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RESUMEN

La nutria neotropical, Lontra longicaudis, es considerada como una especie bandera
para la conservacién de los ecosistemas en los que habita, actualmente se encuentra en
estado vulnerable. Como estrategias de conservacion se han propuesto programas de
rehabilitacion, crianza y reintroduccion de individuos cautivos. Dentro de las estrategias de
crianza, la dieta se convierte en uno de los aspectos del manejo mas relevantes para ser
estudiado, ya que afecta a la comunidad microbiana asociada al intestino. Esta comunidad
es importante porque de ella dependen varios aspectos de la fisiologia del animal.

Este es el primer trabajo en Suramérica sobre la comunidad bacteriana intestinal
de la nutria neotropical L. longicaudis, en el cual se comparo la estructura y diversidad de
la comunidad bacteriana de individuos silvestres y en cautiverio por medio de la técnica
PRC-DGGE utilizando como marcador molecular la regién del 16S rADN. Para evaluar la
comunidad de bacterias del intestino de la nutria, se analizaron muestras de animales en
cautiverio de los zooldgicos de Piscilago y Cali y de animales en estado silvestre de la
cuenca del rio Sint y de la cuenca del rio La Vieja. Contrario a lo esperado, se observo que
no hay diferencias en las caracteristicas evaluadas de la comunidad de bacterias, entre
individuos silvestres y en cautiverio.

PALABRAS CLAVE: microbiota intestinal, PCR-DGGE, riqueza de especies, 16S rADN.

1. INTRODUCCION

La nutria neotropical, Lontra longicaudis, es considerada como una especie
sombrilla para la conservacion de los ecosistemas en los que habita, ya que su presencia
es un indicador de alta disponibilidad energética y biodiversidad (Gallo et al., 2008). Aunque
su rango de distribucion geogréafico es amplio (Rodrigues et al., 2013), actualmente se
encuentra en estado vulnerable en Méjico, Venezuela, Colombia, Belice y Ecuador, a
consecuencia de la contaminacion, la extraccion de oro, la pérdida de habitat y la matanza
por el conflicto con la pesca y la acuicultura (Rheingantz & Trinca, 2015). Sumado a las
amenazas de origen antropogénico que diezman a las poblaciones de nutrias, también se
ha detectado en ellas una creciente incidencia de enfermedades infecciosas de origen
bacteriano (Corporacién Autonoma Regional del Valle del Cauca, 2007).

Como resultado de estas amenazas se estima que el nimero de individuos en la
especie sufrird un descenso del 25% en los proximos 27 afios lo que equivale a tres
generaciones de nutrias (Pacifici et al., 2013). La propagacién y mantenimiento de esta
especie en cautiverio, puede convertirse en una de las estrategias que ayuden a mitigar el
descenso que actualmente se esta observando en el tamafio de las poblaciones de esta
especie. El problema es que, se conoce poco sobre la nutria neotropical y para que los
programas de reproduccion sean exitosos es necesario llenar vacios de informacion tanto
biolégica como de su crianza en cautiverio.
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Dentro de la crianza de animales en cautiverio, la dieta se convierte en uno de los
aspectos del manejo mas importantes, no soélo porque a través de ella el animal obtiene
todos los nutrientes y energia para apoyar sus procesos de crecimiento, reproduccion y
reparacion, sino también porque la estructura y diversidad de la comunidad microbiana del
intestino es afectada por el tipo de dieta (Morales et al., 2010; Robles & Guarner, 2013;
Sanz et al., 2004).

La comunidad microbiana del intestino es importante porque determina en gran
medida la eficiencia en la absorcién de los nutrientes a nivel intestinal (Ruiz et al., 2010).
La dieta de una nutria silvestre tiene un amplio espectro que incluye las familias de peces
Cichlidae, Pimelodidae, Characidae, y Mugilidae, crustaceos, pequefos, reptiles y aves
(Mosquera et al., 2013). En condiciones de cautiverio la dieta cambia y esta constituida
principalmente de pescado y suplementada con pollo, camarones, coco y vitaminas
(Guerrero, 2002). Por lo tanto, es factible que la comunidad de microorganismos que
habitan el intestino de la nutria neotropical cambie en condiciones de cautiverio con posibles
consecuencias en el funcionamiento de su sistema inmune y de su sistema biolégico en
general, debido a una disminucién en su capacidad de absorcion de nutrientes (Ruiz et al.,
2010).

Como un primer paso para apoyar el desarrollo de metodologias de mantenimiento
y crianza de nutrias tropicales en cautiverio, el objetivo general de este trabajo fue
determinar a través un estudio comparativo, si la comunidad de microorganismos
intestinales de las nutrias cautivas es diferente a la presente en las nutrias silvestres.

El proyecto, se llevo a cabo en colaboracion con la fundacion OMACHA y se ajusta
al marco institucional de la universidad Jorge Tadeo Lozano. De acuerdo a la regulacion
vigente, el proyecto cuenta con el permiso marco de recoleccion de especimenes silvestres
de la diversidad biol6gica con fines de investigacion cientifica no comercial de acuerdo a la
resolucion 1271 del 23 de octubre de 2014 y convenio con la CVS (Corporaciéon Autbnoma
Regional de los Valles del Sina y del San Jorge) a través de la fundacion OMACHA.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Comparar la microbiota intestinal presente en animales de la nutria neotropical L.
longicaudis que se encuentran en cautiverio con la microbiota de animales silvestres.

2.2 Objetivos especificos
e Determinar la estructura de la comunidad bacteriana intestinal en individuos
silvestres y en cautiverio de la nutria L. longicaudis.

e Determinar la diversidad de la comunidad bacteriana intestinal en individuos
silvestres y en cautiverio de la nutria L. longicaudis.
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e Comparar la estructura y diversidad de la comunidad bacteriana intestinal de la
nutria L. longicaudis entre individuos silvestres y en cautiverio.

3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La nutria neotropical, un predador de amplio espectro que hace parte de la cima de
la cadena alimenticia en algunos ecosistemas, es una especie utilizada como indicador del
estado de la comunidad ecoldgica que habita. Actualmente se encuentra amenazada por
los cambios ambientales que genera la actividad antrépica y por el aumento en la incidencia
de infecciones bacterianas dentro de sus poblaciones.

La estrategia que se esta implementando por la Fundacion OMACHA en Cérdoba y
la universidad del Quindio en Armenia, para amortiguar el descenso en los tamafios
poblacionales de la nutria neotropical, es su monitoreo constante, planes de manejo y
proteccién del habitad, asi como programas de rehabilitacién, crianza y reintroduccién de
organismos cautivos, a los cuales, se les ha cambiado una dieta silvestre compuesta por
una amplia variedad de peces y crustaceos por pescado y ocasionalmente algun
suplemento. Es muy probable que este cambio en la dieta afecte la microbiota intestinal de
la nutria con consecuencias negativas en el funcionamiento fisioldgico del animal, ya que la
microbiota, tiene un papel importante en la absorcién de nutrientes y en la proteccién contra
infecciones causadas por bacterias patégenas.

Por esta razon, en este trabajo se comparo la microbiota intestinal de animales en
cautiverio con aquella en animales silvestres, como un primer paso de las investigaciones
gue se deben realizar en el futuro para determinar cuales son los efectos de un cambio de
microbiota en la salud de la nutria y consecuentemente poder disefiar estrategias de manejo
en relaciébn a su alimentacién, de tal forma que, se puedan criar animales sanos en
cautiverio.

4. MARCO TEORICO

4.1. La microbiota y su funcion

El término microbiota intestinal hace referencia a las comunidades microbianas
presentes en los intestinos y hasta hace relativamente poco tiempo, era imposible estudiar
con detalle estas comunidades debido que las técnicas de cultivo tradicionales en
microbiologia solo permiten el crecimiento de un porcentaje muy pequefio de
microorganismos del total presentes en esta (Guinane & Cotter, 2013). Esto cambi6 con el
desarrollo de técnicas moleculares como el PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa),
la secuenciacion, el DGGE (Electroforesis en Gel de Gradiente Desnaturalizante), que
permiten estudiar los microorganismos viables pero no cultivables a través del andlisis de
los acidos nucleicos que componen esas comunidades microbianas y del estudio de sus
productos génicos.
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Hoy en dia, el termino microbioma describe al conjunto formado por los
microorganismos, sus genes y sus metabolitos (Khanna & Tosh, 2001). Por lo tanto, en
estudios recientes es muy frecuente que el termino "microbiota intestinal” sea reemplazado
por “microbioma intestinal”.

La microbiota intestinal de los mamiferos, conformada por trillones de bacterias en
los intestinos (Khanna & Tosh, 2001), estd compuesta fundamentalmente por 4 Fila del
dominio Bacteria: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria (Lee & Hase,
2014; Ruiz et al., 2010). En los mamiferos hay méas células procariotas- que eucariotas,
con mas de 5 millones de genes microbianos que codifican para aproximadamente 20.000
funciones biolégicas (Robles & Guarner, 2013).

Esta comunidad desarrolla una intensa actividad metabdlica que le permite
mantener una relacién simbidtica controlada por la secrecion de sustancias antimicrobianas
de las células de Paneth situadas en el fondo de microvellosidades intestinales y de
linfocitos ubicados entre las células epiteliales y en los foliculos linfoides de las placas de
peyer (Lorenzo, 2012).

La comunidad microbiana produce la gran mayoria de los &cidos grasos volatiles
(AGV) (Lavery et al.,, 2012). Las fibras consumidas por un animal son inicialmente
hidrolizadas a almidén y poli- oligosacéaridos. Estos productos son posteriormente
fermentados por los microorganismos liberando agua, gases y AGV, que el huésped
absorbe y oxida induciendo el reciclado de la energia (Lavery et al., 2012). La microbiota
intestinal también interviene en el almacenamiento de lipidos pues esta inhibe la fiaf (por
sus siglas en inglés: “fasting induced adipocyte factor”) y permite la expresién de la LPL
(lipoproteina lipasa) que a su vez interviene en la captacion celular de lipoproteinas a partir
de triglicéridos (Morales et al., 2010).

La microbiota intestinal influye ademas en la expresion de genes en la mucosa
intestinal del huésped. Por ejemplo, la colonizacion de ratones axénicos por Bacteroides
thetaiotaomicron induce la expresion de genes implicados en la defensa del organismo
(Morales et al., 2010). La microbiota ademas funciona como una barrera para impedir la
colonizacién por patégenos lo que se conoce como ‘interferencia bacteriana’ la cual
consiste en una barrera de mucosa que evita o atrofia el movimiento de bacterias
patégenas, antigenos y sustancias toxicas del lumen intestinal. La modulacion del
transporte de antigenos en la mucosa ha sido atribuida a los Lactobacilli. Las bacterias
comensales también inhiben el crecimiento de sus competidores mediante la producciéon de
sustancias antimicrobianas llamadas bacteriocinas que son péptidos también conocidos
como “autobidticos” y que se expresan de forma especifica para cada especie (Chagoyan
et al., 2004).

Otras funciones de la microbiota son la de proteger de patégenos, lo que se conoce
como "resistencia a la colonizacion"y La influencia en la respuesta inmune. Por ejemplo,
bacterias como Bacteroides fragilis produce un polisacarido capsular A que tiene efectos
inmunomoduladores potentes mediante la supresion de la activacion del factor-kB en
huéspedes como ratones (Prakash et al., 2011).

14



4.2. Evolucién y desarrollo de la microbiota intestinal en los mamiferos

Los mamiferos ancestrales, que aparecieron en el paleoceno y proliferaron desde
el triasico superior hace unos 228 millones de afos, eran carnivoros (Pidal, 2006). Con el
tiempo surge la herbivoria con mucho éxito de tal forma que el 80% de los mamiferos
actuales pertenecen a este grupo alimenticio (Jaureguizar, 1986).

Sin importar las preferencias que los mamiferos tengan en su alimentacion, la
microbiota intestinal ha estado acompafiandolos desde sus origenes, con diferencias y
semejanzas en la composicién microbiana entre carnivoros, herbivoros y omnivoros. Por
ejemplo, en el caso del panda gigante (Ailuropoda melanoleuca) su microbiota intestinal es
muy similar a la de los carnivoros siendo él completamente herbivoro (Zhu et al., 2011),y
para la microbiota de los herbivoros, algunas caracteristicas muy particulares son, primero,
la capacidad que estos microorganismos le brindan a algunos de fermentar celulosa y
segundo, un mayor nimero de fila dentro de su comunidad microbiana intestinal que en los
carnivoros y omnivoros (Ley et al., 2008).

La microbiota intestinal se adquiere y depende del ambiente (Ley et al., 2008). Los
embriones de los mamiferos se desarrollan dentro de una serie de capas como la placenta
gue lo mantienen en un ambiente estéril dentro de la madre (Sadler & Langman, 2007). Al
nacer por parto natural este nuevo individuo es colonizado rapidamente por las bacterias
de la vagina de su madre (Knight, 2014). Con el tiempo su microbiota comienza a cambiar,
de ser dominada por una similar a la vaginal (en la que predominan las bacterias anaerobias
facultativas que pertenecen alos fila Proteobacteria y Actinobacteria) comienza a parecerse
a la bucal y finalmente a la intestinal de un individuo adulto donde dominan las bacterias
que pertenecen a los fila Firmicutes y Bacteroidetes (Backhed, 2011; Knight, 2014).

