas las muestras se identificaron con: las coordenadas
geograficas del area de colecta, fecha de colecta, nimero de submuestras colectadas,
condiciones climaticas y una descripcién de la zona de colecta (Apéndice A). Las
muestras colectadas fueron almacenadas a temperatura ambiente (Zhang et al. 2006,
Panasci 2009) en el laboratorio de Biotecnologia de la Universidad del Valle de

Guatemala hasta su posterior analisis.

c¢. Coleccion de muestras de tejido de animales varados encontrados muertos.
Se colectaron muestras de tejido de animales varados en los ultimos cinco afios. Cinco
muestras fueron de animales varados encontrados muertos entre los afios 2007-2009.

También se desenterrd el cadaver de una cria difunta en 2008, localizada en el centro de
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rehabilitacién del manati, Wildtracks, Belice. Otra muestra fue tomada de carne fresca de
manati que fue confiscada por CONAP, oficina de Puerto Barrios, durante la ejecucion
del proyecto. En todas las muestras se anotd la procedencia y el método de
almacenamiento en el cual se encontraba la muestra antes de su ingreso al laboratorio de
Biotecnologia, UVG. Este método consistia por lo regular en la congelacion del tejido a
temperatura de -20° C. Las muestras normalmente consistian en recortes del musculo y la

dermis y epidermis del animal.

C. Métodos de laboratorio

Los marcadores de ADN mitocondrial y de ADN nuclear (microsatélites) se
utilizaron para estudiar la diversidad genética y dinamica poblacional del manati. El 80%
de las muestras colectadas fueron muestras de heces (n=29), y el 20% (n=7) fue de tejido
de animales varados muertos. Las muestras de tejido no fueron colectadas frescas y la
naturaleza de las muestras de heces puede limitar la aplicacién de andlisis genético.
Debido a la incertidumbre generada acerca del grado de degradacion de las muestras,
cada fase que conlleva el analisis genético fue evaluada con el propésito de maximizar la
eficiencia de cada una. El andlisis genético en este estudio se dividid y se evalué con
respecto a los siguientes pasos: (1) extraccién de ADN, (2) anélisis de ADN mitocondrial
y (3) andlisis de ADN nuclear (microsatélites). Esta evaluacidon se puede mostrar en un
diagrama de flujo (Figura 5).

El diagrama de flujo describe un sistema de retroalimentaciéon en donde primero las
muestras extraidas se someten a un andlisis de ADN mitocondrial. Si esto prueba ser
positivo se procede a la amplificacién de microsatélites. Si prueba ser negativo, es decir,
no hay amplificacion, se modifica el método de extraccion o las condiciones de PCR. Si
aun no se obtiene una amplificacion, la limitante radica en la naturaleza de la muestra y
por lo tanto el procedimiento no es vélido. Este sistema de andlisis fue aplicado primero a
las muestras de tejido y luego a las muestras de heces para amplificar ADN mitocondrial
y ADN nuclear (microsatélites). En el caso de los microsatélites, las posibles

modificaciones radicaron unicamente en las condiciones de reaccion de PCR.
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Figura 5: Diagrama de flujo demostrando el esquema utilizado para evaluar la factibilidad
de realizar un estudio de andlisis genético en muestras fecales, al igual que en muestras de

tejido de animales varados.
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1. Extraccion de ADN. Los dos tipos de muestra que fueron colectados durante la
fase de campo no son de alta calidad (Gardipee 2003, Carney et al. 2007) como antes
mencionado. El andlisis y los protocolos para estas muestras se han desarrollado en
laboratorios especialmente disefiados para tratar estas muestras complicadas (Gardipee
2003). En este estudio se seleccionaron y modificacion dos protocolos factibles y
aplicables para las muestras (dos para los tejidos y dos para las heces). A continuacion se

detallan los protocolos escogidos junto con las modificaciones aplicadas en el estudio.
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a. Muestra tejidos. La mayoria de las muestras de tejido de manaties obtenidos en
el presente estudio no fueron directamente colectadas por la autora. Por lo tanto, las
condiciones de campo en el momento de la colecta, al igual que el transporte y
almacenamiento fueron inciertas. Ademas, una muestra obtenida por la autora presentaba
un grado de putrefaccion ya avanzado. Debido a la incertidumbre del grado de
descomposicion de todas las muestras de tejido se aplicaron dos protocolos de extraccidon
de ADN. El primer protocolo, fenol: cloroformo (Apéndice D) fue aplicado en caso de
que las muestras se encontraran en condiciones aceptable, el segundo protocolo,
extraccion con silice organico (Apéndice D), fue aplicado para tratar muestras

putrefactas.

1) Protocolo fenol: cloroformo (modificado después de Ausebel et al. 1989). La

técnica de fenol: cloroformo fue utilizada asumiendo que las muestras tenian un grado de
descomposicion bajo y ain poseian una integridad suficientemente alta para poder ser
analizadas por medios convencionales. Esta técnica ha sido ampliamente manejada y es
bastante sencilla. En este estudio consisti6 en agregar un volumen igual de
fenol:cloroformo (1:1) a la muestra acuosa de ADN, esto cre6 dos fases. La fase organica
(ADN) e inorgénica (fenol: cloroformo) se mezclaron utilizando un vortex y luego se
separaron a través de una centrifugacion. El fenol extrajo los compuestos proteicos y el
cloroformo se mezcl6 con el fenol para asegurar la separacién de las fases. E1 ADN que
se encontraba en la fase acuosa se concentré realizando una precipitacién con etanol al

90% y luego al 70%(Walker 1984).

2) Protocolo de silice orginico (modificado después de Hoss y Padbo 1993).

Este método de extraccion fue aplicado asumiendo que las muestras de tejido tenian un
grado de descomposicidon bastante avanzado imposibilitando asi la obtencién de una
amplificacion de ADN; esto es debido a la baja concentracién de ADN de alto peso
molecular en muestras putrefactas. En el método de silice organico primero se agregd una
solucion de extraccidon (5 M Guanidinio tiocianato [GuSCN], 0.1 M Tris-HCL pH 6.4,
0.02 M EDTA pH 8.0 y 1.3% Triton-X) a 1 cm’ de tejido seguido por un periodo de

incubacion (Apéndice D). Esto se hizo con el propésito de eliminar las proteinas. Luego
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de la incubacion se afiadi6 més buffer de extraccién y la mezcla se tratd con una
suspension de silice, el cual purificod y concentré el ADN extraido (Marrero 2009), el
silice se adhiere de forma selectiva a las moléculas de ADN (Hoss & Piibo 1993). El
silice junto con el ADN se depositd al fondo del tubo de centrifuga creando asi un pellet.
Este pellet se someti6 a una serie de lavados, dos veces con 750 ul de buffer de lavado
(10 M GuSCN, 0.1 M Tris-HCL) y dos veces con etanol al 70%. Finalmente, el ADN

luego se eluyo en TE.

b. Muestras fecales. Dos protocolos de extraccion fueron utilizados para analizar
las muestras fecales. Primero se implement6 el protocolo de Zhang et al. (2006) y luego
el de Marrero et al. (2009). El rendimiento de cada protocolo fue comparado tomando en
cuenta la integridad, concentracion y pureza de la extraccion de ADN (este procedimiento
estd detallado en el apéndice). Otras diferencias entre ambos protocolos son: el tiempo de

ejecucion y el costo econdmico.

1) Protocolo de Zhang. El protocolo de Zhang et al. (2006) (Apéndice D)

combina varios pasos de purificacién que incluyen: un pretratamiento con etanol al 95% y
una solucién 1X TE (10mM Tris, ImM EDTA, pH8), un absorbente de inhibidores hecho
de almidén, el método de CTAB (0.7 NaCl, 10% cetyl bromuro de trimethyl-amonio,
CTAB), el método estandar de fenol:cloroformo, y por ultimo el método de guanidinio

tiocianato-silice. A este protocolo se le hicieron las siguientes dos modificaciones:

a) Purificacion con CTAB: Se transfirieron 450 pl en lugar de 650 pl del
sobrenadante a un tubo de centrifuga después de realizar el tratamiento con almidén.
Esto se hizo para no sobrecargar el tubo y poder realizar dos extracciones de una
misma muestra. Las proporciones con respecto a los otros agregados al tubo de

centrifuga fueron mantenidas, 112 pl de NaCl y 188 ul de CTAB.

b) Guanidinio tiocianto-silice: Se obvio el tratamiento con guanidinio

tiocianato-silice debido a la falta de disponibilidad de hidrocloruro de guanidinio y
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una columna de centrifugacion. En lugar de este paso, las extracciones se resuspendieron

en 500 ul de isopropanol a -20° C durante una noche.

2) Protocolo de Marrero. El protocolo de extraccion de Marreo et al. (2009) es

una version del método guanidinio tiocianto-silice. En esta version (Apéndice D), la
muestra primero se agregd a un solucidén de extracciéon (SM de guanidinio tiocianato
(GuSCN), 50 mM Tris-HCL, 0.01 M EDTA y 0.65% de Tritén-X) con el propdsito de
eliminar las proteinas. Esta solucion luego se traté con una suspension de silice (Apéndice
D), que purificéd y concentr6 el ADN extraido (Marrero 2009). Esto sucede porque el
silice se adhiere de forma selectiva a las moléculas de ADN (Hoss & Pididbo 1993). El
silice junto con el ADN se deposit6 al fondo del tubo de centrifuga creando asi un pellet.
Este pellet se someti6 a una serie de lavados, primero con una solucion de lavado de SM
GUSCN y Tris-HCL seguido por etanol al 75%. Los pellets se secaron y luego se agreg6
TE, aqui el ADN se separ6 del pellet de silice y se eluy6 en TE.

2. Amplificaciéon y analisis de ADN mitocondrial. Para el andlisis de ADN
mitocondrial se hicieron ensayos con dos marcadores, el primer ensayo consistid en los
cebadores 115926 (5'-TCAAAGCTTACACCAGTCTTGTAAACC-3") y H16498 (&'
CCTGAAGTAGGAACCAGATG 3') (Kocher et al. 1989), que amplifica un segmento de
aproximadamente 550 pb. El segundo ensayo correspondio6 a CR-5 (5'TCAC
CATCAACACCCAAAGC-3) y CR4 (5-AGATGTCTTATTTAAGAGGAA-3") (Southern et al.
1988) y amplifica 441 pb. En el caso del primer marcador, L. y H, la reacciéon de PCR
estindar fue de 1X de Buffer (marca Novagen) (/0X = 100 mM Tris-HCI pH 9.0 at 25°C,
500 mM KCI, 1% Triton X-100), una concentracion final de 0.15 mM de MgCl
(Novagen), 0.2 mM de cada ANTP, y 1uM de cada cebador y 1.5 U de Taqg polimerasa en
cada reaccion. Se agregd 1 ul de ADN con concentracidon de 100 ng/ul. La reaccién de
PCR inici6 en 94° C durante 5 min, seguido por 35 ciclos de 42° C por 45 s, 72° C por 1
min y 92° C por 30 s, y una extension final fue de 72° por 10 min (Vianna et al. 2006).

El segundo marcador CR-4 y CR-5, la reaccion de PCR consistio de Buffer 1X (Tris-
HCL) (marca Promega), 4 mM de MgCl,, 150 uM de cada dNTPs, 0.3 uM de cada

cebador, 1.5 U de Tag polimerasa (Promega) y una concentracién de 50-100 ng/ul de
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ADN. Las condiciones del PCR fueron, 94° C por 3 min, seguido por 35 ciclos de 94° C
por 1 min, 47° C por 1 min y 72° C por 1 min, y por utltimo una extension final de 72° C
por 1 hora (Garcia-Rodriguez et al. 1998).Un termociclador marca Mastercycler
Eppendorff fue utilizado para ambos marcadores. La temperatura de alineamiento de los
cebadores CR-4 y CR-5 vari6 en cuanto a las muestras de heces, en este caso la
temperatura 6ptima fue de 54° C en lugar de 47° C como fue para las muestras de tejido.

Los productos de PCR se mandaron a secuenciar a la sede de Macrogen Inc.
localizado en Corea. Estos productos fueron secuenciados de forma bidireccional para
asegurar el nivel de confianza de cada nucle6tido. Un producto de PCR fue aceptado para
ser analizado cuando la reaccién de la muestra gener6 una amplificacién clara y en
triplicado. El triplicado se obtuvo haciendo una dilucion de 1/40 pl del primer producto
de PCR amplificado en agua ultrapura. Un microlitro de esta dilucién se sometié a una
reaccion de PCR, como si fuese la extraccion de ADN (Kellogg 2008). Al obtener por lo
menos 50 ul de volumen de reaccién de PCR amplificado se removieron los dNTPs y los
cebadores utilizando el kit de purificacién de marca Novagen (Carnet et al. 2007).

Al obtener las secuencias, éstas fueron sometidas a un andlisis de haplotipos.
Primero los consensus se obtuvieron por alineamiento de las hebras forward y reverse
después de ser editados manualmente utilizando el programa de Sequencher. Las
secuencias de cada individuo fueron editadas y alineadas utilizando el programa Mega 5,
aqui se determinaron los sitios polimorficos asignados de la secuencia de cada muestra. El
objetivo principal de este procedimiento fue la obtencién de la diversidad haplotipica de
la poblacién de manaties en Guatemala por lo tanto se analizaron junto con secuencias

publicadas en GenBank, contribuidas por Vianna et al. (2006).

3. Amplificacion y analisis de microsatélites. Los 45 marcadores de microsatélites
disefiados especificamente para la especie Trichechus manatus fueron desarrollados por
Garcia-Rodriguez et al. (2000), Pause et al. (2007), Hunter et al. (2010b) y Trigali et al.
(2007). De estos marcadores, 3 fueron donados por la Dr. Susan Carney, Hood College
para ser utilizados en el presente andlisis. Estos marcadores fueron Tma FWCO3 (Trigali
et al. 2007), TmaH13 (Hunter et al. 2010b) y TmaKO01 (Pause et al. 2007), éstos ya han

sido aplicados en la subespecie Trichechus manatus latirostris por lo tanto se examin la
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aplicabilidad de estos cebadores a los manatis antillanos, Trichechus manatus manatus.
La reaccion de PCR para todos los marcadores incluye: Buffer IX para Tag polimerasa,
1.5 mM de MgCl,, 1.25 mM de cada dNTP, 0.25 uM de cada cebador y 1.25 U de Taq
polimerasa, en una reacciéon de 25 pl. Las condiciones de PCR estandar fueron de 94°C
por 2 min, 35 ciclos de 94° C por 30 s, una temperatura de alineamiento 6ptima por 30 s,
72° C por 30 s y una extension final de 72° C por 7 min.

