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Sexaje Molecular a Partir de Heces en Osos de Anteojos
(Tremarctos ornatus)

MOLECULAR SEXING FROM STOOLS IN SPECTACLED BEAR (Tremarctos ornatus)

Cristina Caselli S.%, Lenin Maturrano H.23

RESUMEN

El oso de anteojos (Tremarctos ornatus) se encuentra vulnerable debido a la caza y
destruccion de su medio ambiente y es de dificil observacién en vida libre, lo que obsta-
culiza su manejo e investigacion, por lo que el uso de muestras no invasivas como heces
se convierte en una gran herramienta. El objetivo del presente estudio fue adaptar una
técnica de sexado mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de ADN extraido
de células exfoliadas del colon presentes en muestras de heces. Se utilizaron 17 muestras
(10 de hembras y 7 de machos) de osos de sexo conocido y criados en cautiverio en
cuatro instituciones de la zona de Lima, Per0. Para la extraccion de ADN se utiliz6 un kit
comercial especifico para heces. Se logro extraer de 20 a 30 ng de ADN de cada muestra.
Mediante PCR se evaluaron dos secuencias de genes: amelogenina con los cebadores
SEA47-SE48y la regidn determinante del sexo en el cromosoma Y (SRY) con los cebadores
SRYB3- SRYB5. Con el gen de amelogenina se logro sexar a los 17 0sos (100%), mientras
que con el gen SRY no se logro el sexado. Se concluye que con el gen amelogenina hay
una coincidencia de 100% entre el sexo conocido y el sexo hallado mediante PCR de ADN
extraido de heces.
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ABSTRACT

The spectacled bear (Tremarctos ornatus) is a vulnerable species because of hunting
and destruction of its environment. Also, it is difficult to monitor in the wild hampering
the management and research efforts and therefore, the use of non-invasive samples
such as faeces becomes a useful tool. The aim of this study was to develop a technique
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for sexing by the Polymerase Chain Reaction (PCR) using DNA extracted from exfoliated
colon cells present in faecal samples. Seventeen samples (from 10 females and 7 males)
were collected from bears of known sex reared in captivity in four institutions in Lima
Peru. DNA extraction was done by using a specific kit for faecal samples. The concentration
of extracted DNA varied between 20 to 30 ng. Using PCR, two gene sequences were
evaluated: amelogenin with primers SE47-SE48 and sex-determining region in the Y
chromosome (SRY) with primers SRYB5-SRY B3. Sex determination by the amelogenin
gene was achieved in all bears (100%), whereas failed in all samples when using the SRY
gene primers. It is concluded that there is 100% match with the amelogenin gene between
the known and detected sex using the PCR of DNA extracted from faeces.
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INTRODUCCION

El oso de anteojos (Tremarctos
ornatus), también conocido como el oso
andino, vive en la regién andino amazonica
de América del Sur y es una de las ocho es-
pecies de 0s0s que existen en el planeta.
Habita en ecosistemas que van desde los 250
msnm en el desierto costero hasta los para-
mos a 4750 msnm, mostrando preferencia por
bosques himedos entre 1990 y 2350 msnm,
llegando a ocupar una area de 260 000 km?.
Dos tercios de la poblacion de osos de ante-
ojos se encuentran en el Per( (Peyton et al.,
1998).

El nimero de oso de anteojos esta dis-
minuyendo rapidamente, quedando en el Per(,
segun el dltimo censo, una poblacion cercana
a 2000 (Orejuela y Jorgenson, 1996); aunque
su nmero es aun incierto. La conservacion
de esta especie se encuentra amenazada por
la disminucion de su habitat debido a la gana-
deria migratoria, incendios forestales, tala de
bosques y la fragmentacidn por colonizacion;
asimismo, por el tréfico ilicito como mascota
de circo y por la creencia que sus garras tie-
nen propiedades curativas. La ausencia de
informacién actualizada hace dificil desarro-
llar planes adecuados para su conservacion
(IUCN, 2015).
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La visualizacién de estos animales en
vida libre es dificil (Castellanos et al., 2005),
de alli que se deben utilizar rastros indirectos
como sus heces (Peyton, 1980). Estas mues-
tras pueden ser sometidas a pruebas
moleculares debido a que contienen células
exfoliadas del colon de las que se puede ex-
traer material genético (Maturrano et al.,
2012). No obstante, no existe una técnica para
extraer ADN de las heces del oso de ante-
ojos en suficiente cantidad y calidad que per-
mita realizar analisis moleculares, como la
determinacion del sexo.