4.3. Relacion de la dieta y la microbiota

Hoy en dia se sabe que cambios en la dieta de mamiferos y la malnutricion, ya sea
por insuficiencia o exceso, pueden producir inflamacién de los intestinos y deficiencias en
el funcionamiento del sistema inmune (Ruiz et al., 2010). El trabajo con ratones libres de
bacterias ha demostrado como la dieta y la manipulacién del microbioma pueden generar
obesidad o diabetes y también abre las puertas a los tratamientos basados en manipulacion
de la microbiota al tratarla como un 6rgano mas del cuerpo (Baquero & Nombela, 2012).

4.4 Caracterizacion de la nutria neotropical L. longicaudis
4.4.1 Generalidades

Las nutrias o Tzula en el lenguaje maya que traduce ‘perro de agua’ fueron bien
conocidas por los pueblos Nahuas y Mayas (Reynoso, 2004). La nutria neotropical (Lontra

longicaudis) es un mamifero carnivoro perteneciente a la familia de los Mustelidae, esta
especie se subdivide geograficamente en 3 subespecies: L. longicaudis annenctes (que se
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distribuye en México, Nicaragua, Costa Rica, Panama, Colombia, Venezuela y Ecuador), L.
longicaudis enudris (distribuido a través de la Guayana Francesa, Surinam, Trinidad y
Pert), y L. longicaudis longicaudis (Distribuidos en la mayor parte de Sudamérica,
incluyendo Brasil y Uruguay) (Trinca et al., 2012).

La nutria neotropical mide alrededor de 1,2 m, pesa aproximadamente 12 kg y
presenta un dimorfismo sexual en el que los machos son mas grandes en un 25%. Su
cuerpo es alargado de color café claro y desde el labio superior hasta el vientre, tiene un
color blanco crema uniforme. Su cola es cilindrica, tiene un crdneo alargado, patas cortas
y gruesas, orejas pequefias y redondas y poseen glandulas anales de olor (Hans,
2006).Tienen el pelaje largo, con ¥ de pulgada de espesor que les permite vivir en aguas
extremadamente frias. También tienen un metabolismo rapido lo que les da la capacidad
de mantener el calor de sus cuerpos (Lariviére, 1999).

Con relacién a su reproduccion, la prefiez dura 50 dias aproximadamente, las crias
nacen con pelo y duran en las madrigueras alrededor de 2 meses y luego hay un cuidado
por parte de la madre hasta que la cria alcanza la madurez (Portocarrero et al., 2009;
Rodriguez & Trujillo, 2006).

4.4.2 Habitat y distribucion

La nutria neotropical se distribuye a lo largo de Sur américa, es muy comun desde
México, pasando por Uruguay, Paraguay y la parte norte de Argentina (Lariviere, 1999).
Esta especie se encuentra presente desde el nivel del mar hasta los 4.000 m (Rheingantz
& Trinca, 2015). Habita en diversos tipos de ecosistemas como lo son zonas aridas con
bosques espinosos y matorrales, bosques tropicales, zonas pantanosas, bosques sub
andinos, ambientes costeros, zonas de manglar, en climas frios y templados y hasta en rios
alto andinos (Duque et al., 2013; Mayor & Botero, 2010; Trinca et al., 2012). En Colombia,
se distribuye en una amplia zona que abarca cerca del 60% del territorio nacional,
comprendiendo la cuenca del rio Orinoco (afluentes: Arauca, Casanare, Ele, Lipa, Cravo
Sur, Cusiana, Paut6, Meta, Manacacias, Bita, Vichada, Duda, Guayabero, Guaviare, Inirida)
y la cuenca del Amazonas (afluentes: Putumayo, Caucaya, Caqueta, Cahuinari, Apaporis,
Miriti-Parana y Vaupés (Avella et al., 2016). A pesar de su amplia distribucion, las aéreas
que habita deben cumplir con dos principales requisitos como lo son una amplia vegetacién
riberefia y buena cobertura de escape. Aunque las nutrias prefieren zonas no intervenidas
también se les ha visto en zonas riberefias con influencia antrépica y ambientes degradados
(Corporacién Autbnoma Regional del Valle del Cauca, 2007).

4.4.3 Alimentacion y comportamiento

Son animales solitarios se encuentran en grupos Unicamente cuando las madres
tienen crias y se estima que cada 2-3 km se puede observar un individuo. La mayor parte
de su vida la pasan en ecosistemas acuaticos, aunque comparten su nicho con la nutria
gigante de rio Pteronura brasiliensis. Se cree que estas dos especies no compiten y se
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evitan dado que desarrollan actividades en diferentes horas del dia. Mientras que la nutria
neotropical es activa durante la puesta de sol y la noche, la otra es activa desde el amanecer
hasta la puesta de sol. Para ellas la comunicacion olfativa es muy importante y en los
campamentos suelen revolver un poco la vegetacién a las orillas (Portocarrero et al., 2009).
Se alimenta principalmente de insectos, crustaceos, pero su preferencia esta
principalmente en las familias de peces Cichlidae, (Pimelodidae), Characidae, y Mugilidae,
aungue se ha reportado ademas aves, pequefios mamiferos, reptiles como Basiliscus y
ocasionalmente frutas o material vegetal, que se ha detectado en sus heces (Chemes et
al., 2010.; Duque et al., 2013; Gallo-Reynoso et al., 2008.; Mosquera et al., 2013).

Para la cuenca del rio Roble (Alto Cauca), la dieta estd representada por 14
categorias alimentarias. Las categorias mas representativas fueron peces (76,7%),
seguidos por insectos (12,67%), reptiles (0,70%) y un renglén que se clasificé como “otros”
(9,86%). Dentro de los peces, la familia mas consumida fue Loricariidae (corronchos) donde
Chaetostoma sp. Fue la especie mas depredada por la nutria, representada con un 22,61%;
seguida de Hypostomus sp. 9,55% y Ancistrus sp. 8,54%. Otras especies de peces que
estan siendo aprovechadas por la nutria, incluyen el jetaeperro Apteronotus sp. (11,6%), la
sabaleta Brycon henni (9,86%), el rollizo Lebiasina sp. (0,70%) y el bagre Rhamdia sp.
(9,15%). El siguiente grupo en importancia fueron los insectos representados por larvas de
cigarros Corydalus sp. (Familia Corydalidae; 12,68%) y entre los reptiles se encontré al
lagarto Jesucristo, Basiliscus sp (Mayor & Botero, 2010).

En el rio La Vieja, se han clasificado en 13 categorias alimenticias: los peces
dominan 10 de ellas, seguidos por insectos, mamiferos y gasterépodos. La nutria no varioé
el consumo de presas entre la temporada de altas y bajas lluvias, las tres especies que
presentan mayor importancia para la dieta son: Apteronotus sp. (37,46
%), Hypostomus sp.(33,28 %), R. quelen (30,50 %) y en menor proporcion, Ichthyoelephas
longirostris (23,84 %) y Ancistrus sp. (22,91 %), siendo éstos, de caracter ocasional
(Restrepo & Botero-Botero, 2012).

4.4.4 Importancia ecoldgica

Al ser carnivoros y tener un amplio espectro en su dieta, se consideran bio-
indicadores (Mosquera et al., 2013). La disminucion de las poblaciones de nutrias en
Colombia comienza en la década de los 50s cuando por el valor comercial de sus pieles,
estos animales fueron llevados a una dramatica reduccion de la cual surgio la resolucion
574 de julio 24 de 1973 prohibiendo su caza y comercializacion (Portocarrero et al., 2009).

Adicionalmente el reciente aumento de la informacién disponible en grandes partes
de su area de distribucion ubica a la nutria neotropical (L. longicaudis) en un estado
vulnerable (Rheingantz & Trinca, 2015; Rodriguez et al., 2006). Aunque aun se desconocen
muchos aspectos de su biologia, demografia y comportamiento, hay una gran variedad de
amenazas antropogénicas como la contaminacion, la extraccion de oro, la pérdida de
hébitat, la matanza por el conflicto con la pesca y la acuicultura (Nidasio & Gonzélez, 2009).
Estas amenazas afectaran el estado de la poblacion con una disminucion probablemente
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del 25% de su abundancia en los proximos 27 afios (tres generaciones) (Pacifici et al.,
2013). Existen grandes vacios en la informacién que se tiene sobre estos organismos
puesto que son muy esquivos y esto dificulta su investigacion. Ademas de las amenazas
antropogénicas se han detectado también una serie de enfermedades las cuales se
describen como infecciones bacterianas (Corporacion Autbnoma Regional del Valle del
Cauca, 2007).

4.4.5 La nutria neotropical en cautiverio

La informacion del mantenimiento en cautiverio es muy escasa. Se han
documentado algunos requerimientos nutricionales aunque no especificamente para L.
longicaudis. Para mustélidos generalmente se ha propuesto una dieta de 30-38% de
proteina, 18-22% de grasa, 7% de cenizas y 3% de fibra que son los formulados para la
nutria asiatica (Aonyx cinérea). Al no haber requerimientos nutricionales establecidos para
la nutria Neotropical, se han utilizado como referencia los requerimientos del gato
domeéstico, segun las tablas del NRC (National Research Council) y en otras ocasiones
se han implementado como base, las recomendaciones de dietas para la nutria de rio
norteamericana (Maslanka et al., 2002).

Algunos zoolégicos y organizaciones ambientales han propuesto diferentes
programas para la conservacion de esta especie (Corporacién Auténoma Regional del Valle
del Cauca, 2007; Mayor & Botero, 2010; Mosquera et al., 2013). Uno de sus obijetivos
principales es lograr su cria en cautiverio, de modo que en el zoolégico de Santa Fe, en el
municipio de Antioquia, nacieron-dos nutrias en abril de 1999, las cuales gde murieron a
causa de la falta de experiencia de la madre. Posteriormente, en el afio 2002 nacieron dos
crias mas y una fue trasladada al zool6gico de Santa Cruz en el departamento de
Cundinamarca (Arcila & Ramirez, 2004). Para el cuidado de los neonatos se ha
recomendado el uso de lactoremplazadores (Ra, 2009). Para mustélidos se han
recomendado los usados comercialmente para felinos y suplementar con Ensure® y/o
Emulsién de Scott © de dos a tres veces por semana. Cuando la cria tiene ya tres meses
de edad puede empezar a consumir pulpa de pescado. Luego que deja la leche, la cria
puede consumir pescados pequefios y regularmente presas vivas para variarle la dieta (Ra,
2009).

4.5 Andlisis de la diversidad y estructura de las poblaciones microbianas

4.5.1 Técnicas para el estudio de la microbiota intestinal

Las metodologias usadas para el estudio de la microbiota son muy similares en
términos de la recoleccion de muestras y extraccion de ADN. En general se ha utilizado el
gen 16S rADN como marcador molecular para evaluar tanto estructura como diversidad de
las comunidades microbianas del intestino (Alfano et al., 2015; Amato et al., 2013; Lavery
et al., 2012).
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Los &cidos nucleicos cambian con el tiempo, por ello, pueden considerarse como
cronémetros moleculares, el fragmento de ADN que codifica para el ARN ribosémico (16S
rADN) es la macromolécula méas ampliamente utilizada en estudios de filogenia y taxonomia
bacterianas desde que Woese & Fox (1977) propusieron la divisién por dominios. El 16S
rADN se utiliza fundamentalmente para bacterias cuya identificacibn mediante otro tipo de
técnicas resulta dificil (Rodicio & Mendoza, 2004). El avance de las técnicas moleculares
como la secuenciacion de los clones de cromosomas artificiales bacterianos (BAC), las
bibliotecas de inserto pequeio hechas directamente del ADN, etc. Han facilitado el estudio
de la microbiota (Guinane & Cotter, 2013).

4.5.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y electroforesis en gradiente
denaturante (DGGE)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y electroforesis en gradiente
denaturante (DGGE), son técnicas moleculares muy sencillas y sensibles, de relativo bajo
costo, eficientes y rapidas (Castro, 2005). Por sus caracteristicas y por la informacion que
se puede obtener de muestras metagendmicas de acidos nucleicos, son ampliamente
utilizadas para el estudio de las comunidades microbianas.

La PCR es una técnica basica en casi todos los estudios moleculares, se
fundamenta en la re amplificacion de un segmento especifico de ADN, y fue disefiada por
Kary Mullis en 1986. Esta reaccion se lleva a cabo en un medio acuoso con un buffer que
mantiene el pH de la reaccién durante todo el proceso.

En esta técnica se obtienen millones de copias de una region en particular al
someter el ADN muestra a un ciclo de temperaturas (denaturacién, alineamiento y
extension) que permiten que la enzima taq polimerasa copie una region de ADN utilizando
unos oligonucle6tidos o “primers” de secuencia especifica, los cuales marcan el sitio de
iniciacion de la secuencia que se quiere estudiar y por lo tanto indican también el inicio de
copiado. En cada ciclo que se repiten las temperaturas se obtienen copias de la region de
interés de forma exponencial (Castro, 2005).