Los marcadores fueron disefiados para la subespecie, el manati de la Florida
(Trichechus m. latirostris) y no para el manati antillano (Trichechus m. manatus) por lo
que las mismas condiciones de PCR no son aplicables para 7. m. manatus. Por esta razon,
se inicid los ensayos de PCR para cada marcador con una temperatura de alineamiento
mas baja 52° C para incrementar las posibilidades de generar una amplificacion y
visualizacion de bandas. Después de asegurar la amplificacion se subid la temperatura de
alineamiento para generar mayor especificidad al segmento deseado (S. Carney com.
pers.); esto se hizo porque temperaturas mas altas de alineamiento suelen disminuir la
probabilidad de la aparicion de productos inespecificos. También se estandarizé la
concentracion Optima de ADN para una visualizacion clara de las bandas. Esto fue
ejecutado al realizar una reaccién de PCR en tres muestras escogidas aleatoriamente y
estableciendo concentraciones de 10, 20, 30, 60 y 90 ng/ul de cada muestra. Esto se hizo
en muestras de tejido y de heces. Para cada PCR se confirm6 una amplificacion a través
del proceso de electroforesis, primero en geles de agarosa y luego sometiéndola a un

andlisis de tamano por medio de geles de poliacrilamida (PAGE).

D. Analisis de resultados

Los resultados de este estudio cumplen con tres propdsitos principales: 1) generar
informacion acerca de la diversidad genética del manati en Guatemala, 2) evaluar los
métodos de campo para obtener muestras genéticas de esta especie y 3) evaluar los
métodos de laboratorio del estudio genético del manati. El andlisis de estos objetivos
principales se llevd a cabo de la siguiente forma.

1. Diversidad genética del manati en Guatemala. El analisis de la diversidad
genética del manati en Guatemala se baso en la diversidad haplotipica que presenta esta

poblaciéon. Esto se hizo obteniendo el haplotipo de cada muestra fecal y cada tejido
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secuenciado. Posteriormente se analizd la proporcion de haplotipos encontrados en el
pais. Dicha proporcion fue comparada con la de otras poblaciones de manaties,
incluyendo la de Belice y México. Las comparaciones de los patrones biogeogrificos de
la regidon permitieron desarrollar un entendimiento tedrico del posible origen de la
poblacion guatemalteca de manaties. Ademds, las condiciones para la amplificacién de
muestras de heces y de tejido de microsatélites fueron estandarizadas para la poblacion

de la subespecie, T. m. manatus en Guatemala.

2. Evaluacion de técnicas de muestreo no invasivo y de invasion minima para el
estudio de la diversidad genética de manati. Se hizo una evaluacién de tres métodos de
muestreo: 1) el método de raspado de piel, 2) la coleccion de tejido de animales varados
muertos y 3) la coleccidon de muestras fecales. La determinacion del éxito de cada técnica
de muestreo se basé principalmente en la cantidad de muestras obtenidas y en el nivel de
esfuerzo requerido para la aplicacién de cada técnica. Ademds, se evalud las diferencias
en el éxito de cada método para cada zona de estudio. Basado en estos resultados, se
efectud un analisis cualitativo de los factores que pudieron haber influido en la aplicacion
de cada técnica de muestreo no invasiva o invasiva minima. Estos factores incluyen:
elementos ambientales, caracteristicas de la zona de estudio, comportamiento de la
especie y condiciones de campo para la colecta de las muestras. A partir de este anélisis
se establecieron factores que incrementan la efectividad en la aplicaciéon de cada método

de muestreo.

3. Evaluacion de métodos de laboratorio utilizados para el andlisis de la
diversidad genética del manati. Dos tipos de muestra fueron procesados genéticamente,
el tejido de piel y las heces. La evaluacion de los métodos de laboratorio se realiz6 con el
objetivo de determinar la calidad de cada tipo de muestra y evaluar los protocolos
utilizados para el procesamiento de las mismas. Los métodos de laboratorio analizados
fueron: la extraccién de ADN, amplificacion de ADN mitocondrial y amplificacién de

microsatélite.
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a. Evaluacion de protocolos para extraer ADN de muestras de manati.
Primero se evalto la integridad de la muestra; esto se hizo corriendo 5 pl de cada muestra
extraida en un gel de agarosa al 1% durante 30 minutos y luego se observo el gel a través
de un transiluminador. Para cuantificar la concentracion y la pureza de cada muestra, se
hizo una dilucién de 1/99 pl en agua estéril y se mididé la concentracién y pureza
utilizando un espectrofotometro, Biophotometer plus de marca Eppendorf. La
concentraciéon se midié en nanogramos por microlitro (ng/ul) y la pureza usando una
relacion de absorbancias de luz ultravioleta a longitudes de onda de 260 nm y 280 nm. Un
indice de pureza de ~ 1.8 indica que el ADN se encuentra libre de contaminacién
(ThermoScientific Fecha desconocida). Se analizaron estos factores para cada protocolo
de extraccion; para las muestras de tejido se evalud el protocolo estindar de
fenol:cloroformo (Ausebel ef al. 1989) y el protocolo de silice organico (Hoss y Péidbo
1993). Para las muestras de heces se empled el protocolo de Zhang et al. (2006) y
Marrero et al. (2009). Cada protocolo de extraccion fue comparado y analizado tomando

en cuenta el tiempo de ejecucion y costo.



III. RESULTADOS

Los resultados de este estudio conllevan tres componentes. El componente
principal consiste en informacidn generada acerca de la diversidad genética existente en
la poblacién de manaties en Guatemala. A la par de este estudio se ejecutd una evaluacion
de los métodos utilizados para la obtencion de muestras y también para llevar a cabo un
analisis de ADN mitocondrial y de microsatélites. A continuacion se detallardn los
resultados obtenidos de la diversidad genética del manati en Guatemala y una evaluacion
de las técnicas de muestreo no invasivas o de invasion minima al igual que una

evaluacion del analisis genético de estas muestras.

A. Diversidad genética del manati en Guatemala

Un total de 37 muestras de piel y de heces de manati fueron colectadas en
Guatemala. De éstas, 28 muestras fueron encontradas en la zona costera Atlantica de
Guatemala, especificamente en la Bahia La Graciosa, y 7 muestras fueron colectadas en

el Lago de Izabal o Bocas del Polochic.

1. Analisis de ADN mitocondrial. De las 37 muestras colectadas y analizadas,
amplificaron 22 muestras, de las cuales 4 provenian de muestras de tejido y 18 de heces.
Todas estas muestras fueron colectadas en la zona costera Atlantica de Guatemala. De las
4 muestras de tejido, 3 muestras estaban contaminadas y s6lo 1 fue secuenciada
exitosamente, dando un 25% de éxito en el andlisis de haplotipos de tejidos de animales
varados. Por otro lado, 11 de las 18 muestras de heces eran aptas para el andlisis de
diversidad haplotipica. Esto represent6 un éxito de 61% en el andlisis de diversidad
genética utilizando muestras de heces.

De acuerdo a la diversidad mitocondrial, los haplotipos Al, A4, A3 y J1 fueron
identificados en las muestras de manati colectadas en Guatemala. Cuatro muestras

pertenecieron al haplotipo Al, cuatro muestras al haplotipo J1, tres muestras a A3, una

35
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muestra al haplotipo A4 y una muestra perteneciente a la especie Bubalus bubalis (Bifalo
de agua) (Apéndice B). Los haplotipos encontrados en la presente investigacion han sido
reportados en distintas regiones de América y el Caribe (Vianna et al. 2006) pero en
general se concentran en la parte norte. El haplotipo J1 pertenece al Cluster Il y ha sido
reportado desde México hasta Guyana. Los haplotipos Al, A3 y A4 todos pertenecen al
Cluster I que agrupa haplotipos desde la Florida, México, Grandes Antillas, Centro
América y Sur América (Vianna et al. 2006). El haplotipo Al se ha reportado en la
Florida, La Republica Dominicana y Puerto Rico; A3 se ha reportado solamente en Belice

y el haplotipo A4 se ha encontrado en México y Belice.

2. Analisis de microsatélites. Se obtuvieron las condiciones estindar para la
amplificacion de 4 de las 7 muestras de tejido utilizando los marcadores Tma FWCQO3
(Trigali et al. 2007), TmaH13 (Hunter et al. 2010b) y TmaKO01 (Pause et al. 2007)
(Cuadro 1). Estas condiciones estdndar consisten en la temperatura de alineamiento y la
concentracion de ADN de las muestras. La temperatura de alineamiento es importante ya
que a temperaturas mas altas se favorece una reaccién mas especifica, sin embargo si la
temperatura es muy alta se puede inhibir la amplificacion del segmento deseado. En el
caso de la concentracion, si la concentracidon es muy alta la reaccion de PCR se puede
inhibir, puede ser muy inespecifica o producir bandas muy intensas (gruesas) que no son
aptas para el andlisis de microsatélites. Estas condiciones ideales dependen del tamafo de

fragmento y las repeticiones de motivos en qué consiste cada marcador.

Las condiciones estindar para la amplificacion de cada marcador fueron disefiadas
para amplificar muestras de tejido y de heces de manati sin embargo, solamente se
utilizaron muestras de tejido para establecer tales condiciones. Estas condiciones estandar
no fueron aplicables para las muestras de heces. La razon principal fue porque poseian
una naturaleza distinta. El hecho de que las muestras de heces estaban mas fragmentadas
hizo imposible la aplicacién de las mismas condiciones para que los cebadores se puedan

unir al fragmento deseado.



37

Cuadro 1: Condiciones estandarizadas y caracteristicas de cada microsatélite empleado
para estudiar la diversidad nuclear de la poblacién de manati en Guatemala. Estas

condiciones fueron estandarizadas en muestras de tejido luego aplicadas a las muestras de

heces.
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Tma- F:TCACGCTTGGCCTGCCTCTGCCG 189-204 60 30 (CTG)6TT(CT
FWC03 G) 4TT(CTG)7
R:CTGCAGGGACACCCGTTATGGCA
Tma-Ko01 F:CTATCAAGCGGCATGTTCAA 184-202 60 80 (CT)10(CA)11
R:AGCTTGGGATCGTGTTTGTT
Tma-H13 F: GCATCTTGGAAGATTTTTCCTT 237-253 Programa 80 (TCTA)13

touchdown de 35
ciclos de 58-64°C
R: CACTGACAGATACGTGGTGGA

B. Evaluacion de técnicas de muestreo no invasivo y de invasion
minima para el estudio de la diversidad genética de manati

El nivel del éxito en la aplicacion de cada uno de los métodos de muestreo varié en
cuanto al nimero de muestras obtenidas y el nivel de esfuerzo requerido. Ademads, la
efectividad de cada método de muestreo dependi6 de la zona de estudio. En la Bahia La
Graciosa, el método de coleccidon de heces género mas muestras, 27 de las 29 muestras
encontradas en esta zona consistieron en heces. En las Bocas del Polochic, el método de
muestreo mas eficiente fue la coleccion de tejido de animales varados muertos, ya que se
obtuvieron un total de 5 de las 7 muestras de esta forma en este sitio. El analisis

individual de cada método de muestreo se presenta a continuacion.

1. Método de raspado de piel. Durante el estudio no se obtuvieron muestras de
manati con el método de raspado de piel. Este método requirié mas esfuerzo de desarrollo
en comparacion a los otros dos métodos de colecta y varios factores influyeron en esto.
Las modificaciones del disefio del raspador fueron muy dtiles, porque aumentaron la

agilidad del uso del raspador desde la lancha sobre todo al acercarse el animal porque el
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tubo era mas largo. Sin embargo, en los ocho meses de campo, unicamente tres
acercamientos a aproximadamente 3-5 metros de los manaties desde el cayuco ocurrieron
y fueron en la fase de entrenamiento.

Durante los tres acercamientos si se hubiera podido hacer un raspado si el portador
(yo) hubiera tenido mayor agilidad y practica para hacer dichos acercamientos ya que los
manaties fueron bastante rdpidos y en algunos casos el manati no sali6 del agua. De
acuerdo a esta experiencia adquirida en los primeros dias de la fase de entrenamiento e
informacién obtenida a través del conocimiento local, se disefid una técnica de buisqueda
y acercamiento al animal que se asemejaba a una emboscada. Se llevaba a cabo,
acompafada solamente de un guia turistico muy reconocido en El Estor por su gran
experiencia trabajando con manaties. Esta técnica se desarroll6 solamente en el sitio de
estudio Bocas del Polochic.

La técnica de raspado de piel funciona mejor si se ejecuta bajo una serie de
condiciones. La busqueda de los manaties debe hacerse cuando no hay viento fuerte para
evitar el oleaje. Ademas, la busqueda desde un cayuco es més facil que desde una lancha
ya que el cayuco se puede manejar a remo y esto da mayor agilidad de movimiento y
disminuye el ruido. Al detectar al manati se viaja detrds de él cuidadosamente y cuando
éste sale a la superficie a respirar, el cayuco se acerca lo més riapido posible para lograr un
raspado. Tomando en cuenta estas condiciones, las mejores horas para las salidas de

campo fueron de 7:00 a.m. a 12:00 p.m. La época 6ptima es de marzo a agosto porque
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coincide con la época de apareamiento de los manaties, y durante esta época ellos forman
grupos grandes (Quintana-Rizzo & J.E. Reynolds III 2010) y se vuelven mas dociles.

Durante la ejecucion formal del proyecto no se volvid a tener encuentros cercanos
con los manaties. Esto podria deberse a que la dinamica de trabajo cambid e imposibilito
que la técnica de acercamiento se aplicara en su totalidad durante el proyecto. Uno de los
factores que fueron contraproducentes fue el ruido. Las fuentes del ruido fueron: la
avioneta utilizada para buscar a los manaties, el uso de una lancha mas grade con un
motor més grande, y el propio equipo de campo utilizado durante el proyecto (ej. el sonar
lateral, la escalera de observacion etc.).

Otro factor que afectd para el uso de la técnica de raspado fue el hecho que el
trabajo en el campo se llevé a cabo en conjunto con otra investigacién sobre manaties.
Debido a esto el tiempo y el esfuerzo dedicado al raspado de piel de manati y a la
coleccion de muestras se acortd drasticamente. Sin embargo, tomando en cuenta estos
factores, no se puede afirmar que se hubiera logrado la obtencién de una cantidad de
muestras suficientes para concluir que la aplicacion de este método es factible. Lograr el
acercamiento y seguimiento de manaties es muy delicado, y por lo tanto, es dificil hacer

conclusiones sobre la técnica utilizando tinicamente esta experiencia de campo.