El objetivo del presente estudio fue
acondicionar una prueba molecular que per-
mita sexar al 0so de anteojos utilizando ADN
extraido de muestras de heces mediante PCR.
Para ello se evaluaron parametros de tempe-
ratura y concentracion de ADN y se usaron
dos genes como candidatos a marcador
genético para el sexado. Se espera que con
esta técnica se pueda, a futuro, determinar la
proporcion hembra/macho en animales de vida
libre y estimar su poblacion en una determi-
nada region, asi como conocer la estructura
y la dindmica de una poblacién (Maturrano
et al., 2012), a fin de desarrollar mejores es-
trategias de conservacion (Griffiths y Tiwari,
1995).
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Figura1l. Coleccién de heces frescas de oso de anteojos (Tremarctos ornatus) y su prepara-

cion para la extraccion de ADN

MATERIALES Y METODOS

Tomas de Muestras

Se recolectaron muestras de heces de
17 osos en cautiverio (10 hembras y 7 ma-
chos). Los animales fueron del zoocriadero
del Colegio La Inmaculada (n=2), Parque
Zooldgico de Huancayo - CRCLL (n=3), zoo-
I6gico del Parque de Las Leyendas (n=6) y
Parque Zooldgico Huachipa (n=6). Las
muestras fueron tomadas con la autorizacion
N.°0194-2014-MINAGRI-DGFFS/DGEFFS.

Las muestras fueron conservadas con
etanol absoluto y se rotularon con el sexo,
nombre, ubicacion y fecha de colecta (Fig. 1).

Extraccion de ADN

Se tomaron entre 180 y 200 mg de la
superficie de las heces (Fig. 1), eliminando
los residuos de alimentos y tomando las areas
mas brillosas con una hoja de bisturi. Para la
extraccion de ADN se utilizo el kit comercial
QlAamp® DNA Stool Mini Kit (Qiagen) con
una modificacion en el protocolo. Para esto,
se coloco el material fecal extraido con 3-4
ml de buffer de lisado (ASL) y se agit6 con
un vortex por 15 minutos durante cuatro dias
consecutivos. Luego se continud con el proce-
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so de extraccion descrito por el fabricante
del kit.

Las extracciones fueron realizadas con
autorizacién R.D. N° 037-2015 SERFOR-
DGGSPFFS-DGSPFS.

Amplificacion del Gen Amelogenina
(SE47-SE48)

Se usaron los cebadores SE47
(5’CAGCCAAACCTCCCTCTGC) y SE48
(5’CCCGCTTGGTCTTGTCTGTTGC)
(Yamamoto et al., 2002).

Para la PCR se us6 un volumen final de
20 pl conteniendo 10 pl de Master-Mix (Taq,
dNTPs) y 0.4 ul de cada cebador a una con-
centracion de trabajo de 20 pM. Las condi-
ciones fueron: 95 °C por 9 min, seguido por
35 ciclos de 94 °C por 30 s, 58 °C por 30 s,
72 °C por 1 miny, finalmente, 72 °C por 5
min.

Para la visualizacion de los productos
del PCR, se diluyeron con Buffer Loading a
razon de 5:1, que se depositaron en un volu-
men final de 20 pl en un gel de agarosa al 3%
durante 2 hy 30 min a 100 voltios. Se utiliz6
un marcador de 100 bp para corroborar los
tamafios de los alelos.
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Amplificacion del Gen SRY (SRYB3-
SRYB5)

Se emplearon los cebadores SRYB3
(5’GCCAGTAGTCTCTGTGCCTCCT) y
SRYB5 (5’TGAACGCTTTCATTGTG-
TGGTC), segmentos del gen SRY presente
en el cromosoma Y, los cuales han sido usa-
dos en varias especies de mamiferos (Pomp
etal., 1995).

Para la PCR se uso un volumen final de
20 pl, con aproximadamente 20 a 30 ng ADN,
10 pl de Master-Mix (Tag, dNTPs) y 0.4 ul
de cada cebador a una concentracion de tra-
bajo de 20 pM. Las condiciones fueron: 95
°C por 4 min, seguido por 35 ciclos de 95 °C
por 15 s, 55 °C por 45 's, 72 °C por 30 sy,
finalmente, 72 °C por 5 min.

Para la visualizacién de los productos
del PCR se sigui6 el procedimiento indicado
para el gen amelogenina.

REsuLTADOS

En las 17 muestras fecales hubo heces
semiliquidas y sélidas, algunas con abundan-
te material fibroso (cascara de choclo, restos
de camote y otros); sin embargo, en todas se
obtuvo una concentracién de 20 a 30 ng de
ADN. En la electroforesis, algunas muestras
no presentaron bandas definidas de ADN,
sino un barrido (ADN degradado), por lo que
se estima que el ADN aobtenido era de baja
calidad (Fig. 2).

El sexo (10 hembras y 7 machos) fue
identificado en forma correcta en las 17
muestras. En el genotipo hembra se vio una
doble banda de 245 pb correspondientes a
los cromosomas XX, mientras que en ma-
chos de visualizaron dos bandas, una de 245
pb y otra de 191 pb correspondientes a los
cromosomas X e Y, respectivamente. Como
controles se us6 ADN humano femenino y
masculino (Fig. 3).
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En ninguna de las muestras analizadas
con los cebadores SRY especificos se logré
determinar el sexo. Aqui se usé un control de
ADN masculino, el cual, como era de esperar,
amplifico una sola banda de 163 pb (Fig. 4).