El DGGE es una técnica de electroforesis que permite la separacion de fragmentos
de ADN del mismo tamafio pero con diferente secuencia de nucleétidos (Fischer & Lerman,
1983) En esta técnica, los fragmentos de ADN de doble cadena migran por un gel hasta
encontrar una determinada concentracion de urea y formamida (concentracion
desnaturalizante) a la cual las cadenas se separan localmente y el desplazamiento de las
moléculas disminuye o se interrumpe (Muyzer et al., 2004).

El PCR es una técnica basica para el DGGE ya que a través de ella se obtienen
millones de copias de una secuencia especifica de ADN y a través del DGGE se pueden
separar en un gel de poliacrilamida los diferentes alelos de esta secuencia amplificada
(Muyzer et al., 2004). Esto quiere decir que esta técnica permite separar la misma region
de muchos organismos por sus diferencias en secuencias alélicas (Bernbom et al., 2006),
lo que significa que es posible separar las especies de bacterias que componen la
microbiota intestinal de la nutria neotropical L. longicaudis por las diferencias que presenta
la regién del 16S rADN.
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5. ESTADO DEL ARTE

5.1 La microbiota de algunos mamiferos

En los mamiferos como ya se menciond anteriormente la microbiota es parte

fundamental y se ha desarrollado junto con cada especie brindando la capacidad de
adaptarse a diferentes dietas.
Utilizando la técnica de DGGE se ha caracterizado el microbioma en mamiferos como el
manati antillano Trichechus manatus por Otélora & Vives, (2012). En este estudio se
encontraron 9 a 10 especies correspondientes a los géneros Butyrivibrio, Robinsoniella,
Proteiniborus, Mogibacterium, Mogibacterium, Anaerovorax, Acetobacterium del filo
Firmicutes. Los resultados también mostraron coincidencias entre la comunidad microbiana
del manati antillano y los rumiantes monogastricos.

Lavery et al., (2012) trabajaron el microbioma intestinal del len marino Neophoca
cinerea en el que se encontré que hay una relacién entre la proporcion de Firmicutes y
Bacteriodetes en el lebn marino y la proporcién de estos mismos fila en las personas con
obesidad. Se sabe que los Firmicutes y Bacteroidetes estan relacionados, con la sintesis
de &cidos grasos, el reciclaje de la energia y el almacenamiento de grasas (Lavery et al.,
2012).

La relacion mamifero-microbiota intestinal se ha descrito en primates con el fin de
comprender mejor sus funciones y relaciones evolutivas (Yildirim et al., 2010). Estos
estudios evidencian que, ademas de que la microbiota esta asociada con la dieta, la
microbiota gastrointestinal de los primates esta también asociada a sus taxones, y son
quizas especificos de la especie o0 poblacion. También se ha concluido que el sorprendente
grado de especificidad podria sugerir que los patrones de evolucion de los primates pueden
haber influido en la estructura de la microbiota de los mismos. Finalmente se ha demostrado
gue la diversidad bacteriana es alta y varia entre las especies estudiadas (Yildirim et al.,
2010).

Trabajos en koalas (Phascolarctos cinereus) y en pandas gigantes (Ailuropoda
melanoleuca) muestran la importancia que tiene la microbiota en los vertebrados para la
digestién de sustancias que el organismo por si solo no podria utilizar. En los koalas
observaron la variacién de la microbiota en diferentes partes del cuerpo de los animales en
cautiverio, pero no en la microbiota intestinal. Esto se debe a que su dieta, sigue siendo a
base de hojas de Eucalyptus en estado silvestre o en cautiverio. Sin embargo su microbiota
ocular si varia en cautiverio, con un aumento del nimero de bacterias de la familia
Phyllobacteriaceae, lo que podria explicar las altas incidencias de infecciones con
Chlamydia en cautiverio (Alfano et al., 2015).

Zhu et al., (2011) proponen que la microbiota intestinal del panda gigante se ha
especializado para el metabolismo de carbohidratos, aminoacidos, xenobidticos,
nucleotidos, glucanos, vitaminas y lipidos, obteniendo como resultados, que los pandas
gigantes son capaces de digerir parcialmente fibras de bambu a pesar de que carecen de
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enzimas que pueden degradar la celulosa. En este trabajo también se report6 que la
proporcion de secuencias de 16S rRNA pertenecientes a la clase clostridios de Firmicutes
en individuos silvestres (73% del total de 3361 secuencias) y en cautiverio (42% del total
de 2161 secuencias) es alta. Este resultado induce a pensar que cuando la dieta del animal
no cambia bajo cautiverio se favorece el mantenimiento de una microbiota intestinal similar
a la presente cuando el animal esta libre en su habitat.

Nelson et al., (2013) en su trabajo con animales silvestres y en cautiverio de focas
leopardo (Hydrurga leptonyx) y elefantes marinos (Mirounga leonina), demostraron que la
microbiota depende del tipo de dieta, la morfologia y fisiologia intestinal, las relaciones
sociales y las bacterias captadas, por tanto habran diferencias entre los organismos
silvestres y en cautiverio de una misma especie.

5.2 Relacién entre la microbiota intestinal y enfermedades de alta incidencia en
humanos

Es importante considerar lo que se conoce de la microbiota intestinal de los seres
humanos ya que a partir de esta informacioén, se pueden inferir ciertos aspectos de la
relacién microbiota-mamifero. Esto debido a que la microbiota intestinal de los mamiferos
es similar y tiende a comportarse de la misma forma (Lavery et al., 2012).

El Proyecto Microbioma Humano (HMP) que duro alrededor de cinco afios fue
lanzado en el 2008 por los Institutos Nacionales de la Salud de Estados Unidos (NIH) con
el objetivo de identificar y caracterizar las comunidades microbianas presentes en diferentes
cavidades del cuerpo humano y buscar las correlaciones entre los cambios en el
microbioma y la salud y la enfermedad humana. EI HMP ha caracterizado a las
comunidades microbianas que se encuentran diferentes partes del cuerpo humano: fosas
nasales, la cavidad bucal, la piel, el tracto gastrointestinal y del tracto urogenital (Turnbaugh
et al., 2007).

Dentro de los descubrimientos mas importantes e inesperados reportados en la
literatura cientifica se destaca el que afirma que cambios en la microbiota intestinal estan
relacionados de forma muy significativa, no solamente con la diabetes y enfermedades
autoinmunes, sino también con la obesidad, las afectaciones en el colon, las enfermedades
inflamatorias del intestino, la enfermedad celiaca y la diabetes mellitus tipo 1 (Baquero &
Nombela, 2012; Icaza, 2012; Knight, 2014.; Prakash et al., 2011).

En los ultimos 30 a 40 afios, se ha propuesto que el incremento de la higiene, una
falta de exposicion a diversos microorganismos y una disminucion de la carga microbiana
en los primeros meses de vida debido a una mayor frecuencia de nacimientos por cesarea
(Knight, 2014; Rook & Brunet, 2005), son responsables del incremento de enfermedades
respiratorias, autoinmunes (DM tipol, esclerosis mdltiple, y la enfermedad de graves),
atopias (eczema, asma, rinitis, alergias) y de la obesidad. Por otro lado cambios en la dieta
en las culturas humanas hacia un mayor consumo de alimentos procesados se han ligado
a un incremento en las enfermedades asociadas a la inflamacion de las mucosas (Sartor &
Mazmanian, 2012) tales como la Disbiosis que es una alteracion de la microbiota en el
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intestino; si las bacterias intestinales se alteran pueden desencadenar el desarrollo de
enfermedades, como en el sindrome de inflamacion intestinal donde la alteracion facilita la
adhesion de los patogenos a la pared del intestino (Carding et al., 2015). La Disbiosis
ademas puede ser el resultado de la exposicién a diversos factores ambientales, como la
dieta, las toxinas, las drogas y los agentes patdgenos, y estas alteraciones tienen el mayor
potencial para causar alteraciones microbianas como se ha visto en modelos animales
experimentales (Lee & Hase, 2014).

No toda la investigacion se ha enfocado en buscar la causa de las enfermedades
mas comunes en las poblaciones humanas. Gracias a los resultados de las investigaciones
cientificas enfocadas en el estudio de la asociacion entre microorganismos y animales, se
han desarrollado tratamientos y estrategias para manipular la microbiota intestinal como lo
son los pro bidticos (alimentos que contienen bacterias benéficas), los prebidticos
(alimentos que benefician a la microbiota) y se ha planteado la hipé6tesis de que la
combinacién de pro bibticos y prebidticos tiene un efecto sinérgico (Prakash et al., 2011).

6. METODOLOGIA
6.1 Area de estudio

Para comparar la microbiota intestinal presente en animales silvestres vs. la
microbiota de animales en cautiverio, se usaron muestras de ADN total aisladas de materia
fecal colectada en las cuencas del rio La Vieja (RV) y el rio Sint (RS) como zonas silvestres
y de los zoolégicos de Piscilago (ZP) y Cali (ZP) como zonas de cautiverio.

6.1.1 La cuenca del Rio La Vieja (RV)

La cuenca hidrografica del rio La Vieja, se encuentra ubicada en el centro occidente
colombiano, tienen jurisdiccion los departamentos de Risaralda, Valle del Cauca y Quindio.
La cuenca comprende una superficie total de 2880,14 Km?, geogréficamente se enmarca
entre las coordenadas: 4’04’ y 4’ 49’ latitud norte y 75’24’y 75'57’longitud oeste (Restrepo
& Botero-Botero, 2012). La cuenca forma parte de la eco region del eje cafetero donde
predominan paisajes de piedemonte y valles interandinos, el paisaje en la cuenca se
encuentra predominando la actividad agropecuaria (ganaderia y cultivo), seguido de
bosques de Guadua angustifolia y bosque sub andino (Botero et al., 2010). La temperatura
promedio es de 24°C, la temporada de lluvias va de octubre a diciembre y de abril a mayo,
de junio a septiembre y de enero a marzo se considera época seca 0 de precipitaciones
minimas. Esta region est4 sometida a una fuerte degradacion por parte de la actividad
agropecuaria, vertimiento de aguas residuales, intervencion de bosques riberefios,
explotacién de oro, arena, piedra y pesca con dinamita y veneno (Botero et al., 2010). En
la figura 1 se muestran los puntos en los que se encontraron las muestras en un recorrido
en valsa por el rio de aproximadamente 10 km que se realizé el 25y 26 de enero del 2016.
Las coordenadas fueron tomadas con un GPS y luego ubicadas en “Google Earth”.
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Figura 1.Ruta de recoleccion de muestras de materia fecal de nutria neotropical Lontra longicaudis por la cuenca
del rio La Vieja Quindio, Colombia. Se extrajeron del medio 12 muestras que son las que se identifican como
RV=rio La Vieja, MF= materia fecal.

6.1.2 La cuenca del Rio Sinu (RS).

Las zonas de recoleccibn de muestras, se ubicaron en la bahia de Cispata,
localizada en la zona costera del Departamento de Cérdoba, Colombia. Esta zona tiene una
extension de 27.171 hectareas, abarca areas de mangle, humedales haléfilos, playas y
playones aluviales y fluviomarinos (CVS & Invemar, 2010)

La temporada de lluvias se inicia en abril y se prolonga hasta noviembre, con un
pequefio descenso en el mes de julio a agosto. La temporada seca va desde mediados de
noviembre hasta inicios de abril, siendo los meses mas secos enero y febrero, siendo julio
el mas humedo. La precipitacion promedio anual es de 1,425 mm, la evaporacion potencial
es de 1,826 mm , con valores constantes durante todo el afio (Jorge-CSV & Forestal-
CONIF, 2005).

La temperatura ambiente registra sus valores mas altos en mayo con 33°Cy 29°C
en los meses de diciembre a abril, el promedio mensual varia de 26,7 y 28°C (Jorge-CSV
& Forestal-CONIF, 2005). En la figura 2, se muestran las coordenadas en las que se
encontraron las muestras colectadas el 10 de mayo del 2016, las coordenadas
fueron tomadas con un GPS y luego ubicadas en “Google Earth”.
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Figura 2. Ruta de recoleccién de muestras de materia fecal de nutria neotropical Lontra longicaudis por la
cuenca del rio Sina Cérdoba, Colombia. Se extrajeron del medio 2 muestras que son las que se identifican como
RS= rio Sin0, MF= materia fecal.

6.1.3. Zoolodgicos

6.1.3.1 Parque zooldgico Piscilago (ZP)

Piscilago, es considerado como uno de los parques mas visitados del pais. Se
encuentra ubicado en el Km 105 via Bogota — Girardot a 5 minutos de Melgar, cuenta con
una reserva de bosque seco tropical con una temperatura promedio de 28°C. El parque
lidera proyectos en pro del medio ambiente y proyectos para la conservacion de especies
en via de extincion como por ejemplo el Proyecto Salvavidas Nutria, cuya finalidad es
conservar a la nutria de rio L. longicaudis, especie amenazada por la caza indiscriminada.

6.1.3.2 Zoologico de Cali (ZC)

El zooldgico de Cali ubicado en la Cra. 2 oeste Calle 14 - Santa Teresita. Cali —
Colombia, es una organizacién ambiental que promueve y ejecuta programas de educacion,
comunicacion, recreacion e investigacion para la conservacion de la biodiversidad
colombiana. Con programas de conservacién como el de conservacion nutria gigante de rio
(Pteronura brasiliensis), logro el nacimiento en cautiverio de 14 ejemplares de nutria gigante
de rio. Cinco de estos individuos se encuentran en zool6gicos americanos y europeos
fundando nuevas colonias.