2. Coleccion de tejidos de animales varados encontrados muertos. En total se
obtuvieron 7 muestras de tejido de manaties varados: 5 muestras de Bocas del Polochic y
2 muestras de la zona costera (Puerto Barrios y Punta de Manabique). Cinco de las
muestras eran de manaties muertos encontrados entre los afios 2007-2009, otra muestra
era de una cria de manati difunta en el 2008 y exhumada en el 2010, y otra muestra era de
carne que fue confiscada en el afio 2010. La mayoria de las muestras se encontraban en la
oficina del Consejo Nacional de Areas Protegidas (CONAP) en la ciudad de Guatemala.
Su obtencion requirid la solicitud de dichas muestras a la persona encargada del
departamento de Proteccion de Vida Silvestre.

La falta de control en la preservacion, el almacenamiento y el manejo de las
muestras fue un factor limitante para su andlisis. Por ejemplo, todas las muestras
colectadas, a excepcion de la muestra de la cria de manati, fueron congeladas a -20° C

durante aproximadamente 2 afios; sin embargo, la preservacion criogénica es un método
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de almacenamiento de mediano plazo y no de largo plazo (Zoltan 2010). Ademads, la
mayoria de muestras almacenadas en CONAP no estaban rotuladas. Se le pregunt6 al

encargado acerca del origen de cada muestra, pero no fue certero.

3. Coleccion de heces. El mayor nimero de muestras se obtuvo a través de la
coleccion de heces. Este método es relativamente ficil de implementar, pero es
importante hacer notar que la deteccion y la recolecciéon de heces de manaties requieren
de ciertos factores ambientales que optimizan la cantidad de muestras colectadas. El
nimero de heces colectadas en la Bahia La Graciosa fue de 13.5 veces mas que en Bocas
del Polochic. Es posible que el bajo nimero de heces encontradas en Bocas del Polochic
se deba a la alta densidad de vegetacidn, porque las heces pueden quedar atrapadas entre
las plantas haciendo imposible que salgan a la superficie (Muschett et al. 2009). Ademas,
las heces que se encontraron en Bocas del Polochic tenian un color y apariencia muy
distinta a las encontradas en la Bahia La Graciosa. En Bocas del Polochic las heces eran
mas pequenas, se disociaban rapidamente, y el color era mas oscuro, esto posiblemente es
atribuible al cambio de dieta con los manaties de la zona costera.

En la Bahia La Graciosa se encontraron, en promedio entre 1-2 muestras fecales por
dia de campo, con un miximo de cinco muestras por dia. Las heces se encontraron con
mas frecuencia entre 10:00 a.m. y 3:00 p.m., y particularmente en los “choques de agua”.
Los choques de agua es el nombre coloquial dado a las concentraciones de artefactos
flotando sobre la superficie del agua, normalmente compuestas de detritos oceanicos,
algas marinas, semillas de manglares etc. Esta acumulacién de distintos componentes en
“los choques de agua” actu6 como una fuente de contaminacién para las muestras de
heces, ademas muchas muestras de heces se encontraron juntas. Hubo aproximadamente
5 instantes en donde 2 muestras se encontraron a menos de 10 metros de separacion. Por

otro lado, las heces también se encontraron en las orillas de los humedales.
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C. Evaluacion de métodos de laboratorio utilizados para el analisis

de la diversidad genética del manati

La fase de laboratorio se dividi6 en tres etapas: la extraccion de ADN, el anélisis de
ADN mitocondrial y el andlisis de diversidad genética por medio del uso de
microsatélites. La evaluacion de los métodos de laboratorio se basé en los resultados
generados en las tres etapas ya que esto determind el potencial de uso de cada tipo de
muestra y la maximizacion de la informacién generada acerca de la dindmica poblacional
y genética del manati. Estos resultados fueron generados al aplicar una serie de pruebas
ejecutadas en cada etapa con la intencion de determinar el procedimiento que genera
mejores resultados. En otras palabras cada etapa fue sujeta a prueba y error; en el caso de
la extraccion de ADN, se evaluo el protocolo de extraccion y los marcadores de PCR

fueron evaluados en el andlisis de ADN mitocondrial y en el andlisis de microsatélites.

1. Extraccion de ADN. Esta fase generé mucho esfuerzo de desarrollo debido que
la calidad de las muestras en general fue baja y por lo tanto el protocolo de extraccion
tuvo que ser maximizado en ambos casos. Esta fase fue desarrollada utilizando muchos
factores para ayudar en la toma de decisiones. En general los factores que fueron
evaluados son: calidad de ADN y amplificacion de ADN mitocondrial (L15926 y
H16498, L y H), calidad de extraccion (concentracion y pureza), el tiempo de ejecucion y
precio para ejecutar cada protocolo de extraccidn. Para analizar las muestras de tejido se
utilizd un protocolo estandar, fenol: cloroformo, y otro a base de silice orgéanico. Las

muestras fecales fueron procesadas usando el protocolo Marrero (2009) y Zhang (2006).

a. Muestras de tejido.

1) Amplificacién de ADN mitocondrial y calidad de ADN. Se extrajo y se analizd

7 muestras de tejido de manati en el laboratorio de biologia molecular de la Universidad
del Valle de Guatemala. Estas muestras fueron extraidas usando el protocolo de fenol:
cloroformo (Ausebel ef al. 1989) y el de silice organico (Hoss y Pdidbo 1993). En cuanto

al éxito de amplificacién de los dos protocolos, una muestra amplificé para el marcador



42

L15926 y H16498. Esta muestra fue extraida utilizando el protocolo de silice; y en cuanto
al protocolo fenol: cloroformo no se obtuvo una amplificacion usando este marcador.

La calidad de ADN en las muestras de tejido fue baja (Figura 6). Esto explicé la
dificultad para obtener bandas amplificadas utilizando el marcador L y H. La degradacion
dificulta el andlisis de PCR porque el genoma se fragmenta, bajando asi las
probabilidades para que los cebadores se unan y amplifiquen el segmento deseado (A.
Avalos com. pers). Al observar la degradacién en las muestras, se enfocé esfuerzos en
optimizar la concentracion y pureza del protocolo de extraccidn; con el propdsito de que
la reaccion no se inhibiera. La figura 7 describe las concentraciones y purezas obtenidas

en cada protocolo.

Figura 6: Integridad de muestras de tejido de manati. En la figura se puede observar que
estas muestras no tienen un alto contenido de ADN y ademés esta degradado. El nivel de

degradacion se determina al ver que la mayor concentraciéon de ADN se deposita al fondo

de cada pozo.
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2.) Calidad de extraccién. En total se ejecutd6 33 extracciones utilizando el

protocolo de silice y 29 extracciones con el protocolo de fenol: cloroformo. Se asumi6
que la pureza y la concentracién son independientes de la condicién de cada muestra y
son solamente afectadaspor el protocolo de extraccion. Bajo estos términos, se puede
decir que el protocolo de silice es més efectivo en cuanto a la pureza de ADN. Este
protocolo produce extracciones mas cercanas a 1.8; la mayoria de las muestras se
concentran entre el intervalo de 1.4 a 2, en cambio el protocolo de fenol: cloroformo
produce extracciones con indices mas bajos, entre 1 a 1.6 (Figura 7).

Con respecto a la concentracion, el protocolo de silice produce muestras con
menos ADN, entre “20-200 ng/ul. En cambio, el protocolo de fenol: cloroformo report6d
concentraciones entre ~300-550 ng/ul, sin embargo esta tendencia no es tan clara ya que
también produjo muestras con concentraciones mucho mas bajas. No obstante, el
protocolo de fenol: cloroformo tiene la capacidad de producir concentraciones més altas,
que es mas importante que la pureza porque permite ejecutar mas andlisis de PCR,

siempre y cuando se logre una amplificacion.

Figura 7: Grafica de dispersion de extracciones de tejido de manati utilizando el protocolo

estandar de fenol: cloroformo y un protocolo a base de silice.
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3) Tiempo de ejecucion y costo. Otros factores que influyen en la evaluacion de un

protocolo de extraccién son: el costo y el tiempo de ejecucion. El costo de extraccion de
cada muestra utilizando el protocolo de fenol: cloroformo es de Q 9.59 y el costo
aproximado del protocolo de silice es de Q31.61 (Apéndice E). Ademas, el reactivo
Guanidinio tiocianato, que es fundamental para el protocolo de silice, no es de facil
adquisicion y su uso requiere de mucho cuidado. El reactivo de silice tampoco es de facil
adquisiciéon en un laboratorio basico de genética. Por lo tanto el protocolo de fenol:
cloroformo es menos costoso y mas accesible.

El tiempo requerido para ejecutar el protocolo de fenol: cloroformo es mucho mas
que para el protocolo de silice, ~ 12 horas de diferencia. El tiempo de esfuerzo requerido
para el protocolo de fenol: cloroformo es mas que el doble del requerido para el protocolo
de silice. Sin embargo, la diferencia en tiempo es debido a los tiempos de espera entre
reacciones. La diferencia es cerca de 10 horas mas pero incluye el tiempo necesario para
que la proteinasa K digiera las muestras de tejido y una fase posterior para precipitar el

ADN con isopropanol.

b. Muestras fecales.

1.) Amplificacién de ADN mitocondrial y calidad de ADN. Se procesaron un total de

29 muestras fecales encontradas en la costa atlantica de Guatemala. Las extracciones
genéticas utilizando los protocolos de Zhang (2006) y Marrero (2009) fueron
insatisfactorias para todas las muestras usando PCR con el marcador mitocondrial
L15926 y H16498 (L y H). Ninguno de los dos protocolos produjo indices de pureza
cerca de 1.8; lo que implica que este factor debia ser mejorado para generar resultados
positivos. Las muestras fecales presentan una gran cantidad de inhibidores, por esta razén
el indice de pureza debe ser maximizado. La integridad de ADN en las extracciones
también fue evaluada. Esta fue evaluada junto con muestras fecales frescas de otros
animales silvestres (colectadas ese mismo dia en el zoolégico) (Figura 8).

La electroforesis de integridad indica que el ADN en las muestras fecales esta
degradado; esto se observa en la alta concentracién gendémica en la parte debajo de cada
pozo. Sin embargo, ain se puede observar que hay una alta cantidad de ADN de alto peso

molecular, especialmente en las muestras Ele y 17 BG. También se puede apreciar que la
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integridad de las muestras de manati (preservadas) es similar a la integridad de las
muestras colectadas ese mismo dia. Esto nos confirma que es posible utilizar estas
muestras de manati para realizar un anélisis de PCR, sin embargo no amplificé debido a

los bajos indices de pureza reportados.

Figura 8: Integridad de extracciones fecales de animales de zoologico y muestras de
manati. El pozo Hipo pertenece a una muestra de un hipop6tamo del zooldgico, Ele
pertenece a una muestra de un elefante y Tap de un tapir; las muestras 6 BG y 17 BH son

muestras de manati colectadas durante el estudio.

Hipo Ele 6 177 Tap

Para confirmar que estas extracciones tienen inhibidores de PCR, se llevé a cabo un
analisis usando un marcador que detecta cloroplastos (ccmp7) (Figura 9). Se aplico este
marcador asumiendo que una gran cantidad del ADN extraido proviene de plantas, ya
que los manaties son herbivoros. Este marcador amplifica un segmento mas pequefio que
Ly H (T100 bp) y por lo tanto se asumié que PCR positivo es mas factible.

Se obtuvo una amplificacion en la muestra 5 confirmando asi que hay ADN de
plantas en las extracciones. Sin embargo el hecho que s6lo una muestra amplifico

confirma que las extracciones estan inhibidas. La muestra 5 se extrajo usando el protocolo
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de Marrero (2009), efectivamente, este protocolo reporta mejores purezas. Para mejorar el
grado de pureza en las extracciones, se desarrollo un protocolo en el laboratorio. Este
protocolo se discutird mas adelante; a continuacién se evaluardn ambos protocolos de

extraccion, Zhang (2006) y Marrero (2009).

Figura 9: Productos amplificados de 3 muestras en geles de agarosa al 2%, utilizando
el protocolo de extraccidén de Zhang (2006) (ele, 11 y 17) y 3 muestras utilizando el
protocolo de Marrero (2009) (12, 5, 9), blanco (bl) y control positivo (ct).

12 ele S 17 11 9 bl et

| ——— ccmp”

2.) Tiempo de ejecucidn y costo. Para evaluar las ventajas y desventajas de los

protocolos de Zhang (2006) y Marrero (2009), se analizaron las diferencias en costo y
tiempo. El procesamiento de una muestra fecal usando el protocolo de Zhang (2006)
requirié una inversién de Q 12.36; por el otro lado, el precio por muestra usando el
protocolo de Marrero (2009) fue de Q 6.89 (Apéndice E). El protocolo de Marrero (2009)

es mas barato y requiere menos tiempo de ejecucion.



47

El protocolo Marrero (2009) requiere cerca de 4 veces menos tiempo que el
protocolo de Zhang (2006), sin embargo ambos protocolos pueden ser procesados en un
dia. El protocolo de Zhang (2006) conlleva mas tiempo de incubacién (6 horas) que
tiempo de trabajo (2.5 horas). Ademds, las probabilidades de contaminacién usando el
protocolo Marrero (2009) son menores porque las heces no se manipulan directamente ya
que solamente se moja un papel filtro en el medio de preservacion (etanol al 95%); este
papel filtro es el que se maneja durante la extraccién. A pesar de todas estas ventajas el
rendimiento del protocolo Marrero (2009) con respecto al de Zhang (2006) es mas bajo

(Figura 10).

3.) Calidad de extraccién y “‘nuevo” protocolo de extraccién. Para incrementar la

pureza de las extracciones se adaptd un “nuevo” protocolo que combiné pasos de los dos
protocolos anteriormente mencionados. Esto se hizo asumiendo que al incrementar los
pasos de extraccion se elimina mas inhibidores de PCR de las muestras colectadas. El
nuevo protocolo se ejecutd de acuerdo al protocolo de Zhang (2006) desde el principio
hasta la segunda purificacion con fenol: cloroformo. Después de esta purificacion, en
lugar de resuspender el sobrenadante en isopropanol a -20° C, se aplicé el protocolo
Marrero (2009).Esto se hizo transfiriendo el sobrenadante a un nuevo tubo junto con 800
ul de solucidn de extraccion. Luego de esto se colocd 40 ul de suspension de silice y se
dejo en reposo durante una hora. Después se realizaron multiples lavados y el ADN se
resuspendié en 100 ul de TE (Apéndice D).