Discusion

El empleo de técnicas no invasivas para
caracterizar el sexo de individuos de una po-
blacion ha aumentado enormemente en los
ultimos afios, debido al desarrollo de técnicas
cada vez mas eficientes para la extraccion
de ADN a partir de muestras muy pequefias
y degradadas como las heces. Para ello la
toma y conservacion de muestras es de vital
importancia.

La calidad y consistencia de las heces
es dependiente del estado de salud del ani-
mal y de la dieta que reciben en cada zool6-
gico. En este estudio, se aceptd todo tipo de
heces (semiliquidas, liquidas, patosas y en blo-
ques) y fueron conservadas en etanol abso-
luto para la extraccion de ADN. Esto es im-
portante pues en condiciones de vida libre se
puede encontrar estos tipos de heces y debe-
rian ser usadas sin inconvenientes. Las mues-
tras conservadas en etanol absoluto mostra-
ron tan igual desempefio que muestras co-
lectadas en frascos con los silicagel utiliza-
dos en el estudio del oso pardo (Castellanos
et al., 2005), lo cual disminuye el costo de la
prueba, ademas de ser de facil adquisicion.

En este estudio, la extraccion de ADN
fue un paso critico para obtener buenos re-
sultados, siendo el método fenol-cloroformo
el mas comun para obtener ADN de buena
calidad y cantidad; ademas, permite que el
ADN se mantenga estable por mas tiempo
(Castellanos et al., 2005).

El método de la silica para extraer ADN
a partir de heces es muy efectivo (Taberlet
etal., 1997; Frantzen et al., 1998; Marshall y
Ritland, 2002). En la actualidad, las casas
comerciales estan desarrollando nuevos sis-
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Figura 2. Gel de agarosa al 0.8%. En los pocillos 1-14 se muestra la calidad y cantidad de ADN
extraido a partir de muestras de heces de 0sos de anteojos (Tremarctos ornatus)
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Figura 3. Visualizacién de productos de PCR en gel de electroforesis al 3% usando los cebadores
SE47 y SE48 a partir de ADN extraido de heces de 0sos de anteojos (Tremarctos
ornatus). Pocillos del 3 al 10: osos machos; pocillos del 11 al 16: osas hembras;
pocillos 1y 2: controles humanos y los extremos son marcadores de peso molecular

de 100 pb

temas de extraccion de ADN a partir de
muestras de mala calidad, como heces y teji-
dos muy degradados. Este tipo de técnicas
se presenta a veces como la Unica alternati-
va posible en especies muy amenazadas; sin
embargo, el método a partir de excrementos
no es facil, debido a que el ADN obtenido
suele ser escaso y muy fragmentado, ade-
mas de contener restos de plantas. Por este
motivo, en el presente estudio se modificé el
protocolo del fabricante del kit en la fase de
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lisis celular empleada con éxito en un estudio
previo en heces de vicufias (Maturrano et al.,
2012). Con esta modificacion se extrajo can-
tidades 6ptimas de ADN sin necesidad de
realizar maltiples réplicas de cada analisis
(Taberlet et al., 1996).

Los resultados muestran que solo se
pudo amplificar adecuadamente con el gen
de amelogenina, permitiendo identificar co-
rrectamente el sexo de los animales. EI sexo
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Figura 4. Visualizacion de productos de PCR en gel de electroforesis al 3% usando los cebadores
SRYB3-SRYBS5 a partir de ADN extraido de heces de 0sos de anteojos (Tremarctos
ornatus). Pocillos del 3 al 5: 0sos machos; pocillos del 6 al 10: osas hembras; pocillo 1:
control humano femenino; pocillo 2: control humano masculino. En el extremo el mar-

cador de peso molecular de 100 pb

en el 0so de anteojos ha llegado a ser identi-
ficado por ambos genes pero empleando pe-
los como fuente de ADN (Page’s et al.,
2009). La extraccion de ADN a partir de pelos
resulta en una mayor cantidad de ADN pues
contienen menos inhibidores de PCR que las
muestras de heces. Asimismo, la utilizacion
de cebadores no especificos para la especie
en muestras tan degradadas como heces sue-
len no ser fiables ya que es posible que no
amplifiquen (Page’s et al., 2009).

A través del presente trabajo se pudo
demostrar que es posible sexar al 0so de an-
teojos mediante PCR usando el gen de la
amelogenina (SE47 y SE48) a partir de mues-
tras no invasivas como las heces. Se espera
que en el futuro esta prueba sea usada en
0s0s de vida libre proporcionando informa-
cion de vital importancia para su conserva-
cion.
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CONCLUSIONES

e Se logr6 adaptar una prueba molecular
capaz de sexar al oso de anteojos
(Tremarctos ornatus) usando el gen
amelogenina (SE47 y SE48) a partir de
ADN extraido de heces.

e El gen SRY (SRYB3-SRYBS5) no per-
mite determinar el sexo en estos anima-
les a partir de ADN extraido de heces.
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