6.2 Recoleccién de muestras

El procedimiento realizado para colectar muestras de materia fecal de animales
silvestres, consistié en hacer un recorrido de 10-40 km en zonas con presencia de nutrias
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por la cuenca del rio (Alvarez, 2009; Chemes et al., 2010) recolectando del suelo la mayor
cantidad posible de muestras fecales frescas de L. longicaudis en las que se observaban
las siguientes caracteristicas (figura 3):

e Presencia de grandes cantidades de espinas y/o escamas

e Olor caracteristico a pescado
e Secrecion verdosa

Figura 3. Muestra de materia fecal de nutria neotropical L. longicaudis depositada en una piedra en la cuenca
del rio La Vieja

Al encontrar la muestra, ésta se colect6 introduciendo un baja lenguas estéril en el
centro del monticulo de materia fecal, extrayendo la mayor cantidad posible. La muestra fue
rapidamente almacenada en una bolsa con cierre hermético y marcada con su niumero de
identificacién, hora, caracteristicas y coordenadas geograficas de colecta. Las muestras se
mantuvieron en una nevera portatil de icopor con hielo. Al terminar el recorrido todas las
muestras fueron congeladas y almacenadas a -20°C.

En los zoolégicos, se siguio el procedimiento anterior, omitiendo los pasos de transeptos y
localizacién de la muestra.

El nimero total de muestras colectadas en cada uno de los sitios de muestreo se
reporta en la Tabla 1 y en el anexo A. Adicionalmente en la ficha de colecta se incluyo
informacion adicional de los individuos de los cuales se obtuvieron muestras (anexo B).
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No fue posible determinar si las muestras colectadas en los terrenos de los rios La
Vieja y Sina provenian de animales diferentes o del mismo. En los zoolégicos se obtuvieron
varias muestras del mismo animal, lo que permite reconocer la variacion de la comunidad
bacteriana del mismo organismo.

6.3 Andlisis de acidos nucleicos

6.3.1 Extraccion de ADN

A partir de cada muestra de materia fecal, se extrajo ADN total por triplicado con el
fin de confirmar la reproducibilidad de los patrones de bandas obtenidos por el andlisis de
PCR-DGGE. Las extracciones de ADN fueron reveladas en geles de agarosa al 0,7% con
5uL de muestra y 2uL de “loading buffer".

El aislamiento de ADN se realiz6 usando el kit de ADN Ultra Clean de Mo Bio
Laboratories Inc. de acuerdo con las instrucciones del fabricante con modificaciones leves.
Estas modificaciones incluyeron hervir los tubos de solucion de perlas que contenian SDS
mas 0.5 g de la muestra en agua durante 10 minutos antes de proceder con el protocolo.
Posteriormente, se afiadié un volumen igual de fenol para eliminar el exceso de materia
organica presente en las muestras tratadas previamente con el reactivo de precipitacion de
proteinas. Después de separar las fases acuosas / fenol por centrifugacion, la fase acuosa
se mezcld con la solucién de sal de union a ADN y se paso a través de la membrana de
silice del filtro giratorio. Las muestras se re-suspendieron en 50 pul de tampdn de elucién (10
mM Tris, pH 8,5) y se almacenaron a -20°C.

6.3.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La estructura y diversidad de la comunidad de bacterias fue evaluada por medio de
marcadores moleculares amplificados a partir de la region 16S rADN. La reaccion de
amplificacién del gen 16S rADN se llevo a cabo a partir del ADN aislado de cada una de las
muestras.

Se realizé una primera ronda de amplificaciones con la técnica de PCR usando los
oligonucleotidos 8F 5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3-y 1541R 5'-AAG GAG GTG
ATC CAG CCG CA-3' para verificar la calidad del ADN.

Posteriormente, se utilizaron los oligonucleétidos 968F-GC 5-CGC CCG CCG CGC
GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGGG AAC GCG AAG AAC CTT AC-3'y
1401R 5'- CGG TGT GTA CAA GAC CCG GGA ACG-3' para amplificar una region mas
pequefia del 16S rADN de 433pb. Esta amplificacion también se hizo a partir del ADN total
aislado y se llevé a cabo para obtener los fragmentos a ser analizados en la técnica del
DGGE. Una secuencia de GC fue adicionada al oligonucleotido 968F (Felske et al., 1996),
para evitar la denaturalizacion completa de la hebra de ADN en la electroforesis
denaturante. La reaccion de amplificacion se llevé a cabo en un volumen final de reaccion
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de 50 pl. La mezcla de la reaccion estuvo compuesta de buffer de reaccion (1X), 0.2 mM
de cada nucledtido, 0.02 Unidades/ul de tag polimerasa, 250 nM de cada uno de los
“primers”, 2.0 mM de MgCl,, 400 ng/ ul de suero fetal bovino (BSA de Bioline) y 1 ul de la
solucion de DNA de la muestra. Se usoé el siguiente programa de gradiente de temperatura
para el termociclador: 94°C por 3 minutos, seguido por 30 ciclos de 94°C por 50 segundos,
48°C de temperatura de anillamiento por 20 segundos, 45 segundos de extension a 72°C y
un paso final de extensién a 72°C por 5 minutos. Los productos de PCR fueron revelados
en geles de agarosa al 2% con 8 pL de muestra.

6.3.3 Analisis DGGE

El andlisis de DGGE se llevé a cabo en un sistema Bio Rad Decode. Los productos
de amplificacion de PCR del gen 16S rADN, con los cuales se analiz6 la microbiota
intestinal de bacterias en las muestras, se corrieron en un gel de poliacrilamida del 6% con
un gradiente paralelo del 37% de urea formamida en la parte superior y de 65% en la base
del gel. Este se corrié por 17 h a 35 V. cm™ a 60°C en buffer TAE 1X. Para visualizar las
bandas de ADN, el gel se tifid en una solucién de bromuro de etidio (0.5 pg/ml) por ultimo
se tom6 una fotografia con el sistema fotodocumentador UVP Gel Doc-ittm 300 se anexa
un video en CD del procedimiento (Anexo G).

Para probar la reproducibilidad de los datos obtenidos a partir del andlisis del DGGE,
se analizaron los productos de amplificacion de 433 pb de la region 16S rDNA de las tres
muestras de ADN total obtenidas a partir de cada muestra de materia fecal.

Para comparar la estructura de la comunidad bacteriana obtenida a partir de las
muestras colectadas, se corrieron varios geles de poliacrilamida que incluyeron los
productos de amplificacion del 16S rADN obtenidos a partir de los tres aislamientos de ADN
total de todas las muestras de materia fecal. Para verificar los resultados, y poder comparar
los perfiles de bandas en un solo gel de poliacrilamida, nuevamente se corrieron los
productos de amplificacion de solo tres muestras de materia fecal por sitio en un solo gel.

6.3.4 Analisis de la estructura de la comunidad bacteriana intestinal

Con la ayuda del programa Gel Compare Il (Applied Maths, NV. Bélgica) se generd
una tabla binaria de presencia ausencia a partir de los perfiles de bandas obtenidos en el
analisis de DGGE. El criterio de busqueda de las bandas fue el siguiente: optimizacion 0%,
tolerancia de la posicion 0.5%, altura minima 0.5%. Posteriormente, esta tabla binaria se
utiliz6 para generar una matriz de similitud usando el indice de Jaccard la cual fue
representada en un dendograma UPGMA.

Este método también se utilizd6 para evaluar la reproducibilidad de los datos

obtenidos a partir de las tres muestras de ADN total aislados de una misma muestra de
materia fecal.
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6.3.5 Analisis de la diversidad de la comunidad bacteriana intestinal

La diferencia en diversidad entre las comunidades bacterianas que habitan en las
nutrias silvestres y en cautiverio se evalué en términos de la riqueza especies (S)(Cedefio,
2005).

s = Z bandas presentes en una muestra

Los valores de S se obtuvieron a partir de la tabla binaria. Este valor se calculé a
partir de la tabla, totalizando el nimero de bandas presentes en cada muestra analizada
con ayuda del programa estadistico Primer 5 de "Plymounth Marine Laboratory, Reino
Unido™.

Los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza de los datos de riqueza,
fueron evaluados usando las pruebas de Shapiro-Wilk y de Levene. Se utilizo el analisis de
varianza de una via (ANOVA) para determinar diferencias entre los datos obtenidos a partir
del ADN total de la materia fecal colectada de los animales silvestres y en cautiverio. Para
este analisis se utilizé el promedio de riqueza calculado para cada individuo muestreado en
los zooldgicos y se utiliz6 el promedio de diversidad calculado para cada muestra fecal
colectada en las zonas silvestres. El ANOVA también se utilizé para determinar diferencias
entre sitios de muestreo, diferencias entre las muestras de cada sitio y diferencias entre las
muestras que provienen del mismo individuo. Los datos de riqueza obtenidos para cada
grupo analizado fueron comparados con una prueba de LSD de Fisher ‘posthoc’. Los
resultados fueron expresados como la media + desviacion estandar y considerados
significativamente diferentes con un valor p < 0,05. Todos los resultados fueron analizados
en el programa Statgraphics Centurion XV. .

7 RESULTADOS

7.1 Recoleccién de muestras y analisis de acidos nucleicos

7.1.1 Muestras colectadas

Se recolectaron en total 33 muestras de materia fecal de nutria neotropical L. longicaudis.
De éstas, 14 corresponden a materia fecal depositada por nutrias silvestres en el suelo,
de las cuales se desconoce su identidad. No se sabe si dentro del material colectado
existen muestras depositadas por un mismo animal. Las 19 muestras restantes fueron
colectadas de animales en cautiverio (Tabla 1).
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Tabla 1.Muestras de materia fecal colectadas en el Rio La Vieja (RV), Rio Sind (RS), Zoolégico de Psicilago
(ZP) y Zoologico de Cali (ZC). La informacion presentada incluye el nimero total de muestras colectadas por
zona, animal fuente de la muestra, su edad (cuando la informacioén es conocida) y dieta. MF = Muestra fecal

sitio de

ID . .
mu%stre Muestras origen de la muestra Dieta
RV-MF 1 Suelo. Animal no identificado
RV-MF 2 Suelo. Animal no identificado
RV-MF 3 Suelo. Animal no identificado
RV-MF 4  Suelo. Animal no identificado Peces (76,7%), seguidos por
- - — insectos (12,67%), reptiles
RV-MF5  Suelo. Animal no identificado (0,70%) y un renglon que se
RV-MF 6  Suelo. Animal no identificado clasificé como “otros” (9,86%),
RV - - — Dentro de los peces, la familia
RV-MF 7 Suelo. Animal no identificado mas consumida fue Loricariidae
RV-MF 8  Suelo. Animal no identificado (corronchos) donde
- - — Chaetostoma sp. fue la especie
RV-MF 9  Suelo. Animal no identificado mas depredada
RV-MF 10  Suelo. Animal no identificado
RV-MF 11  Suelo. Animal no identificado
RV-MF 12 Suelo. Animal no identificado
RS-MF 1  Suelo. Animal no identificado Apteronotus sp. (37,46 %),
RS ) - — Hypostomus sp. (33,28 %), R.
RS-MF 2 Suelo. Animal no identificado quelen (30,50 %).
ZP-MF 1 Suelo. Animal de origen: Toto. Edad 11 afios
ZP-MF 2 Suelo. Animal de origen: Toto. Edad 11 afios ) . o
ZP - - Mojaras vivas Unicamente
ZP-MF 3 Suelo. Animal de origen: Toto. Edad 11 afios
ZP-MF 4 Suelo. Animal de origen: Burbuja. Edad 2 afios
ZC-MF 1 Suelo. Animal de origen: Juliana. Edad 8 afios
ZC-MF 2 Suelo. Animal de origen: Pipe. Edad 12 afios
ZC-MF 3 Suelo. Animal de origen: Juliana. Edad 8 afios
ZC-MF 4 Syelo. Animal de origen: Mariana. Edad 5
anos
ZC-MF 5 Syelo. Animal de origen: Mariana. Edad 5
anos
ZC-MF 6 Syelo. Animal de origen: Mariana. Edad 5
afos
ZC-MF 7 Syelo. Animal de origen: Mariana. Edad 5 Pez vivo y congelado o de
7C anos dispensador y en algunos
ZC-MF 8 Suelo. Animal de origen: Juliana. Edad 8 afios momentos y se les da coco
: Eom— : como incentivo.
ZC-MF 9 Syelo. Animal de origen: Mariana. Edad 5
afos
ZC-MF 10  Suelo. Animal de origen: Juliana. Edad 8 afios
ZC-ME 11 Syelo. Animal de origen: Juliana. Edad 12
afos
ZC-MF 12 Suelo. Animal de origen: Pipe. Edad 12 afios
ZC-MF 13 Suelo. Animal de origen: Pipe. Edad 12 afios
ZC-MF 14  Suelo. Animal de origen: Pipe. Edad 12 afios
ZC-MF 15  Suelo. Animal de origen: Pipe. Edad 12 afios
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7.1.2 Analisis de acidos nucleicos

De las 33 muestras obtenidas, se extrajo el ADN con éxito (Anexo F) y en todas se
pudo amplificar una regién de 433 pb del 16S rADN, con ayuda de los oligonucleétidos
968F GC- 1401R (Anexo C). Todas las muestras mostraron un perfil de bandas en el
analisis de DGGE (figura 4, anexo D).
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Figura 4. Perfiles de PCR-DGGE de la comunidad bacteriana presente en las muestras de heces fecales de la
nutria neotropical L. longicaudis. Se observa el perfil de bandas de tres muestras de materia fecal colectadas
en cada uno de los sitios de muestreo: Rio La Vieja (RV), Rio Sinl (RS), Zoolégico de Piscilago (ZP) y Zooldgico
de Cali (ZC). MF = Materia fecal, al = Aislamiento de ADN total #1, HLIl = Marcador de peso molecular.