Se puede apreciar el incremento en el indice de pureza logrado a través de la
implementacién del “nuevo” protocolo de extraccidn, que reporta datos entre 1.6 a 2.0.
Ambos protocolos, Marrero (2009) y Zhang (2006) reportan indices de pureza entre 1 a
1.4, que no es suficiente para lograr resultados positivos en la reaccidon de PCR (Figura
10). La concentracion reportada por el “nuevo” protocolo es mas alta a la concentracidon
que produce el protocolo de Marrero (2009) y parecida a la que produce el protocolo de
Zhang (2006). Esto es muy importante porque indica que la cantidad de inhibidores
presente en las muestras fecales baja de forma dréstica y a la vez, la concentracion no es

perjudicada por las modificaciones hechas



48

Figura 10: Cambio en el rendimiento en términos de concentracién y pureza en la

extraccion de ADN utilizando el protocolo Zhang (2006), Marrero (2009) y el “nuevo”

protocolo.
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En resumen, el protocolo de Marrero (2009) es mas eficiente en términos de tiempo
de ejecucion, representa menos probabilidades de contaminacién y es menos costoso que
el protocolo de Zhang (2006). No obstante, el protocolo de Zhang (2006) reporta mayores
concentraciones. Ninguno de los dos protocolos aseguran resultados positivos de PCR. El
“nuevo” protocolo representa mas gastos y més consumo de tiempo ya que contiene la
mayoria de reactivos y pasos en los Zhang (2006) y Marrero (2009), pero reporta purezas

cerca de 1.8 que asegura una amplificacion de PCR.

2. Amplificaciéon de ADN mitocondrial. La amplificacién satisfactoria de 6 de las
7 muestras de tejido utilizando los marcadores CR-4 y CR-5 comprob6 que estos son mas

especificos que los otros (L15926 y H16498) para las muestras del manati (Figura 11).
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Ademais, los marcadores CR-4 y CR-5 estan disefiados para amplificar segmentos mas
cortos haciendo que la amplificacion sea mas viable cuando el ADN esta degradado. Al
aplicar una reacciéon de PCR en 3 muestras fecales de extractos de ADN derivados del
“nuevo” protocolo, las 3 produjeron una banda intensa pero también generaron bandas
inespecificas posiblemente derivadas de la presencia de ADN de otros organismos. Este

problema fue resuelto al subir la temperatura de alineamiento hasta 54° C (Figura 12).

Figura 11: Los productos amplificados con el marcador de ADN mitocondrial CR-4 y
CR-5 (Southern et al. 1988). Las muestras de tejido colectados de manaties incluyen: 5
animales varados entre 2007 y 2009 (muestras 2, 3, 5, 6 y 7), una muestra de carne
confiscada en el 2010 (1), y una muestra de cria de manati difunta en 2008 (4). El carril
BI corresponde al blanco y el C- corresponde al control negativo, que es una muestra de

tejido humano.

Bl C- escalera 1 2 3 4 5 6 7

500 pares de bases
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Figura 12: Los productos amplificados de muestras de heces con el uso del marcador CR-4
y CR-5 que muestran la falta de especificidad generada en las muestras. La falta de
especificidad es generada en las tres muestras y no es dependiente de la concentracion ya
que cada una de las tres muestras presenta resultados distintos a concentraciones de 20
ng/ul, 50 ng/ul y 100 ng/ul. Esto podria indicar que este fendémeno es dependiente de la
presencia de ADN de otros organismos en las extracciones. Esta falta de especificidad fue
resuelto al subir la temperatura de alineamiento hasta 54° C (como antes mencionado). El
carril de la escalera corresponde a 100 pb, el carril Bl es el blanco, el C+ corresponde al
control positivo que es tejido de manati y los carriles de 5, 17 y 7 son amplificaciones de

muestras de heces colectadas en la Bahia La Graciosa.

escalera BI C+ 5 17 7

concentracion (ng/ul):20 S0 100 20 S0 100 20 S0 100

3. Analisis de microsatélites. El proceso de estandarizacion dirigido especificamente
hacia las muestras de heces tuvo que ser iniciado debido a la inaplicabilidad de las
condiciones estandar previamente establecidas con tejido. La diferencia mas influyente
entre la amplificacion de las muestras de tejido y de heces fue que las muestras fecales
estaban bastante degradadas, por esta razén el marcador TmaH13 y FWCO03 no amplificé.
En el caso del marcador Tma K01, la mayoria de las muestras si amplificaron pero el grado

de fragmentacion era evidente. Esto hizo imposible la obtencién de una amplificaciéon
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especifica para el fragmento deseado y por lo tanto el anélisis de las muestras utilizando

geles de poliacrilamida no produjo resultados analizables con respecto a la diversidad

genética del manati.

Figura 13: Gel de poliacrilamida mostrando la amplificacién de bandas inespecificas al
aplicar el microsatélite KO1 en extracciones de muestras de heces. Esta figura demuestra la

falta de especificidad y el alto nivel de fragmentacion existente en las muestras de heces. La

banda deseada tiene un peso de aproximadamente 200 pb.

“200 pb




IV. DISCUSION

En los tltimos afios distintos estudios sobre la genética del manati han dado a conocer
la estructura poblacional de la especie (Garcia-Rodriguez et al. 1998, Vianna et al. 2006,
Kellogg 2008, Muschett et al.. 2009, Hunter et al. 2010a, Nourisson et al. 2011). Varios de
dichos estudios se han llevado a cabo en paises cercanos a Guatemala (Panama: Muschett et
al. 2009, Belice: Hunter et al. 2010a y México: Nourisson et al. 2011) y han recomendado
fuertemente la evaluacidn genética de todos los paises de la regidn para formular mejores
planes de conservacion y desarrollar esfuerzos en conjunto. El presente estudio ayudo a
llenar un importante vacio de informacién asi como a estandarizar métodos para estudios
genéticos aplicados a Centro América, acelerando asi los planes de recuperaciéon de la

especie.

A. Filogeografia y diversidad del Trichechus manatus manatus en

Guatemala

1. Analisis de ADN mitocondrial. El bajo nimero de muestras secuenciadas (12
individuos) limit6 las conclusiones acerca de la estructura poblacional del manati antillano
en Guatemala. Sin embargo, es posible hacer algunas afirmaciones sobre la composicion
poblacional de la especie en el pais. En Guatemala, los manaties tienen haplotipos de por lo
menos 2 poblaciones distintas, Cluster I y Cluster II (Vianna et al. 2006). Sin embargo,
debido a que el tamafo de muestra es pequefio, estos resultados no representan toda la
diversidad que puede estar presente en Guatemala.

La presencia de los haplotipos J1, A3 y A4 confirma que los manaties en Guatemala
tienen una genealogia comun con el resto de la poblacién mesoamericana. El haplotipo J1
se ha reportado desde las costas de México hasta Guyana, por lo que tiene un rango
bastante amplio y caracteristico de la region. Ademas, este es uno de los haplotipos de
mayor ocurrencia en la poblaciéon belicefia, ya que conforma el 40% de la poblacién
muestreada genéticamente en este lugar. Belice también tiene un alto porcentaje del
haplotipo A3 y hasta ahora solamente se habia encontrado en ese pais. Por el otro lado el

haplotipo A4 se ha reportado en México y Belice. La colonizacion de estos haplotipos en

53
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aguas guatemaltecas se pudo haber dado por migracion entre las costas mesoamericanas.
Esto concuerda con el comportamiento del manati, no migra largas distancias sino que por
lugares poco hondos (Vianna et al. 2006).

La deteccion del haplotipo Al en 4 de las 12 secuencias analizadas indica que la
poblacién guatemalteca es sitio de dispersion del linaje ancestral norte-americano, Cluster
I. Este haplotipo es el unico reportado para la poblacion de la Florida y es de amplia
distribucion en las Antillas mayores como Puerto Rico y Reptiblica Dominicana (Vianna et
al. 2006 & Kellogg 2008), y también se ha reportado en México (Nourisson ef al. 2011). A
diferencia de los otros haplotipos, la colonizacién del haplotipo A1 pudo haber sido debido
a la migracién de larga distancia. Sin embargo, esto no concuerda con el comportamiento
de migracién del manati; por lo tanto, este hecho puede ser atribuible a eventos
estocasticos.

El analisis mitocondrial de la poblacion belicefia del manati no reporté la presencia
del haplotipo A1 (Hunter et al. 2010a). Ademas, la poblacion de Belice y la subespecie de
la Florida parecen no estar relacionadas, lo cual apoya la clasificacion tradicional de la
especie, Trichechus manatus en T. m. manatus y T. m. latirostris (Hunter et al. 2010a). En
Meéxico, especificamente en el Golfo de México, se ha detectado una minima cantidad de
migrantes de haplotipo Al, posiblemente de la Florida (Nourisson et al. 2011). De igual
forma en la Florida se ha encontrado a dos manaties que comparten un alto porcentaje de
ascendencia (45 y 60%) con individuos del Golfo de México (Nourisson ef al. 2011). Por lo
tanto, podria existir una migracion entre estos dos paises. Otra explicacion de este
fendmeno es que los migrantes provinieron de Cuba y el movimiento ocurre en las grandes
corrientes que existen entre México y Florida que pasan por Cuba. Otro alternativa es que
huracanes y tormentas alteran las corrientes de la costa y sacan a los manaties de sus
hébitats, obligandolos a migrar (Nourisson et al. 2011).

La presencia del haplotipo Al en Guatemala de igual forma puede ser debido a la
migracion por corrientes provenientes de la Florida, México y/o Cuba. Por otra parte,
podria ser que este haplotipo evoluciond en una poblacion de manaties antes de colonizar la
Florida, y por lo tanto, pudo haber colonizado Guatemala. De acuerdo a la historia
biogeogréifica reportada de manaties en la Florida, esta poblacion pas6é por un efecto

fundador; fue colonizada por unos pocos individuos de latitudes menores que migraron



55

durante el dltimo periodo de glaciacion (Vianna et al. 2006). Durante este periodo, el nivel
del océano era aproximadamente 100 metros mas bajo de lo que es ahora, y por lo tanto
algunas areas que presentemente se encuentran bajo de agua, actuaron como barreras
naturales a la dispersion del manati. Tomando esto en cuenta, cuando los manaties con
haplotipo A1 se dispersaron hacia el norte, pudieron haberse atrapado en el Lago de Izabal
creando una poblacion aislada. Cuando el nivel de agua subid, estos manaties pudieron
migrar hacia la costa Atlantica de Guatemala. De esta forma se explicaria la presencia del
haplotipo A1l en La Bahia la Graciosa. Esto, ademas, puede dar evidencia de por lo menos
una migracién ocasional entre el Lago de Izabal y la costa Atlantica de Guatemala; sin
embargo para confirmar esto es necesario detectar la presencia del haplotipo Al en el Lago
de Izabal.

La presencia del Cluster I y Cluster II le da un caracter bimodal a la poblacion de
Guatemala, ya que comprende una mezcla de dos linajes distintos: 1) el linaje de la Florida,
México, Grandes Antillas, Centro América y la Costa Caribefia de Sur América, y 2) el
linaje que corresponde a México, Centro América, y la costa Caribefia de Sur América
(Vianna et al. 2006). De acuerdo a los andlisis filogeografico del manati de las Indias
Occidentales, el parentesco entre las poblaciones de la Florida, México y Belice es muy
limitado (Hunter ef al. 2010a). De esta forma se sefiala la importancia de que los esfuerzos
de manejo y conservacion del manati sean a nivel de pais. Este estudio apoya la nocién de
que los planes de conservacion de los manaties serian Optimos si se disefian

especificamente para la poblacidon guatemalteca.

B. Desempeiio del estudio de diversidad genética del manati en

Guatemala

La implementacion de estudios de genética requiere de expertos, apoyo financiero e
institucional apropiada para poder desarrollarlos efectivamente (Muschett er al. 2009).
Ademas, estos estudios requieren de un tamafio de muestra bastante grande (ej. Hunter et
al. 2010a). El método de colecciéon normalmente es de forma ad [libitum o durante
programas de captura que estan bien desarrollados. Lamentablemente, Guatemala no cuenta

con un programa de este tipo o existe algun avance guiado hacia el desarrollo del mismo
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para la conservacion del manati. Por el momento la disponibilidad de recursos es muy
escasa. También, es importante enfatizar que cualquier programa de captura cientifica
deberia incluir un componente educativo para informar a la poblacidén de los objetivos del
programa. Esto se debe a que la captura ilegal de manaties con fines de caza sigue siendo
un problema en el pais (Herrera et al. 2004).

El presente estudio utiliz6 métodos de muestreo no invasivos 0 minimamente
invasivos para colectar muestras genéticas. Estos métodos evitan efectos negativos a la
poblaciéon de manaties y evita los problemas de logistica de los programas de captura
(Clevenger & Sawaya 2010). Los métodos no invasivos son recomendados en situaciones
en donde la captura del animal es inconcebible, como en el caso de poblaciones pequefias
en peligro de extincidn, y en casos donde el comportamiento del animal es muy elusivo
(Taberlet et al. 1999). Estas dos caracteristicas representan a la poblaciéon del manati en
Guatemala lo que hace viable emplear un método de este tipo para realizar estudios de
genética. Mas adelante se discutird la factibilidad de cada método no invasivo empleado

durante el presente estudio para la evaluacion genética del manati.

1. Métodos de colecta

a. Factibilidad del método de raspado de piel. Este método demostr6 ser
técnicamente y econOmicamente factible porque se logré obtener todos los materiales y los
recursos necesarios para poder implementar el aparato de raspado y aplicarlo en Guatemala.
El disefio y el protocolo para la toma de muestra hacen que no requiera de mucha inversion
econdmica. Sin embargo, la ejecucion del método presentd varias limitaciones debido al
comportamiento muy elusivo de los manaties en Guatemala. A pesar de que se hicieron las
adaptaciones tedricas necesarias no se pudieron implementar al 100% en el campo por lo
que el uso del método de raspado de piel en Guatemala quedo inconcluso.

Una recomendacién a la técnica de acercamiento es mejorar la coordinacién entre el
portador del raspador y el conductor del cayuco. El seguimiento de los manaties se lleva a
cabo por el conductor; él/ella debe tener una idea sobre la orientacion del animal y de qué
lado del cayuco es mas probable que salga a la superficie. Esta informacion debe ser
comunicada al portador del raspador, €l/ella tiene que estar de pie en la punta del cayuco

listo para usar el raspador cuando el manati salga de la superficie. Debido a que los
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manaties en Guatemala han demostrado ser sensibles al sonido, la comunicacién debe ser
llevada a cabo de forma discreta.