7.2 Resultados.

7.2.1 Reproducibilidad de los patrones de bandas obtenidos a través de DGGE

La estructura de las comunidades bacterianas en los tres aislamientos de ADN total
extraido de una misma muestra de materia fecal, tienen porcentajes de similitud iguales o
mayores al 80% (Figuras 5, 6 y 7). Esto quiere decir, que los patrones moleculares de los
triplicados de ADN total aislados de cada muestra son reproducibles. Este resultado, facilita
la comparacion de la estructura de la comunidad microbiana de los intestinos de los
animales que habitan las diferentes localidades usando el DGGE.
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Figura 5. A-D Porcentaje de similitud de la regién 16S rADN de las comunidades de bacterias obtenidas a partir
de tres aislamientos de ADN total que se hicieron con cada una de las muestras de materia fecal de nutria (L.
longicaudis) en el Rio La Vieja (RV). Los dendogramas, fueron construidos con base en el coeficiente de Jaccard
y el método de agrupamiento UPGMA. La similitud igual o mayor al 80% estd demarcada por una linea roja, MF
= materia fecal, al = aislamiento de ADN total #1, a2 = aislamiento de ADN total #2, a3 = aislamiento de ADN
total #3.

31



40
0
60
0
80
90
100

ZC-MF 1 a1 A
n ‘ ZC-MF1a3
ZC-MF 1 a2

ZC-MF 3 a1l
ZC-MF 3 a2
ZC-MF 3 a3

ZC-MF 5 al
ZC-MF 5 a2
|  ZC-MF5a3

==

100

"

|1 zc-MF10a2 B
ZC-MF 10 a3
ZC-MF 10 a1

| ZC-MF 2 al

' ZC-MF 2 a3

| ] ZC-MF 2 a2
ZC-MF 8 a1

. ZC-MF 8 a2

ZC-MF 8 a3

z..f. 5. % BB o ) ZC-MF 11 al
— 13 ZC-MF 11 a3
! ZC-MF 11 a2
ZC-MF 9 a2
ZC-MF 9 a3
) ZC-MF9 al
ZC-MF 7 a1
) ZC-MF 7 a2
ZC-MF 7 a3

+ZC-MF 14 a2
’ | ZC-MF 14 a3 D
' ZC-MF 13 al
ZC-MF 13 a2
ZC-MF 13 a3
ZC-MF 12 a2
ZC-MF 12 a3
ZC-MF 12 al

$.8 8 B R ® 3 38 R — 7C-ME 14 al
8

Figura 6. A-D Porcentaje de similitud de la regién 16S rADN de las comunidades de bacterias obtenidas a partir
de tres aislamientos de ADN total que se hicieron con cada una de las muestras de materia fecal de nutria (L.
longicaudis) en el zooldgico de Cali (ZC). Los dendogramas, fueron construidos con base en el coeficiente de
Jaccard y el método de agrupamiento UPGMA. La similitud igual o mayor al 80% esta demarcada por una linea
roja, MF = materia fecal, al = aislamiento de ADN total #1, a2 = aislamiento de ADN total #2, a3 = aislamiento
de ADN total #3
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Figura 7. Ay B Porcentaje de similitud de la region 16S rADN de las comunidades de bacterias. Estos
resultados fueron obtenidos a partir de tres aislamientos de ADN total que se hicieron a cada una de las
muestras de materia fecal de nutria (L. longicaudis) en el rio Sin (RS) y en el zoolégico de Piscilago (ZP). Los
dendogramas, fueron construidos con base en el coeficiente de Jaccard y el método de agrupamiento UPGMA.
La similitud igual o mayor al 80% esta demarcada por una linea roja, MF = materia fecal, al = aislamiento de
ADN total #1, a2 = aislamiento de ADN total #2, a3 = aislamiento de ADN total #3

7.2.2 Analisis de la estructura de la comunidad bacteriana intestinal

El analisis de agrupamiento hecho con base en el polimorfismo genético de la region
16S rADN no muestra mayores similitudes entre comunidades bacterianas que provienen
de animales silvestres o que provienen de animales en cautiverio. El dendograma de la
figura 8, construido con base en el perfil de bandas obtenido a partir del ADN total de todas
las muestras colectadas y sus triplicados, no muestra agrupaciones que tengan altos
porcentajes de similitud. Estos porcentajes varian entre 35 al 60% entre individuos de la
misma zona y porcentajes menores del 85% entre las muestras de un mismo individuo.
Estos resultados se repiten en los perfiles de bandas obtenidos del analisis de DGGE que
se corrio en un solo gel de poliacrilamida incluyendo solo tres muestras por sitio. La figura
9, muestra que no hay agrupaciones con un porcentaje de similitud mayor al 80% y también
muestra que las comunidades de bacterias no se agrupan por zonas de colecta.
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Figura 8. Perfiles de bandas arrojados por el andlisis de PCR-DGGE y andlisis de agrupamiento de los
fragmentos 16S rADN. Estos resultados fueron obtenidos a partir del ADN total de materia fecal de la nutria
neotropical (L. longicaudis) del rio Sina en Cérdoba (RS-MF), de la cuenca del rio La Vieja en Armenia (RV-
MF), del zool6gico de Cali (ZC-MF) y del Parque zool6gico Piscilago (ZP-MF). MF = materia fecal, al =

aislamiento de ADN total #1.
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Figura 9. Perfiles de bandas arrojados por el andlisis de PCR-DGGE y analisis de agrupamiento de los
fragmentos 16S rADN. Estos resultados fueron obtenidos a partir del ADN total de materia fecal de la nutria
neotropical (L. longicaudis) del rio Sini (RS-MF), de la cuenca del rio La Vieja (RV-MF),del zooldgico de Cali
(ZC-MF) y del Parque zooldgico Piscilago (ZP-MF) en cautiverio. MF = materia fecal, al = aislamiento de ADN
total #1.

7.2.3 Analisis de la riqueza de la comunidad bacteriana intestinal

Los datos de riqueza (S) cumplen con los supuestos de normalidad y homogeneidad
de varianzas (Anexo E, tabla 3), por lo tanto fueron analizados con el ANOVA de una via.

Los resultados muestran que, no hay diferencias significativas en riqueza cuando se
comparan las comunidades bacterianas que provienen de animales silvestres vs. Animales
en cautiverio (P>0.05) (Figura 10, anexo E).
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Figura 10. Riqueza de especies de comunidades bacterianas provenientes de muestras de materia fecal de
animales silvestres y en cautiverio. Los valores de cada grupo son el promedio de la riqgueza calculada para 14
muestras provenientes de individuos silvestres y 5 muestras provenientes de individuos en cautiverio. Las barras
de error indican la desviacion estandar. Diferencias no significativas estan indicadas por las mismas letras
mindsculas.

Se observan similitudes entre la rigueza de las comunidades de bacterias en
animales silvestres del rio La Vieja y el rio Sinu y las comunidades de bacterias de animales
en cautiverio de los zoolégicos de Piscilago y Cali. (Figura 11, Anexo E, tablas 7, 8 y 9).
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Figura 11. Riqueza de especies de comunidades microbianas provenientes de muestras de materia fecal
colectadas en las cuatro zonas de muestreo: rio La Vieja (RV), n=12; rio Sint (RS), n= 2; Zooldgico de Piscilago
(ZP), n=2; y Zooldgico de Cali (ZC), n= 3. Los valores de cada grupo son el promedio de la riqueza calculada
para las muestras analizadas de cada zona. Las barras de error indican la desviacién estandar. Diferencias no
significativas estén indicadas por las mismas letras mindsculas.

Cuando se analiza la diversidad dentro de cada sitio de muestreo, se ven diferencias
entre las comunidades bacterianas provenientes de muestras de materia fecal colectadas
en zonas silvestres (P<0.05); sin embargo, no se ven diferencias entre las muestras de
materias fecales colectadas de los zoolégicos (Figura 12, Anexo E, tablas 10 a la 21).
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Figura 12. Riqueza de especies de comunidades microbianas provenientes de muestras de materia fecal colectadas dentro de cada una de las
cuatro zonas de muestreo: rio La Vieja n=12 (A); rio Sina n= 2B), Zoolégico de Piscilago n= 2 (C) y Zooldgico de Cali n=3 (D). El valor de riqueza de cada
muestra de materia fecal (MF) es el promedio de la riqueza calculada a partir de los tres aislamientos de ADN total extraidos de una misma muestra y en los
zoologicos el promedio de las muestras del mismo individuo. Las barras de error indican la desviacion estandar. Diferencias no significativas estan indicadas
por las mismas letras minUsculas.



Al realizar las comparaciones de la riqueza especifica entre las comunidades
bacterianas de las muestras colectadas del mismo individuo pero en momentos del dia o
dias diferentes se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05) entre
las muestras de Mariana, Juliana y Pipe, pero no se encontraron diferencias en las muestras
de Toto (Anexo E, tablas 22 a la 33).

8. DISCUSION DE RESULTADOS

Este es el primer estudio referente a la microbiota intestinal de la nutria, neotropical
L. longicaudis, en el cual se compard la estructura y diversidad de la comunidad bacteriana
presente en muestras de materia fecal de individuos silvestres con la estructura y
diversidad de la comunidad bacteriana presente en muestras de materia fecal de individuos
en cautiverio.

Los resultados obtenidos en esta evaluacion preliminar muestran que la estructura
de las comunidades de bacterias detectada en animales silvestres no tiene porcentajes de
similitud lo suficientemente altos como para formar una agrupacion separada de las
comunidades de bacterias detectadas en los animales en cautiverio. Tampoco se observan
diferencias en diversidad, la cual se determiné en términos de riqueza. Por lo tanto, al
parecer, las diferencias en la dieta entre los animales en estado silvestre y aquellos que
estan en cautiverio, no estan determinando estas importantes caracteristicas de la
comunidad bacteriana intestinal de L. longicaudis.

Es probable que estos resultados se expliquen por el hecho de que, a pesar que los
animales en cautiverio consumen especies diferentes a las que consumen los animales en
estado silvestre, en los zooldgicos se busca que la adecuacion del espacio para los
animales imite las condiciones silvestres, por lo tanto, la dieta en cautiverio se basa
principalmente en pescado y no concentrado u otro tipo de alimento (Alfano et al., 2015;
Lavery et al., 2012; Schwab et al.,2011; Zhu et al., 2011). Se sabe que la dieta, del rio La
Vieja es principalmente peces (76,7%), seguidos por insectos (12,67%), reptiles (0,70%) y
gue dentro de los peces, la familia mas consumida es Loricariidae (corronchos) (Restrepo
& Botero-Botero, 2012). En el rio Sing, la dieta es a base de peces de las especies
Apteronotus sp. (37,46 %), Hypostomus sp. (33,28 %) y R. quelen (30,50 %) (Mayor &
Botero, 2010). En ambas regiones las presas mas predadas son peces. En los zooldgicos
se suministran mojarras vivas, peces congelados o de dispensador y en algunos momentos
y se les da coco como complemento. La dieta que los zooldgicos suministran, al ser similar
a la dieta en estado silvestre, aporta al individuo los requerimientos necesarios para su
reproduccion (Arcila & Ramirez, 2004; Hans, 2006; Ra, 2009), como lo demostro el
zoolégico de Cali, donde lograron tener exitosamente una cria en cautiverio que a la fecha
tiene 5 afios.



Tampoco se observaron porcentajes de similitud altos entre las comunidades de
bacterias de animales que habitan una misma zona de muestreo. Se ha demostrado en
humanos que en los individuos que conviven juntos, su microbiota es mas similar en
comparacion con otros individuos que viven mas lejos (Knight, 2014). Al ser la nutria un
animal solitario en estado silvestre, su microbiota varia mas de un individuo a otro, que en
los zooldgicos, ya que en este los individuos estan juntos.

Estos resultados no son concluyentes. Al evaluar los resultados de este estudio, es
necesario tener en cuenta que primero, el nimero de muestras obtenidas fue limitado y
segundo, la forma de obtener la muestra de ADN de la comunidad bacteriana no fue la mas
apropiada. En el zoolégico de Cali se colectdé materia fecal de tres individuos y en el
zooldgico de Piscilago de dos individuos. En rio La Vieja no se sabe a cuantos individuos
corresponden las muestras colectadas, pero teniendo en cuenta el radio de dispersion de
los animales y la ubicacion de la materia fecal, se estima que estas muestras provienen
probablemente de tres animales. En el rio Sind se estima que las muestras provienen de
dos animales. Para poder tener una imagen mas real de la estructura y la diversidad de las
comunidades microbianas en los dos tipos de habitat, seria conveniente incluir en el
muestreo materia fecal de un mayor nuimero de individuos. Adicionalmente, seria
conveniente poder tomar una muestra de materia fecal directamente del ano del animal y
no de materia fecal depositada en el suelo. Esto, porque cuando la materia fecal recorre el
intestino, recoge gran cantidad de microorganismos (Guinane & Cotter, 2013; Icaza-
Chavez, 2012), pero al salir del cuerpo del animal, las heces sufren un proceso de
degradacion acompafado por una disminucion significativa de las poblaciones microbianas
debido a la desecacién por altas temperaturas, a la exposicién a la radiacion UV y a la
exposicion al oxigeno (VI¢kova et al., 2012). Al observar los resultados de riqueza del
zoolégico de Piscilago en comparacién con los resultados de rio La Vieja, se concluye que
es muy probable que, largos tiempos de exposicion al ambiente hayan afectado los
microorganismos de materia fecal de las muestras colectadas en el rio La Vieja, ya que
estas muestras estuvieron expuestas al ambiente por largo tiempo. Las Unicas muestras
que pudieron ser colectadas inmediatamente después de que el animal las depositara en
el suelo fueron las del zooldgico de Piscilago, evitando largos periodos de exposicion. De
modo coincidente, estas son las muestras que tienen una tendencia a tener mayores
indices de riqueza. Por lo tanto es muy importante que, la muestra sea tomada y congelada
en el menor tiempo posible (Bernbom et al., 2006; VI¢kova et al., 2012). Es probable que al
aumentar el numero de animales muestreados y al mejorar el muestreo colectando la
materia fecal directamente en el ano del animal, los resultados sean diferentes. Sin
embargo, mejorar el muestreo se dificulta porque los individuos silvestres son dificiles de
localizar, el rea de estudio es muy grande y de dificil acceso. Obtener el permiso para
colectar muestras de zooldgico no es facil y, tanto para animales en cautiverio como para
silvestres, colectar muestras directamente del animal implica la gestion de permisos y dado
gue contamos con el permiso marco de recoleccion de especimenes silvestres de la
diversidad biolégica con fines de investigacion cientifica no comercial de acuerdo a la
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resolucion 1271 del 23 de octubre de 2014, no estd permitida la captura del animal para
toma de muestras.

Otro aspecto importante al analizar los resultados de este estudio es que los 0,59
de materia fecal usados para la extraccibn de ADN son representativos. La prueba de
reproducibilidad, demuestra que las réplicas analizadas a partir de una misma muestra
tienen porcentaje de similitud iguales o mayores a 80%. Lo cual significa que a través de la
técnica PCR DGGE se puede detectar la gran mayoria de las bacterias presentes en la
muestra. Sin embargo, es importante tener en cuenta que, muestras de materia fecal de un
mismo individuo colectadas a diferentes horas del dia, pueden tener una comunidad de
bacterias con estructura y diversidad diferentes, como en el caso de las tres muestras
analizadas para Mariana, Juliana y Pipe, que responde a diferentes factores. Esto puede
significar que, para tener un conocimiento mas preciso de la estructura y diversidad de la
comunidad de bacterias en un animal en particular, es necesario colectar mas de una
muestra.

CONCLUSIONES

La estructura y riqueza especifica de las comunidades de bacterias no difiere entre
individuos de la especie L. longicaudis en estado silvestre y animales mantenidos en
condiciones de cautiverio.

Es probable que la estructura y la diversidad de la comunidad de bacterias de la
nutria estén siendo afectadas por otras variables diferentes a la dieta del animal o a la zona
en que habitan.

RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con el trabajo para dilucidar que especies componen la
comunidad de cada muestra usando técnicas como la pirosecuenciacion.

Se recomienda tomar un nimero de muestras mayor, asi como varias muestras de
un mismo individuo, con el fin de conocer mas acerca de la microbiota intestinal de la nutria.

Se recomienda tomar mas datos de otros factores tales como edad, sexo, estado
de animo, interacciones sociales, etc. Para explicar por qué pueden darse las variaciones
dentro de un mismo organismo.
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ANEXO A
LISTA DE MUESTRAS
Tabla 2. Identificacién, descripcién o nombre, nUmero de aislamiento y Riquezas de especies en

cada una de las muestras. Promedio de las tres réplicas de cada muestra del valor de riqueza de
especies. RV-MF = rio La Vieja, RS-MF = rio Sina Cérdoba, ZP-MF= zoolégico de Piscilago, ZC-

MF= zoolégico de Cali.

zona muestra individuo replica S promedio S
1 11
Cuenca del rio La Vieja RV-MF 1 grande 2 12 11,3
3 11
4 14
Cuenca del rio La Vieja RV-MF 2 pequeia 5 13 13,7
6 14
7 14
Cuenca del rio La Vieja RV-MF 3 grande 8 14 13,7
9 13
13 12
Cuenca del rio La Vieja RV-MF 4 pequefia de cria 14 12 11,7
15 11
16 15
Cuenca del rio La Vieja RV-MF 5 mediana 17 15 14,7
18 14
19 3
Cuenca del rio La Vieja RV-MF 6 20 3 4,0
grande 21 6
24 4
Cuenca del rio La Vieja RV-MF 7 mediana 25 4 4,0
26 4
36 8
Cuenca del rio La Vieja RV-MF 8 mediana 37 7 7,3
38 7
39 10
Cuenca del rio La Vieja RV-MF 9 pequeia 40 11 11,0
41 12
42 15
Cuenca del rio La Vieja RV-MF 10 mediana 43 14 14,0
44 13
45 19
Cuenca del rio La Vieja RV-MF 11 pequefia 46 19 19,0
47 19
48 12
Cuenca del rio La Vieja RV-MF 12 grande 49 12 11,7

Ul

o
[y
[y




zona muestra individuo replica S promedioS

78 13
zooldgico de Cali ZC-MF 1 Juliana 79 12 11,7
80 10

81 7
zoolégico de Cali ZC-MF 2 Pipe 82 7 7,3
83 8

84
zooldgico de Cali ZC-MF 3 Juliana 85
86

[ER
w

12,3

87
zooldgico de Cali ZC-MF 4 Mariana 88
89

8,0

90
zoolégico de Cali ZC-MF 5 Mariana 91
92

8,3

93
zoologico de Cali ZC-MF 6 Mariana 94
95

7,0

96
zoolégico de Cali ZC-MF 7 Mariana 97
98

5,0

zoolégico de Cali ZC-MF 8 Juliana 102 4,0

103
zoolégico de Cali ZC-MF 9 Juliana 104
105

7,7

\loooo.b‘.b‘.bmmm\l\l\l\lmgoooooooﬁu'—;

106 10
zoolégico de Cali ZC-MF 10 Mariana 107 10 10,3
108 11

109
zoolégico de Cali ZC-MF 11 Juliana 110
111

6,7

112
zoolégico de Cali ZC-MF 12 Pipe 113
114

5,7

115
zoologico de Cali ZC-MF 13 Pipe 116
117

4,0

118
zoolégico de Cali ZC-MF 14 Pipe 119
120

7,0

121
zoologico de Cali ZC-MF 15 Pipe 122
123

8,0

0 0|0 |IN(N (N |~ |||V
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zona muestra Individuo replica S promedioS

54 6

Cuenca del rio Sinu RS-MF 1 Cb 01 55 8 7,7
56 9
63 11

Cuenca del rio Sinu RS-MF 2 Cb 04 64 12 12,7
65 15
66 15

zooldgico de Piscilago ZP-MF 1 Toto 67 16 14,7
68 13
69 12

zooldgico de Piscilago ZP-MF 2 Toto 70 12 12,0
71 12
72 13

zoolégico de Piscilago ZP-MF 3 Toto 73 12 13,3
74 15
75 12

zooldégico de Piscilago ZP-MF 4 Burbuja 76 12 13,0
77 15
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ANEXO B
FICHA DE RECOLECCION PARA ZOOLOGICOS
Parque zooldgico Piscilago

Ficha de recoleccion para zool6gicos

No. Individuo 1 Foto
Nombre Toto Opcional
Edad 11 afos aproximados

Zooldgico Piscilago

Fecha de colecta 28 de mayo 2016

dieta

Mojaras vivas

¢, Ha encontrado restos de aves u otros animales que Ud no haya suministrado?

No, no se observa comportamiento de caza solo con su alimento diario

¢, Ha observado Ud Comportamiento de caza?

Solo con las mojaras vivas

¢ Cual fue la dltima fecha en la que se suministré antibiético y porque?

No se ha suministrado antibiéticos ni desparasitado desde hace tiempo

Historia del animal (breve descripcién de su procedencia, comportamiento, etc.)

Fue traido muy pequefio al zooldgico por signos de abandono

Ficha de recoleccion para zooldgicos

No. Individuo 2 Foto
Nombre Burbuja Opcional
Edad 2 afios aproximadamente

Zooldgico Pscilago

Fecha de colecta 28 de mayo 2016

dieta

Mojaras vivas

¢, Ha encontrado restos de aves u otros animales que Ud no haya suministrado?

No, no se observa comportamiento de caza solo con su alimento diario

¢, Ha observado Ud Comportamiento de caza?

Solo con las mojaras vivas

¢ Cual fue la dltima fecha en la que se suministré antibiético y porque?

No se ha suministrado antibiéticos ni desparasitado desde hace tiempo

Historia del animal (breve descripcidn de su procedencia, comportamiento, etc.)

Fue traida de la zona, se encontré con signos de abandono y esta fura de exhibicion
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Zooldgico de Cali

Ficha de recoleccion para zooldgicos

No. Individuo 1 Fo_to
Nombre Pipe Opcional
Edad 12 afos

Zoolodgico Zooldgico de Cali

Fecha de colecta

dieta

Todos son alimentados con pez vivo y congelado o de dispensador y en algunos
momentos y se les da coco como incentivo.

¢Ha encontrado restos de aves u otros animales que Ud no haya suministrado?

No

¢ Ha observado Ud Comportamiento de caza?

No

¢ Cual fue la dltima fecha en la que se suministré antibi6tico y porque?

No se suministra antibiéticos en fechas cercanas a la colecta

Historia del animal (breve descripcién de su procedencia, comportamiento, etc.)

Donado del zoologico de Piscilago también obtenido del medio por signos de maltrato y
abandono

Ficha de recoleccion para zooldgicos

No. Individuo 2 Fo_to
Nombre Mariana Opcional
Edad 8 afios

Zoolégico Zoolégico de Cali

Fecha de colecta

dieta

Todos son alimentados con pez vivo y congelado o de dispensador y en algunos
momentos y se les da coco como incentivo.

¢, Ha encontrado restos de aves u otros animales que Ud no haya suministrado?

No

¢, Ha observado Ud Comportamiento de caza?

No

¢ Cual fue la dltima fecha en la que se suministré antibiético y porque?

No se suministra antibi6ticos en fechas cercanas a la colecta

Historia del animal (breve descripcién de su procedencia, comportamiento, etc.)
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extraida del medio por signos de abandono y en noviembre del 2011 da a luz a Juliana

Ficha de recoleccién para zool6gicos

No. Individuo 3 Fo_to
Nombre Juliana Opcional
Edad 5 afios

Zoolégico Zoolodgico de Cali

Fecha de colecta

dieta

Todos son alimentados con pez vivo y congelado o de dispensador y en algunos
momentos y se les da coco como incentivo.

¢Ha encontrado restos de aves u otros animales que Ud no haya suministrado?

No

¢, Ha observado Ud Comportamiento de caza?

No

¢ Cual fue la dltima fecha en la que se suministré antibiético y porque?

No se suministra antibiéticos en fechas cercanas a la colecta

Historia del animal (breve descripcién de su procedencia, comportamiento, etc.)

se ha mantenido en cautiverio desde su nacimiento
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ANEXO C
FOTOS GELES DE AGAROSA
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Figuras 12 A-H. Productos de ADN total extraido de muestras de materia fecal de nutria
neotropical L. longicaudis en gel de agarosa al 0,7%, Rio La Vieja (RV), Rio Sinu (RS),
Zooldégico de Piscilago (ZP) y Zooldgico de Cali (ZC). MF = Materia fecal, al = Aislamiento
de ADN total #1, HLII = Marcador de peso molecular HyperLadder™ II.
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Figuras 13 A-E. Productos de PCR 16s para la region que codifican los primers 8F-1541R.
de nutria neotropical L. longicaudis en gel de agarosa al 2%, Rio La Vieja (RV), Rio Sinu
(RS), Zoologico de Piscilago (ZP) y Zoologico de Cali (ZC). MF = Materia fecal, al =
Aislamiento de ADN total #1, HLII = Marcador de peso molecular HyperLadder™ |I.
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Flguras 14.A-J. Productos de PCR 16s para la reglon que codifican los prlmer5698F-
1401R. De nutria neotropical L. longicaudis en gel de agarosa al 2%, Rio La Vieja (RV),
Rio Sinu (RS), Zooldgico de Piscilago (ZP) y Zoolégico de Cali (ZC). MF = Materia fecal,
a1 = Aislamiento de ADN total #1, HLII = Marcador de peso molecular HyperLadder™ II.
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ANEXO D
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Figuras 15. A-F. Perfiles de PCR-DGGE de la comunidad bacteriana presente en las muestras de heces fecales de la nutria
neotropical L. longicaudis. Se observa el perfil de bandas de muestras de materia fecal colectadas en cada uno de los sitios de

muestreo: Rio La Vieja (RV), Rio Sinu (RS), Zoolégico de Piscilago (ZP) y Zooldgico de Cali (ZC). MF = Materia fecal, al =
Aislamiento de ADN total #1, HLII = Marcador de peso molecular.
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Figuras 16. A-D. Perfiles de PCR-DGGE de la comunidad bacteriana presente en las muestras de heces fecales de la nutria
neotropical L. longicaudis. Se observa el perfil de bandas de muestras de materia fecal colectadas en cada uno de los sitios de
muestreo: Rio La Vieja (RV), Rio Sinu (RS), Zoolégico de Piscilago (ZP) y Zooldgico de Cali (ZC). MF = Materia fecal, al =
Aislamiento de ADN total #1, HLIl = Marcador de peso molecular.
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ANEXO E
RESULTADOS ESTADISTICOS

Tabla 3. Prueba de normalidad (a) y homogeneidad de varianza (b) para la riqueza de
especies S, n = 33 muestras con un (P >0.05).