Debido a que la técnica de acercamiento Unicamente se ejecutd en Bocas del Polochic
es posible que la técnica no se adapte para la zona costera, la Bahia La Graciosa. Las dos
zonas son muy distintas una a otra, por ejemplo, la Bahia La Graciosa tiende a ser mas
profundo que Bocas del Polochic por lo que puede ser més dificil seguir a los manaties sin
perderlos de vista. Otra diferencia es el oleaje, en la Bahia La Graciosa, por ser costero, se
producen maés olas, lo que dificulta la minimizacién del sonido, haciendo que el cayuco sea
mads detectable por el manati y como consecuencia se sumerja. Sin embargo, esto concuerda
con lo reportado por varios estudios de vertebrados, especialmente mamiferos, en donde las
técnicas de campo varian mucho con respecto al sitio de estudio (Clevenger & Sawaya

2010).

b. Factibilidad de la colecta de tejidos de animales varados. Los eventos de
varamientos proveen una oportunidad para la coleccién de muestras. Las muestras de
tejidos de animales varados son relativamente faciles de colectar en el campo y de utilizar
en el laboratorio. Sin embargo, el sistema de colecta de muestras tiene que ser
estandarizado. En Guatemala existe un protocolo de respuesta a casos de varamiento de
manati; pero los tejidos se han almacenado de diversas formas y esto no permitid el
procesamiento de las pocas muestras existentes. Por el momento, este método de obtencion
de muestras solamente puede ser utilizado de forma complementaria hasta que los métodos
sean totalmente estandarizados.

El potencial de anélisis genético ofrecido por este método es sesgado. Muestras
colectadas de animales muertos no son necesariamente un reflejo exacto de la diversidad
genética actual de la poblacion, sino un reflejo de alelos y diversidad perdida. Sin
embargo, se utilizan con frecuencia y aportan a las predicciones de las frecuencias alélicas
existentes en la poblaciéon. Por otro lado, este método de colecta es econdmicamente
factible, lo que también explica su empleo en muchas investigaciones cientificas.

c. Factibilidad del método de coleccion de heces. Este método probd ser el mas
factible para ser aplicado en aguas guatemaltecas debido a que se reunié un mayor nimero

de muestras colectando heces. En el campo, los recursos y gastos necesarios son minimos
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ya que sOlo requiere etanol y material estéril para almacenar la muestra. También es muy
operable. La hora 6ptima para encontrar heces es al medio dia, en condiciones de poco
oleaje, y directamente después de avistar a un animal. Ademads, las heces frecuentemente se
acumulan en areas donde hay otros materiales flotando.

Este método ofrece la posibilidad de realizar otros estudios como andlisis de dieta,
andlisis de patdgenos, y de toxicologia. También la coleccion de heces representé un i
cenorme de informacion que puede ayudar a tener un mejor entendimiento de la poblacion,
su ecologia, y sus amenazas. El tnico limitante fue el bajo porcentaje de éxito de colecta en
la zona de Bocas del Polochic. Sin embargo, el haber encontrado muestras implica que se
pueden seguir investigando las condiciones que optimizan los hallazgos para aumentar el
nimero de colectas.

Una ventaja de la coleccion de heces del manati es que a la hora de ser colectadas y
fijadas, éstas casi siempre estan frescas, 1-2 dias en la zona costera y horas en la zona de
lago. Lo més probable es que después de este intervalo, las heces empiezan a hundirse o
son ingeridas por algin organismo. Esto es una ventaja porque la edad de la muestra influye
tremendamente en la factibilidad de procesamiento en el laboratorio (Zhang et al. 2006). El
ADN de las heces se degradan rapidamente al estar expuestas al sol (A. Avalos com. pers.).

Existen varias razones que contribuyen al bajo porcentaje de colecta en Bocas del
Polochic (Lago de Izabal). La apariencia de las heces entre la zona del lago y la zona de la
costa es muy distinto, por lo tanto el hecho que se colectd primero heces en la Bahia La
Graciosa sesg0 la busqueda en Bocas del Polochic porque se buscaba material similar al de
la costa. Algunas razones de la falta de hallazgos en Bocas del Polochic podria ser la
presencia de mas biodiversidad en aguas lacustres, posiblemente en este sitio puede que
sirvan como fuente de alimento para peces e invertebrados (Muschett et al. 2009).
También, en Bocas del Polochic las aguas son menos profundas que en la Bahia la
Graciosa, ademds existe mas vegetacion, y por lo tanto las muestras pueden quedar
atrapadas entre las plantas y esto hace que no suban a la superficie (Muschett et al. 2009).

Una especie herbacea en donde se podrian quedar atrapadas las heces de manati es
la Hydrilla verticillata. Esta especie es invasora y de rapida expansion (Consejo Nacional
de Areas Protegidas & Fundacién Defensores de la Naturaleza 2002). En el 2002 se

identifico que el 25% del 4rea total del Lago de Izabal es vulnerable a la colonizacién de
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esta especie y se expande con mas facilidad en aguas poco profundas, que es una
caracteristica del Lago de Izabal (Consejo Nacional de Areas Protegidas & Fundacién
Defensores de la Naturaleza 2002). Ademads, esta especie se caracteriza por su alto dosel
(Consejo Nacional de Areas Protegidas & Fundacién Defensores de la Naturaleza 2002) y
en Bocas del Polochic grandes alfombras de Hydrilla verticillata se pueden observar desde
la superficie. Esto, aparte de limitar la penetracion de la luz a especies nativas, podria

impedir el surgimiento de muestras de heces del manati a la superficie.

2. Métodos de Laboratorio

a. Extraccion de ADN. En general, ha resultado dificil evaluar la calidad de
ADN extraido utilizando métodos convencionales (ej. concentracion y pureza) (Zhang et al.
2006), esto puede ser porque: 1) la cantidad de ADN del animal deseado es muy baja, 2)
aunque la concentracion esté alta, el ADN puede estar muy degradado y no se puede
amplificar y (3) una gran cantidad de ADN puede provenir de microbios. En vista de lo
cual, el pardmetro mas importante para evaluar un método de extraccion es la capacidad de
generar una banda de amplificacion clara y definida. Este parametro fue utilizado y fue el
mas importante en este estudio. El marcador empleado para analizar la capacidad del
protocolo para generar bandas de amplificacién fue, L.15926 y H16498, un marcador de la
region control D-Loop de ADN mitocondrial. Sin embargo, pardmetros como la integridad,
concentracion y pureza genera informacion acerca de la muestra y de la eficiencia del
protocolo de extraccidon. Debido que a los protocolos de extraccion estuvieron sujetos a
cambios, estos factores fueron evaluados durante el estudio.

Todas las limitaciones derivadas de los métodos no invasivos para el anélisis
genético, resultan de una baja cantidad de ADN, baja calidad o integridad, o baja calidad de
la extraccidn, induciendo asi la presencia de inhibidores de PCR (Taberlet ef al. 1999). En
el caso de las muestras de tejido, el mayor problema fue una baja calidad de ADN debido a
que las muestras fueron incorrectamente almacenadas antes de su adquisicion para el
estudio. Para contrarrestar las limitaciones generadas por un ADN muy fragmentado se
tuvo que maximizar la concentracidn y la pureza para generar una condicidon Optima para la

reaccion de PCR. Por el otro lado, el mayor problema con las muestras fecales derivo de
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una alta presencia de inhibidores de PCR. Por esta razon se desarrollé un protocolo para

incrementar los indices de pureza.

1) Evaluacion de métodos de extraccién genética a partir de muestras de tejidos. El

factor determinante al escoger un protocolo de extraccidn es la capacidad que tiene para
generar bandas claras de ADN amplificado. En este caso, el marcador destinado a
determinar tal capacidad fue el de ADN mitocondrial, 115926 y H16498 (L y H).
Solamente el protocolo de silice produjo una banda de amplificacién en una muestra. Sin
embargo, es importante notar que esta muestra era de un grado avanzado de putrefaccion
(de un cadaver enterrado por ~ 2 afios) por lo que no se asegura que la amplificacion sea
efectivamente ADN de manati o de algiin otro organismo (ej. ADN humano). También, al
aplicar otro marcador de ADN mitocondrial (CR-4 y CR-5), varios meses después de las
pruebas, a extracciones de fenol: cloroformo, se produjeron bandas en 5 de las 7 muestras.
Esto demuestra que el marcador que se utiliz6 L y H para comparar, analizar y escoger, un
protocolo de extraccioén no era apto, tomando en cuenta la naturaleza de las muestras que
demostraron estar muy degradadas.

Debido a la inaplicabilidad del marcador L. y H para comparar los resultados de los
protocolos de extraccion, se tomaron en cuenta otros factores importantes, que son: la
calidad de extraccion, precio y tiempo de ejecucion. Tomando estos factores en cuenta, se
determiné que el protocolo de fenol: cloroformo es el més apto para analizar ADN de tejido
de manati en un laboratorio basico de genética. El protocolo de fenol: cloroformo reporta
mayores concentraciones que el protocolo de silice. Esto es importante porque aunque sea
mas laborioso (mayor tiempo de ejecucion), permite hacer mas procedimientos de PCR con
una sola extraccion. También, el costo es menos con el protocolo de fenol: cloroformo,
Q22.00 menos por muestra. Los reactivos que se utilizaron para ejecutar el protocolo de
silice, son mas dificiles de obtener que los reactivos necesarios para el protocolo de fenol:
cloroformo, que es un procedimiento mas aplicable y mas comun. La Unica ventaja que
tiene el protocolo de silice es que produce extracciones mdas puras; sin embargo las
extracciones con fenol: cloroformo generaron bandas claras con el uso del marcador CR- 4
y CR-5 lo que hace que las purezas producidas por este protocolo sea suficiente para lograr

una amplificacion.
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2) Evaluacion de métodos de extracciéon genética a partir de muestras fecales. En el

caso de las muestras fecales, el marcador tampoco fue el apto para evaluar el éxito de
amplificacion de los dos protocolo, Zhang (2006) y Marrero (2009) ya que no se obtuvieron
amplificaciones satisfactorias para las dos. Sin embargo, el mayor problema para el
establecimiento del protocolo de extracciéon fue la presencia de una alta cantidad de
inhibidores en la muestra. Por esta razén, la mejor modificacioén en el procedimiento de
extraccion fue la aplicacion del método de guanidinio tiocianto-silice a extractos
previamente tratados. El pretratamiento elimina una gran cantidad de inhibidores,
especialmente al emplear almidén (Zhang et al. 2006), y cuando el lisado pasa por la fase
de guanidinio tiocianato, este reactivo aglutina las proteinas restantes y el ADN ya en una
solucién con un alto grado de pureza se une selectivamente a la fase de silice (Marrero et
al. 2009). De esta forma la presencia de inhibidores en los extractos se hace casi nula.

Una limitante en la aplicacion de este protocolo es el costo y el tiempo de ejecucion. El
costo es de aproximadamente Q 25.00 por muestra, lo que es mas costoso que el protocolo
de Zhang (2006) y el protocolo de Marrero (2009). Ademas, el “Nuevo” protocolo utiliza
mas guanidinio tiocianto que el protocolo de Marrero (2009), que es un reactivo costoso y
es cancerigeno. Otra limitante es el tiempo de ejecucion, toma ~17 horas haciendo
imposible su procesamiento en un dia. Es un protocolo complicado, sin embargo, los
resultados son buenos; durante las pruebas 3 de 3 muestras fecales amplificaron con el
marcador CR-4 y CR-5.

b. Amplificacion de ADN mitocondrial. La sustituciéon de marcadores de ADN
mitocondrial, 1.15926 y H16498 por CR-4 y CR-5, ayudé de varias formas al avance en el
andlisis. Los marcadores CR-4 y CR-5 incrementan la posibilidad de amplificar el
segmento deseado porque el segmento es de ~ 100 pb menos que L15926 y H16498, por lo
tanto, se aumenta las probabilidades de que los cebadores encuentren este segmento. Es
mas importante mencionar que CR-4 y CR-5 produjo resultados positivos por el hecho de
que son mas especificos al genoma del manati. De esta forma la amplificacion y posterior
andlisis de ADN mitocondrial se hizo factible en las muestras de tejido al igual en las
muestras de heces.

Una limitante en el empleo de muestras de heces para el analisis genético es la

posibilidad de muestrear al mismo animal; sin embargo, al complementar un analisis
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mitocondrial con un estudio de microsatélites se produce suficiente informacién a nivel de
individuo y hace posible la deteccion de muestreos repetidos (Muschett ez al. 2009). La
contaminacién es un factor muy influyente en este estudio. En otro estudio de la genética
del manati usando heces como muestra (Muschett et al. 2009), casi el 50% estaban
contaminados por el humano. En el presente estudio también pudo haber ocurrido este
problema ya que se encontraron heces de humano durante algunos muestreos.

El alto grado de contaminacién encontrado en las muestras de tejido pudo haberse
debido a varios factores y es posible que una mezcla de ellos haya sido la causa. Las
fuentes de contaminacidn para el anélisis mitocondrial se dividen en: el manejo dado en el
laboratorio, colecta de muestras y almacenamiento de las muestras. Cabe mencionar que al
recoger las muestras de tejido en CONAP todas se encontraban juntas y a la par de otro
tipo de muestras, incluso de organismos enteros, como un cocodrilo congelado, las
muestras tampoco estaban en viales apropiados ya que algunos parecian haberse
derramado. Esto pudo haber sido un causante de la contaminaciéon y bajo éxito de

desempefio en las muestras de tejido.

c. Anadlisis de microsatélites. El anélisis de microsatélites en muestras de tejido y
de heces es factible en un laboratorio béasico de genética. El factor determinante de este
andlisis fue la integridad de las muestras, y en este caso, la falta de integridad imposibilito
la obtencion de resultados aceptables para analizar. El alto nivel de fragmentacion en las
muestras fecales produjo un alto grado de reaccion de productos inespecificos en las
reacciones de PCR. Este resultado es un reflejo del tiempo de almacenamiento de las
muestras ya que estas estuvieron almacenadas por 10-20 meses a temperatura ambiente.
También debe contemplarse el error de genotipo (resultados falsos) que se producen con
mayor frecuencia en muestras viejas o mal conservadas (Gardipee 2003, Panasci 2009).
Por lo tanto la edad de la muestra fecal afecta significativamente los resultados del anélisis
de microsatélites debido a que la calidad de ADN baja drasticamente Por esta razén se
recomienda que los andlisis se hagan con muestras de heces colectadas recientemente, no
mas de 2 meses desde su coleccidn. Para optimizar el rendimiento y confiabilidad de los
resultados es recomendable que el trabajo de campo se intercale o se lleve simultineamente

con el analisis en el laboratorio.