(@)
Pruebas de Normalidad Estadistico W de
, Valor-P
para los datos de riqueza Shapiro-Wilk
0,960818 0,328785
(b)
Verificacion de
_ Levene's Valor-P
Varianza

7,83023 0,0728455




Tabla 4. Riqueza especifica (S) de las comunidades de bacterias que habitan muestras de
materia fecal de nutrias silvestres (Rio La Vieja y Rio Sinl) y en cautiverio (zoolégicos de
Piscilago y Cali). En una misma columna, letras minusculas iguales indican que no hay
diferencias significativas entre los datos de la columna (P > 0.05).

Estado de la nutria neotropical S+DS
Silvestre n = 14 11,22+4.2
Cautiverion = 18 8.77+3.2

Tabla 5. Andlisis de varianza de una sola via (ANOVA) para evaluar diferencias en
riqgueza entre comunidades bacterianas de individuos silvestres y en cautiverio con un (P
>0.05).

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 48,0577 1 48,0577 3,55 0,0688
Intra grupos 419,148 31 13,5209

Total (Corr.) 467,205 32

Tabla 6. Prueba de multiples rangos para S con el Método LSD de 2 niveles: silvestre o
cautiverio, el asterisco en la columna Sig (significancia) representa las diferencias
significativas.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
S-Z -0,804511 2,76318
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Tabla 7. Riqueza especifica (S) de las comunidades de bacterias para cada sitio de
muestreo. En una misma columna, letras mindsculas iguales indican que no hay
diferencias significativas entre los datos de la columna (P > 0.05).

Sitio de muestreo $+DS
Rio La Vieja (RV) n =12 11,3°+4.4
Rio Sind (RS)n=2 10,28+3.5
Piscilago (ZP) n=2 13,22+0,2
Cali (ZC) n=3 6,72£0,9

Tabla 8. Andlisis de varianza de una sola via (ANOVA) para evaluar diferencias en
riqueza entre los sitios de muestreo Rio La Vieja (RV), Rio Sinu (RS), Zoolégico de
Piscilago (ZP) y Zoolégico de Cali (ZC) con un (P >0.05).

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 66,236 3 22,0787 1,46 0,2652
Intra grupos 226,781 15 15,1187

Total (Corr.) 293,017 18

Tabla 9. Prueba de mdltiples rangos para S con el Método LSD de 4 niveles: Rio La Vieja
(RV), Rio Sinu (RS), Zooldgico de Piscilago (ZP) y Zoolégico de Cali (ZC), el asterisco en
la columna Sig (significancia) representa las diferencias significativas.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

RS - RV -1,14167 6,32983
RS -ZC 3,53333 7,56559
RS - ZP -2,95 8,28769
RV -ZC 4,675 5,34968
RV - ZP -1,80833 6,32983
C-7P -6,48333 7,56559
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Tabla 10. Rigueza especifica (S) de las comunidades de bacterias para las muestras del
Zooldgico de Piscilago (ZP). En una misma columna, letras minudsculas iguales indican
que no hay diferencias significativas entre los datos de la columna (P > 0.05).

Zoologico Piscilago S+DS
Toton=3 13,32+1,3
Burbuja n =1 13,0%+1,5

Tabla 11. Andlisis de varianza de una sola via (ANOVA) para evaluar las diferencias de
las muestras del Zoolégico de Piscilago (ZP) con un (P >0.05)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,0833333 1 0,0833333 0,05 0,8505
Intra grupos  3,64667 2 1,82333

Total (Corr.) 3,73 3

Tabla 12. Prueba de mdltiples rangos para S con 4 muestras pertenecientes al Zoolégico
de Piscilago (ZP), el asterisco en la columna Sig (significancia) representa las diferencias
significativas.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Burbuja - Toto -0,333333 6,70871
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Tabla 13. Rigueza especifica (S) de las comunidades de bacterias para las muestras del
rio La Vieja (RV). En una misma columna, letras minasculas iguales indican que no hay
diferencias significativas entre los datos de la columna (P > 0.05).

Rio La Vieja S+DS
RV-MF 1 n=3 11,33+0,57
RV-MF 2 n=3 13,7%+0,57
RV-MF 3 n=3 13,7 240,57
RV-MF 4 n=3 11,7°+0,57
RV-MF 5 n=3 14,7'+0,57
RV-MF 6 n=3 4,09+1,7
RV-MF 7 n=3 4,0"+0
RV-MF 8 n=3 7,30
RV-MF 9 n=3 11,0°+0,57
RV-MF 10 n=3 14,0 2+1
RV-MF 11 n=3 19,0+ 1
RV-MF 12 n=3 11,7+ 0

Tabla 14. Analisis de varianza de una sola via (ANOVA) para evaluar las diferencias de
las muestras de la cuenca del rio La Vieja (RV) con un (P >0.05).

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razoén-F Valor-P
Entre grupos 635,333 11 57,7576 94,51 0,0000
Intra grupos 14,6667 24 0,611111

Total (Corr.) 650,0 35

Tabla 15. Prueba de mdltiples rangos para S con el Método: LSD de 12 muestras de la
cuenca del rio La Vieja (RV), el asterisco en la columna Sig (significancia) representa las
diferencias significativas.

Contrast Sig. Difference +/- Limits
RV-MF 1-RV-MF 10 * -2,66667 1,31736
RV-MF 1-RV-MF 11 * -7,66667 1,31736
RV-MF 1 - RV-MF 12 -0,333333 1,31736
RV-MF1-RV-MF2 * -233333 1,31736
RV-MF 1 - RV-MF 3 -2,33333 1,31736

*
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RV-MF 1 - RV-MF 4
RV-MF 1 - RV-MF 5
RV-MF 1 - RV-MF 6
RV-MF 1 - RV-MF 7
RV-MF 1 - RV-MF 8
RV-MF 1 - RV-MF 9
RV-MF 10 - RV-MF 11
RV-MF 10 - RV-MF 12
RV-MF 10 - RV-MF 2
RV-MF 10 - RV-MF 3
RV-MF 10 - RV-MF 4
RV-MF 10 - RV-MF 5
RV-MF 10 - RV-MF 6
RV-MF 10 - RV-MF 7
RV-MF 10 - RV-MF 8
RV-MF 10 - RV-MF 9
RV-MF 11 - RV-MF 12
RV-MF 11 - RV-MF 2
RV-MF 11 - RV-MF 3
RV-MF 11 - RV-MF 4
RV-MF 11 - RV-MF 5
RV-MF 11 - RV-MF 6
RV-MF 11 - RV-MF 7
RV-MF 11 - RV-MF 8
RV-MF 11 - RV-MF 9
RV-MF 12 - RV-MF 2
RV-MF 12 - RV-MF 3
RV-MF 12 - RV-MF 4
RV-MF 12 - RV-MF 5
RV-MF 12 - RV-MF 6
RV-MF 12 - RV-MF 7
RV-MF 12 - RV-MF 8
RV-MF 12 - RV-MF 9
RV-MF 2 - RV-MF 3
RV-MF 2 - RV-MF 4
RV-MF 2 - RV-MF 5
RV-MF 2 - RV-MF 6
RV-MF 2 - RV-MF 7
RV-MF 2 - RV-MF 8
RV-MF 2 - RV-MF 9
RV-MF 3 - RV-MF 4
RV-MF 3 - RV-MF 5
RV-MF 3 - RV-MF 6
RV-MF 3 - RV-MF 7
RV-MF 3 - RV-MF 8
RV-MF 3 - RV-MF 9
RV-MF 4 - RV-MF 5
RV-MF 4 - RV-MF 6
RV-MF 4 - RV-MF 7

* X X X

*

*

b B B TR . I R N N R

* ok * *

E I I T

* ok k% F ok 3k
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-0,333333
-3,33333
7,33333
7,33333
4,0
0,333333
-5,0
2,33333
0,333333
0,333333
2,33333
-0,666667
10,0

10,0
6,66667
3,0
7,33333
5,33333
5,33333
7,33333
4,33333
15,0

15,0
11,6667
8,0

-2,0

-2,0

0,0

-3,0
7,66667
7,66667
4,33333
0,666667
0,0

2,0

-1,0
9,66667
9,66667
6,33333
2,66667
2,0

-1,0
9,66667
9,66667
6,33333
2,66667
-3,0
7,66667
7,66667

1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736



RV-MF 4 - RV-MF 8
RV-MF 4 - RV-MF 9
RV-MF 5 - RV-MF 6
RV-MF 5 - RV-MF 7
RV-MF 5 - RV-MF 8
RV-MF 5 - RV-MF 9
RV-MF 6 - RV-MF 7
RV-MF 6 - RV-MF 8
RV-MF 6 - RV-MF 9
RV-MF 7 - RV-MF 8
RV-MF 7 - RV-MF 9
RV-MF 8 - RV-MF 9

* X X X

* ok ok * F

4,33333
0,666667
10,6667
10,6667
7,33333
3,66667
0,0
-3,33333
-7,0
-3,33333
-7,0
-3,66667

1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
1,31736
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Tabla 16. Riqueza especifica (S) de las comunidades de bacterias para las muestras del
rio Sint (RS). En una misma columna, letras mindsculas iguales indican que no hay
diferencias significativas entre los datos de la columna (P > 0.05).

Rio Sinu S+DS
RS-MF 1 n=3 11,32+0,57
RS-MF 2 n=3 13,7°+0,57

Tabla 17. Andlisis de varianza de una sola via (ANOVA) con muestras de la cuenca del rio
Sina (RS) (P >0.05).

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 37,5 1 37,5 11,25 0,0285
Intra grupos 13,3333 4 3,33333

Total (Corr.) 50,8333 5

Tabla 18. Prueba de multiples rangos para S con el Método LSD de con 2 muestras de la
cuenca del rio Sina (RS), el asterisco en la columna Sig (significancia) representa las
diferencias significativas.

Contrast Sig. Difference +/- Limits
RS-MF1-RS-MF2 * -5,0 4,13889
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Tabla 19. Rigueza especifica (S) de las comunidades de bacterias para las muestras del
zooldgico de Cali (ZC). En una misma columna, letras mindsculas iguales indican que no
hay diferencias significativas entre los datos de la columna (P > 0.05).

zooldgico de Cali S+DS

Juliana n=5 6,12+ 1,2
Mariana n=5 7,73+1,9
Pipe n=5 6,22+1,7

Tabla 20. Andlisis de varianza de una sola via (ANOVA) con muestras del zooldgico de

Cali (ZC) con un (P >0.05).

Cuadrado Medio Razén-F Valor-P

Fuente Suma de Cuadrados Gl
Entre grupos 7,127

Intra grupos 31,2822

Total (Corr.) 38,4092

2 3,5635

1,03 0,3971

13 3,4758
15

Tabla 21. Prueba de multiples rangos para S con el Método LSD con 3 muestras del
zoolégico de Cali (ZC), el asterisco en la columna Sig (significancia) representa las

diferencias significativas.

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
Juliana - Mariana -1,58667 3,08
Juliana - Pipe -0,0416667 3,22114
Mariana - Pipe 1,545 2,82916
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Tabla 22. Riqueza especifica (S) de las comunidades de bacterias para las muestras de
Pipe la nutria macho del zooldgico de Cali (ZC). En una misma columna, letras
minusculas iguales indican que no hay diferencias significativas entre los datos de la
columna (P > 0.05).

Pipe S+DS
ZC-MF 12 n=3 5,7 3+0,57
ZC-MF 13 n=3 4°+0
ZC-MF 14 n=3 7°+0
ZC-MF 15 n=3 8940
ZC-MF 2 n=3 7,3 °£0

Tabla 23. Analisis de varianza de una sola via (ANOVA) con muestras de Pipe la nutria
macho del zoolégico de Cali (ZC) con un (P >0.05).

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razo6n-F Valor-P
Entre grupos 30,2667 4 7,56667 56,75  0,0000
Intra grupos 1,33333 10 0,133333

Total (Corr.) 31,6 14

Tabla 24. Prueba de mdltiples rangos para S con el Método LSD con 4 muestras de Pipe
la nutria macho del zoolégico de Cali (ZC), el asterisco en la columna Sig (significancia)
representa las diferencias significativas.

. Diferencia +/- Limites
1,66667 0,664304
-1,33333 0,664304
-2,33333 0,664304
-1,66667 0,664304

Contraste

ZC-MF 12 - ZC-MF 13
ZC-MF 12 - ZC-MF 14
ZC-MF 12 - ZC-MF 15
ZC-MF 12 - ZC-MF 2

Q

* % % o+ % * x x|

ZC-MF 13 - ZC-MF 14 -3,0 0,664304
ZC-MF 13 - ZC-MF 15 -4,0 0,664304
ZC-MF 13 - ZC-MF 2 -3,33333 0,664304
ZC-MF 14 - ZC-MF 15 -1,0 0,664304

ZC-MF 14 - ZC-MF 2 -0,333333 0,664304
ZC-MF15-ZC-MF2 * 0,666667 0,664304
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Tabla 25. Riqueza especifica (S) de las comunidades de bacterias para las muestras de
Mariana una nutria hembra del zoolégico de Cali (ZC). En una misma columna, letras
minusculas iguales indican que no hay diferencias significativas entre los datos de la
columna (P > 0.05).

Mariana S+DS
ZC-MF 4 n=3 82+1,1
ZC-MF 5 n=3 8,3°+0
ZC-MF 6 n=3 75411
ZC-MF 7 n=3 5°+0
ZC-MF 10 n=3 10,39+0,57

Tabla 26. Analisis de varianza de una sola via (ANOVA) con muestras de Mariana una
nutria hembra del zoolégico de Cali (ZC) con un (P >0.05).

Fuente Suma de Cuadrados G| Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 45,6 4 11,4 34,20 0,0000
Intra grupos 3,33333 10 0,333333

Total (Corr.) 48,9333 14

Tabla 27. Prueba de mdltiples rangos para S con el Método LSD con 5 muestras de
Mariana una nutria hembra zoologico de Cali (ZC), el asterisco en la columna Sig
(significancia) representa las diferencias significativas.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

Mariana 10 - Mariana 4 * 2,33333 1,05036

Mariana 10 - Mariana5 * 2,0 1,05036

Mariana 10 - Mariana 6 * 3,33333 1,05036

Mariana 10 - Mariana 7 * 5,33333 1,05036

Mariana 4 - Mariana 5 -0,333333 1,05036

Mariana 4 - Mariana 6 1,0 1,05036

Mariana 4 - Mariana 7 3,0 1,05036

Mariana 5 - Mariana 6 1,33333 1,05036

Mariana 5 - Mariana 7 3,33333 1,05036

Mariana 6 - Mariana 7 2,0 1,05036

* X X X
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Tabla 28. Riqueza especifica (S) de las comunidades de bacterias para las muestras de
Juliana una nutria hembra del zoolégico de Cali (ZC). En una misma columna, letras
minusculas iguales indican que no hay diferencias significativas entre los datos de la
columna (P > 0.05).

Juliana $+DS
ZC-MF 8 n=3 7,72+0,57
ZC-MF 9 n=3 4°+0
ZC-MF 11 n=3 6,7 °£0,57
ZC-MF 1 n=3 11,7 °+1,7
ZC-MF 3 n=3 12,3°+0,57

Tabla 29. Analisis de varianza de una sola via (ANOVA) con muestras de Juliana una
nutria hembra del zoolégico de Cali (ZC) con un (P >0.05).

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razo6n-F Valor-P
Entre grupos 147,067 4 36,7667 42,42  0,0000
Intra grupos 8,66667 10 0,866667

Total (Corr.) 155,733 14

Tabla 30. Prueba de multiples rangos para S con el Método LSD con 3 muestras de
Juliana una nutria hembra del zoolégico de Cali (ZC), el asterisco en la columna Sig
(significancia) representa las diferencias significativas.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
ZC-MF1-272C-MF 11 * 5,0 1,69365
ZC-MF 1 - ZC-MF 3 -0,666667 1,69365

ZC-MF 1 - ZC-MF 8
ZC-MF 1 - ZC-MF 9
ZC-MF 11 - ZC-MF 3 -5,66667 1,69365
ZC-MF 11 - ZC-MF 8 2,66667 1,69365
ZC-MF 11 - ZC-MF 9 -1,0 1,69365
ZC-MF3-7ZC-MF8 * 8,33333 1,69365
ZC-MF 3 - ZC-MF 9 4,66667 1,69365
ZC-MF 8 - ZC-MF 9 -3,66667 1,69365

7,66667  1,69365
4,0 1,69365

* X X X

*

*
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Tabla 31. Riqueza especifica (S) de las comunidades de bacterias para las muestras de
Toto una nutria macho del zoolégico de Piscilago (ZP). En una misma columna, letras
minusculas iguales indican que no hay diferencias significativas entre los datos de la
columna (P > 0.05).

Toto S+DS
ZP-MF 1 n=3 14,72+2,1
ZP-MF 2 n=3 12°+1,5
ZP-MF 3 n=3 13,3340

Tabla 32. Analisis de varianza de una sola via (ANOVA) con muestras de Toto una nutria
macho del zoolégico de Piscilago (ZP) con un (P >0.05).

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 10,6667 2 5,33333 3,43 0,1016
Intra grupos 9,33333 6 1,55556

Total (Corr.) 20,0 8

Tabla 33. Prueba de multiples rangos para S con el Método LSD con 3 muestras de Toto
una nutria macho del zooldgico de Piscilago (ZP), el asterisco en la columna Sig
(significancia) representa las diferencias significativas.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Totol-Toto2 * 2,66667 2,49182
Toto1-Toto 3 1,33333 2,49182
Toto 2 - Toto 3 -1,33333  2,49182
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Anexo F
Concentracion de ADN total
Tabla 34. Concentracion inicial de las muestras de ADN por triplicado

Muestra Aislamiento ng/ul A260 260/280 Constante Cursor Pos. Cursor abs. 340 raw

1 29,24 0,585 1,49 50 260 0,585 0,183
RV-MF 1 2 312,38 6,248 1,6 50 260 6,248 2,049
3 52,99 106 1,46 50 260 1,06 0,226
1 56,15 1,123 1,31 50 260 1,123 0,305
RV-MF 2 2 43,42 0,868 1,28 50 260 0,868 0,363
3 39,19 0,784 1,38 50 260 0,784 0,238
1 99,3 1,986 1,46 50 260 1,986  -0,638
RV-MF 3 2 45,83 0,917 1,58 50 260 0,917 0,188
3 53,58 1,072 1,64 50 260 1,072 0,126
1 289 0,578 1,58 50 260 0,578 0,126
RV-MF 4 2 115,16 2,303 1,42 50 260 2,303 7,52
3 22,08 0,442 1,54 50 260 0,442 0,11
1 89,09 1,782 0,91 50 260 1,782 35,255
RV-MF 5 2 33,2 0,664 1,48 50 260 0,664 0,116
3 57,69 1,154 1,46 50 260 1,154 0,083
1 2438 0,488 1,34 50 260 0,488 0,139
RV-MF 6 2 13,85 0,277 1,41 50 260 0,277 0,174
3 15,69 0,314 1,41 50 260 0,314 3,057
1 50,53 1,011 1,41 50 260 1,011 0,136
RV-MF 7 2 13,35 0,267 1,47 50 260 0,267 0,188
3 507,64 10,153 1,9 50 260 10,153 0,668
1 34,83 0,698 1,38 50 260 0,698 0,161
RV-MF 8 2 9,18 0,184 1,46 50 260 0,184 0,099
3 2596 0,519 1,45 50 260 0,519 0,091
1 553 0,111 1,35 50 260 0,111 0,081
RV-MF 9 2 27,1 0,542 1,47 50 260 0,542 0,096
3 23,09 0,462 1,48 50 260 0,462 0,093
1 129,71 2,594 1,45 50 260 2,594 0,113
RV-MF 10 2 62,52 1,25 1,42 50 260 1,25 0,093
3 119,51 2,39 1,42 50 260 2,39 5,088
1 19,4 0,388 1,45 50 260 0,388 0,132
RV-MF 11 2 49,69 0,994 1,39 50 260 0,994 0,226
3 11,56 0,231 1,69 50 260 0,231 0,094
1 32,11 0642 1,66 50 260 0,642  -0,192
RV-MF 12 2 27,17 0,543 1,39 50 260 0,543 0,134
3 22,7 0,454 1,47 50 260 0,454 0,118
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Muestra Aislamiento ng/ul A260 260/280 Constante Cursor Pos. Cursor abs. 340 raw

1 2391 0,478 1,58 50 260 0,478 0,16
RS-MF 1 2 34,67 0,693 1,48 50 260 0,693 0,124
3 22,48 0,45 1,46 50 260 0,45 0,149
1 11,69 0,234 1,44 50 260 0,234 0,098
RS-MF 2 2 14,24 0,285 1,42 50 260 0,285 0,122
3 23,87 0,477 1,4 50 260 0,477 0,115
1 27,69 0,554 1,54 50 260 0,554 0,106
ZP-MF 1 2 111,09 2,222 1,44 50 260 2,222 2,354
3 33,08 0,662 1,51 50 260 0,662 0,111
1 30,71 0,614 1,48 50 260 0,614 0,132
ZP-MF 2 2 20,49 0,41 1,54 50 260 0,41 0,109
3 28,27 0,565 1,46 50 260 0,565 0,115
1 3551 0,71 1,53 50 260 0,71 0,526
ZP-MF 3 2 19,41 0,388 1,5 50 260 0,388 0,183
3 29,64 0,593 1,45 50 260 0,593 -0,189
1 76,91 1,538 1,34 50 260 1,538 4,544
ZP-MF 4 2 36,45 0,729 1,46 50 260 0,729 0,112
3 165,15 3,303 1,41 50 260 3,303 8,636
1 121,7 2,434 1,47 50 260 2,434 0,122
ZC-MF 1 2 21,54 0,431 1,43 50 260 0,431 0,109
3 21,84 0,437 1,42 50 260 0,437 0,099
1 26,78 0,536 1,45 50 260 0,536 0,121
ZC-MF 2 2 6,22 0,124 1,72 50 260 0,124 0,116
3 0,22 0,004 1,32 50 260 0,004 0,041
1 34,63 0,693 1,46 50 230 0,2 -0,026
ZC-MF 3 2 44,52 0,89 1,68 50 230 0,318 -0,029
3 31,4 0,628 1,48 50 230 0,278 0,002
1 22,37 0,447 1,4 50 230 0,037 -0,014
ZC-MF 4 2 2,75 0,055 1,3 50 230 -0,192 -0,02
3 26,21 0,524 1,49 50 230 0,277 -0,024
1 23,81 0,476 1,39 50 230 0,106 0,002
ZC-MF 5 2 4,79 0,096 1,24 50 230 -0,131 -0,11
3 23,3 0,466 1,45 50 230 0,428 -0,021
1 6,92 0,138 1,33 50 230 -0,119 -0,028
ZC-MF 6 2 8,2 0,164 1,41 50 230 -0,052 -0,033
3 10,69 0,214 1,5 50 230 0,076 0,388
1 6,82 0,136 1,47 50 230 -0,153 -0,025
ZC-MF 7 2 13,4 0,268 1,89 50 230 -0,025 0,007
3 13,8 0,276 1,53 50 230 0,082 0,028
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Muestra Aislamiento ng/ul A260 260/280 Constante Cursor Pos. Cursor abs. 340 raw
1 11,39 0,228 1,34 50 230 -0,021 -0,002
ZC-MF 8 2 33 0,66 1,41 50 230 0,413 -0,019
3 30,77 0,615 1,45 50 230 0,524 -0,02
1 10,43 0,209 1,32 50 230 0,032 -0,032
ZC-MF 9 2 44,23 0,885 1,48 50 230 0,881 -0,019
3 11,07 0,221 1,45 50 230 -0,03 -0,006
1 35,34 0,707 1,36 50 230 0,33 0,005
ZC-MF 10 2 58,7 1,174 1,43 50 230 0,994 0,01
3 12,51 0,25 1,38 50 230 0,051 -0,025
1 22,71 0,454 1,56 50 230 0,103 -0,047
ZC-MF 11 2 18,26 0,365 1,46 50 230 0,111 -0,02
3 16,68 0,334 1,39 50 230 0,164 -0,068
1 229 0,458 1,59 50 230 0,044 10,614
ZC-MF 12 2 51,63 1,033 1,51 50 230 1,291 -0,024
3 23,8 0,476 1,52 50 230 0,492 -0,019
1 46,7 0,934 1,46 50 230 0,39 -0,019
ZC-MF 13 2 48,72 0,974 1,46 50 230 0,773 -0,043
3 74,92 1,498 1,42 50 230 1,766 2,522
1 1,96 0,039 1,29 50 230 -0,214 -0,02
ZC-MF 14 2 6,95 0,139 1,24 50 230 0,182 0,023
3 18,79 0,376 1,7 50 230 0,342 -0,678
1 1,96 0,039 1,29 50 230 -0,214 -0,02
ZC-MF 15 2 18,26 0,365 1,46 50 230 0,111 -0,02
3 10,69 0,214 1,5 50 230 0,076 0,388

76