63

C. Implicaciones para la conservacion

El presente estudio es el primer paso hacia la aplicaciéon de herramientas genéticas
para investigar pardmetros poblacionales del manati en Guatemala. El caracter elusivo de la
poblacién de manaties guatemaltecos es probablemente debido a la alta amenaza
antropogénica, lo cual disminuye la posibilidad de obtener informacién a través de
observaciones directas. Por esta razdn, la aplicaciéon de andlisis genéticos ofrece la
oportunidad de obtener informacion valiosa para la conservacidén de la especie, como el
conocimiento de la diversidad genética, estructura y dindmica poblacional. Con esta
informacion se puede hacer inferencias confiables acerca de la estabilidad, los patrones de
movimiento, patrones de evolucion, y la deteccién de amenazas (Schwartz er al. 2006).
Esto es realizable sin tener que invertir en técnicas de campo y sin estorbar el dmbito
hogarefio de la poblacion (Schwartz et al. 2006).

Este estudio hizo posible la deteccidon de 4 haplotipos en la poblacion del manati de la
costa Atlantica de Guatemala. Estos haplotipos evidencian la presencia simultinea y
posible mezcla de dos unidades filogeograficamente distintas. Los haplotipos J1, A3 y A4
son representativo de la region de Mesoamérica y el Al se dispersa desde Norte América
hacia las Antillas Caribefias. En este caso, los planes de manejo debe atender la distribucion
de cada linaje ya que son dos unidades potenciales que dan paso a la optimizacién de la
diversidad genética.

Para poder entender la distribucion, proporcién y el grado de mezcla de cada linaje se
tendrian que hacer los estudios correspondientes, un andlisis de mezcla de linajes y en el
mejor de los casos complementarlo con pardmetros probabilisticos tomando en cuenta
frecuencias alélicas y genotipicas (Schwartz et al. 2006). Un ejemplo de esta aplicacidn es
el estudio de la Tortuga boba (Caretta carretta) (Reece et al. 2006), estas poblaciones
llevan a cabo migraciones de larga distancia para el forrajeo; y el sitio de forrajeo depende
de factores ambientales, como la temperatura. Un anélisis de ADN mitocondrial de la
poblacién de juveniles permitié analizar la tasa de reclutamiento de cada poblacion que
llega al Lago de Indian River, Florida. Los resultados revelaron que la mayoria de los
juveniles regresan a sus sitios natales; esta fidelidad a sus respectivos hébitats estd

directamente relacionada con el tamaiio del grupo de reclutamiento y la distancia. De esta
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forma, estos andlisis ayudan a entender la dindmica poblacional de la especie, los efectos de
la contaminacidn, las enfermedades y los desastres naturales (Reece et al. 2006).

El inicio en el estudio de la diversidad genética del manati en Guatemala abre la
puerta a muchas oportunidades, entre ellas la posibilidad de establecer un programa de
monitoreo genético de la poblacién. Las condiciones del pais, en cuanto a las posibilidades
econdmicas, problemas sociales y falta de personal entrenado representa un sitio en donde
se aprovecharia todas las ventajas que ofrece esta herramienta. La implementacién de un
andlisis de diversidad genética periddica reduciria drasticamente los costos a comparacion
de la implementacion de programas de remarcaje o radiotelemetria (Schwartz et al. 2006).
Aunque estos programas también representan otras ventajas e informacion in situ de los
animales, en Guatemala atn no existe personal entrenado para el manejo y trato adecuado a
los manaties.

Muchas de las técnicas moleculares y modelos estadisticos utilizados para llevar a
cabo un monitoreo genético son relativamente nuevos, sin embargo son altamente
prometedores. En el caso del manati, siendo una especie rara, la aplicacioén de esta técnica
podria dar una estimacion acerca de los indices de abundancia en el pais. La aplicacion de
técnicas genéticas para el andlisis de abundancia ha probado ser relativamente barato
(Schwartz et al. 2006), por lo que se podria combinar con el monitoreo de avistamientos
aéreos, que ya estan establecidos en el pais.

Otro objetivo potencial en la aplicacion de técnica moleculares es el de establecer
rangos geograficos para después detectar cualquier cambio. De esta forma se detectaria los
efectos al flujo genético causado por factores antropogénicos. Estos factores, como la caza
ilegal y la contaminacion ambiental amenazan cada dia més la sobrevivencia y crecimiento
natural de la poblacion de esta especie emblematica. La conservacion de la genética del
manati optimiza la sobrevivencia de esta especie que merece seguir existiendo en este
planeta y ejercer su rol ambiental para estabilizar y mejorar el ecosistema y también para

reivindicar el amor a la vida.



V.CONCLUSIONES

El presente estudio aporta a la “Estrategia nacional para la conservacidon del manati
y su habitat” al generar informacién acerca de la diversidad genética del manati en
Guatemala, lo que, al mismo tiempo, ayuda a resolver preguntas generadas en la

estrategia sobre rutas de migracion del manati en la region de Izabal.

El método de raspado de piel para la obtencion de muestras de tejido del manati
(Trichechus manatus) es econdmicamente factible en Guatemala; sin embargo, la

aplicacion de métodos en el campo requiere el acercamiento exitoso de manaties.

El método de coleccion de heces para el anélisis genético probd ser efectivo para el
estudio de ADN mitocondrial del manati antillano (Trichechus manatus manatus)

en Guatemala, utilizando los marcadores CR-4 y CR-5.

El anélisis genético efectivo utilizando tejidos de manaties varados requiere
protocolos estandarizacion para la toma, preservacién y almacenamiento de
muestras. Esto debe ser desarrollado en Guatemala para poder generar mas

investigacion sobre la especie.

El protocolo de fenol: cloroformo para la extraccion de ADN es efectivo para el

analisis de tejido de cadaveres de manati.

La principal limitante para la aplicacién de un protocolo de extraccion de ADN de
heces de manati es que la presencia de impurezas que inhiben la reaccion de PCR

debe ser minimizada.

Los haplotipos J1, A1, A3 y A4 forman parte de la estructura poblacional del manati
antillano (Trichechus manatus) en Guatemala. Esto indica que en el pais, hasta el
momento, existe una poblaciéon bimodal de manaties, ya que alberga una mezcla de

dos linajes: (I) el que corresponde a la Florida, México, Grandes Antillas, Centro
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América y la costa Caribefia de Sur América y (II) corresponde a México, Centro

América y la costa de Sur América.

El anédlisis de diversidad nuclear utilizando marcadores de microsatélites en
muestras fecales requiere que éstas sean relativamente frescas. La degradacion del
material genético con el tiempo no permite el andlisis factible de este tipo de

muestras.



VI. RECOMENDACIONES

Este estudio identific6 cuatro haplotipos de ADN mitocondrial para la poblacién del
manati en Guatemala, estos son: Al, A2, A4 y J1. Estos haplotipos corresponden a una
mezcla de dos linajes distintos, (I) corre desde la Florida, México, Grandes Antillas, Centro
América y la costa Caribefia de Sur América y (II) corresponde a México, Centro América
y la costa de Sur América. Esta caracteristica bimodal de la poblacién de manaties junto
con la presencia del haplotipo A1, que es de rara ocurrencia en la regién mesoamericana,
hace a esta poblacién interesante para ser estudiada y profundizada. Aun no se sabe el
grado y frecuencia de intercambio genético con otras poblaciones o dentro de la misma. Por
esta razon, se recomienda que los futuros estudios y planes de conservacion se realicen
especificamente para el pais de Guatemala y asi lograr una conservacion mas efectiva y una
mejor comprension de la dindmica poblacional.

Esta investigacion ha generado informacién muy valiosa para comprender a los
manaties en Guatemala sin embargo, es necesario aumentar el tamafio muestral del analisis
de ADN mitocondrial y realizar un analisis de diversidad de microsatélites. Este estudio
espera servir como un guia en el disefio de trabajo de campo y de laboratorio para este tipo
andlisis en Guatemala y otros paises con escasos recursos. El estudio del manati, al igual
que el de la mayoria de mamiferos mayores es muy delicado y los factores logisticos y
técnicos pueden generar resultados muy distintos en cuanto al gasto y tiempo de estudio. A
continuacion se detallard las recomendaciones que deben ser consideradas en el trabajo de
campo seguido por las consideraciones en el andlisis de laboratorio.

En cuanto a la técnica de muestreo, en este estudio se emplearon tres; un raspado de
piel, coleccion de heces y coleccion de tejidos de animales varados. Entre estas tres
técnicas, la més efectiva fue la coleccion de heces. Se lograron colectar mas muestras con
esta técnica que con cualquier otra y también produjo el mayor éxito de analisis, 55%. Una
ventaja de esta técnica es que abre la posibilidad de generar otros estudios, como un anélisis
de dieta, analisis de patogenos y de toxicologia. Entre los limitantes de esta técnica esta el
bajo porcentaje de éxito de colecta en la zona del lago, Bocas del Polochic, a comparacién
de la Bahia la Graciosa, zona costera. No obstante, el haber encontrado muestras implica

que se pueden seguir investigando las condiciones que optimizan los hallazgos.
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En cuanto a la técnica de raspado; las condiciones en el campo se pueden mejorar,
como usar un cayuco, en donde solo vaya el colector de muestras y el conductor. Los
tiempos de salida deben consistir cuando el oleaje del lago o mar este bajo, y asi pueda ser
mas facil acercarse al animal. Es importante mencionar que el comportamiento del manati
es bastante elusivo en aguas guatemaltecas y hace que esta técnica no sea tan adaptable a
esta region como en la Florida.

El varamiento de manaties es un incidente que seguird ocurriendo mientras el trafico
de lanchas siga creciendo; también, mientras las zonas de paso y de reproduccidén no se
protejan y no se implementen programas de educacion y sensibilizacién. Por lo tanto el
plan de varamiento que ya ha sido implementado debe ser utilizado como prioridad para
aprovechar la informaciéon que pueden generar estos incidentes. Las muestras colectadas
durante los varamientos deben ser almacenadas apropiadamente para ser utilizadas en
futuros estudios. En este estudio el éxito de analisis fue solamente de un 25% pero
comprueba que estas muestras pueden ser perfectamente dtiles si la colecta,
almacenamiento y procesamiento es el apropiado.

En cuanto al trabajo de laboratorio, para realizar un analisis de ADN mitocondrial con
muestras degradas, como heces, es mas efectivo utilizar marcadores que tengan tamafios
cortos ya que optimizan la posibilidad de obtener una amplificacién de PCR. De acuerdo a
este estudio se recomienda utilizar el marcador CR-4 y CR-5 para analizar la poblacion de
manaties, este marcador reportd resultados positivos, tanto en muestras fecales como en
muestras de tejido. En cuanto a los métodos utilizados para extraer ADN, el protocolo de
fenol: cloroformo es mejor que el protocolo de silice para analizar muestras de tejido.
Primero, este protocolo es menos costoso, cerca de Q 22.00 menos por muestra. También
produce extracciones con mayores concentraciones que el protocolo de silice, lo cual
implica que se pueden hacer mas reacciones de PCR con una sola extraccion. En cuanto a
las muestras de heces, el protocolo propuesto en este estudio, "nuevo" protocolo es
recomendable (pagina 48), ya que los resultados que produce son muy satisfactorios y por
lo tanto maximiza el potencial de anélisis que pueden generar las muestras fecales. Este
estudio gener6 un analisis de ADN mitocondrial de los manaties en Guatemala, sin
embargo para tener una idea sobre la estabilidad de la poblacién es necesario llevar a cabo

un andlisis de microsatélites. Realizar tal analisis en muestras de heces es delicado y es una
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linea de investigaciéon relativamente nueva. No obstante, existen investigaciones
comprehensivas para poder optimizar amplificaciones y mejorar los resultados. Un factor
limitante en esta investigacion fue la edad de la muestra; la edad de la muestra fecal afecta
significativamente los resultados de microsatélites debido a que la calidad de ADN baja
drésticamente. Por esta razén se recomienda que los andlisis se hagan con muestras de
heces colectadas recientemente, la mejor opcidn es intercalar el andlisis de laboratorio con
la colecta de muestras. Otra investigacidn que se podria realizar genéticamente es un
andlisis de mezcla de linajes, esto ayudaria a comprender como se dispersa y se relaciona
cada linaje de manaties en Guatemala. En el mejor de los casos seria optimo implementar
un programa de monitoreo genético del manati. Los andlisis genéticos no solamente
reflejan la diversidad sino que puede dar una estimaciéon acerca de los indices de
abundancia en el pais, y establecer rangos geograficos para poder detectar cualquier cambio

futuro que pueda sufrir esta poblacion.
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VIIL. APENDICES

Apéndice A. Registro de campo

Cuadro 2: Hoja de campo de datos de interés tomados para cada avistamiento de manati
antillano (Trichechus manatus manatus) durante la fase de campo entre julio 2010-

febrero 2011.

Tabla de registro
Fecha: Hora inicial

# de avistamiento | Hora final

Registro:

Observadores:

Sitio:

Coordenadas: N 15.

W8

Fotos:

Coleccion de muestras (tipo):
Proximidad mas cercana:

# total de animales Crias
Adultos
Juveniles

Condiciones climaticas Asoleado

(bien o mal) Brisa
Reflejo

Recorrido del fondo:

Otras observaciones:
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Cuadro 3: Hoja de campo de los datos tomados cada dia de campo en la zona costera (la
Bahia La Graciosa) y la zona del lago (Bocas del Polochic). Estos datos fueron tomados
con el propoésito de tener un registro de las condiciones de campo para ir solucionando

los problemas de coordinacidn, entre otros

Diario del dia
fecha: hora de inicio:
observadores:
lancha:

avioneta:
Descripcion de lancha y motor:

Descripcion de avioneta y motor:

Exitos:

Faltas:

Soluciones:

Cuadro 4: Hoja de campo de los datos tomados a la hora encontrar restos fecales en la

superficie del agua.

Coleccion de heces
fecha:
No muestra No submuestras
Investigador Colector
Zona
Ubicacion Coordenadas
Tamafio Peso en fresco
Color Tipo de conservacion




Apéndice B. Secuencias de ADN mitocondrial

Figura 14: Alineamiento de las secuencias obtenidas durante el estudio. Se utiliz6 el

programa de Clustal 2.1.

CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment

g AGATGTCTTATTTAAGAGGAAAGAATGGGCGATTTT
21H oo
20H  —mmmmmmmmm oo TGTCTTATTTAAGAGGAAAGAGTGGGCGAATTT
5H @ === ttatttaagaggaaagagtgggcgaattt
e e e it
S TTTTTATAAGAGGAAAGAGTGGGCGAATTT
s e e o e s e e e i b
0 s e ittt AAGAGGAAAGAGTGGGCGAATTT
115 - e e e e AAGAGGAAAGAGTGGGCGAATTT
e e s e e e it
7T tagagtttcggatcgttttaaagtagatgtcttatttaagaggaaagagtgggcgaattt
2H mmm aaagagtgggcgaattt
16H e ttaagaggaaagagtgggcgaattt
0 e agatgtcttatttaagaggaaagagtgggcgaattt
Al mmmmmm oo
1H AGGTGAGATGGCCCTGAAGAAAGAACCAGATGTCTGTTAAAGTTCATTAAGTAGCTACCC
A e i AAGACCAGATGCCAGGTATAGATTCAGTT-TAGACACCC
20H AGGTGAGATGGTCCTGAAGAAAGAACCAGATGCCAGGTATAGATTCAGTT-TAGACACCC
5H aggtgagatggtcctgaagaaagaaccagatgccaggtatagattcagtt-tagacaccc
o e it ACACCC
8H AGGTGAGATGGTCCTGAAGAAAGAACCAGATGCCAGGTATAGATTCAGTT-TAGACACCC
A4 mmmmm oo ACACCC
10H AGGTGAGATGGTCCTGAAGAAAGAACCAGATGCCAGGTATAGATTCAGTT-TAGACACCC
11H AGGTGAGATGGTCCTGAAGAAAGAACCAGATGCCAGGTATAGATTCAGTT-TAGACACCC
A3 ST T ACACCC
7T aggtgagatggtcctgaagaaagatccagatgccaggtatagattcagtt-tagacaccc
2H aggtgagatggtcctgaagaaagaaccagatgccaggtatagattcagtt-tagacaccc
leH aggtgagatggtcctgaagaaagaaccagatgccaggtatagattcagtt-tagacaccc
7H aggtgagatggtcctgaagaaagaaccagatgccaggtatagattcagtt-tagacaccc
Al = —mmmmmmm oo ACACCC

* Kk Kk Kk
1H CCACATGACATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCTGAAGGGTTGCTGATTTCA
21H CCACAAGTTATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGACAAAATGAGGGCGGGTTGCTGGTTTCT
20H CCACAAGTTATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGACAAAATGAGGGCGGGTTGCTGGTTTCT
5H ccacaagttatgggcccggagcgagaagagggacaaaatgagggcgggttgectggtttet
Jl CCACAAGTTATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGACAAAATGAGGGCGGGTTGCTGGTTTCT
8H CCACAAGTTATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGACAAAATGAGGGCGGGTTGCTGGTTTCT
A4 CCACAAGTTATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGACAAAATGAGGGCGGGTTGCTGGTTTCT

10H CCACAAGTTATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGACAAGACGAGGGCGGGTTGCTGGTT
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11H
A3
7T
2H
16H
7H
Al

1H
21H
20H
5H
Jl
8H
A4
10H
11H
A3
7T
2H
16H
TH
Al

1H
21H
20H
5H
Jl
8H
A4
10H
11H
A3
7T
2H
16H
TH
Al

1H
21H
20H
5H
Jl
8H
A4
10H
11H
A3
7T
2H
16H

CCACAAGTTATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGACAAGACGAGGGCGGGTTGCTGGTTTCT
CCACAAGTTATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGACAAGACGAGGGCGGGTTGCTGGTTTCT
cctcaagttatgggcccggagcgagaagagggacaagatgagggcgggttgctggtttcet
ccacaagttatgggcccggagcgagaagagggacaagatgagggcgggttgetggtttcet
ccacaagttatgggcccggagcgagaagagggacaagatgagggcgggttgctggtttcet
ccacaagttatgggcccggagcgagaagagggacaagatgagggcgggttgectggtttet
CCACAAGTTATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGACAAGATGAGGGCGGGTTGCTGGTTTCT

*k kk % LR I S b S 2 I S b I S 2 I Sb b I b b 4 * kkkkKkkhkkhkkk Kkkhkkk

CGCGGCATGGTGATCAAGCTCGTGATCTAATGGAAGGGATACGCATGTTGATGAGAATGG
CGGCGCTTGGTAGTTAGGGACTGCC--TAATGGAGGTGATAAGCATGTTGGCGAGAATGA
CGGCGCTTGGTAGTTAGGGACTGCC--TAATGGAGGTGATAAGCATGTTGGCGAGAATGA
cggcgcttggtagttagggactgcc—--taatggaggtgataagcatgttggcgagaatga
CGGCGCTTGGTAGTTAGGGACTGCC--TAATGGAGGTGATAAGCATGTTGGCGAGAATGA
CGGCGCTTGGTGATCAAGGACTGCC--TAATGGAGGTGATAAGCATGTTGACGAGGATGA
CGGCGCTTGGTGATCAAGGACTGCC--TAATGGAGGTGATAAGCATGTTGACG-——————
CGGCGCTTGGTGATCAAGGACTGCC--TAATGGAGGTGATAAGCATGTTGACGAGGATGA
CGGCGCTTGGTGATCAAGGACTGCC--TAATGGAGGTGATAAGCATGTTGACGAGGATGA
CGGCGCTTGGTGATCAAGGACTGCC--TAATGGAGGTGATAAGCATGTTGACG———-————
cggcgcttggtgatcaaggactgcc--taatggaggtgataagcatgttgacgaggatga
cggcgcttggtgatcaaggactgcc--taatggaggtgataagcatgttgacgaggatga
cggcgcttggtgatcaaggactgcc--taatggaggtgataagcatgttgacgaggatga
cggcgcttggtgatcaaggactgcc--taatggaggtgataagcatgttgacgaggatga
CGGCGCTTGGTGATCAAGGACTGCC--TAATGGAGGTGATAAGCATGTTGACGAGGATGA

* % *k kK k%X * k% * kkkkhkkkk Kk Kkkhkkk *kkkkkkk *

ATTTGACTTAAATGTGCTATGTACGATCAATAATTATA-TGTACTATGTACTATCATGCA
TTTCAAGTGA--TGTGCTATGTACGATTAAGGAGTGTAATGTATTATGCAATATTAAGA-
TTTCAAGTGA--TGTGCTATGTACGATTAAGGAGTGTAATGTATTATGCAATATTAAGA-
tttcaagtga--tgtgctatgtacgattaaggagtgtaatgtattatgcaatattaaga-
TTTCAAGTGA--TGTGCTATGTACGATTAAGGAGTGTAATGTATTATGCAATATTAAGA-
TTTCAAGTAA--TGTGCTATGTACGATTAAGGAGCATGATGTGCTATGCAATATCAAGG-
TTTCAAGTAA--TGTGCTATGTACGATTAAGGAGCATGATGTGCTATGCAATATCAAGG-
TTTCAAGTAA--TGTGCTATGTACGATTAAGGAGCATGATGTGCTATGCAATATCAAGG-
tttcaagtaa--tgtgctatgtacgattaaggagcatgatgtgctatgcaatatcaagg-
tttcaagtaa--tgtgctatgtacgattaaggagcatgatgtgctatgcaatatcaagg-
tttcaagtaa--tgtgctatgtacgattaaggagcatgatgtgctatgcaatatcaagg-
tttcaagtaa--tgtgctatgtacgattaaggagcatgatgtgctatgcaatatcaagg-
TTTCAAGTAA--TGTGCTATGTACGATTAAGGAGCATGATGTGCTATGCAATATCAAGG-

TGTTTATGTACTTGCTTATACGCATGGGGCATATAATGTAATGTACTATATACATATTAT
GGTGAATGGACTGAAGAATATCCATGTGGTTGGGAATTTGCAGTGGAAGGTATATACTGT
GGTGAATGGACTGAAGAATATCCATGTGGTTGGGAATTTGCAGTGGAAGGTATATACTGT
ggtgaatggactgaagaatatccatgtggttgggaatttgcagtggaaggtatatactgt
GGTGAATGGACTGAAGAATATCCATGTGGTTGGGAATTTGCAGTGGAAGGTATATACTGT
AATGAATGGACTGAAGAATATCCATGTGGTTGGGAATCTGCAGTGGAAGGTATATACTGT
AATGAATGGACTGAAGAATATCCATGTGGTTGGGAATCTGCAGTGGAAGGTATATACTGT
AATGAATGGACTGAAGAATATCCATGTGGTTGGGAATCTGCAGTGGAAGGTATATACTGT
aatgaatggactgaagaatatccatgtggttgggaatctgcagtggaaggtatatactgt
aatgaatggactgaagaatatccatgtggttgggaatctgcagtggaaggtatatactgt
aatgaatggactgaagaatatccatgtggttgggaatctgcagtggaaggtatatactgt
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aatgaatggactgaagaatatccatgtggttgggaatctgcagtggaaggtatatactgt
AATGAATGGACTGAAGAATATCCATGTGGTTGGGAATCTGCAGTGGAAGGTATATACTGT

GTCCTTGTTACATTAATGTTATGTACATTCCCCATTCGGAGTGGTAAGACCATATGTTGT
CTAGAAG---CATTATTTATACTGTACTTGCTTGTAAGCATGGGGTATATAATGTAATGT
CTAGAAG---CATTATTTATACTGTACTTGCTTGTAAGCATGGGGTATATAATGTAATGT
ctagaag-—--cattatttatactgtacttgcttgtaagcatggggtatataatgtaatgt
CTAGAAG---CATTATTTATACTGTACTTGCTTGTAAGCATGGGGTATATAATGTAATGT
CTAGGAG---CATTACTCATACTGTACTTGCTTATAAGCATGGGGTATGTAGTGTAATGT
CTAGGAG---CATTACTCATACTGTACTTGCTTATAAGCATGGGGTATGTAGTGTAATGT
CTAGGAG---CATTACTCATACTGTACTTGCTTATAAGCATGGGGTATGTAGTGTAATGT
ctaggag-—--cattactcatactgtacttgcttataagcatggggtatgtagtgtaatgt
ctaggag-—--cattactcatactgtacttgcttataagcatggggtatgtagtgtaatgt
ctaggag---cattactcatactgtacttgcttataagcatggggtatgtagtgtaatgt
ctaggag-—--cattactcatactgtacttgcttataagcatggggtatgtagtgtaatgt
CTAGGAG---CATTACTCATACTGTACTTGCTTATAAGCATGGGGTATGTAGTGTAATGT

ATGCCGTACATGCGAGGTTAGGTGTGTTGATGGTTGCAGTTATTTCTAATGTTAGGTTAG
A-—--CGATTATACATAGGATGGTGTATGTAAGATAAAACA-———————————————————
A-—--CGATTATACATAGGATGGTGTATGTAAGATAAAACA-———————————————————
a-—--cgattatacataggatggtgtatgtaagataaaaca-----————————————————
A---CGATTATACATAGGATGGTGTATGTAAGA-——————————————————————————
A---CGATTATACATAGGATGGTGTATGTAAGATTAAACA-———————————————————
A-—--CGATTATACATAGGATGGTGTATGTAAGATTAAACA-———————————————————
A-—--CGATTATACATAGGATGGTGTATGTAAGATTAAACA-———————————————————
a---cgattatacataggatggtgtatgtaagattaaaca----------—-——————-——-—
a-—--cgattatacataggatggtgtatgtaagattaaaca----————————————————
a---cgattatacataggatggtgtatgtaagattaaaca-----————————————————
a---cgattatacataggatggtgtatgtaagattaaaca-----—————————-———————
A---CGATTATACATAGGATGGTGTATGTAAGATTAAACA-———————————————————

AGTGTAAAGTCAGTGTTAAGTTGTTGCAAGTTTTAGTGAATTTAATACTGAGAAGGCTCT
—————————————————————————————————————— TAGATAGTACTATATGGGGAGG
—————————————————————————————————————— TAGATAGTACTATATGGGGAGG
—————————————————————————————————————— tagatagtactatatggggagg

—————————————————————————————————————— TAGATAGTACTATATGGGGAAG
—————————————————————————————————————— TAGATAGTACTATATGGGGAAG

—————————————————————————————————————— tagatagtactatatggggaag
—————————————————————————————————————— tagatagtactatatggggaag

TTGCATTAGTGGAGGTATATTAATAATATTCAGGGAGTAGTTTAAATAGAACTTCAGCTT
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AGCACATAATGCACGAATTACATAGCCGTACAGGGAGTAGTTTAAGTAGAATTTCAGCTT
AGCACATAATGCACGAATTACATAGCCGTACAGGGAGTAGTTTAAGTAGAATTTCAGCTT
agcacataatgcacgaattacatagccgtacagggagtagtttaagtagaatttcagett

AACACATAATGCACGAATTACATAGCCGTACAGGGAGTAGTTTAAGTAGAATTTCAGCTT
AACACATAATGCACGAATTACATAGCCGTACAGGGAGTAGTTTAAGTAGAATTTCAGCTT
aacacataatgcacgaattacatagccgtacagggagtagtttaagtagaattte—-——-—---
aacacataatgcacgaattacatagccgtacagggagtagtttaagtagaatttcagcett
aacacataatgcacgaattacatagccgtacagggagtagtttaagtagaatttcagctt
aacacataatgcacgaattacatagccgtacagggagtagtttaagtagaatttcagcett

TGGGTGT TGATGGT GAA—— === = === = = = = —— —m e
TGGGTGTTGATGGT G == == === === = ==
TGGGTGTTGATGGT AR~ — = === == = == = = = = o o

Apéndice C. Recetas de soluciones

1. DESS (Dimetil Sulféxido, DMSO-Acido etilendiaminotetraacético, EDTA -
Cloruro de Sodio, NaCl)
0.25M EDTA disddico pH 8.0
20% DMSO
NaCl saturado

a. 0.5M EDTA disédico (EDTA-Hidroxido de sodio, NaOH)

372.24 g EDTA dis6dico FW 374.24
SM NaOH hasta llegar a EDTA 8.



Agua deionizada aforar hasta 2 L. de volumen

b. 2 litros de DESS
0.5 EDTA disédico 1L
400 mL DMSO
600 mL agua desionizada

300 g de NaCl

¢. Solucion STE (NaCl-Hidocloruro (HCL) de
Tris(hydroxymetil)aminometano, Tris- EDTA)
100 mM Tris-HCL, pH 8.0
10 mM EDTA, pH 8.0
10 mM NaCl

2. Solucién 1X TE pHS8 (Tris-EDTA)
10 mM Tris-HC1
1 mM EDTA

3. Soluciéon TNE (Tis- Dodecilsulfato sédico, SDS-Cloruro de calcio, CaCl,)
10 mM Tris-HCL
0.5% SDS
1mM CaCl,

4. Soluciéon TEN (Tris-EDTA-NaCl)
10mM Tris-HCI pH 7.9 a 20° C
10 mM EDTA
10 M NaCl

&7
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5. Solucion de CTAB
10% CTAB
0.7 M NaCl

6. Solucion de Union (Guanidinio tiocianato, GuSCN- Tris-EDTA)
5SM GuSCN
50 mM Tris-HC1
0.01M EDTA

7. Soluciéon de Lavado (GuSCN-Triton-X-Tris-HCI)
5SM GuSCN
0.65% Triton-X
0.05 M Tris-HCI

Apéndice D. Protocolos de laboratorio

1. Protocolo estandar de fenol-cloroformo ( Ausubel et al. 1989 con
modificaciones de Susan Carney (Carnet ef al. 2007)).
a. Anadir un volumen de solucién saturado de fenol: cloroformo a la solucién de

ADN (1-4 gramos de muestra + 1 ml de solucidén)

b. Ya que las extracciones de ADN tienen un peso molecular bastante alto, la
solucién se debe mezclar lentamente por inversiones hasta que adquiere una
consistencia lechosa (normalmente ~2 — 3 minutes).

¢. Microcentrifugar por 5 minutos a una velocidad de 10,000 a 13,0000 rpm.

d. Remover cuidadosamente la capa acuosa a un tubo nuevo, se debe evitar contacto
con la interfase. Los pasos de 1 a 4 se repiten hasta que la interfase sea invisible.

e. Para remover residuos de fenol, un volumen de cloroformo se anade a la capa
acuosa seguido por otras microcentrifugaciones por 5 min a la misma velocidad

f. La capa acuosa es removida, y la mezcla resultante, ADN, es precipitado con

Etanol (ver abajo
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. Protocolo para precipitacion con etanol (Ausubel ef al. 1989 con modificaciones

de Susan Carney (Carnet et al. 2007)).

a. Afadir 1/10 de volumen de una solucién estéril de 3M NaOAC pH 5.2 seguido
por 2.5 volimenes de etanol frio al 95%. Mezclar cuidadosamente y colocar en un
tubo a -20° C y dejar una noche.

b. Los tubos serdn microcentrifugados a 10,000-12,000 rpm a 4°C por 30 min

c. Cuidadosamente verter el sobrenadante mantniendo el peller dentro, lo mas
probables es que el pelle se encuentre en las paredes del tubo. Los tubos deben ser
colocados boca abajo sobre una servilleta.

d. Después de colocar el tubo en una gradilla, el pellet debe ser lavado con 50 ul de
etanol frio al 70%; este se debe verter cuidadosamente por el lado opuesto de
donde se encuentra el pellet.

e. Repetir paso 3

f. El etanol es extraido con el uso de una nueva punta de pipeta para cada

g. Los pellets deben ser secados al dejarlos boca bajo sobre una mesa durante una
noche o someterlos al vacio

h. Cada pellet se debe resuspender en 50-200 ul de TE dependiendo del tamafio del
pellet.

i. Cuando los pellets se hallen disueltos 2ul de ADN sera corrido en 0.8% de gel de
agarosa con TBE para poder analizar la integridad de ADN.

3. Protocolo de extraccion de muestras fecales (Zhang et al. 2006 con
modificaciones).
a. Pesar 1.5 gramos de heces en tubo de centrifuga de 15 ml.
b. Agregar en 5 ml de etanol al 95% en el mismo tubo y centrifugar a 4,000 rpm por

2 minutos para crear pellet.

c. Descartar el sobrenadante y repetir paso 2 y 3 con 5 ml de TE.

d. Agregar 3 ml de TNE y 50 ul de proteinasa k (20 mg/ul).
Incubar a 55° C por 1-2 horas.

f. Centrifugar a 4000 rpm por 1 minuto.

g. Transferir a un tubo nuevo de 15 ml y agregar 3 gramos polvo de almidon estéril.
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. Colocar en el vortex y resuspender almidon e incubar a temperatura ambiente por

1 minuto.

Centrifugar el tubo a 8000 rpm para formar un pellet.

Pipetear 600 ul del sobrenadante en un nuevo tubo de 2 ml, junto con 150 ul de
NaCl (3.5 M) y 250 pl de solucién CTAB, seguido por una incubacion a 70° C

por 10 min.

. Extraer dos veces con un volumen igual de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico

(Apéndice D).
Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo junto a un volumen igual de una
solucion de extraccidon (4M hidrocloruro de guanidinio, 1 M de acetato de potasio,

pHS.

. Mezclar la solucidn y transferirla a una columna de centrifugacion (EZNA Cycle-

pure kit, Omega; loading Ultrafree-MC 300000 como membrana de filtro,
Milipore).

. Esto se coloca en un tubo de centrifuga de 2 ml a 60,000 rpm por 30 s.
. Lavar la membrana de filtro dos veces con 750 ul etanol al 75%.

. Eluir el ADN con 200 ul de TE y 50 pug/ml ARNasa

4. Protocolo de silice para tejido putrefacto (mod. De Hoss y Paiéibo 1993)

a. 2 ml de buffer de extraccién (10 M Guanidinio tiocianato [GuSCN], 0.1 M Tris-

HCL pH 6.4, 0.02 M EDTA pH 8.0 y 1.3% Triton-X) se le agregé a 1 cm’ de
tejido antes de una incubacién y agitacién a 60° C por 3 a 4 horas o durante la

noche.

. La solucién se centrifugd a 6,000 rpm por 5 min.

Se removio 600 ul del sobrenadante y se afiadié 400 pl del buffer de extraccion

junto con 40 ul de suspension de silice.

. La solucion se colocd en reposo por 10-30 min a temperatura ambiente y luego se

coloc6 por 3 min a velocidad maxima para remover el sobrenadante (este

sobrenadante se almacend en 10 M NaOH hasta su destruccion).
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El pellet de silice se lavo dos veces con 750 pl de buffer de lavado (10 M GuSCN,
0.1 M Tris-HCI), 2 veces con etanol al 70% y una vez con 750 ul de acetona.
El pellet de seco a 56° C y el ADN se eluy6 2 veces en 65 ul de TE, se esper6 10

min entre cada elucion.

Protocolo de extraccion en heces (Marrero et al. 2009).

Mojar cada muestra en papel filtro (2x2 cm) humedecido en Buffer de Union y
esperar 30 minutos.

. Transferir cada papel en un tubo de centrifuga de 0.5 ml que contiene 100-150 pl
Buffer de Union

Estos tubos han sido previamente perforados con una aguja estéril y colocados en
un tubo de 1.5 ml y centrifugados a 13,000 rpm por 10 minutos para recuperar la
capa acuosa del papel.

. Colocar 15 pl de suspension de silice en los extractos de ADN.

Mantener la mezcla a temperatura ambiente y hacer vortex por 15 minutos.
Después de una centrifugaciéon por 2 minutos a 13,000 rpm, descartar el
sobrenadante y lavar los pellets de silice con 200 ul de buffer de limpieza (200
mM Tris-HCI pH8; 1 mM EDTA; 200 mM NaCl y 50% etanol).

. Luego con 1 ml de éter: cloroformo.

Adaptacion del protocolo Zhang (2006) y Marrero (2009).

Pesar 1.5g de heces en tubo de centrifuga de 15 ml.

. Colocar en vortex con 5 ml de etanol al 95% para lavar la muestra.

Centrifugar a 4,000 rpm por 2 minutos para crear pellet, luego descartar el
sobrenadante.

. Repetir pasos 2 y 3 con 5 ml de TE.

Agregar 100 pl de proteinasa K (10 mg/ml) y 3 ml de TNE e incubar a 55° C por 2
horas.

Centrifugar el lisado a 4,000 rpm por 1 min para crear pellet.

. Transferir el sobrenadante a un tubo centrifuga con 3 gramos de almidén de papa.
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. Colocar en vortex cada muestra hasta resuspender el almidén por completo e

incubar a temperatura ambiente por un minuto.

Centrifugar los tubos a 8,000 rpm durante 3 minutos para crear un pellet de
almidon.

Colocar 450 pl del sobrenadante a un tubo de 1.5 ml junto con 112 pl de NaCl y
188 u de CTAB.

. Incubar a 70° C por 10 minutos.

Extraer dos veces con un volumen igual de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico

(Protocolo estandar de fenol-cloroformo).

. Transferir 600 ul del sobrenadante a un nuevo tubo y colocar buffer de union

. Mezclar lentamente la solucién y luego aplicar 40 pl de suspension de silice.

. Poner la solucion en reposo por una hora.

. Luego centrifugar por 3 minutos a velocidad maxima para remover sobrenadante.

g. Lavar los pellets de silice 2 veces con buffer de lavado y 2 veces con etanol al

75%
Eluir con 100 pl TE y dejar a temperatura ambiente durante toda la noche.
Al dia siguiente colocar 2,000 rpm durante 3 minutos y luego colocar 60° C por 15

minuto.

Preparacion de suspension de silice

. Pesar 1.2 gramos de silice o tierra de diatomeas y agregar 100 ml de agua

destilada

. Dejar reposar por 35 horas a temperatura ambiente
c. Remover 86 ml del sobrenadante y aforrar a 100 ml
. Dejar reposar por 5 horas a temperatura ambiente

. Remover 88 ml del sobrenadante y agregar 600 ul de HCI.
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Cuadro 2: Costo generado para el procesamiento de cada muestra de tejido usando el

protocolo de extraccion fenol: cloroformo.

Cantidad por

Reactivo o equipo Cantidad de venta | medida | Precio muestra medida | Valor por muestra
Eppendorf (1.5 ml) 500 U $47.70 1 U $0.10
Trizma base 250 g| $123.50 0.0005 g $0.00
250 g| $123.50 0.0005 g $0.00
EDTA 100 g $26.24 0.01 g $0.04
100 g $26.24 0.008 g $0.00
SDS 100 g $26.24 0.0002 g $0.00
Proteinasa K 100 mg| $114.00 0.2 mg/ml $0.23
1.5 ml eppendorf 500 U $47.70 1.0000 U $0.10
Fenol 500 ml| $158.13 0.25 ml $0.08
Cloroformo:alcohol
isoamilico 100 ml $73.40 0.375 ml $0.28
Eppendorf (1.5 ml) 500 U $47.70 1 U $0.10
Acetato de sodio 100 ml $34.21 0.02 ml $0.01
Etanol 2500 ml $64.02 0.5 ml $0.01
Solucién TE 100 ml 47.48 0.0650 ml $0.03
Precio por muestra $1.23

en quetzales

Q9.59
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Cuadro 3: Costo generado para el procesamiento de cada muestra de tejido usando el

protocolo de extraccion a base de silice

Cantidad por
Reactivo o equipo Cantidad de venta | medida | Precio muestra medida | Valor por muestra
Guanidio tiocianato 250 g| $166.75 2.3900 g $1.59
250 g| $166.75 0.4797 g $0.32
Tris-HCL 500 g $56.93 0.0032 g $0.00
500 g $56.93 0.0006 g $0.0001
EDTA 250 g $77.00 0.0372 g $0.0115
250 g $77.00 0.0505 g $0.0156
Triton X-100 250 ml $75.56 0.0130 ml $0.004
250 ml $75.56 0.0026 ml $0.001
1.5 ml eppendorf 500 U $47.70 1.0000 U $0.10
Silice 250 g $49.22 0.0005 g $0.00010
HCL 500 ml| $119.60 0.0003 ml $0.0001
NaOH 500 g $97.41 0.7999 g $0.16
Etanol 2500 ml $64.02 0.3680 ml $0.01
Acetona 1000 ml $91.31 0.7500 ml $0.07
Eppendorf (1.5 ml) 500 U $47.70 1.0000 U $0.10
Solucién TE 100 ml 47.48 0.0650 ml $0.03
Precio por muestra $3.63
en quetzales Q31.61
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Cuadro 4: Costo generado para el procesamiento de cada muestra de heces usando el

protocolo de extraccion Zhang et al. (2006).

Cantidad de Cantidad por Valor por

Reactivo o Equipo venta Medida |Precio | muestra Medida muestra
Etanol 95% 2500 ml|  $64.02 5.0000 ml $0.13
Trizma base 250 g| $123.50 0.0100 g $0.005

250 g| $123.50 0.0060 g $0.003
EDTA 250 g| $77.00 0.0020 g $0.001
SDS 100 g| $26.24 0.0100 g $0.003
CaCl2 100 g| $22.08 0.0004 g $0.0001
Proteinasa K 100 mg | $114.00 0.0500 mg $0.06
Almidén 100 g| $2047 3.0000 g $0.61
Eppendorf (1.5 ml) 500 U| $47.70 1.0000 U $0.10
NaCl 500 g| $38.75 0.0004 g $0.00003

500 g| $38.75 0.0229 g $0.002
CTAB 100 g| $52.21 0.0188 g $0.01
Fenol 500 ml| $158.13 0.3750 ml $0.12
Cloroformo:alcohol isoamilico 100 ml| $73.40 0.0375 ml $0.03

100 ml | $73.40 0.3750 ml $0.28
Isopropanol 500 ml| $52.44 0.5000 ml $0.05
1.5 ml tubo eppendorf 500 $47.70 1.0000 $0.10
1.5 ml tubo eppendorf 500 $47.70 1.0000 $0.10
Etanol 2500 ml 64.02 0.3680 ml | 0.009423744
Solucién TE 100 ml| $47.48 0.0500 ml $0.024
Precio por muestra (en dolares) $1.58
en quetzales Q12.36
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Cuadro 5: Costo generado para el procesamiento de cada muestra fecal usando el

protocolo de extraccion de Marrero (2009).

Cantidad por Valor por

Reactivo o Equipo Cantidad de venta | Medida | Precio muestra Medida | muestra
Guanidinio tiocianato 250 g| $166.75 0.2398 | g $0.16
Tris-HCL 500 g $56.93 0.0003 | g $0.00

500 g $56.93 0.0006 | g $0.00
EDTA 250 g $77.00 0.0038 | g $0.00

250 g $77.00 0.0001 | g $0.00
Tritén-X 250 ml $75.56 0.0013 | g $0.00
0.5 ml tubo eppendorf 500 U $60.10 1.0000 | U $0.12
1.5 ml tubo eppendorf 500 U $47.70 1.0000 | U $0.10
Silice 250 g $49.22 0.0002 | g $0.00
NaCl 500 g $38.75 0.0023 | g $0.00
Etanol 2500 ml $64.02 0.1000 | ml $0.00
Eter 1000 ml $32.25 0.5000 | ml $0.02
Cloroformo 100 ml $73.40 0.5000 | ml $0.37
soluciéon TE 100 ml $47.48 0.0500 | ml $0.02
1.5 ml tubo eppendorf 500 U $47.70 1.0000 | U $0.10
Precio total por
muestra (en délares) $0.88
en quetzales Q6.89
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